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RESUMO GERAL

As abelhas Apis mellifera se destacam expressivamente no contexto econémico e ecologico
pelos produtos apicolas fornecidos como prépolis, geleia real, mel, cera e apitoxina, e pela
extrema importancia que o processo de polinizacdo representa para o equilibrio dos
ecossistemas. Estudos atuais indicam que algumas substancias sintéticas, utilizadas no
controle de pragas na agricultura, podem estar envolvidas em casos de intoxicacdo de abelhas.
Os efeitos desses produtos podem ndo ser imediatamente notados, mas podem causar Sérios
efeitos fisioldgicos e comportamentais que acabam por comprometer a viabilidade da colénia,
de uma maneira geral. Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos principais: avaliar
a toxicidade oral do imidacloprido para A. mellifera por meio da determinacdo da
concentracdo letal média (CLsp), e analisar os efeitos de uma concentracdo subletal (CLso/100)
no intestino e no cérebro por meio de de microscopia eletrénica de transmissao, bem como na
distribuicdo de proteinas no cérebro, por meio da técnica do MALDI-Imaging. O valor da
CLsp estabelecido foi de 1,4651 ng imidacloprido/uL de dieta. A exposi¢do a CLsg/100 (0,0146
ng imidacloprido/uL alimento) causou alteracdes bastante significativas nas células do
ventriculo, principalmente a partir do quarto dia de exposi¢do, como reducdo do tamanho do
nacleo, condensacdo cromatinica, alteracGes mitocondriais e aumento de vacuolos digestivos
e citoplasmaticos. No cérebro, destacaram-se 0os danos mitocondriais, espagamento entre as
células, nucleos irregulares e dilatacdo do espago perinuclear. Essa concentracdo subletal
afetou também a distribuicdo espacial de diversas proteinas no cérebro de abelhas, envolvidas
principalmente com processos de sinapses, suprimento de oxigénio, estresse quimico e
oxidativo, degeneracdo neuronal e aprendizado e memoria, demonstrando que esse inseticida

causa alteragdes bioquimicas que podem inviabilizar fun¢fes neuronais importantes.

Palavras-chave: Inseticida. Toxicidade. Ultraestrutura. Espectrometria. Proteina.



ABSTRACT

The bees Apis mellifera stand out significantly in the economic and ecological context for
products supplied as propolis, royal jelly, honey, beeswax and venom, and because the
extreme importance that the pollination process is for the equilibrium of ecosystems. Current
studies indicate that some synthetic substances used to control pests in agriculture may be
involved in cases of intoxication of bees. The effects of these products may not be
immediately noticeable, but they can cause serious physiological and behavioral effects that
can compromise the viability of the colony. Given the above, this work had as main
objectives: to evaluate the oral toxicity of imidacloprid to A. mellifera through the
determination of the lethal concentration (LCsg), and analyse the effects of a sublethal
concentration (LCsos00) in the midgut and brain through transmission electron microscopy as
well as the distribution of proteins in the brain, by MALDI-Imaging technique. The LCsg
value established to imidacloprid was 1.4651 ng/uL diet. The exposure to LCso00 (0.0146 ng
imidacloprid/uL diet) caused quite significant alterations in ventricular cells, especially after
the fourth day of exposure, such as reduction of the size of the nucleus, chromatin
condensation, mitochondrial alterations and increased of digestive and cytoplasmic vacuoles.
In the brain, it was possible to observe mitochondrial damages, spacing among cells, irregular
nuclei and dilation in the perinuclear space. This sublethal concentration also affected the
spatial distribution of several proteins in the brains of bees, mainly involved in synapse
processes, oxygen supply, chemical and oxidative stress, neuronal degeneration, learning and
memory, demonstrating that this insecticide cause biochemical changes that can derail

important neuronal functions.

Keywords: Insecticide. Toxicity. Ultrastructure. Spectrometry. Proteins.
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1 INTRODUCAO GERAL

A abelha A. mellifera africanizada, introduzida no Brasil em 1839, é resultante de um
cruzamento entre Apis mellifera scutellata (originaria da Africa), Apis mellifera mellifera
(originaria do norte da Europa), Apis mellifera ligustica (origindria da Italia e norte da
lugoslavia) e Apis mellifera iberica (provinda da Europa Ocidental) (RUTTNER, 1988).

Essa espécie é hoje, uma das mais estudadas, possuindo grande importancia
econdmica pelo fornecimento de produtos apicolas de alto valor agregado tais como, prépolis,
geleia real, mel, cera e apitoxina (CARVALHO; MARCHINI; ROS, 1999; KEVAN, 1999).
Elas se destacam também por sua importancia cultural através dos produtos oferecidos com
finalidades alimenticia, religiosa, cosmética e medicinal (COSTA-NETO, 1998;
RODRIGUES, 2006).

As abelhas africanizadas apresentam maior eficiéncia na coleta de alimentos, maior
produtividade de mel, maior eficiéncia na transmissdo de informagfes e comportamento de
forrageamento mais longo durante o dia, quando comparadas as abelhas europeias (KERR et
al., 1970; MALASPINA, STORT, 1987).

Por utilizarem os recursos florais, especialmente néctar e pdlen, como fonte de
alimento e energia, as abelhas sdo extremamente importantes para o processo de polinizacao
de areas nativas e cultivadas (KEARNS; INOUYE, 1997; NOGUEIRA-NETO, 1997).

A polinizacdo é um processo essencial para a reproducdo cruzada e consequente
manutencdo da diversidade nas plantas, aumentando desta maneira, a produtividade de
culturas importantes para a alimentacdo (EARDLEY et al., 2006; KLEIN et al., 2007).

Uma pesquisa desenvolvida pela FAO (Organizacdo das Nagdes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura) (2015) mostra a eficacia do uso de abelhas no processo de
polinizacdo em sete paises. No Brasil, as culturas de algoddo e tomate foram as que

apresentaram suas produtividades aumentadas significativamente pela visita das abelhas.



Alguns registros mostram que 73% das especies vegetais de interesse agricola mundial s&o
polinizadas pelas abelhas, 19% por moscas, 6,5% por morcegos, 5% por vespas, 5% por
besouros, 4% por aves e 4% por borboletas e mariposas (FAO, 2004).

Fatores como ampla extensdo territorial, variabilidade climatica e de flora fazem do
Brasil um pais de destaque no cenario agricola, ja que, diferentemente dos demais paises, as
colheitas ocorrem ao longo de praticamente o ano todo (MARCHINI; SODRE; MORETI,
2004).

As areas continuas cultivadas vém sendo ampliadas a cada dia em busca do aumento
na producdo agricola e este crescimento da agricultura tornou-se cada vez mais dependente do
uso de agrotdxicos para a eliminacdo de pragas agricolas. Como resultado, o consumo anual
de inseticidas no Brasil tem sido superior a 300 mil toneladas. Expresso em quantidade de
ingrediente ativo, é consumido anualmente no pais cerca de 130 mil toneladas, representando
um aumento no consumo de inseticidas de 700% nos Gltimos gquarenta anos, enquanto a area
agricola aumentou 78% nesse periodo (SPADOTTO et al., 2004).

O Brasil comecou a utilizar os agrotoxicos em grande escala a partir dos anos 70, ndo
havendo neste periodo, maiores preocupacOes relacionadas ao seu emprego (EMBRAPA,
2014). Seu uso, nos altimos anos, aumentou de forma expressiva. No cenario mundial, o
crescimento desse mercado foi de 93%, enquanto que no Brasil, é estimado um aumento de
190% (CARNEIRO et al., 2012). O consumo na safra de 2010/2011 foi de 936 mil toneladas,
movimentando desta maneira, 8,5 bilhdes de dolares entre dez empresas lideres desse
segmento no pais (ANVISA, 2013). Este uso de inseticidas vem provocando diversos
impactos sobre o ambiente, gerando residuos no solo, na agua, no ar e nas plantas
(FERNANDEZ et al., 2001).

O fenomeno conhecido como “Colony Collapse Disorder” (CCD) vem sendo alvo de

inimeros trabalhos, pois dados apontados por apicultores indicam perda de até 75% das
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colbnias de A. mellifera (STOKSTAD, 2007; NEUMANN; CARRECK, 2010). Um dos
fatores mais apontados como provavel causador do CCD relatado por apicultores é o uso
indiscriminado de agrotoxicos (CHAUZAT et al., 2006; HO; CUMMINS, 2007; OLDROYD,
2007; YANG et al., 2008).

O sumico de abelhas € um motivo de preocupacdo também no Brasil, principalmente
nas regides Sudeste e Centro-Oeste. Este fenbmeno pode estar relacionado com infeccBes por
protozoarios ou fungos e com o intenso uso de inseticidas nas plantacdes (GUIMARAES,
2007; WESTIN, 2007).

Muitos relatos de apicultores alertam sobre a mortalidade de abelhas. No interior de
Sdo Paulo, por exemplo, diversas cidades ja apresentam tal problema, como Araras, Boa
Esperanca do Sul, Brotas, Mogi Mirim, Piracicaba, Pirassununga, Rio Claro, Santa Rita do
Passa Quatro, Sdo Carlos e Tabatinga (MALASPINA; SOUZA, 2008).

O desmatamento dos habitats naturais das abelhas faz com que essas ampliem suas
atividades de forrageamento para areas agricolas, o que resulta numa maior exposi¢do aos
inseticidas utilizados nas culturas para o controle de insetos-praga (MALASPINA; SILVA-
ZACARIN, 2006). Além disso, a deriva ocasionada pelas correntes de vento, que pode levar
0s agrotdxicos para apiarios, meliponarios ou coldnias silvestres proximos aos locais de
aplicacdo desses compostos, é um fator preocupante para as abelhas (KERR et al., 2001).

A EMBRAPA realizou estudos que mostram o alto risco da pulverizacdo aérea, ja que
esse procedimento é responsavel por deixar 32% dos agrotoxicos pulverizados retidos nas
plantas, 49% no solo, sendo que 19% sofrem deriva para outras areas nos arredores do local
alvo da aplicacdo (CHAIM, 2004).

Diversos agrotoxicos possuem acdo sistémica, tendo a capacidade de se translocar
através da seiva de uma parte da planta para outra, podendo ser detectado em todos os tecidos

vegetais (MARICONI, 1983; SCHMUCK et al., 2001; GALLO et al., 2002; BONMATIN et
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al., 2003). Com base nisto, uma forma de contaminacéo das abelhas se da através da presenca
de ingredientes ativos e de seus metabolitos no pélen e no néctar (SCHMUCK; NAUEN;
EBBINGHAUS-KINTSCHER et al., 2003; RORTAIS et al., 2005)

As abelhas campeiras, apesar de estarem em contato direto com a area externa a
colbnia, ndo sdo as Unicas a se exporem aos inseticidas. Os individuos que desenvolvem suas
atividades dentro da colmeia, como as larvas, também podem se contaminar ao entrarem em
contato com pdélen e néctar contaminados com agrotéxicos (RORTAIS et al., 2005).

Os efeitos dos agrotdxicos sobre as abelhas, em muitos casos, ndo sao imediatos, ja
que pequenas doses podem ndo causar a morte das abelhas, entretanto, podem resultar em
mudancas fisioldgicas e comportamentais, tais como, desorientac¢do e diminuicédo da atividade
de forrageamento (GUEZ; ZHANG; SRINIVASAN, et al., 2005; van ENGELSDORP;
MEIXNER, 2010).

Os inseticidas neonicotinoides sdo neurotdxicos e se destacam dentre os diversos
grupos de inseticidas, por serem muito utilizados para o controle de pragas (TOMIZAWA,
CASIDA, 2003; ELBERT et al., 2008). Essa classe de inseticidas substituiu 0s compostos
organofosforados e metilcarbamatos, que tiveram seu uso restrito devido a toxicidade em
mamiferos e pela diminuicdo da eficiéncia dos mesmos no controle de pragas agricolas
(TOMIZAWA; CASIDA, 2003).

Os neonicotinoides s@o agonistas da acetilcolina e ligam-se aos receptores nicotinicos
de acetilcolina dos insetos (nAChRs), agindo principalmente nas subunidades o do receptor
(BUCKINGHAM et al., 1997), localizados nos neurdnios pos-sindpticos (BUCKINGHAM et
al.,, 1997; SUCHAIL; DEBRAUWER; BELZUNCES, et al., 2004). Ao contrario da
acetilcolina, que € hidrolisada pela acetilcolinesterase, esse composto ndo é degradado
imediatamente, portanto, os impulsos nervosos sdo transmitidos de forma continua e levam a

hiperexcitacdo do sistema nervoso do inseto (GALLO et al., 2002). A afinidade entre os



12

receptores colinérgicos e 0s neonicotinoides é relativamente maior em insetos do que em
mamiferos, tornando-os mais toxicos para o primeiro grupo (CARVALHO, 2008).

Os mais relevantes inseticidas dessa classe sdo o acetamiprido, o tiametoxam e o
imidacloprido  (YAMAMOTO; CASIDA, 1999; NAUEN; BRETSCHNEIDER, 2002;
TOMIZAWA; CASIDA, 2003). O imidacloprido ¢ amplamente utilizado no Brasil para o
controle de pragas aéreas e do solo das culturas de cana-de-acucar, algodao, café e citrus. Este
inseticida, que é conhecido comercialmente como Confidor, Connect, Cropstar, Evidence,
Gaucho, Kohinor, Premier, Provado, Warrant e Winner (BRASIL, 2008), € bastante utilizado
no tratamento de sementes, do solo e de plantagdes, matando os insetos via ingestdo ou
contato. Apresenta alta tendéncia de sofrer lixiviacdo e dissipacdo no ambiente devido sua
baixa adsorcdo em matéria organica do solo e elevada suscetibilidade em agua (FOSSEN,
2006). A olefina e o 5-hidroxiimidaclopride sdo alguns dos metabdlitos resultantes da
degradacdo desse composto na planta, sendo estes, tdxicos ao sistema nervoso dos insetos
(SUCHAIL; GUEZ; BELZUNCES et al., 2001).

