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RESUMO: O agente causador da patologia apicola Cria Ensacada Brasileira esta presente, segun-
do evidéncias, no extrato etandlico do pélen de barbatiméo (Stryphnodendron polyphyllum). Trata-
se de género reconhecidamente produtor de grande quantidade de tanino e ensaios biologicos
anteriormente desenvolvidos, confirmaram que o acido tanico, quando presente em dietas de
larvas de Apis mellifera, mesmo em baixas concentragdes, promove o aparecimento dos sintomas
caracteristicos da enfermidade. Muito embora os taninos sejam compostos que apresentam efei-
tos antinutritivos (em funcdo da complexacdo com proteinas, polissacarideos e outros nutrientes),
nao existem relatos do efeito destes compostos no trato digestivo de abelhas. As escassas informa-
¢des disponiveis para outros insetos limitam-se, freqiientemente, a influéncia dos taninos na
digestibilidade de macronutrientes, as conjecturas quanto ao habito alimentar e adaptacao evolutiva
da ingestao destes compostos ou a sua interferéncia em termos de ontogenia. A fim de se investi-
gar o efeito do acido tanico sobre o epitélio ventricular de larvas de A. mellifera, como uma das
etapas na busca da elucidagdo dos possiveis mecanismos de a¢do dos compostos causadores da
Cria Ensacada Brasileira, foram realizados dois experimentos, em condi¢des de campo e de labo-
ratério, utilizando-se larvas alimentadas com dietas elaboradas artificialmente contendo &cido
tanico. Nenhuma alteragdo celular foi observada no epitélio ventricular de larvas de quinto instar
cujas dietas continham até 1,0% de acido tanico, havendo manutenc¢do da integridade da mem-
brana peritréfica.
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ARE THERE SOME MIDGUT DAMAGE CAUSED BY INGESTION OF TANNIC ACID BY THE
HONEYBEE Apis mellifera L. (HYMENOPTERA: APIDAE) LARVAE?

ABSTRACT: Previous studies suggested that the Brazilian sac brood disease (BSB) may be caused
by some content present in the ethanol soluble extract from pollen grains of Stryphnodendron
polyphyllum, plant species containing high level of tannin. Bioassays showed that larvae of honeybee
Apis mellifera present signals of BSB disease when fed on diet containing tannic acid. This study
investigated the effect of diet containing tannic acid on the midgut epithelium of A. mellifera larvae.
Bee larvae were fed at field and laboratory conditions with artificial food. Results did not show
any morphological changes in the midgut of larvae fed on diet containing tannic acid.

Key words: Apis mellifera, tannic acid, Brazilian sacbrood-like disease.
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INTRODUCAO

No Brasil, dentre as principais doencas que aco-
metem crias de Apis mellifera, destaca-se a Cria
Ensacada Brasileira (CEB), em virtude das conside-
raveis perdas econbmicas que causa a atividade
apicola. Esta enfermidade foi designada pela pri-
meira vez por Messace (1997) como Brazilian
sacbrood-like desease, por apresentar sintomas seme-
Ihantes aos da Cria Ensacada causada pelo Sac Brood
Virus (SBV), cuja ocorréncia verifica-se em diversos
outros paises. Os sintomas da CEB, conforme des-
critos por Messace et al. (1995), podem ser observa-
dos na pré-pupa, apds a operculacdo da célula de
cria, ocorrendo acumulo de liquido ecdisial entre o
corpo e o tegumento, ndo havendo passagem para
a fase de pupa. Ocorre, entdo, escurecimento
gradativo de pré-pupas infectadas até a cor mar-
rom, permanecendo nas células de cria como esca-
mas secas, na forma de géndolas, tal qual descrito
por SHiIMANUKI € KNnox (1991) e BaiLey e BaLL (1991)
para a Cria Ensacada causada pelo virus SBV.

Entretanto, resultados de pesquisas conduzidas
por Messacke et al. (1995), ndo evidenciaram a pre-
senca de qualquer agente microbiano em larvas
mortas de colméias acometidas pela CEB.

CARVALHO (1998), ao avaliar uma possivel rela-
¢do entre o aparecimento da CEB e o pdlen produ-
zido por plantas que floresciam na Regido Sudeste
do Brasil durante o periodo epidémico, constatou
ser o pélen de Stryphnodendron polyphyllum
(barbatimé&o) o agente causador da doenca. Buscan-
do identificar a substancia toxica do pélen de S.
polyphyllum causadora da CEB, Santos (2000) con-
cluiu que taninos presentes no extrato etandlico do
polen desta espécie causavam o aparecimento da
doenca em larvas criadas em laboratério. Suas con-
clusdes foram fortalecidas por resultados positivos
obtidos em ensaios bioldgicos com o uso de acido
tanico.

Taninos sdo produtos do metabolismo secunda-
rio dos vegetais e estdo presentes em diversos gru-
pos destes, constituindo-se em compostos altamen-
te polimerizados e hidroxilados, com peso molecular
variavel, podendo ultrapassar 3.000 Da (Bravo,
1998). Tais caracteristicas permitem que esses com-
postos formem complexos insollveis com
carboidratos e proteinas.

O conhecimento acerca da absorcdo de compos-

tos polifendlicos no trato digestivo animal ainda é
escasso e muitas vezes controverso. Resultados de
estudos in vivo e in vitro, utilizando compostos
polifendlicos de estruturas quimicas diferentes, tém
demonstrado sua varidvel susceptibilidade a diges-
téo e a absorcéo, sendo o peso molecular e caracte-
risticas que apresentam quanto a extragdo por dife-
rentes solventes fatores determinantes (Bravo, 1998).

Relatos do efeito de compostos polifendlicos, ou
mais especificamente, de taninos no trato digestivo
de insetos sdo praticamente inexistentes e as pou-
cas informagdes disponiveis limitam-se, frequente-
mente, a influéncia destes compostos na
digestibilidade de macronutrientes ou sua influén-
cia em termos de ontogenia.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o
efeito do acido tanico sobre o epitélio ventricular
de larvas de Apis mellifera, como uma das etapas na
busca da elucidacdo dos possiveis mecanismos de
acdo dos compostos causadores da CEB.

MATERIAL E METODOS

Larvas de abelhas Apis mellifera L. (africanizadas)
(Hymenoptera, Apidae) utilizadas nos experimen-
tos 1 e 2 foram provenientes de colméias do Apiario
Central da Universidade Federal de Vigosa.

Foram selecionadas 40 larvas com trés dias de
idade, distribuidas em quatro tratamentos no expe-
rimento 1 (campo) e em trés tratamentos no experi-
mento 2 (laboratério), conforme demonstrado na
Quadro 1. As concentracdes de acido téanico conti-
das nas dietas dos experimentos 1 e 2 foram as mes-
mas utilizadas por SanTos (2000), capazes de repro-
duzir os sintomas da CEB e cujos indices de morta-
lidade na fase de pré-pupa foram os mais elevados.

Experimento 1

Quatro fileiras de dez alvéolos cada, contendo
as 40 larvas utilizadas nos quatro tratamentos, fo-
ram demarcadas com alfinetes coloridos nos proé-
prios favos, mantidos em colméias no campo. Com
o objetivo de garantir a ndo-remogao das larvas ali-
mentadas artificialmente, as colméias utilizadas na
pesquisa foram escolhidas ap6s avaliacéo prévia do
comportamento higiénico, segundo NewToN €
OsTtasiewskl (1986) modificado por GRAMACHO €
GonNgALVEZ (1994), tendo sido selecionadas aquelas

B. Inddstr.anim., N. Odessa,v.60, n.2, p.155-161, 2003



ACIDO TANICO CAUSA DANOS AO EPITELIO... 157

Quadro 1. Dietas utilizadas nos tratamentos dos experimentos realizados em condic¢es de campo (1) e de laboraté-

rio (2). n = namero de individuos analisados

Experimento 1 Experimento 2 n

Dieta

Tratamento 1 - 10
Tratamento 2 Tratamentol 10
Tratamento 3 Tratamento 2 10

Tratamento 4 Tratamento 3 10

Dieta fornecida naturalmente pelas nutrizes
Dieta de operaria!
Dieta de operéria contendo 0,5% de acido tanico?

Dieta de operaria contendo 1,0% de acido tanico?

! — Dieta de operaria (baseada em Rembold & Lakner, 1981, adaptada por Silva, 1995): 1,15% de extrato de
levedo, 6,78% de D-glicose, 6,78% de D-frutose, 49,01% de geléia real e 36,28% de agua.

2_Dieta de operaria contendo 0,5% de acido tanico (baseada em Rembold & Lakner, 1981, adaptada
por Silva, 1995 e, posteriormente, por Santos, 2000, para inclusdo de &cido tanico): 1,13% de extrato de
levedo, 6,75% de D-glicose, 6,75% de D-frutose, 48,78% de geléia real, 36,09% de 4gua e 0,5% de acido

tanico (Cinética Quimica®).