Seu uso, desde a sua introducdo em meados dos anos 90, tem aumentado
consideravelmente, sendo considerado atualmente, o inseticida possivelmente mais usado no
controle de pragas e doencas agricolas (FREITAS; PINHEIRO, 2010; BLACQUIERE et al.,

2012).
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2 OBJETIVOS

Com base no exposto acerca do uso cada vez mais frequente e abundante de
inseticidas no cenario agricola do Brasil e do mundo, e considerando seus efeitos nas abelhas,
insetos indispensaveis nos processos de polinizacdo, este trabalho teve como objetivos
principais:

- avaliar a toxicidade oral do imidacloprido para abelhas A. mellifera africanizada, por
meio da determinacdo da concentracdo letal média (CLso);

- analisar, ap6s a exposicdo oral pela concentracdo subletal (CLsgn0) do
imidacloprido, as possiveis alteragfes ultraestruturais nos corpos pedunculados e no ventriculo
dessas abelhas;

- analisar as possiveis alteracfes na distribuicao de proteinas especificas no cérebro de
abelhas expostas a concentracdo subletal do imidacloprido (CLsg100), por meio da técnica do

MALDI-Imaging.
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3 CAPITULO 1

TOXICIDADE ORAL DO IMIDACLOPRIDO PARA ABELHAS AFRICANIZADAS
(Apis mellifera) E EFEITOS DE CONCENTRACAO SUBLETAL NO INTESTINO E

NO CEREBRO

Aline Fernanda Catae, Thaisa Cristina Roat, Osmar Malaspina

UNESP (Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”), Departamento de

Biologia, Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS), Laboratério de Ecotoxicologia e

Conservacao de Abelhas (LECA) - Rio Claro, Séo Paulo.
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3.1 RESUMO

No Brasil, 0 uso de inseticidas vem sendo cada vez mais frequente, e estudos indicam que
esses compostos estdo envolvidos com casos de intoxicacdo de abelhas. O imidacloprido é um
neonicotinoide, com acdo neurotoxica, amplamente empregado em culturas de café, citrus,
algoddo e cana-de-aglcar, que sao visitadas pelas abelhas meliferas. Diante destas
consideracdes, destaca-se a importancia de se avaliar a toxicidade oral do imidacloprido para
as abelhas africanizadas e de se investigar os efeitos subletais causados por esse inseticida no
cérebro, 6rgao alvo do imidacloprido, e no ventriculo, responsavel pela digestdo e absor¢édo de
alimento, por meio da técnica de microscopia eletrénica de transmissdo. Foram efetuados
entdo, bioensaios para a determinacéo da CLso apds 24 horas. O valor obtido foi de 1,4651 ng
imidacloprido/uL de dieta. Com base nesse resultado, foi estabelecida a CLsg/100 (0,0146 ng
imidacloprido/uL alimento) para ser administrada via oral durante 1, 4 e 8 dias. Os resultados
obtidos a partir da analise ultraestrutural mostraram alteracdes nas células do ventriculo de A.
mellifera, principalmente apdés o quarto dia de exposicdo, causando danos nucleares,
mitocondriais e aumento de vacutolos citoplasmaticos e digestivos. No cérebro, o inseticida
causou espacamento entre as células de Kenyon, compactacdo e marginalizacdo cromatinica,
dilatacdo de espaco perinuclear e perda de cristas mitocondriais. Essas alteracdes demonstram
assim, que o imidacloprido pode comprometer a viabilidade do epitélio intestinal, bem como,
processos cognitivos importantes nos individuos, podendo refletir assim, em prejuizos na

colbnia.

Palavras-chave: Neonicotinoide. Concentracdo letal média. Intoxicacdo. Ultraestrutura.
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3.2 INTRODUCAO

Os himendpteros constituem a ordem mais estudada e conhecida, destacando-se como
importantes agentes polinizadores de inumeras espécies de plantas (PERCIVAL, 1965;
AMARAL; ALVES, 1979; CREPET, 1983; LENZI et al., 2003). Dentro deste contexto, as
abelhas representam os visitantes florais mais eficazes dentre os polinizadores conhecidos
(MICHENER, 1954; FRIEDMAN; SHMIDA, 1995; GRISWOLD et al., 1995; WILMS et al.,
1997).

Estima-se que 90% das plantas frutiferas dependem diretamente da polinizacdo
realizada por estes insetos para 0 seu sucesso reprodutivo. De um total de 170 mil espécies
vegetais que necessitam das abelhas para a polinizacdo, 40 mil sdo especificamente
dependentes das abelhas A. mellifera (TAUTZ, 2008). Dados divulgados na reunido da
Plataforma Intergovernamental sobre Biodiversidade e Servicos de Ecossistémicos (IPBES),
na Turquia em 2013, estimam que pelo menos trés quartos das culturas no mundo dependem
da polinizago realizada por abelhas e outros agentes polinizadores (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2014).

As abelhas, entretanto, sdo consideradas insetos vulneraveis aos agrotéxicos aplicados
em culturas agricolas para o controle de pragas, pois seu genoma apresenta uma deficiéncia
no ndmero de genes decodificando enzimas capazes de metabolizar tais produtos, quando
comparados a outros insetos (CLAUDIANOS et al., 2006).

Dentre os inseticidas mais utilizados na atualidade, os neonicotinoides possuem
consideravel representatividade. O fato de apresentarem uma variabilidade relativamente
grande de aplicacéo e efeito residual prolongado tornam esses produtos, ferramentas bastante

Uteis para a agricultura moderna (ELBERT et al.,, 2008). Estes inseticidas atuam
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principalmente no sistema nervoso dos insetos, agindo como agonistas da acetilcolina
(SUCHAIL; DEBRAUWER; BELZUNCES, 2004).

O sistema nervoso dos insetos é formado por um cérebro e um cordao nervoso ventral
(CRUZ-LANDIM, 2009), sendo organizado em sistema nervoso central e periférico. Trés
regibes principais constituem o cérebro das abelhas: o protocérebro, o deutocérebro, e o
tritocérebro. No protocérebro localizam-se os corpos pedunculados, que estdo diretamente
relacionados a aprendizagem e memoria (DALY et al., 1998), despertando bastante interesse
em pesquisas. Eles sdo constituidos de numerosos neurdnios (células de Kenyon) que formam
os céalices, com seus dendritos € o pedinculo e os lobos (a, B e y) com seus axdnios
(FAHRBACH, 2006; MOBBS, 1985).

O imidacloprido é um inseticida que possui acdo sistémica, podendo contaminar polen
e néctar (ELBERT et al., 2008) e atingir as abelhas através da alimentacdo. Portanto, €
importante analisar a citotoxicidade deste composto em drgdos envolvidos no metabolismo de
alimentos contaminados com o inseticida. Um 6rgdo importante para a analise de toxicidade é
o intestino, ja que o trato digestdrio € o primeiro local de contato com o inseticida via oral.

Em abelhas, o tubo digestorio é dividido em intestino anterior, intestino médio e
intestino posterior (SNODGRASS, 1956). O intestino médio, ou ventriculo, € um tubo
cilindrico, grosso e longo, que se dobra em forma de arco no interior da cavidade abdominal,
sendo considerado o estdbmago funcional dos insetos, j& que a maior parte da digestdo e
absorcéo ocorre nesta regido (CRUZ-LANDIM, 2009; ZERBO, 2003).

O ventriculo das abelhas e constituido principalmente de dois tipos celulares: as
células principais ou digestivas responsaveis pela sintese de enzimas digestivas e absorcdo de
nutrientes, e as células regenerativas, que aparecem agrupadas em ninhos, e substituem as
células principais quando estas sdo eliminadas por desgaste (CRUZ-LANDIM; SILVA-DE-

MORAES; SERRAO, 1996).
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Assim os objetivos deste trabalho foram avaliar a citotoxicidade do imidacloprido para
as células de Kenyon dos corpos pedunculados e para as células do ventriculo de abelhas
expostas a uma concentracdo subletal deste inseticida (CLsongo), através de andlises

ultraestruturais.

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Material bioldgico

Em todos os experimentos, foram utilizadas abelhas A. mellifera oriundas de colmeias
presentes no apidrio do Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus de Rio Claro. Foram
verificadas as condi¢cdes de saude das col6nias com base nas diretrizes para avaliacbes de

xenobidticos em abelhas (OECD, 1998).

3.3.2 Coleta e acondicionamento das abelhas

Operarias campeiras foram coletadas diretamente da entrada de trés col6nias
diferentes, acondicionadas em potes descartaveis plasticos (250 mL) previamente forrados
com papel-filtro e furados nas laterais, totalizando 20 individuos por pote. Todos 0s grupos
experimentais foram montados com individuos das trés col6nias, cada pote contendo abelhas
de uma Unica col6nia, totalizando 60 abelhas por grupo experimental. Em todos os casos, 0s
alimentos foram fornecidos ad libitum em tubos tipo “eppendorf” (1,5 mL) com as laterais
furadas. Em todos os experimentos, os potes foram mantidos em estufa do tipo BOD a
temperatura de 32 + 2° C e umidade relativa de 60 + 10%. Os bioensaios foram realizados no

Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) da UNESP — Rio Claro.
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3.3.3 Exposic¢ao continua a concentracao subletal do imidacloprido

Os procedimentos para a determinacdo da CLsg via oral basearam-se no protocolo da
OECD - Organization for Economic Cooperation and Development (1998). O grupo controle
recebeu dieta composta de xarope a 50%. O inseticida imidacloprido (Imidacloprid Pestanal
da empresa Sigma-Aldrich, Brasil) foi diluido em acetona (15%) e agua e, posteriormente,
sucessivas diluicdes foram realizadas no alimento para atingir as concentracdes a serem
oferecidas as abelhas (0,25 ng ingrediente ativo/uL dieta, 0,5 ng i.a./uL dieta, 1 ng i.a./uL
dieta, 2 ng i.a./uL dieta, 4 ng i.a./uL dieta, 8 ng i.a./uL dieta, 16 ng i.a./uL dieta, 32 ng i.a./uLL
dieta e 64 ng i.a./uL dieta) (Fig. 1). Cada grupo experimental recebeu somente o respectivo
tipo de dieta ao longo de todos os dias do experimento, havendo o preenchimento diario dos
alimentadores. A mortalidade dos individuos foi registrada 24 horas apds o oferecimento do
alimento e submetida a analise probit do software BioStat 2009 (Analystsoft), pelo método de

Finney (distribuicdo log-normal).

Figura 1: Cascata de Diluicéo utilizada para a determinagé@o da CLso do imidacloprido

CASCATA DE DILUICAO — IMIDACLOPRIDO (Determinacio de CLzg)

1500 pL 3600 pL 2880 uL 4000 pL 4000 pL
xarope xarope xarope xarope xarope
Sologio Mae 1500 pL . 2400 pL 5120l | ™ I 4000 pL 4000 pL I 4000 pL I
—_— | | | = |1 | = —5 —5
ng/ul ng/ul ng/fuL ng/ful
4000 pL 4000 pL 4000 pL 4000 pL 4000 pL 2000 pL
xarope xarope xarope xarope xarope xarope

4000 pL
xarope

b
-—

Fonte: Elaborado pela autora



20

3.3.4 Bioensaios de intoxicacdo das abelhas

Com base no ensaio de toxicidade (determinacdo da CLsg) foi estabelecida a
concentracdo subletal de imidacloprido para ser adicionada a dieta do grupo exposto ao
inseticida. Neste alimento foi adicionada uma solucéo acet6nica (15%) de imidacloprido de
modo que o alimento tivesse concentracdo final proporcional a concentracdo subletal 100
vezes inferior a CLsp (CLsg/100: 0,014651 ng imidacloprido/uL de alimento). O grupo controle
recebeu uma dieta composta de solucdo aquosa de sacarose a 50%. Cada um dos dois grupos
experimentais recebeu somente 0 respectivo tipo de dieta ao longo de todos os dias do
experimento, havendo o preenchimento diario dos alimentadores.

A coleta dos espécimes para os estudos de alteracdes ultraestruturais no ventriculo e
cérebro foi baseada no periodo de exposicdo das abelhas ao imidacloprido, sendo ele 1, 4 e 8
dias apos o inicio do fornecimento do alimento contaminado, para que os efeitos imediatos e

em longo prazo do imidacloprido fossem investigados.

3.3.5 Microscopia Eletronica de Transmisséo

Para cada grupo experimental, 6 abelhas foram dissecadas em placas de Petri no
estereomicroscopio EZ4 (Leica) para a obtencdo dos cérebros e dos ventriculos. Durante a
disseccdo, os materiais foram pré-fixados na solucédo fixadora (glutaraldeido 2,5% em tampéo
cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,4). Foi realizada lavagem em tampdo cacodilato de sodio (0,1
M, pH =7,4) e pos-fixacdo em tetroxido de 6smio 1% por 2 horas.