3 - Dieta de operaria contendo 1,0% de acido tanico (baseada em Rembold & Lakner, 1981, adaptada
por Silva, 1995 e, posteriormente, por Santos, 2000, para inclusdo de acido tanico): 1,14% de extrato de
levedo, 6,72% de D-glicose, 6,72% de D-frutose, 48,52% de geléia real, 35,90% de 4gua e 1,0% de acido

tanico (Cinética Quimica®).

gue apresentaram percentual de crias removidas
inferior a 60%.

As larvas pertencentes ao tratamento 1 recebe-
ram apenas a dieta oferecida naturalmente pelas
nutrizes.

As dietas correspondentes aos tratamentos 2, 3 e
4 foram fornecidas em horarios pré-fixados, com o
auxilio de micropipeta. As quantidades oferecidas
foram crescentes ao longo dos dias e estabelecidas
segundo observagdes prévias da capacidade de
ingestdo diaria total de alimento (dieta artificial +
dieta oferecida pelas nutrizes), de forma a nédo per-
mitir sobras e possivel fermentacao do alimento. As
dietas foram oferecidas nas seguintes quantidades:
5 uL para as larvas de trés dias, 10 uL para as lar-
vas de quatro dias e 15 uL para as larvas de 5 dias.

As larvas foram dissecadas ao final do quinto
dia em presenca de solucéo salina para insetos (0,1
M NacCl, 20 mM KH,PO, e 20 mM Na,HPO,). Os
tratos digestivos foram fixados em formalina
Milloning de Carlson. Posteriormente, procedeu-se
a desidratacdo, em série crescente de etanol, seguin-
do-se inclusdo em historesina. Sec¢bes com 5 mm
de espessura foram coradas com azul de toluidina-
borax. As preparagdes histologicas foram observa-
das em microscopia de luz e fotografadas.

Experimento 2

O experimento foi realizado no Laboratorio de
Patologia Apicola do Departamento de Biologia Ani-
mal da UFV. A técnica de criacao adotada foi a mes-
ma utilizada por SiLva (1995), com pequenas modi-
ficagBes quanto as quantidades de alimento forne-
cido, em funcdo da idade de transferéncia das lar-
vas. As larvas foram transferidas para cupulas de
polietileno (9,8 mm de altura x 8,8 mm de largura
superior x 5,6 mm de largura inferior) com trés dias
de idade, com o auxilio de um estilete e alimenta-
das com quantidades crescentes das dietas que cons-
tam na Quadro 1, de forma a ndo sobrar alimento
nas clpulas de um dia para o outro. O esquema de
alimentacdo adotado foi o seguinte: 25 uL. para as
larvas de trés dias, 30 uL para as larvas de quatro
dias e 50 uL para as larvas de cinco dias. As dissec-
¢cOes foram feitas ao final do quinto dia e os proce-
dimentos histolégicos subseqiientes foram desenvol-
vidos conforme descrito no experimento 1.

RESULTADOS

Nao foram observadas altera¢des nas células di-
gestivas do epitélio ventricular de larvas de quinto
instar, utilizadas nos experimentos 1 e 2, quando
examinadas através de microscopia de luz.
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As células do intestino médio das larvas que re-
ceberam dieta contendo 1,0 % de acido tanico néo
apresentaram qualquer anormalidade (Figura 1),
podendo ser observada uma populacdo uniforme
de células digestivas grandes, de forma colunar ou
achatada, com a face apical ligeiramente abaulada
contendo borda estriada bem desenvolvida (Figu-
ras 1 e 2). Os ndcleos mostraram-se grandes, com
cromatina evidente e distribuida uniformemente.

Figura 1. Corte histolégico de ventriculo de larva de Apis
mellifera (africanizada) no altimo estagio
larval, do experimento 1, tratamento 4 (dieta
de operaria contendo 1,0 % de acido tanico).
50 X. Cd - célula digestiva de forma colunar
(Co) ou achatada (Ac), com microvilosidades
(Mi) na regido apical. Nucleos (N) das célu-
las digestivas com cromatina condensada.
Material floculento (FI) no espaco
ectoperitrofico e presenga de membrana
peritréfica intacta (Mp) separando o alimen-
to (Al) contido na luz do intestino médio das
células digestivas do epitélio

A membrana peritrofica apresentou-se intacta,
havendo preservacéo do espaco ectoperitréfico, com
presenca de material floculento em seu interior e
alimento no espaco endoperitrofico (Figuras 1 e 2).