Em seguida, foram efetuadas duas lavagens de 5 minutos, do material em tampéo
cacodilato, e este foi contrastado em acetato de uranila 1%, dissolvido em alcool 10%, por 2
horas, em temperatura ambiente. O material foi entdo desidratado em uma série de solugdes
de concentracOes crescentes de alcool (70% a 100%), 15 minutos cada, e assim, embebido em

resina Epon-Araldite por 24 h e polimerizado em resina mais catalizador, a 60°C.
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Foi realizada a seccdo do material em cortes semi-finos com cerca de 10 um de
espessura. Estes cortes foram corados com o Azul de Toluidina. As sec¢des ultrafinas, com
aproximadamente 2 um de espessura foram obtidas a partir do ultramicrotomo Supernova
(Reichert) e coletadas em grades de cobre e contrastadas com solucdo saturada de acetato de
uranila 2% em alcool e citrato de chumbo 0,4%. Os cerebros e os ventriculos foram
analisados e fotografados em Microscopio Eletronico de Transmissdo (JEOL-JEM1011), no
NAP/MEPA - Nucleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia Eletrdnica Aplicada a Agricultura

da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" (ESALQ), Piracicaba.

3.4 RESULTADOS

3.4.1 Toxicidade aguda

Com base nos ensaios de toxicidade, o valor de CLsy determinado foi de 1,4651 ng
imidacloprido/pL. de dieta, sendo os limites inferiores e superiores 1,0203 e 2,0073 ng
imidacloprido/pL de dieta, respectivamente (Tabela 1). A partir desse valor, foi calculada a
concentracdo subletal correspondente a CLsg100, Obtendo-se dessa forma o valor de 0,014651
ng imidacloprido/uL. de alimento, que foi utilizado nos bioensaios de contaminagdo das
abelhas para analise das possiveis alteracGes ultraestruturais nas células do ventriculo e do

cérebro.

Tabela 1: Toxicidade oral (24 h) do inseticida imidacloprido para abelhas A. mellifera

Modo de Tempo 9
o p Cleo |C%5% v G.L.
Exposicao (horas)
Ingestdo 24 14651 1,0203 — 2,0073 3,7848 7
(ngi.a./uL dieta)

(CLso) concentragdo letal média; (IC***) intervalo de confianca 95%; (x°) qui-quadrado e
(G.L.) grau de liberdade
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3.4.2 Microscopia Eletronica de Transmissao

3.4.2.1 Ventriculo

As analises do ventriculo mostraram que as células digestivas dos diferentes grupos
controles mostraram caracteristicas ultraestruturais tipicas (Figs. 2A, 2D e 2G), com nucleos
de formato regular e envoltdrios com poucas sinuosidades e sem dilatacdes na regido
perinuclear (Figs. 2B, 2E e 2H). As mitocondrias apresentaram membranas duplas e cristas
evidentes (Figs. 2C, 2F e 21).

A analise ultraestrutural do grupo exposto a CLsg00 do imidacloprido no primeiro dia
ndo mostrou alterac6es ultraetruturais nas células digestivas (Figs. 3A, 3B e 3C). No entanto,
com 4 dias de exposicdo, as alteracdes decorrentes da acdo do inseticida foram bastante
significativas no nucleo celular. Grande parte dos nicleos analisados apresentaram regides
eletronlicidas na matriz nuclear (Fig. 3D). Além disso, foi possivel observar alguns nucleos
em estagios avancados de degeneracdo, com tamanhos reduzidos e cromatina muito
condensada (Fig. 3E). As mitocondrias permaneceram com morfologia tipica (Fig. 3F).

No oitavo dia de exposicao, nota-se presenca de grandes vacuolos no citoplasma das
células (Fig. 3H), vacuolos digestivos (Fig. 3G) e mitocndrias dilatadas, com perda de

matriz, dupla membrana e cristas mitocondriais (Fig. 31).
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Figura 2. Eletromicrografias de transmiss@o das células do ventriculo de abelhas operarias campeiras
de A. mellifera africanizada, sem exposi¢do ao imidacloprido. (A, B e C): Grupo controle 1 dia; (D, E
e F): Grupo controle 4 dias; (G, H e I): Grupo controle 8 dias. N — ndcleo, m - mitocondria, es —

esferocristal. Obs.: Células preservadas, sem comprometimento de ndcleo e organelas.
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Figura 3. Eletromicrografias de transmiss@o das células do ventriculo de abelhas operarias campeiras
de A. mellifera africanizada com exposi¢cdo ao imidacloprido. (A, B e C): Grupo exposto ao
imidacloprido por 1 dia; (D, E e F): Grupo exposto ao imidacloprido por 4 dias; (G, H e I): Grupo
exposto ao imidacloprido por 8 dias. N — ndcleo, m - mitocondria, rer — reticulo endoplasmatico
rugoso, va — vacuolo de secrecdo, vd — vactolo digestivo. Atentar para as regides eletronltcidas no

nacleo indicadas pela seta tracejada.
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3.4.2.2 Cérebro: células de kenyon dos corpos pedunculados

Nos grupos controles do primeiro, quarto e oitavo dia, as celulas apresentaram
caracteristicas ultraestruturais tipicas: nucleos com formatos regulares e espaco perinuclear
uniforme (Figs. 4B, 4E e 4H), citoplasma com organelas sem alteracdes (Figs. 4A, 4D e 4G),
mitocondrias evidentes com dupla membrana, cristas mitocondriais preservadas e matriz
homogénea (Figs. 4C, 4F e 41).

Na presenca de inseticida, entretanto, foram observadas algumas alteragdes nessas
células. No primeiro dia de exposicdo a Clsguoo foi possivel verificar alteracbes nas
mitocondrias, que se mostraram visivelmente dilatadas, com perda de eletrondensidade e
cristas (Fig. 5C). Além disso, fagossomos também foram encontrados no citoplasma das
células (Fig. 5C), indicando degradacéo e digestdo de restos celulares. Os nucleos das células
ndo apresentaram alteracdes evidentes (Figs. 5A e 5B).

Com 4 dias de exposicdo ao imidacloprido, as alteracdes celulares se mostraram mais
evidentes. Além da compactacdo e marginalizacdo cromatinica, alguns nlcleos mostraram-se
mais irregulares (Fig. 5E). O inseticida provocou também dilatacdes no espaco perinuclear
(Fig. 5E) e danos bastante evidentes nas mitocondrias (Fig. 5F). Uma caracteristica observada
exclusivamente nesse grupo foi um maior espacamento entre as células de Kenyon no cérebro
(Fig. 5D).

A analise ultraestrutural do cérebro das abelhas expostas ao inseticida por 8 dias
evidenciou novamente alteragcbes mitocondriais e presenca de vacuolos citoplasmaticos (Fig.

51).
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campeiras de A. mellifera africanizada, sem exposi¢éo ao imidacloprido. (A, B e C): Grupo controle 1

dia; (D, E e F): Grupo controle 4 dias; (G, H e I): Grupo controle 8 dias. N — ntcleo, m — mitocéndria.
Obs.: Células preservadas, sem comprometimento de nucleo e organelas.
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Figura 5. Eletromicrografias de transmissdo das células de Kényon do cérebro de abelhas
campeiras de A. mellifera africanizada, com exposicao ao imidacloprido. (A, B e C): Grupo exposto ao
imidacloprido por 1 dia; (D, E e F): Grupo exposto ao imidacloprido por 4 dias; (G, H e I): Grupo
exposto ao imidacloprido por 8 dias. N — nicleo, m — mitocdndria, vacuolo. Atentar para a 0s espagos
entre as membranas do envoltorio nuclear (seta) e para 0s espagos entre as células de Kenyon

(asterisco).
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3.5 DISCUSSAO

O presente estudo verificou que a CLsp (24 h) do imidacloprido para abelhas da
espéecie A. mellifera africanizada ¢ de 1,4651 ng imidacloprido/uL de dieta. A avalia¢ao da
toxicidade dos inseticidas pode ser feita de duas maneiras: a partir de testes de determinacgéo
de dose ou de concentracédo letal (DL e CL). Quando a quantidade de inseticida utilizada é
conhecida e entra em contato apenas uma vez com o individuo, utiliza-se o termo DL. Quando
os individuos sdo expostos ao agente quimico em uma determinada concentracdo por um
periodo especifico de tempo, o termo mais adequado é CL (CAMPOS; ANDRADE, 2001), o
que seria o caso deste trabalho.

Os dados presentes na literatura sdo em sua maioria, referentes aos valores de DLs.
Estes trabalhos geralmente tém como principal objetivo verificar a toxicidade de determinado
inseticida por um curto periodo de tempo (24 e 48h). No entanto, como 0 presente estudo
visou analisar o efeito de uma exposicao continua a concentragdo subletal, o emprego da CLs
é o indicado. Alguns trabalhos também utilizaram a CLsy para avaliar a toxicidade do
imidacloprido para outras espécies de abelhas. A CLs, deste inseticida foi estabelecida como
sendo de 2,01 ng i.a./uL dieta, para 24 horas e 0,81 ng i.a./uL dieta, para 48 horas em abelhas
Melipona scutellaris (COSTA, 2014). Com base nesses valores, percebe-se uma toxicidade
semelhante desse inseticida tanto para as abelhas africanizadas como para as abelhas nativas.

Oliveira et al. (2013) avaliaram a toxicidade do tiametoxam, inseticida também
pertencente a classe dos neonicotindides e neurotoxico, com acdo semelhante ao do
imidacloprido, em abelhas A. mellifera e verificaram que a CLs foi de 4.28 ng i.a./ uL dieta.
Dessa forma, o imidacloprido parece ser mais toxico para essas abelhas do que o tiametoxam,
por apresentar um valor de CLso mais baixo, indicando que concentracbes menores ja causam

danos na sobrevivéncia dos individuos.
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Além de analisar a toxicidade oral do imidacloprido para abelhas campeiras de A.
mellifera, o presente trabalho também visou estudar os possiveis efeitos deste inseticida no
ventriculo e no cérebro através da técnica de microscopia eletrénica de transmisséo.

Apesar de o imidacloprido ser um inseticida neurotdxico, atuando principalmente no
cérebro, vale ressaltar a importancia da analise de seus efeitos no intestino das abelhas, ja que
esse Orgdo representa uma das primeiras vias de contato com o inseticida, por meio da
contaminacdo através do alimento.

Os resultados mostraram que a exposicdo ao inseticida por 1 dia ndo altera a
ultraestrutura das células digestivas. No entanto, o imidacloprido se mostra citotoxico para as
células digestivas de abelhas expostas por um periodo maior, alterando sua ultraestrutura.
Assim, individuos expostos a CLso00 do imidacloprido por 4 dias apresentaram nucleos das
células digestivas bastante danificados, com intensa compactacdo cromatinica e evidente
desestruturacdo do envoltério nuclear. A compactacdo da cromatina é uma caracteristica
tipica de morte celular programada e esta relacionada com diminuicéo da atividade das células
que irdo sofrer degeneracdo (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972; CRUZ-LANDIM;
CAVALCANTE, 2003; SILVA-ZACARIN et al., 2007).

Sabe-se que as células digestivas possuem tempo limitado de vida, sendo esta duragéo
menor que o tempo de vida da abelha, diminuindo ainda mais em situacdes patoldgicas e/ou
toxicoldgicas, quando é encontrada uma maior quantidade de células em degeneragédo
(BOWEN; BOWEN; JONES, 1998). E 0 que ocorre no presente estudo, sendo que as abelhas
expostas por 8 dias ao imidacloprido também apresentaram ceélulas digestivas com
caracteristicas ultraestruturais que indicam morte ceular.

No oitavo dia, obervou-se a presenca de vacuolos digestivos no citoplasma e as
mitocondrias, que até entdo ndo haviam sofrido danos aparentes, passaram a apresentar

importantes sinais de degradagdo, como inchaco, perda de matriz, de dupla membrana e de
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cristas mitocondriais. Segundo Hé&cker (2000), as mitocondrias podem permanecer
fisicamente intactas nos estagios iniciais de morte celular. Porém, a perda de conteudo da
matriz mitocondrial também pode ser observada em células que passam por esse processo. Os
danos mitocondriais provocam alteracdes na permeabilidade das membranas, liberacdo de
proteinas ativadoras de morte e interrupcdo da sintese de ATP (LOEFFLER; KROEMER,
2000; GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

Outros trabalhos visaram analisar os efeitos do tiametoxam, inseticida também
neurotoxico, para operarias forrageiras da espécie A. mellifera, através de técnicas
morfologicas e histoquimicas. Os resultados mostraram que esse composto causou
vacuolizacdes citoplasmaticas, aumento de secrecdo apocrina e reducdo no nimero de células
regenerativas no epitélio (OLIVEIRA et al., 2013). O tiametoxam provocou desorganizacao
no reticulo liso, alteracdes nucleares e mitocondriais e presenca de vacuolos citoplasmaticos
no intestino de abelhas recém-emergidas de A. mellifera, porém com 8 dias de exposicdo,
houve uma suposta recuperacdo do 6rgdo, possivelmente pela acdo dos tubulos de Malpighi e
de proteinas de desintoxicacdo (CATAE et al.,, 2014). Essa recuperacdo nas células do
ventriculo ndo foi observada nos resultados obtidos nesse trabalho.

Todas as alteracdes verificadas demonstram a alta citotoxicidade do imidacloprido
para as células digestivas do ventriculo, evidenciando que mesmo uma concentracdo bastante
baixa, como a avaliada nesse trabalho, foi capaz de induzir respostas celulares indicativas de
citotoxicidade e também, inviabilizar as funcdes desempenhadas por esse 6rgao.

Portanto, embora o intestino apresente proteinas como a glutationa S-transferase, a
citocromo P450 e a carboxilesterase que séo relacionadas com o processo de detoxificacdo
(CLAUDIANOS et al., 2006), os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que essas
proteinas ndo conseguiram evitar os danos causados pelo imidacloprido, ja que esses foram

mais significativos com o decorrer dos dias de exposicao.
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Assim, pode ndo ter ocorrido desintoxicacdo pelas células digestivas, permitindo assim
que o imidacloprido ou seus metabdlitos atingissem o 6rgdo alvo de sua acdo, conforme
evidenciado pelas alteracGes ultraestruturais observadas no cerebro, no presente estudo.

As mitocondrias se mostraram alteradas desde o inicio das analises apds a exposicao
ao inseticida. Segundo Nicodemo et al. (2014) o imidacloprido afeta o estadgio 3 do processo
de respiracdo celular, inibindo a producdo de ATP. Como as mitocondrias apresentaram-se
alteradas em todas as fases estudadas, a producdo de ATP provavelmente ndo foi
reestabelecida, alterando as biomembranas de outras estruturas celulares, como o nucleo. As
alteracdes nucleares foram mais evidentes no quarto dia de exposicdo ao imidacloprido,
periodo em que muitos nucleos apresentavam formatos irregulares e espacos perinucleares
dilatados.

Os espacos intercelulares, maiores na presenca do imidacloprido, indicam perda de
contato celular, provavelmente devido a alteracbes no citoesqueleto, estrutura responsavel
pela adesdo celular. A perda do contato célula-célula pode levar a desorganizacgdo tecidual.

Esse foi um resultado observado também por Barbosa (2015) nas células do cérebro de
abelhas expostas ao dimetoatopor meio de analises histoquimicas. Além disso, esse mesmo
autor verificou que a CLso100 do dimetoato (0,0796 ng i.a./uL de dieta) promoveu poucas
alteracBes nas células de Kenyon enquanto que a CLso/10 (0,796 ng i.a./uL de dieta) levou, em 5
dias, a condensacéo das células de Kenyon.

Em relacdo ao tiametoxam, a analise do cérebro de operérias forrageiras expostas a
doses subletais evidenciou alteragdes morfoldgicas e histoquimicas nos corpos pedunculados
e nos lobos o&pticos, tais como condensacdo citoplasméatica e nuclear e vacuolizagdo
(OLIVEIRA et al., 2013). Doses subletais de imidacloprido causaram também efeitos
citotoxicos no cérebro. Nucleos picnéticos, com cromatina condensada, e aumento na sintese

de proteinas de determinadas células foram notados em individuos expostos ao imidacloprido,
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sugerindo morte celular (ROSSI et al., 2013). Esses resultados foram encontrados também em
abelhas Scaptotrigona postica expostas ao inseticida fipronil (JACOB et al., 2014).

Os corpos pedunculados sdo estruturas importantes em relacdo ao aprendizado e
memoria (DALY; DOYEN; PURCELL III; 1998; CRUZ-LANDIN, 2009). O fato da
exposicdo ao imidacloprido ter induzido efeitos tardios citotoxicos, no presente estudo, pode
significar comprometimento na orientacdo dos individuos e na eficacia da coleta de alimento

durante as atividades de forrageamento.
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4.1 RESUMO

Com base na importancia de estudos toxicoldgicos para avaliacdo de possiveis efeitos
deletérios que os inseticidas podem causar sobre as abelhas, permitindo assim, o sugimento de
estratégias de protecdo e conservacdo de polinizadores, o presente trabalho teve como
objetivos avaliar os efeitos da exposi¢do a concentracdo subletal do imidacloprido (CLsg/100)
na distribuicdo de proteinas identificadas no cérebro de A. mellifera, através do imageamento
quimico. Esta técnica permite a analise quimica de tecidos através do monitoramento da
dindmica espaco-temporal dos processos bioquimicos que estdo ocorrendo em um
determinado momento. Para isso, abelhas campeiras foram expostas por 8 dias a uma dieta
contendo a concentracdo subletal correspondente a CLsgn00 de imidacloprido. Os individuos
foram coletados 1 e 8 dias apds o inicio do fornecimento do alimento e os cérebros foram
seccionados em criostato. A impressora quimica ChIP-1000 (Shimadzu) foi usada para
deposicdo de matriz e tripsina e os espectros foram adquiridos através do MALDI ToF-ToF
(Shimadzu). Os espectros foram convertidos em imagens pelo software MSiReader v0.05,
gerando assim, mapas de densidade para proteinas. Os resultados obtidos mostraram que a
exposicdo ao imidacloprido provocou alteracBes na expressdo de proteinas especificas no
cérebro, 0 que causa danos em sinapses quimicas e no suprimento de oxigénio nas células,
bem como estresse quimico por aumento de espécies reativas de oxigénio, prejudicando deste
modo, processos bioldgicos importantes, e que em longo prazo podem comprometer a

fisiologia dos individuos da colonia.

Palavras-chave: Cérebro. Imageamento Quimico. Espectrometria.
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4.2 INTRODUCAO

Um problema bastante preocupante com o uso de agrotdxicos em culturas no Brasil e
no mundo é o fato desses produtos atuarem ndo apenas sobre 0s insetos-praga, mas também
sobre insetos importantes para a polinizacéo das culturas agricolas (WARHURST; GOEBEL,
1995).

Os neonicotinoides representam uma classe de inseticidas que apresenta um novo
mecanismo de acdo. Da mesma maneira que os piretroides foram produzidos a partir de
piretrinas naturais, 0s neonicotinoides foram sintetizados a partir da nicotina natural (WARE,
2003). Como membro desta classe, destaca-se o imidacloprido, de acdo sistémica, que pode
ser transportado pela seiva de uma parte da planta para outra (MARICONI, 1983; GALLO et
al., 2002).

As possiveis alteraces que o imidacloprido pode causar em A. mellifera, relacionadas
as diferencas nas respostas protéicas no cérebro destas abelhas expostas ou ndo a dose subletal
deste neonicotindide, podem ser obtidas através do emprego de técnicas de imageamento
quimico (MALDI-IMS - Imaging Mass Spectrometry), que permite a analise espacial da
distribuicdo de proteinas em amostras de tecido.

A espectrometria de massas é atualmente uma das ferramentas analiticas mais
eficientes e utilizadas em estudos nas areas de Biologia, Ciéncias Médicas e Ciéncias
Tecnologicas, sendo possivel quantificar biomoléculas como proteinas, carboidratos, lipidios
e oligonucleotideos, além de elucidar suas estruturas e confirmar suas identificacOes
(FERREIRA et al., 2009).

Um espectrometro de massas possui basicamente cinco componentes: sistema de
injecdo de amostra, fonte de ions, analisador, detector e processador de dados. Um tipo de

equipamento muito utilizado atualmente para analise de macromoléculas bioldgicas € o que
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tem como fonte de ions o tipo MALDI (do inglés, matrix-assisted laser desorption/ ionization)
(PANDEY; MANN, 2000).

A técnica de imageamento quimico (MALDI-IMS - Imaging Mass Spectrometry),
introduzida em 1997, € uma tecnologia promissora para a analise espacial de proteinas a partir
de tecidos intactos (CAPRIOLI; FARMER; GILE, 1997). Essa ferramenta combina a grande
sensibilidade e seletividade da espectrometria de massas com a analise espacial fornecida pela
histologia tradicional, permitindo dessa forma, a visualizacdo do arranjo de biomoléculas no
tecido (GESSEL; NORRIS; CAPRIOLLI, 2014).

Caprioli e seus colaboradores foram pioneiros na utilizacdo do imageamento quimico
em tecidos utilizando MALDI como fonte de ionizacdo (CAPRIOLI; FARMER; GILE,
1997). As aplicacBes do MALDI-IMS séo classificadas em duas categorias de acordo com o
tipo de substancia a ser analisada: proteinas e pequenas moléculas (CORNETT et al., 2007).

Essa tecnologia ja foi utilizada com sucesso na caracterizacao e expressdo de proteinas
e outros compostos bioldgicos organicos de tecidos normais e doentes (CHAURAND et al.,
2005). A visualizacdo de moléculas individuais na superficie de tecidos sem a necessidade do
uso de coloracdo, anticorpos ou um tratamento especifico da amostra sdo algumas das
inimeras vantagens do MALDI. Dessa forma, ndo ha a necessidade de mistura das moléculas
presentes em uma superficie, como ocorre em alguns métodos tradicionais de proteoma
utilizando eletroforese em gel e cromatografia liquida (ABDELNUR, 2011).

Alguns trabalhos vém utilizando a técnica do MALDI-Imaging com o objetivo de
investigar possiveis alteragcdes no cérebro de abelhas. Pratavieira et al. (2014), por exemplo,
revelaram uma possivel correlacdo entre a localizagdo de alguns neuropeptidios com a divisao
de trabalho relacionada a idade desses individuos.

Assim, a aplicacdo desta técnica para investigar possiveis alteragdes na distribuicdo

espacial de proteinas presentes no sistema nervoso decorrentes da exposicdo das mesmas a
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xenobidticos torna-se bastante elucidativa, mostrando a localizacdo das estruturas cerebrais
atingidas pelo composto. Tais resultados, fornecem embasamento para a elucidacdo em nivel
bioquimico e morfologico das alteragdes no sistema nervoso decorrentes da exposicdo de A.
mellifera ao imidacloprido que podem conduzir a alteragbes comportamentais e afetar as
relac@es intra-coloniais, gerando maior conhecimento sobre 0 modo de acao deste inseticida e

informacdes que podem subsidiar os programas de protecdo de polinizadores.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Exposicdo continua a concentracgao subletal de imidacloprido

Operarias campeiras foram coletadas diretamente da entrada de trés coldnias diferentes,
acondicionadas em potes descartaveis plasticos (250 mL) previamente forrados com papel-filtro e
furados nas laterais, totalizando 20 individuos por pote. Todos 0s grupos experimentais foram
montados com individuos das trés colbnias, cada pote contendo abelhas de uma Unica col6nia,
totalizando 60 abelhas por grupo experimental. Em todos os casos, os alimentos foram
fornecidos ad libitum em tubos tipo “eppendorf” (1,5 mL) com as laterais furadas. Em todos
0s experimentos as gaiolas foram mantidas em estufa do tipo BOD a temperatura de 32 + 2° C
e umidade relativa de 60 £ 10%.

Durante os ensaios de intoxicacdo, o grupo controle recebeu uma dieta composta de
solugéo aquosa de sacarose a 50%. Com base no ensaio de toxicidade (determinagéo da CLsg)
foi estabelecida a concentragdo subletal de imidacloprido para ser adicionada a dieta do grupo
exposto ao inseticida. Neste alimento foi adicionada uma solucdo acetdnica (15%) de
imidacloprido de modo que o alimento tivesse concentracao final proporcional a concentracéo

subletal 100 vezes inferior a CLsg (CLso/00: 0,014651 ng imidacloprido/uL de alimento).
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A coleta dos espéecimes para os estudos de alteragdes proteicas no cérebro, foi baseada
no periodo de exposicdo das abelhas ao imidacloprido, sendo ele 1 e 8 dias apos o inicio do
fornecimento do alimento contaminado, para que os efeitos imediatos e a longo prazo do
imidacloprido fossem investigados. Juntamente a estas coletas, foram realizadas coletas de

abelhas do grupo controle.

4.3.2 Técnica de Imageamento Quimico (MALDI-Imaging)

Abelhas expostas ou ndo a concentracdo subletal do imidacloprido foram coletadas
apos 1 e 8 dias o inicio dos experimentos (Fig. 1A) e congeladas em ultra-freezer -80°C (por
um periodo inferior a 24 horas). As cabecas de abelhas foram seccionados a -20 °C
utilizando-se um micrétomo por congelamento (LEICA, CM1850) (Fig. 1B) para a aquisi¢do
de cortes de 12 um de espessura (Ladmina do MALDI). Tais cortes foram realizados no plano
sagital da cabeca de cada operaria, na regido do eixo maior da capsula cefalica (Fig. 1C).

Secgdes histoldgicas subsequentes foram analisadas imediatamente pela técnica
histoldgica de coloracdo por hematoxilina e eosina (H&E) e por MALDI-MSI, possibilitando
que para cada corte analisado fosse gerado um mapa de contorno do cérebro deste individuo,
para que a distribuicdo espacial das proteinas estudadas pudesse ser representada. Os cortes a
serem analisados por MALDI-MSI foram lavados sucessivamente em etanol 70% (v/v), e
90%, durante um minuto em cada solucdo para a eliminacéo de sais e lipideos presentes nas
amostras. Posteriormente, as secc¢des histologicas foram submetidas a dessecacdo durante 30
minutos, sob temperatura ambiente, em um dessecador selado a vacuo contendo silica gel
como agente dessecante.

Alguns cortes foram submetidos a coloracdo com H&E para localizacdo das estruturas
cerebrais. Para esta técnica, as laminas foram submersas em etanol 95% (v/v) por 20 minutos,

lavadas com agua corrente e, em seguida, foram coradas com hematoxilina por 20 segundos.
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Ap0s esse procedimento, as laminas foram lavadas com &agua destilada. As mesmas
foram entéo coradas com eosina por mais 20 segundos e lavadas com agua destilada. Ao final
do processo, as laminas foram lavadas com solucdes de etanol 95% (v/v) para a remocéao do
excesso de corante e em solucBes de xilol. Esta etapa é necessaria para que se possa fazer a
correspondéncia da localizacdo das proteinas as estruturas presentes no cérebro da abelha.

As imagens digitais das seccdes de tecidos foram geradas através de um microscépio
Olympus BX51TF, conectado a uma camera Olympus U-LH100HG. As sec¢des histoldgicas
coradas com H&E foram utilizadas na construcdo do mapa de contorno para a interpretacao
dos dados de MALDI-MSI.

Para as analises dos digestos tripticos foi realizada deposi¢do automatica de tripsina
por meio da impressora quimica CHIP-1000 (Shimadzu) (Fig. 1D). A impressora quimica foi
programada para gerar um micro-arranjo de aproximadamente 500 pontos/analise, onde cada
ponto de aplicagdo da solu¢do de matriz foi espagado um do outro por 200 pm de centro a
centro (resolucéo lateral), perfazendo 36 pontos/mm? da seccdo histolégica.