Em algumas regifes do epitélio do intestino mé-
dio das larvas, em todos os tratamentos dos experi-
mentos 1 e 2, foi possivel observar formagdo de
protus@es na forma de bolhas, na face apical, con-
tendo matriz citoplasmatica com granulos grossei-
ros, de densidade aparentemente diferente do
citoplasma subjacente (Figura 3). A formagédo des-
tas protrusdes culmina com a liberacéo de fragmen-
tos celulares de forma e tamanho variados, as quais
sdo eliminadas em dire¢do a luz do intestino mé-

dio. Nao foi observada a presenca de nuicleo em ne-
nhuma dessas formacg8es. Em alguns casos, obser-
va-se a presenga de pequenas aberturas na mem-
brana, no momento da liberacdo das bolhas.(Figura
4)

Figura 2. Corte histoldgico de ventriculo de larva de Apis
mellifera (africanizada) no ultimo estagio
larval, do experimento 1, tratamento 1 (dieta
de operaria). 75 X. Detalhe da regido apical
das células digestivas (Cd) com
microvilosidades (Mi). Membrana peritréfica
(Mp) e material floculento (FI) no espago
ectoperitrofico. A seta aponta alimento con-
tido no espaco endoperitréfico, passando atra-
vés da membrana peritréfica

Figura 3. Corte histolégico de ventriculo de larva de Apis
mellifera (africanizada) no ultimo estagio
larval, do experimento 2, tratamento 1 (dieta
de operaria). 75 X. Células digestivas (Cd)
apresentando protusdes (Pr) contendo matriz
citoplasmatica com granulos (Gr) de densi-
dade aparentemente diferente
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Figura 4. Corte histolégico de ventriculo de larva de Apis
mellifera (africanizada) no ultimo estagio
larval, do experimento 1, tratamento 3 (dieta
de operaria contendo 0,5 % de acido tanico).
37,5 X. Células digestivas (Cd) apresentando
protusdes (Pr) contendo matriz citoplasmatica
com granulos (Gr). A seta indica pequena
abertura da membrana apds liberacao das
bolhas (Bo)

DISCUSSAO

BerNAYs (1978), ao investigar o efeito da incluséo
de taninos em dietas de diferentes espécies de
Orthoptera, constatou a presenca de areas
degenerativas no intestino médio e ceco de Locusta
migratoria L., com aparecimento de vacuolos. Segun-
do o autor, tal efeito poderia estar associado a néo-
adaptacdo da espécie a ingestdo de tais compostos,
por tratar-se de herbivoro que se alimenta de
gramineas, grupo este caracteristicamente deficien-
te em taninos. Posteriormente, BErRNAYs et al. (1980),
comprovaram haver efeito diferenciado do acido
ténico sobre o epitélio intestinal de diversas espéci-
es pertencentes a superfamilia Acridoidea e asso-
ciou suas constatacdes ao aspecto evolutivo das es-
pécies quanto a adaptacdo da ingestdo de taninos
através de suas dietas naturais. Estes autores obser-
varam que o 4cido tanico passa através da mem-
brana peritréfica de espécies que se alimentam na-
turalmente de gramineas e causa danos ao epitélio
intestinal destes insetos, com eventual desenvolvi-
mento de lesBes. Ainda, nestes casos, foi possivel
detectar-se presenca de taninos na hemocele. KarRowe
(1989) ao alimentar larvas de Lepidoptera de ulti-
mo instar com dietas contendo concentracfes de
acido tanico até 8 %, também observou respostas

fisiolégicas diferenciadas entre as diversas espécies
estudadas, as quais variaram desde a manutencao
da taxa de crescimento relativo até a reducéo do
consumo de alimento e aumento da mortalidade na
fase de pupa. SteiNLY e BERENBAUM (1985), ao estuda-
rem efeitos histopatolégicos de taninos no epitélio
do intestino médio de diferentes espécies de
Lepidoptera, concluiram que os efeitos constatados
assemelharam-se a resposta degenerativa geral ob-
servada quando ocorre ingestdo de toxinas por es-
tes insetos.