Inicialmente foram aplicados 20 nL/ponto de solucdo contendo 20 mg/mL de tripsina
em 20 mM de tampao NH4HCO;3 (pH 8,0) e incubados por 2 hs a 37 °C. A seccdo de tecido
foi entdo incubada por 2 horas em uma atmosfera Umida a 37°C. Em seguida, uma solucéo
contendo 10 mg/mL de &cido cinamico (CHCA) em solucédo acetonitrila 50% (v/v) contendo
acido trifluoroacético (TFA), 1% (v/v) foi utilizada como matriz para a analise dos digestos
tripticos, sendo aplicados 500 pL (5 gotas de 100 pL) de solucdo de matriz/ponto. Apés a
aplicacdo da matriz, as sec¢Oes histologicas foram submetidas ao processo de dessecagédo
durante 10 minutos, sob temperatura ambiente. As coordenadas planares (x e y) criadas pela
ChIP-1000 foram salvas e exportadas para o espectrémetro de massas.

Os espectros de MALDI-MS foram obtidos no modo reflectron positivo por um

instrumento MALDI ToF-ToF (AXIMA Performance, Shimadzu) (Fig. 1E), equipado com
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um laser de N2 SmartBeam, controlado pelo algoritmo Launchpad v2.8 (Shimadzu).
Peptideos ACTH (fragmento 18-39) e Angiotensina Il foram utilizados para a calibracdo do
instrumento. Espectros de MALDI-MS foram adquiridos no intervalo de m/z 700 — 4000, com
um total de 250 disparos de laser/ponto de preparacdo de amostra, disparados apenas no
conjunto de coordenadas (x e y) mencionadas acima. Foram realizados cerca de 125.000
disparos de laser por amostra analisada, sendo que para cada disparo de laser, se adquire um
espectro de massas (gerando um total de 125.000 espectros/amostra). Os espectros MS/MS
foram adquiridos no modo positivo com o dispositivo “reflectron” ativado, com o sistema
CDL ajustado para 200°C, e ajustando-se a pressdo da regido do TOF em 1,5 x 10-4 Pa, o
tempo de acumulacdo de ions em 50 ms e o nivel de gas de colisdo em 30%. Sob estas

condicdes, um erro de massa 3,00 ppm, e uma resolucdo de 10.000 FWHM foram obtidos

4.3.3 ldentificacdes de proteinas

As identificacGes de proteinas foram realizadas analisando-se os espectros MS/MS
através da ferramenta de bioinforméatica Mascot v2.3, utilizando-se banco de proteinas restrito
ao género Apis (NCBI). Os parametros de pesquisa utilizados foram: i) inexisténcia de
restricbes a massa molecular da proteina; ii) perda de clivagem triptica ajustado para 01; iii)
modificacOes fixas de oxidacdo: metionina; iv) modificacdo variavel: carbamidometilacdo. Os

erros de tolerancia utilizados nas buscas foram de 0,5 Da para MS e 0,3 para MS/MS.

4.3.4 Processamento dos dados de imageamento espectral

Através da utilizacdo do algoritmo Launchpad v2.8 (Shimadzu) os dados brutos (.raw)
foram convertidos para o formato .mzXML. As imagens foram reconstruidas no algoritmo
MSiReader v0.05 a partir dos dados no formato .mzXML, utilizando-se tolerancia de massa

de £ 0.3 Da e espacamento de 200 um. Nesse algoritmo os seguintes parametros foram
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configurados: o método utilizado para calcular a intensidade exibida nas imagens moleculares
foi o Max of Window (Max); subtracdo de ruido e background; correcdo da linha de base;
normalizacdo dos dados com base na intensidade do padrdo interno 2-Feniletilamina, de m/z

122.18 na forma [M+H]+; e interpolagéo cubica de ordem 5 dos pixels das imagens.

4.3.5 Andlise das Imagens — criacdo de mapas de contornos

Apds a aquisicdo dos dados, as imagens moleculares das proteinas identificadas foram
reconstruidas a partir de valores da razdo massa/carga (m/z) de ions moleculares na forma
monoprotonada ([M+H]+) dos peptideos tripticos, utilizando-se o algoritmo MSiReader
v0.05, uma plataforma livre de cddigo aberto, construido sobre a plataforma do Matlab
(Mathworks, Natick, MA, USA).

Para correlacionar as distribuicGes especiais das proteinas com suas localiza¢bes no
cérebro de abelhas, foi desenvolvido um mapa de contorno com base no Atlas Digital 3D do
Cérebro da Abelha A. mellifera, desenvolvido por Rybak et al. (2010), no qual os limites de
cada centro nervoso foram definidos para auxiliar a interpretacdo dos dados de MSI. O atlas
padrdo para o cérebro de abelha (Honeybee Standard Brain Atlas — atlas HSB,
http://www.neurobiologie.fu-berlin.de/beebrain/) foi calculado a partir de 20 cerebros
individuais, corados por técnica de imunohistoquimica; as imagens foram geradas a partir de
microscopia confocal e segmentadas ao longo das fronteiras de 22 centros nervosos; por
ualtimo, foi reconstruido um modelo de superficie tridimensional a partir dos dados obtidos
(RYBAK et al., 2010). Posteriormente, o mapa de contorno foi plotado sobre a imagem obtida
a partir da técnica histologica de coloragdo por H&E de cada seccdo, permitindo a
visualizacdo da anatdmica do cérebro na seccdo sagital, e facilitando o alinhamento das
imagens moleculares obtidas por espectrometria de massas com as imagens histoquimicas.

Desta maneira, foi criada uma “mascara” contendo os limites anatdmicos de cada estrutura
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nervosa, permitindo a analise das imagens geradas por MALDI-MSI. Apés o
desenvolvimento do mapa de contorno, as estruturas foram nomeadas de acordo com o atlas

HSB

Figura 1: Etapas da técnica de imageamento quimico

A: Abelhas em pote plastico expostas ao alimento ad libitum; B: Cabeca fixada em gelo para seccao
no criostato; C: Lamina metalica com cortes no plano sagital da cabega; D: Impressora quimica ChIP-
1000 (Shimadzu) ; E: MALDI ToF-ToF (AXIMA Performance, Shimadzu).
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4.4 RESULTADOS

A técnica de espectrometria de massas utilizada nesse trabalho permitiu a identificacdo
de um total de 24 proteinas nos cérebros de A. mellifera. A tabela 1 mostra as proteinas
identificadas, o cddigo de acesso, os peptideos utilizados para a identificacao, os valores de

ion score e 0s de m/z para cada um deles.

Tabela 1: Proteinas identificadas por analise protedmica nas secc¢bes do cérebro de abelhas A.

mellifera
Cédigo de . . lon
Acesso* Proteina Peptideos Score m/z (carga)
neuroligin-1 VVLLGGSALSPWAIQR 38 1667.98 (+1)
XP_006571554.1 isoform X1
[Apis mellifera] SSASAFANK 24 882.94 (+1)
neurexin-4 FEVPIIAQWIR 50 | 137265 (+1)
XP_624195.4 isoform X6
[Apis mellifera] GYEGVSSLNVSLTFR 58 | 1629.81 (+1)
nicotinic
acetylcholine YLLFTMVLVTLSVVVTIAVLNVNFR 65 2826.52 (+1)
NP_001091690.1 receptor alphal
subunit LYDDLLSNYNR 46 1386.51 (+1)
[Apis mellifera]
in isof DQGASILGAAVSGATR 49 1474.61 (+1)
XP_624128.2 synaps;rzzlso orm Q
[Apis mellifera] HIADLVTAK 38 968.13 (+1)
. FLGIINNIFK 43 1179.43 (+1)
NP_001035320.1 | acetylcholinestera
se [Apis mellifera]
ILLLFFLLLSSCTR 32 1640.10 (+1)
inositol 1,4,5-
trisphosphate IGNIQDAAILDYYR 57 1624.22 (+1)
XP_006564780 receptor isoform
o XL PLVQSELSLLVDILYR 62 1859 (+1)
[Apis mellifera]
endophilin-A QPCCTALYDFEAENPGELGFK 68 2333.63 (+1)
XP_006559931.1 isoform X2
[Apis mellifera] SVTTTTNTMAFAGLK 57 1543.79 (+1)
o LLTQEEGEYYNVPVPEEGVDLAELK 76 2836.14 (+1)
NP 001128420.1 protein kinase C
- [Apis mellifera] SLSKEAREICK 54 | 126449 (+1)
14-3-3 protein QAFDDAIAELDTLNEDSYK 50 | 2159.28 (+1)
XP_006566155.1 zeta-llk)e(isoform
[Apis mellifera] AYQEAFDIAK 40 1156.28 (+1)



- TTGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHAILR 74 3153.58 (+1
XP_001120262.1 actin, (+1)
[Apis mellifera]
DLYANNVLSGGTTMYPGIADR 65 2228.48 (+1)
heat shock protein FEELCADLFR 38 1243.44 (+1)
NP_001153544.1 Hsp70Ab-like
[Apis mellifera] VSYKGETK 31 912.02 (+1)
hsp90 co- DIEISDDEDDTHPNIDTPSLFR 65 2545.66 (+1)
NP_001229443.1 chaperone Cdc37
[Apis mellifera] QLDVDPR 30 842.92 (+1)
protein LLDQNFGLGLYPEQLLSPSR 71 2261.59 (+1)
XP_001119884.1 | lethal(2)essential
for life-like
[Apis mellifera] DQGNVENER 39 106104 (+1)
beta amyloid CWESHRWNATAADTCR 63 | 1629.81 (+1)
XP_006562956.1 | protein precursor-
like isoform X5
[Apis mellifera] YQADVTSKQQEK 41 142553 (+1)
cytochrome ICTDEFELQGSDGLNYR 72 1961.13 (+1)
XP_001119981.2 P450 9e2
[Apis mellifera] QSYSEIEEIYR 60 1530.69 (+1)
glutathione S- LIYFNIPGLAEPIR 55 1616.95 (+1)
NP_001153742.1 transferase S1
[Apis mellifera] SEMPLGQVPILEIDGK 62 1727.03 (+1)
vascular
endothelial GGDLLTYLHNQR 45 1387.53 (+1)
XP_006559625 growth factor
rec-eptor 3-_|ike FNVLLPEYSNLDDIPDLYIK 62 2382.72 (+1)
[Apis mellifera]
XP_006569753.1 isomerase
[Apis mellifera] IFALTIVIICFFTFSLAK 57 2048.60 (+1)
superoxide HVGDLGNIEADASGVANVNITDK 85 2310.46 (+1)
NP_001171498.1 dismutase 1
[Apis mellifera] TLVVHADPDDLGK 44 1380.53 (+1)
NP 001171540.1 catalase FSTVGGESGSADTVR 49 1470.54 (+1)
B [Apis mellifera]
SFKWNPFDLTK 45 1383.58 (+1)
P 0032492804 | PEroxiredoxini DYGVLDEESGVPFR 54 1583.70 (+1)
- ' [Apis mellifera]
PDVVGSK 40 701.78 (+1)
phospholipid
hydroperoxide ILAFPSNEFGGQEPGTSVEILEFVK 67 2717.07 (+1)
mitochondrial
XP_003250526.1 isoformX2
[Apis mellifera] WLKTQANGFITDDIK 64 175098
glutathione
peroxidase,
transferrin 1 FFGLPVGVTAAIPTSENPADYR 64 2323.63 (+1)
NP_001011572.1 precursor
[Apis mellifera] DLALICPDGGR 52 1130.31 (+1)
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glutamine
synthetase
[Apis mellifera]

NP_001164445.1

* Cadigos
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

de Acesso do Protein

YIWIDGTGESLR

IMDGSWNGAGAHTNFSTK

Data Bank para A. mellifera,
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48 141057 (+1)

57 1895.05 (+1)

junto ao NCBI

Com base nas funcdes desempenhadas por cada proteina segundo consulta a banco de

dados do Gene Ontology (GO) (http://geneontology.org/), e revisao na literatura, as proteinas

foram separadas em grupos funcionais (tabela 2), facilitando assim, o entendimento dos

efeitos causados pelo imidacloprido no cérebro.

Tabela 2: Relacdo das proteinas analisadas no cérebro de A. mellifera classificadas de acordo

com o processo bioldgico e fungbes que desempenham

P_r 0CESSO Proteinas Funcbes Referéncias
Bioldgico
CLAUDIANOS
Neuroligina Mediacdo de sinapses entre neurénios et al., 2006
BISWAS et al., 2008
. Moléculas de reconhecimento nos
Neurexina . . DEAN et al., 2003
terminais nervosos em sinapses
Atividade catalitica
. ) ngagéo de ATP SUN et al., 2011

Sinapsina Regulagéo liberagio HILFIKER et al., 1999

Sinapses KLAGGES et a., 1996

Receptor Nicotinico
de Acetilcolina

Acetilcolinesterase

Receptor de inositol
1,4 5-trifosfato
(IP3)

Endofilina

Glutamina
Sintetase

neurotransmissores

Ativacéo de acetilcolina
Processamento de informagdes,
aprendizado e memoria

Hidrolise da acetilcolina durante as
sinapses

Desenvolvimento dos corpos
pedunculados

Endocitose
Sintese de glutamina

Reduc&o dos niveis de amdnia e
glutamato

THANY etal., 2013
GAUTHIER, 2010
ALBUQUERQUE

et al., 1997

BELZUNCES;
TOUTANT;
BOUNIAS, 1988

KOBAYASHI et al.,
2006

SUN et al., 2011

WANG et al., 2012
ROWBOTTOM et al.,
1996
SUAREZ et al., 2012




Proteina Quinase C

Leonardo 14,3,3

Memoria e
Aprendizado

Actina 5C

Transferrina

Fase inicial de memoria
Aprendizagem associativa

Aprendizado e Memoria
Aprendizagem olfatéria

Componente citoesqueleto
Desenvolvimento corpos
pedunculados
Comportamento agressivo
Memoéria e aprendizado

Percepcéo visual

KAMIKOUCHI et al.,
2000

PHILIP etal., 2001
ROMAN et al., 2001

EDWARDS et al., 2009
CRISTINO et al., 2014

FAROOQUI, 2008

Estabilidade proteica
Inibi¢do de processos apoptoticos

Dobramento de proteinas

XIE etal., 2015
LI et al., 2000

YOUNG et al., 1998

HSP 70
Chaperonas
HSP 90
Proteina Letal
Degeneragéo
Neuronal

Precursor Amiloide

Inibe agregacdo da proteina f3-
amiloide

Ligacdo de heparina
Degeneragdo neuronal de pacientes
com Alzheimer

SUN et al., 2011
KURZIK-DUMKE;
LOHMANN, 1995

SUN et al., 2011

MASTER et al., 1985
SELKOE et al., 1986
MURAKAMI
etal., 1998

Citocromo P450

Detoxificagdo )
Glutationa S-
transferase

Fase inicial da detoxificacéo
Metabolismo de xenobioticos

Segunda fase do processo de
desintoxicagdo metabdlica

DENISON,;
WHITLOCK JR, 1995

BARATA et al., 2005;
KETTERMAN, et al.,
2011

Fator de
crescimento

Suprimento  endotelial (VEGF)

de Oxigénio

Dissulfeto
Isomerase

Regulacdo positiva processos
apoptéticos
Regulacdo negativa de angiogénese
Altamente expressa em condicdes de
hipoxia
Resposta celular a hipoxia
Protecédo contra apoptose

WU et al., 2010
RISAU, 1997

KO et al., 2002
GRAVEN et al, 2002

CuZn Superéxido
Dlsmutase

Catalase

Thioredoxina
Peroxidase

Protecdo
contra ROS

fosfolipideo
hidroperoxido
glutationa
peroxidase
(PHGPX)

Antioxidante
Resposta ao estresse oxidativo

Resposta ao estresse oxidativo

Atividade da peroxidase
Inibicdo processos apoptose
Protecdo contra estresse oxidatio

Resposta ao estresse oxidativo

MARTINDALE;
HOLBROOK, 2002

MARTINDALE;
HOLBROOK, 2002

YAO etal., 2013
SANTOS et al., 2010
ZHANG et al., 1997

MARTINDALE;
HOLBROOK, 2002
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Foram criados os mapas de distribui¢do destas proteinas, permitindo assim a analise da
expressao in situ. O metodo utilizado nessa técnica é semi-quantitativo através de um padréo
de coloracédo que varia de 0% a 100%. Concentracdes elevadas de proteinas sao representadas
através de intensidades 100% e apresentam coloracdo em vermelho, enquanto que cores em
gradiente decrescente de intensidade representam concentracdes menores de proteinas. Uma
mascara foi utilizada para uma melhor localiza¢do das proteinas nas estruturas do cérebro de

A. mellifera (Figura 2).

Figura 2: Méscara utilizada para anélise da distribuicdo de proteinas

rostral

direita 4%-) esquerda

----- caudal

1. SOG - Ganglio Sub-esofagico
2. AL - Lobo Antenal

3. LO - Lobula

4, ME - Medula

5. CB — Corpo Central

6. B - Lobo

7. a - Lobo

8. Pe - Pedtnculo

9. LC - Calice Lateral

10. MC - Célice Medial

\ ) 11. CE — Olhos Compostos

b i 12. OC - Ocelo /

-
_________

------

Fonte: PRATAVIEIRA, 2013

Das proteinas identificadas, diversas estdo relacionadas com a formagdo e manutencao
de sinapses. Algumas dessas proteinas tiveram suas expressdes relativas aumentadas no
cérebro na presenga do imidacloprido: neuroligina 1 (neuroligin 1) (Fig. 3A), neurexina
(neurexin-4 isoform X6) (Fig. 3B), sinapsina (synapsin isoform X1) (Fig. 3C),
acetilcolinesterase (acetylcholinesterase) (Fig. 3E), receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3)
(inositol 1,4,5-trisphosphate receptor isoform X1) (Fig. 3F) e glutamina sintetase (glutamine
synthetase) (Fig. 3H). Em relacdo ao receptor nicotinico de acetilcolina (nicotinic
acetylcholine receptor alpha 1 subunit) (Fig. 3D) e a endofilina (endophilin-A isoform X2)

(Figura 3G), foi observada diminuicdo de expressdo provocada pela CLsg100 do inseticida.
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Figura 3: Expressdo relativa das proteinas envolvidas com o processo de sinapses no cérebro
de A. mellifera expostas ou ndo a concentracdo subletal de imidacloprido
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(E) acetilcolinesterase; (F) inositol; (G) endofilina; (H) glutamina sintetase
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As proteinas quinase C (protein kinase C) e Leonardo 14-3-3 (14-3-3 Leonardo
protein), envolvidas com o0s processos de aprendizado e memoria apresentaram-se mais
expressas nos cérebros de individuos expostos ao imidacloprido (Figs. 4A e 4B,
respectivamente). Ja a actina 5-C (actin-5C-like isoform X1), proteina considerada também
importante para esses processos, mostrou-se menos expressa na presenca do imidacloprido
qguando comparada ao controle, principalmente no primeiro dia analisado (Fig. 4C). Em
relacdo a transferrina (transferrin), a caracteristica mais evidente foi a diminuicdo de

expressao nos lobos opticos (Fig. 4D).

Figura 4: Expressdo relativa das proteinas envolvidas com o processo de memoria e
aprendizado no cérebro de A. mellifera expostas ou ndo a concentracdo subletal de

imidacloprido

Controle

Intensidade

Controle

(A) proteina quinase C; (B) Leonardo 14-3-3; (C) actina 5-C; (D) transferrina
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A HSP 70 (Heat Shock Protein 70 Ab-like) apresentou seu padrdo de distribuicéo
pouco alterado na presenca do imidacloprido, ndo havendo diferencas evidentes entre o0s
grupos controles e expostos, sendo essa proteina, pouco evidenciada no cérebro (Fig. 5A). Em
relacdo a HSP 90 (HSP 90 Cdc37) (Fig. 5B) tanto nos grupos expostos quanto nos grupo

controles ndo houve alteracGes na intensidade de expresséo.

Figura 5: Expressdo relativa das proteinas chaperoninas no cérebro de A. mellifera expostas

ou ndo a concentracdo subletal de imidacloprido

Controle |

Intensidade

(A) HSP 70; (B) HSP 90
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Em relacdo a proteina letal essencial para a vida (protein lethal essential for life -
Protein Efl21), pdde-se notar evidente aumento da expresséo relativa nos individuos expostos
ao imidacloprido, principalmente no oitavo dia apds o inicio do fornecimento do alimento
contaminado (Fig. 6A). Houve também aumento de expressdo do precursor da proteina
amiloide (amyloid protein precursor-like) nos dois grupos expostos ao inseticida. Essas duas

proteinas sao indicativas de degeneracdo neuronal (Fig. 6B).

Figura 6: Expressdo relativa das proteinas envolvidas com o processo de degeneracdo
neuronal no cérebro de A. mellifera expostas ou ndo a concentracao subletal de imidacloprido

Controle

Intensidade

Controle

(A) proteina letal essencial para a vida; (B) precursor da proteina amiloide
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As possiveis alteracfes na expressao relativa de proteinas relacionadas com a prote¢édo
ao estresse oxidativo foram também investigadas nesse estudo. A andlise da citocromo P450
(cytochrome P450 9e2) mostrou que essa proteina teve uma expressao relativa levemente
aumentada no primeiro dia de exposicdo ao imidacloprido. No oitavo dia e na presenca do
inseticida, pbde-se notar diminuicdo de expressao e de distribuicdo dessa proteina no céerebro
(Fig. 7A). Ja a glutationa S-transferase (glutathione S-transferase), com um dia de exposicao
ao inseticida, apresentou-se levemente mais dispersa pelo cérebro. Com oito dias de
exposicao, foi possivel observar aumento mais evidente na expressao relativa dessa proteina,

principalmente nas estruturas do lado esquerdo do cérebro (Fig. 7B).

Figura 7: Expressdo relativa das proteinas envolvidas com o processo de detoxificacdo no
cérebro de A. mellifera expostas ou ndo a concentracao subletal de imidacloprido
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Intensidade

(A) citocromo P450; (B) glutationa S-transferase
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Duas proteinas foram classificadas como sendo indicativas de uma resposta das
abelhas a ocorréncia de danos no suprimento de oxigénio nas células: a proteina VEGF
(vascular endothelial growth factor receptor 3-like) e a proteina dissulfeto isomerase (protein
disulfide-isomerase). A proteina VEGF apresentou-se mais fortemente expressa nos grupos
expostos ao imidacloprido, podendo-se observar pontos de intensa marcacdo nas imagens
(Fig. 8A). Ja a proteina dissulfeto isomerase apresentou diminuicdo em sua expressao relativa
no oitavo dia de exposicdo ao inseticida (Fig. 8B). No primeiro dia, ndo foram observadas

diferencas relevantes em sua expressao/distribuicdo no cérebro.

Figura 8: Expressdo relativa das proteinas envolvidas com o processo de suprimento de

oxigénio no cérebro de A. mellifera expostas ou ndo a concentracdo subletal de imidacloprido

Controle

Intensidade

Controle |

(A) VEGF; (B) dissulfeto isomerase
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Com relacéo as proteinas envolvidas na protecéo contra danos causados pela presenca
de espécies reativas de oxigénio (ROS) a CuZn superoxido dismutase (CuZn superoxide
dismutase) e a catalase (catalase) ndo apresentaram alteracGes em suas expressdes relativas
(Fig. 9A e 9B) mostrando expressao/distribuicdo bastante semelhantes tanto no grupo controle
qguanto no grupo exposto (Fig. 9B). As imagens representando a distribuicdo das enzimas
fosfolipideo hidroperdxido glutationa peroxidase (PHGPX) (phospholipid hydroperoxide
glutathione peroxidase) (Fig. 9C) e tiorredoxina peroxidase (thioredoxin peroxidase 1) (Fig.
9D) mostraram uma baixa expressdo relativa desta proteina no cérebro dos individuos dos
grupos controles, sendo que nos grupos expostos, notou-se um aumento da intensidade

relativa de expressao desta proteina.

Figura 9: Expressdo relativa das proteinas envolvidas com o processo de protecdo contra
ROS no cérebro de A. mellifera expostas ou ndo a concentracdo subletal de imidacloprido

Intensidade

(A) Cuzn superdxido dismutase; (B) catalase; (C) PHGPx; (D) tiorredoxina peroxidase
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Com o objetivo de sumarizar de forma objetiva o padrdo de expressdo de cada proteina
analisada e discutida nos resultados acima, criou-se a tabela 3 mostrando-se a expressao
relativa de proteinas em alguns dos neurépilos do cérebro de abelhas (corpos pedunculados,
lobos oOpticos e lobos antenais) decorrentes da exposi¢cdo ao imidacloprido. O ponto de maior

intensidade da proteina em cada estrutura foi representado na tabela a seguir.



Tabela 3: Relacéo das proteinas analisadas no cérebro de A. mellifera, com indicacéo de sub ou superexpressao nas diferentes estruturas do cérebro.

CP: corpo pedunculado; LO: lobo éptico; LA: lobo antenal. .m';g expressa; .pgum expressa; | relativamente expressa; .mujm expressa

H 2 e
 —
Intensidade
1 dia 8 dias
Proteinas Controle CLso/100 Controle CLsg/100
CP LO LA CP LO LA CP LO LA CP LO
Neuroligina ® ® () @
Neurexina . . . ' . .
Sinapsina ® ® ® o
Receptor
Nicotinico de .
Acetilcolina

Acetilcolinesterase

Receptor Inositol
(1P3)

Endofilina

Glutamina
Sintetase
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Proteinas Controle CLso/100 Controle CLso/100
CP LO LA CP LO LA CP LO LA CP LO LA
Proteina Quinase
~ ® o o ® o o o o o o
Leonardo 14,3,3 ® ® ® o o ® ® o o o o
Actina 5C ® o o o ® ® o o ® @
Transferrina ® ® o o o o o o o o
vt © e e e e @ ® o o o o
HSP 90 PY PY o ® O ® @) ® ® o
Proteina Letal ® ® () ® o o o o @ @
Precursor
Amiloide . . . ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
P450 @ O ® o o ® o o O ® O
GST ® ® ® ® @ ® o o
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Proteinas

1 dia

8 dias

Controle

CLso/100

Controle

CLso/100

LO

I—
@)

I_
>

LO

VEGF

Dissulfeto
Isomerase

CuZn Superéxido
Dismutase

Catalase

Thioredoxina
Peroxidase

PHGPx
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4.5 DISCUSSAO

Foram criadas imagens moleculares para as proteinas identificadas nesse estudo, e a
andlise feita por MALDI-Imaging permitiu concluir que a distribuicdo espacial de algumas
proteinas no cérebro de abelhas difere entre os grupos controle e experimental.

A neuroligina apresentou aumento relativo de expressdo nos cérebros de individuos
expostos ao imidacloprido e a neurexina mostrou-se mais expressa no oitavo dia de
exposicdo. Geralmente, essas duas proteinas sdo estudadas conjuntamente, uma vez que
ambas apresentam papeis importantes na regulacao da transmisséo de impulsos nervosos.