Muito embora néo existam relatos na literatura
relacionados a ingestéo de taninos por abelhas, sabe-
se que a A. mellifera apresenta habito alimentar
generalista, buscando alimento energético e protéico
em diversas espécies vegetais e, possivelmente, o
teor e estrutura quimica dos taninos presentes nes-
tas espécies sdo também diversificados.

O fato de ndo ter sido observada, no presente
trabalho, qualquer alteracdo ou dano ocasionados a
membrana peritréfica e ao epitélio ventricular das
larvas que ingeriram 0,5% ou 1,0% de acido tanico,
sugere que, uma, ou ambas as hipéteses elaboradas
por Korowe (1989), na tentativa de explicar os efei-
tos antinutricionais dos taninos, pode estar ocorren-
do, ou seja, pode estar ocorrendo formacao de com-
plexos insolUveis do acido tanico com proteinas da
dieta no trato intestinal do inseto, reduzindo desta
forma a disponibilidade de nitrogénio e/ou
inativacdo de enzimas digestivas, tornando nutri-
entes da dieta indisponiveis ao organismo e impe-
dindo, de alguma forma, a manutencao da integri-
dade fisiol6gica da espécie. Tal afirmacao justifica-
se pelo fato de que deficiéncias nutricionais ocorri-
das no periodo larval podem ndo apresentar res-
posta imediata, pois, neste periodo, ocorre o
acumulo de substéncias no corpo gorduroso, como
proteinas, lipideos e carboidratos (CHAPMAN, 1998),
cujas reservas serdo utilizadas durante o processo
de metamorfose. E justamente nesta fase que ocor-
re o aparecimento dos sintomas, ou seja, quando
deve se iniciar a disponibilizacdo e metabolizacao
das reservas do corpo gorduroso, érgéo este que,
apesar da designacéo, ndo é um mero érgao de re-
serva, tendo um importante papel metabdélico nos
insetos.

Ensaios biologicos anteriormente desenvolvidos
por SanTos (2000), evidenciaram elevados indices de
mortalidade na fase de pré-pupa, com sintomas ti-
picos da CEB (tal qual observa-se em condig¢des na-
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turais de incidéncia da doenca no campo). Esses re-
sultados foram obtidos com a administracéo de di-
etas contendo 0os mesmos niveis do referido com-
posto a larvas de Apis mellifera criadas sob as mes-
mas condi¢bes do presente trabalho, em laboraté-
rio. Este autor constatou que ocorria o aparecimen-
to dos sintomas da doenca em todos os tratamentos
em que o 4cido tanico estava presente na dieta (con-
centragdes que variaram de 0,001% a 1,0), todavia
0s maiores indices de mortalidade obtidos foram
de 70,83% e 68,75% e correspondiam as dietas con-
tendo 0,5% e 1,0% de &cido tanico, respectivamen-
te.

Resultados de estudos in vitro e in vivo utilizan-
do compostos polifendlicos de diferentes solubili-
dade e estruturas quimicas, ilustram a grande vari-
acdo a que 0s mesmos sao susceptiveis no processo
digestivo (Saura-CaLixto, 1988). A capacidade de
metabolizacdo e absorcédo de tais compostos parece
estar relacionada, dentre outros fatores, a caracte-
ristica que os mesmos apresentam quanto a proces-
sos de extragdo e as suas massas moleculares (Bra-
vo, 1998). Possivelmente, as caracteristicas quimi-
cas apresentadas pelo &cido tanico, exemplo tipico
e mais conhecido de tanino hidrolisavel (CHunG et
al., 1998), permite-lhe que seja digerido e absorvi-
do, conforme resultados obtidos por Bravo et al.
(1994).

Considerando-se que crias de A. mellifera, quan-
do acometidas pela CEB ndo atingem a fase de pupa,
havendo acimulo de liquido ecdisial entre o corpo
e o0 tegumento, conforme descrito por MEessace et al.
(1995), pode-se estabelecer, também, conjecturas
acerca de possiveis interferéncias que por ventura
venham a ser ocasionadas ap0s a ingestédo de tani-
nos quanto ao perfil e atuacdo dos hormdnios en-
volvidos no processo de muda da espécie, bem como
das enzimas responsaveis pela digestdo da cuticula
velha.

CONCLUSAO

Faz-se necessario a conduc¢ao de pesquisas espe-
cificas que busquem a elucidacdo dos possiveis
mecanismos propostos, de forma a convergir para
0 estabelecimento de uma solugdo pratica para a
guestdo da Cria Ensacada Brasileira.
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