As neuroliginas sdo proteinas de adesdo celular da membrana p6s-sinaptica que estao
relacionadas com a formacéo e a manutencao das sinapses entre os neurénios (SCHEIFFELE
et al., 2000), sendo identificadas tanto em invertebrados como em vertebrados (LISE; EL-
HUSSEINI, 2006). As neurexinas sdo consideradas moléculas importantes no processo de
reconhecimento entre neurdnios (ULLRICH et al., 1995; MISSLER; SUDHOF, 1998).
Mutacdes nos genes de neuroliginas e neurexinas foram encontradas em pacientes humanos
com autismo (KANDEL et al., 2014).

O trabalho de Biswas et al. (2008) mostra que as neuroliginas e neurexinas sao
encontradas em tecidos cerebrais, especialmente nos corpos pedunculados, ao longo de todo o
desenvolvimento da abelha A. mellifera, porém na maioria dos casos, nota-se um aumento de
expressdo nos adultos.

Alguns trabalhos mostram que o aumento na expressao de neuroliginas nos neurénios
resulta em um maior niumero de sinapses nervosas (CHIH et al., 2004, BOUCARD et al.,
2005), o que provavelmente deva ocorrer também com o aumento da expressdo de neurexinas.
Sabe-se também que 0s neonicotinoides sdo agonistas da acetilcolina e ligam-se aos
receptores nicotinicos de acetilcolina dos insetos (NAChRs), (BUCKINGHAM et al., 1997).

Esses receptores estdo localizados nos neurdnios pds-sinépticos e a ligagdo com as moléculas
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de inseticida, que ndo sdo degradadas de maneira imediata pela acetilcolinesterase, faz com
que os impulsos nervosos sejam transmitidos de maneira continua (BUCKINGHAM et al.,
1997; SUCHAIL et al., 2004; GALLO et al., 2002). A ativacdo dos receptores nicotinicos de
acetilcolina causa a hiperexcitabilidade do sistema nervoso central, e pode causar tremores,
convulsdes, colapso e morte (FARIA, 2009).

Como o imidacloprido é agonista da acetilcolina e age nos receptores nicotinicos,
foram criados mapas de distribuicdo deste receptor no cérebro de abelhas expostas ao
inseticida e do grupo controle. Assim, observou-se evidente diminuicdo da expressao relativa
dos receptores nicotinicos de acetilcolina em ambos 0s grupos expostos ao inseticida. A
diminuicdo da expressao dos receptores observada neste estudo pode ser resultado de uma
tentativa do organismo do inseto de reverter essa transmissdo ininterrupta de impulsos
nervosos, e o estado de hiperexcitacdo, conforme evidenciado pelas expressdes relativas das
proteinas descritas acima.

Os receptores nicotinicos de acetilcolina, além de estarem envolvidos nas sinapses
nervosas, estdo associados também ao processamento de informacBes e ao aprendizado e
memoria (GAUTHIER, 2010; ALBUQUERQUE et al., 1997). Onze subunidades foram
descritas para esse receptor em A. mellifera, sendo nove subunidades o e duas subunidades 3
(JONES et al.,, 2006). O imidacloprido se liga a esses receptores, atuando mais
especificamente nas subunidades o (BUCKINGHAM et al.,, 1997). Assim, a reducdo
observada na expressdo relativa desses receptores implicaria em danos nos processos
cognitivos da abelha.

Tais evidéncias acerca do aumento de sinapses nervosas, decorrentes da presenca do
inseticida, sdo reforcadas também pela maior expresséo relativa de outra proteina sinalizante
deste processo: a sinapsina. Essas proteinas regulam a liberacdo de neurotransmissores

(HILFIKER et al., 1999; KLAGGES et al., 1996) e sdo importantes para o ajuste fino de
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formacdo de sinapses, plasticidade e remodelacdo (BENFENATI, 2011; HUMEAU et al.,
2011).

A acetilcolinesterase, também alvo deste trabalho, apresentou sutil aumento de
expressao relativa em individuos expostos ao imidacloprido. A principal funcdo da
acetilcolinesterase é hidrolisar a acetilcolina durante as sinapses, interrompendo assim, a
transmissdo sinaptica no sistema nervoso colinérgico da maioria dos animais, incluindo os
insetos (BELZUNCES; TOUTANT; BOUNIAS, 1988).

Essa proteina é conhecida por desempenhar diversas funcdes, atuando, por exemplo,
na formacdo de sinapses (OLIVERA et al., 2003) e desempenhando importante papel nos
processos de memoria e aprendizado (GAUTHIER et al., 1992; SHAPIRA et al., 2001). O
aumento observado em sua expressdo indica provavel resposta compensatoria ao estado de
hiperexcitacdo do sistema nervoso central da abelha resultante da acéo do inseticida, ja que a
acetilcolinesterase é responsavel pelo reestabelecimento do estado de repouso do sistema
nervoso através da interrupcao dos impulsos nervosos.

Os receptores do inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) sdo responsaveis pela liberacdo de
calcio das reservas intracelulares, sendo ativados pelo aumento intracelular de IP3
(PIMENTEL, 2003). A a¢do do calcio no sistema nervoso desencadeia a exocitose de
vesiculas sinapticas contendo neurotransmissores (NEHER; SAKABA, 2008), sendo
importante deste modo para a manutengdo de sinapses. Pelo fato de o receptor de IP3 estar
envolvido com a sinalizacdo de calcio e estar presente preferencialmente nas células de
Kenyon, conclui-se que ele desempenha um papel extremamente importante nos processos de
aprendizado e memoria (KAMIKOUCHI et al., 2008).

O aumento da expresséo relativa dos receptores de IP3 pode estar relacionado com a

busca pelo equilibrio dos niveis de calcio nos neurénios. A desregulacao nos niveis de calcio
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estd associada com os danos na transmissao de sinapses, ja evidenciados por alteracfes na
expressao de outras proteinas importantes neste processo.

Outra proteina identificada, também relacionada com a ocorréncia de sinapses no
cérebro é a endofilina. As endofilinas sdo proteinas presentes na membrana pré-sinaptica,
desempenhando um papel relevante para a formacdo de vesiculas, principalmente nos
processos de endocitose de vesiculas sinapticas mediadas por clatrina. Em Drosophila, a
endofilina estd amplamente presente no sistema nervoso central e nos olhos (GUICHET et al.,
2002; VERSTREKEN et al., 2002). Essa proteina apresentou reducdo em sua expressao
relativa, principalmente no primeiro dia, evidenciando provaveis danos no trafego vesicular
gue ocorre durante a transmissdo de impulsos nervosos, e consequente prejuizo na liberacédo
dos neurotransmissores.

A glutamina sintetase € uma proteina ligada a sintese da glutamina e a regulacdo do
metabolismo celular do nitrogénio, sendo amplamente distribuida nos seres vivos e possuindo
papel essencial para a manutengdo da vida de microorganismos e animais (CURI, 2000;
HISCOCK; PEDERSEN, 2002). No cérebro, essa proteina é extremamente importante no
processo de reducdo de concentracdo de aménia (detoxificacdo), e também na regulacdo dos
niveis de glutamato (ROWBOTTOM KEAST; MORTON, 1996; SUAREZ; BODEGA;
FERNANDEZ, 2012).

O presente trabalho mostra um aumento consideravel da expresséo relativa da proteina
glutamina sintetase, além de uma maior distribuicdo por toda a area do cérebro dos individuos
submetidos ao imidacloprido. Considerando que a glutamina é precursora do glutamato, e que
esse € um neurotransmissor importante em abelhas (LEBOULLE, 2011), esse resultado pode
ser indicativo de uma resposta compensatoria do sistema glutamaltérgico frente aos danos

causados no sistema colinérgico no céerebro de abelhas.
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Dessa forma, as alteracfes na intensidade de expressdo das proteinas descritas até o
presente momento, podem significar um desbalanco no padrdo de sinapses nervosas,
possivelmente, um aumento na frequéncia dessas sinapses, contribuindo dessa forma, para o
processo de hiperexcitacdo do sistema nervoso central, causado pelo neonicotinoide.

A proteina quinase C esta relacionada com o processo de sinalizacéo intracelular do
inositol fosfato, desempenhando funcdes importantes em diversos eventos na célula como
plasticidade neuronal, exocitose e endocitose de vesiculas sinapticas, ciclo celular. Essa
familia de proteinas € ativada por dois tipos de sinalizadores intracelulares: o diacilglicerol
(DAG) e 0 Ca®*, produzido pela acdo do IP3 (QUEIROZ, 2000). Os eventos bioquimicos
relacionados com a formacdo de memoria envolvem a ativacdo de cascatas especificas nos
neurdnios, sendo que a proteina quinase A, a proteina quinase dependente de GMPc, a
proteina quinase Il dependente de calcio-calmodulina e a proteina quinase C, sdo algumas das
proteinas envolvidas nessas cascatas (IZQUIERDO; MEDINA, 1997).

Dados mostrando o papel da proteina quinase C na aprendizagem associativa da
abelha indicam que elas sdo importantes na fase inicial de formacdo de memoria. Além disso,
a atividade enzimética da proteina quinase C se mostrou mais elevada nos corpos
pedunculados e nos corpos centrais de abelhas (KAMIKOUCHI et al., 2000). Os resultados
obtidos nesse trabalho mostram que a expressdo dessa proteina foi, de fato, mais elevada nas
regibes dos corpos pedunculados, sendo essa caracteristica, mais evidente nos cérebros de
individuos expostos ao inseticida.

A exposicdo ao imidacloprido alterou o padréo de expressdo da proteina Leonardo 14-
3-3 com oito dias, sendo essa proteina sutilmente mais expressa pelo cérebro, especialmente
nas regides dos corpos pedunculados. Em Drosophila, essa proteina é altamente expressa nos
corpos pedunculados em adultos, estando associada assim, na formacdo de aprendizado

olfativo e memoria (SKOULAKIS; DAVIS, 1996). Além disso, a proteina Leonardo 14-3-3
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desempenha importante papel no controle da dinamica das vesiculas sinapticas (BROADIE et
al., 1997) e na regulacdo da proteina quinase C (AITKEN et al., 1992; XIAO et al., 1995).

Com base entdo nas funcBes desempenhadas, e descritas acima, pelas proteinas
Leonardo 14-3-3 e quinase C, e também considerando o papel que os corpos pedunculados
(regides que apresentaram maior intensidade dessas proteinas) desempenham no cérebro das
abelhas, podemos sugerir que o composto testado altera a dinamica sinaptica e o
aprendizado/memoria dos individuos.

Outra proteina que também apresentou alteracdo na expressao relativa frente a
exposicdo ao imidacloprido, especialmente no primeiro dia, foi a actina 5-C. Um estudo
recente com A. mellifera mostra que microRNAs especificos interagem com a actina 5C
afetando o processo de formagdo de memoria e aprendizado (CRISTINO et al., 2014). O
trabalho de Ganeshina et al. (2012) revela que a despolimerizacdo da actina melhora a
memoria olfativa associativa em abelhas meliferas. J& em mamiferos ocorre o oposto, pois a
formacdo e estabilizacdo da memoria requer a polimerizagdo de actina (LAMPRECHT; LE
DOUX, 2004). A expressdo reduzida dessa proteina pode indicar uma diminui¢do no nimero
de despolimerizagdes ocorrentes no cérebro de individuos submetidos ao neonicotinoide,
sendo esta mais uma evidéncia de possiveis prejuizos nos processos que envolvem a
constituicdo de memodria.

A proteina transferrina, também apresentou alteracdes em sua expressdo relativa na
presenca do imidacloprido. Dados mostram alta expressaio de RNAm da transferrina nas
neurdpilas do cerebro e nos olhos de abelhas operarias campeiras, indicando assim, que essa
proteina desempenha um papel importante na percepcdo visual dessas abelhas
(KUCHARSKI; MALESKA, 2003; FAROOQUI, 2008). Uma das caracteristicas observadas

a partir da analise dessa proteina nos cérebros de individuos expostos ao imidacloprido foi
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uma leve diminuicao de sua expressdo nos lobos dpticos na presenca do inseticida, indicando
assim, possiveis danos relacionados com a captacdo de estimulos visuais.

Algumas proteinas de choque térmico foram identificadas nesse estudo e tiveram suas
expressdes relativas no cérebro analisadas. As chaperonas, como séo também conhecidas, tém
a capacidade de desenovelar proteinas formadas, possibilitando um novo enovelamento,
auxiliando a formacdo de conformacdes terciarias corretas, permitindo assim, que essas
proteinas desempenhem suas funcGes adequadamente, além de reparar proteinas mal dobradas
ou instaveis (LINDQUIST; CRAIG, 1988; FEDER; HOFMANN, 1999). O imidacloprido ndo
alterou a expresséo relativa das proteinas HSP 70 e 90 indicando que essa via ndo foi efetiva
possibilitando assim a formacéo de proteinas danificadas.

A partir da andlise da expressdo da proteina letal essencial para a vida, notou-se
aumento da expressdo relativa e maior distribuicdo dessa proteina pelo cérebro. Essas
proteinas auxiliam no controle e inibigdo da agregacgdo da proteina f-amiloide (WILHELMUS
et al., 2006a; 2006b).

A proteina precursora de amiloide analisada neste trabalho é processada, podendo
gerar inimeros fragmentos. A clivagem pela alfa-secretase cria fragmentos ndo relacionados
com as placas senis, enquanto que a clivagem realizada pela beta e gama-secretase déo origem
a B-amiloide, sendo este fragmento neurotoxico (BARBER, 2012). A proteina $-amiloide tem
a capacidade de se agregar na parte extracelular dos neurénios formando as fibras amiloides
(FRIDMAN et al., 2004; GANDY, 2005), principal componente da placa senil, estando
diretamente relacionada com a degeneracao neuronal de pacientes com Alzheimer (MASTER
et al., 1985; SELKOE et al., 1986; MURAKAMI et al., 1998). Nossos resultados mostram
evidente aumento de expressdo da proteina precursora de amiloide, sendo este, juntamente
com o0 aumento de expressdo da proteina letal, um indicio de ocorréncia de degeneragdo

neuronal resultante da presenca do inseticida.
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Em abelhas A. mellifera, trés superfamilias de enzimas desempenham importante
funcdo no processo de desintoxicacdo, sendo elas glutationa S-transferases (GST), citocromo
P450 (P450) e carboxilesterases (CLAUDIANOS et al., 2006).

A P450 esta relacionada com a fase inicial da detoxificacdo (DENISON; WHITLOCK
JR, 1995). Essa proteina tem como funcGes principais a metabolizacdo de lipideos, horménios
e feromonios, entretanto, ela esta intimamente associada com a resisténcia dos insetos aos
inseticidas pelo fato de metabolizarem também compostos quimicos utilizados na agricultura
(SNYDER et al., 1995; SCOTT; WEN, 2001; SHAH et al.,, 2011). A GST participa
principalmente da segunda fase do processo de desintoxicacdo metabdlica, participando
também de processos contra danos celulares através do sistema de estresse oxidativo
(BARATA et al., 2005; BABCZYNSKA et al., 2006; KETTERMAN, et al., 2011). Nos
insetos, essa proteina é bastante conhecida por degradar compostos como pesticidas e
inseticidas (ENAYATI et al., 2005).

Os resultados obtidos nesse trabalho mostram que o imidacloprido alterou mais
efetivamente a expressao e a distribuicdo da proteina GST. Em ambos os dias analisados, essa
proteina se mostrou mais expressa na presenca do imidacloprido, sendo esse aumento mais
evidente com oito dias, indicando assim, ativacdo do processo de protecdo das células através
da degradacdo do inseticida. Além disso, pode-se inferir também que o imidacloprido
estimula mais a fase 2 da detoxificacéo.

Em vertebrados, o VEGF é uma proteina que induz a proliferacdo e migracdo de
células endoteliais, sendo importante assim para a formacéo de novos vasos (angiogénese) e
para a permeabilidade vascular (DVORAK et al., 1995; CONN et al., 1990; IZUTA et al.,
2009). A hipoxia é considerada o principal estimulo para o aumento da expressao de VEGF

(RISAU, 1997). Com base no papel desempenhado por essa proteina, pode-se sugerir que o
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aumento de sua expressdo relativa nos cérebros de abelhas seja um indicio de problemas no
suprimento de oxigénio no cérebro resultante da exposicéo ao inseticida.

A andlise da expressédo relativa da proteina dissulfeto isomerase corrobora a possivel
hipdxia causada pelo imidacloprido nos cérebros das abelhas. Apesar de atuar também como
chaperona, prevenindo dobramentos proteicos incorretos (WANG; TSOU, 1993) e catalisando
a formacdao de pontes dissulfetos durante a formacao de proteinas (FREEDMAN et al., 1989),
alguns dados mostram que ela tem sua expressdo aumentada para evitar a apoptose apos a
hipéxia em células de glia, por exemplo (GRAVEN et al., 2002; SULLIVAN et al., 2003;
TANAKA et al.,, 2000). O aumento entdo na expressdo dessa proteina é extremamente
importante na resisténcia a possiveis danos isquémicos no cérebro (TANAKA et al., 2000). O
imidacloprido, porém diminuiu a expressdo da proteina dissulfeto isomerase, indicando assim,
reducdo na resisténcia da célula a hipdxia.

As células possuem enzimas antioxidantes que tém como funcgdo primordial protecao
contra efeitos prejudiciais causados pela presenca de espécies reativas de oxigénios. Trés
proteinas se destacam nesse contexto: superoxido dismutase (que pode aparecer tanto na
forma de Cu/Zn superdéxido dismutase tanto como Mn superdxido dismutase), catalase e
peroxidases (CORONA; ROBINSON, 2006; RADYUK et al., 2001). A expresséo relativa da
Cu/Zn superoxido dismutase e da catalase praticamente nao foi afetada de acordo com nossos
resultados.

Dentre as peroxidases, a fosfolipidio hidroperoxido glutationa peroxidase (PHGPX) e a
thioredoxina peroxidase foram identificadas e entdo avaliadas. A primeira € uma proteina
importante na protegdo de danos oxidativos em membranas através da reducdo de
hidroperdxidos de fosfolipideos (FURSINI et al., 1995; WANG et al., 2010). Os resultados
desse trabalho mostram que com um dia de exposi¢cdo ao imidacloprido a expressdo dessa

proteina foi um pouco aumentada, e com oito dias, 0 aumento foi mais perceptivel nas regides
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dos corpos pedunculados, indicando assim, que o inseticida em questdo pode ter causado
aumento de espécies reativas de oxigénio, que por sua vez, podem ter gerado danos nos
fosfolipideos presentes nas membranas das células. O aumento na expressdo relativa da
(PHGPXx) visava entdo, manutencdo da integridade celular.

A exposicdo ao imidacloprido resultou também no aumento da expressédo relativa da
tiorredoxina peroxidase principalmente na lobula e no corpo pedunculado. Essa intensificacdo
de expressdo € indicativa também de mecanismos de defesa contra possivel aumento de
espécies reativas de oxigénio que o inseticida pode ter causado no cérebro, ja que essa
proteina esta relacionada com a protecdo contra o estresse oxidativo (SANTOS et al., 2010)
além de estar relacionada também com a inibicdo de processos de apoptose (ZHANG et al.,
1997).

Com base entdo nas analises das proteinas estudadas nesse trabalho, pode-se inferir
gue provavelmente, como a exposi¢ao das abelhas ao inseticida ocorreu de maneira continua,
as proteinas envolvidas no processo de protecdo celular ndo conseguiram evitar 0os danos
causados pela CLsg100 do imidacloprido. O aumento na expressao de proteinas indicadoras de
degeneracdo neuronal evidencia esse detrimento. O processo de sinapses, alvo do
imidacloprido, mostrou-se também afetado. A degeneracdo de parte dos neurdnios no cérebro
pode ter induzido um maior nimero de sinapses nos neurdnios restantes ainda funcionais,
como tentativa de manutencéo de equilibrio e recuperacéo.

Além disso, alteragdes em algumas proteinas revelaram estresse causado por espécies
reativas de oxigénio e problemas no fornecimento de oxigénio nas celulas afetadas pelo
composto. Todos esses danos resultantes da acéo do inseticida podem prejudicar 0s processos
de memoria, aprendizagem e orientacdo. O fato de a maior parte das alteracdes referentes a
expressao relativa das proteinas ocorrerem nas regides dos corpos pedunculados, dos lobos

opticos e dos lobos antenais (estruturas relacionadas com o processamento de informacdes no
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sistema nervoso, captacao de estimulos visuais e recep¢do de estimulos olfatorios) juntamente
com a modificacdo do padrdo de expressdo de proteinas envolvidas com a cognicdo
confirmam essa hipotese.

Portanto, frente aos resultados aqui relatados, bem como a discussdo apresentada
acima pode-se aventar que as alteracdes proteicas causadas no cérebro devido a exposicdo ao
imidacloprido levam a uma série de alteracBes bioquimicas que podem causar um
desequilibrio evidente nas funcdes neuronais, e consequentemente, na performance das

operarias forrageiras, o que pode comprometer a colénia a longo prazo.
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5 DISCUSSAO GERAL

De maneira geral, foi possivel observar que o imidacloprido, mesmo em uma
concentracdo baixa, como no caso da CLsg/100 (0,014651 ng imidacloprido/uLL de alimento)
causou danos significativos no intestino e no cérebro das abelhas. Como o inseticida foi
administrado oralmente, destaca-se a importancia da investigacdo de possiveis alteracdes nas
células do ventriculo. A analise ultraestrutural desse Orgdo mostrou alteraces muito
evidentes nas células dos individuos expostos ao inseticida principalmente, naqueles que
foram expostos por um periodo mais longo (4 e 8 dias).

O intestino apresenta um grupo de proteinas relacionadas com o metabolismo de
desintoxicacdo que sdo importantes na resisténcia aos xenobioticos (JOHNSON et al., 2006).
Nossos resultados sugerem, entretanto, que essas enzimas ndo conseguiram evitar os danos
causados pela concentracdo subletal de imidacloprido utilizada nesse estudo. Como a
detoxificacdo ndo foi efetiva, o inseticida, ou seus metabdlitos, conseguiu atingir seu alvo
principal: o cérebro, comprometendo ainda mais a fisiologia e o comportamento dos
individuos.

A andlise das células de Kenyon mostrou a elevada citotoxicidade do composto para o
cérebro. Muitas alteragdes foram observadas em decorréncia da exposicdo ao imidacloprido,
principalmente nos nucleos e nas mitocondrias. Nessa organela, em especifico, 0os danos
foram notados logo no primeiro dia de exposicdo. Ela é extremamente importante para o
desempenho de funcdes celulares, principalmente pelo fato de ser responsavel pelo acumulo
de energia na forma de ATP (NELSON; COX, 2000; ALBERTS et al., 1997).

Entretanto, algumas disfuncbes na celula podem desencadear problemas nas
mitocondrias. A presenca de espécies reativas de oxigénio, por exemplo, pode resultar em

danos irreversiveis no DNA nuclear e mitocondrial, lipideos de membrana e proteinas,
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permeabilidade da mitocdndria, podendo causar comprometimento da cadeia respiratoria,
mutacdes no DNA, alteracdes nas vias de sinalizacdo da célula e até mesmo, morte celular
(KOWALTOWSKI et al., 2001; PAK et al., 2003; SEO et al., 2006; LARSSON, 2010).

A analise dos resultados obtidos pela técnica de MALDI-Imaging, para a distribuicao
de proteinas no cérebro, mostrou alteragdes na expressdo de proteinas relacionadas com a
protecdo ao estresse oxidativo e aumento de espécies reativas de oxigénio, como a
hidroperdxido glutationa peroxidase e a tiorredoxina peroxidase, indicando assim, que esse
fendmeno causado pelo imidacloprido, pode ter sido responsavel pelos danos mitocondriais
observados através da microscopia eletrénica de transmissdo. Uma mitocondria danificada
apresenta maior vazamento de elétrons e maior producdo de espécies reativas de oxigénio o
que causa um ciclo vicioso (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2002).

O fipronil e o imidacloprido sdo considerados inseticidas inibidores da bioenergética
mitocondrial, resultando em esgotamento de ATP (NICODEMO et al, 2014). O
comprometimento das mitocondrias esta intimamente relacionado com danos no suprimento
de oxigénio, indicados também por alteracdes na expressdo de VEGF e dissulfeto isomerase.

Os neurdnios sdo muito dependentes da fungdo mitocondrial normal ja& que a liberagéo
de neurotransmissores a partir de sinapses requer grandes quantidades de energia (CHEN;
CHAN, 2006). As alteraches na expressao e distribuicdo de proteinas envolvidas com a
sinapse como neuroligina, neurexina, sinapsina, acetilcolinesterase, receptor de inositol 1,4,5-
trifosfato, glutamina sintetase, receptor nicotinico de acetilcolina e endofilina reforcam os
prejuizos na transmissdo de impulsos nervosos, processo alvo do imidacloprido, ja que este
atua como agonista da acetilcolina (BUCKINGHAM et al., 1997).

O aumento na expressao de proteinas especificas como proteina letal essencial para a
vida e precursor da proteina amiloide acompanhado das alteragdes ultraestruturais observadas,

principalmente no nucleo, evidencia grave comprometimento celular e degeneracdo neuronal.
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Este compromentimento demonstra que ndo houve desintoxicacdo das células nervosas, ja que
as proteinas envolvidas neste processo, como a GST e a P450, ndo apresentaram grandes
alteracdes em suas expressoes relativas. Além disso, as HSPs que podem desempenhar papel
protetivo nas células frente a diversos fatores estressantes, também ndo apresentaram
alteracdes na expressao.

As alteracdes referentes a expressao relativa de proteinas foram geralmente observadas
nas regides dos corpos pedunculados, dos lobos dpticos e dos lobos antenais. Tais estruturas
estdo relacionadas com o processamento de informagfes no sistema nervoso, captacdo de
estimulos visuais e recepcdo de estimulos olfatorios, respectivamente. Dessa forma, as
alteracdes promovidas pelo imidacloprido estdo relacionadas com provaveis danos na
memoria, aprendizagem e orientacdo, 0 que se confirma pela alteracdo na expressdao de
proteinas envolvidas nesses processos (proteina quinase C, Leonardo 14-3-3, actina 5C e
transferrina), bem como pelas alteracGes ultraestruturais observadas nas células de Kenyon

dos corpos pedunculados.

6 CONCLUSOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho conclui-se que:

- A CLsy do imidacloprido para abelhas A. mellifera africanizada é de 1,46 ng
imidacloprido/pL de dieta;

- A ClLsoioo promoveu alteragdes ultraestruturais nas células do ventriculo e do
cérebro;

- A CLsouoo afetou a distribuicdo de proteinas especificas no cérebro de abelhas
indicando presenca de estresse quimico, alteracbes no suprimento de oxigénio, em sinapses

nervosas, degeneracdo neuronal e deficiéncia em processos de aprendizagem e memoria;



82

- As regides dos corpos pedunculados, dos lobos opticos e dos lobos antenais foram as
que mais apresentaram alteracGes de expressdo relativa referentes as proteinas avaliadas, ndo
havendo, entretanto, um padréo de alteracGes nessas estrututras, mesmo a partir da anélise de

proteinas pertencentes a um mesmo processo bioldgico.
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