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RESUMO

Os insetos possuem grande importancia na polinizacao, servico este que é essencial para
a manutencdo e funcionamento de ambientes agrérios e naturais. Dentre os principais
polinizadores estéo as abelhas, que sdo um grupo muito diverso e fundamental nesse processo.
Porém, em varias regides do mundo vem sendo relatada a morte e o desaparecimento de
colénias de Apis melifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae), prejudicando assim, a
sobrevivéncia da espécie e a estrutura dos ecossistemas. Um dos principais fatores responsaveis
pelo declinio das abelhas é a utilizagdo intensiva de agrotdxicos em cultivos agricolas, como
por exemplo o herbicida glifosato e o inseticida imidacloprido. Quando as abelhas ingerem o
alimento contaminado, o primeiro 6rgdo a entrar em contato € o intestino. Devido a necessidade
de compreender quais danos esses compostos causam no intestino dessa espécie, o0 presente
estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade de concentracOes subletais do herbicida glifosato
e do inseticida imidacloprido no intestino, de forma isolada e associada, por testes de ingestao
em abelhas forrageiras de Apis Mellifera. Para isso, as abelhas forrageiras foram coletadas
diretamente das colonias e expostas ao inseticida e ao herbicida de forma isolada e combinada
através da alimentacdo, apds o tempo pré estabelecido para cada grupo, o intestino foi
dissecado, processado e passou pela técnica de dupla coloracdo pela Hematoxilina e Eosina.
Em seguida, foi utilizado o microscopio de luz Leica e o programa DP Controller para registrar
as imagens, e porteriormente, as células do intestino foram analisadas no programa ImageJ. Os
resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica comparativa no software RStudio.
Através dos dados estatisticos finais, verificou-se que concentracdes subletais do herbicida
glifosato e do inseticida imidacloprido de forma isolada e combinada, causaram as seguintes
alteracbes no 6rgdo: perda de material citoplasmatico, perda de borda em escova, eliminacdo
de células para o ltmen e células com ndcleos picnéticos.

Palavras chave: células digestivas, toxicologia, agrotoxicos, morte celular.



ABSTRACT

Insects have great importance in pollination, a service that is essential for the
maintenance and functioning of agricultural and natural environments. Among the main
pollinators are bees, which are a very diverse and fundamental group in this process. However,
in several regions of the world the death and disappearance of colonies of Apis melifera
Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae) has been reported, thus jeopardizing the survival of the
species and the structure of ecosystems. One of the main factors responsible for the decline of
bees is the intensive use of agrochemicals in agricultural crops, such as the herbicide glyphosate
and the insecticide imidacloprid. When bees ingest contaminated food, the first organ to come
into contact is the intestine. Due to the need to understand what damage these compounds cause
in the gut of this species, the present study aimed to evaluate the toxicity of sublethal
concentrations of glyphosate herbicide and imidacloprid insecticide in the gut, in isolation and
in association, by ingestion tests in Apis Mellifera forage bees. For this, the forage bees were
collected directly from the colonies and exposed to the insecticide and herbicide in isolated and
combined form through feeding, after the pre-established time for each group, the intestine was
dissected, processed and passed through the technique of double staining by Hematoxylin and
Eosin. Then, a Leica light microscope and the DP Controller program were used to register the
images, and subsequently, the intestinal cells were analyzed in the ImageJ program. The results
obtained were submitted to comparative statistical analysis in the software RStudio. Through
the final statistical data, it was found that sublethal concentrations of glyphosate herbicide and
imidacloprid insecticide alone and in combination caused the following changes in the organ:
loss of cytoplasmic material, loss of brush border, elimination of cells into the lumen, and cells
with pyknotic nuclei.

Key words: digestive cells, toxicology, pesticides, cell death.
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1. INTRODUCAO

A abelha Apis Mellifera é um inseto muito conhecido e comum, isso devido a sua
abundancia e caracteristicas marcantes, como a coloracao e o fato de possuir ferrdo (LUNARDI,
2018). Trata-se de uma espécie originaria da Africa que espalhou-se rapidamente pela Europa
e Asia, sua introducio no Brasil ocorreu em 1839 por meio da colonozigdo europeia (WIESE,
2005; PARKER et al., 2010). Devido as favoraveis condi¢des floristicas e climaticas do
Continente Americano, as abelhas Apis Mellifera tiveram uma boa adaptacéo e dispersaram-se
ao longo de todo o continente (MELLO et al., 2003).

Sdo consideradas abelhas eussociais devido a sua estrutura social, que é composta por:
1. Abelha rainha — conseguem viver por cerca de 5 anos e s&o anatomicamente maiores do que
as abelhas operarias, tendo como principal responsabilidade a unido e manutencdo no enxame
(FREE, 1980; WIESE, 2005). Realiza seu voo nupcial nove dias apds seu nascimento, em que
é fecundada por varios zangdes, em seguida, se a rainha for produtiva, ela consegue botar até
3.000 ovos por dia (FREITAS, 1999). 2. Zangdes — sao as abelhas machos, ndo coletam pélen
ou néctar, ndo possuem ferrdo e ndo produzem cera, sua Unica e principal fungdo é fecundar a
abelha rainha, vindo a morrer apos o ato (FREITAS, 1999). 3. Operarias — sdo responsaveis
pela maior parte das funcdes dentro e fora da colmeia (FREE, 1980), como limpeza, nutri¢éo
das larvas e rainhas, producdo da geleia real e das ceras, construgdo dos favos, coleta de agua,
poélen, resina e néctar (WEISE, 2005; HICKMAN et al., 2010). S&o consideradas as principais
responsaveis pelo transporte de polen, principalmente nas culturas comerciais, pois quando
assumem o papel de operarias campeiras e saem para forragear, consequentemente, elas
também realizam a polinizacdo (BALBUENA et al., 2015).

Na natureza existe uma troca mutualistica entre as abelhas e as angiospermas, pois as
abelhas precisam do pdlen e do néctar para a sua sobrevivéncia e as angiospermas precisam do
servigo de polinizagdo das abelhas, aumentando assim, a quantidade de frutos e sementes, e
colaborando para a diversidade genética (COUTO; COUTO, 2002; BREEZE et al., 2011).
Além de sua essencialidade para manter o equilibrio ecossisttmico no ambiente natural, as
abelhas também sdo consideradas as principais polinizadoras das espécies vegetais que sdo
cultivadas mundialmente, cerca de 73% de toda a producdo mundial depende desse servigo
ecossistémico (LUNARDI, 2018).

O declinio de polinizadores em varios lugares do mundo tem aumentado a preocupacao
em relagdo as causas responsaveis por essa queda, em especial das abelhas (BIESMEIJER et

al., 2006; KEVAN e VIANA, 2003). Alguns fatores sdo considerados como 0s responsaveis



pelo declinio, como por exemplo o uso exarcebado de agrotoxicos nas culturas, as mudangas
climéticas e o desmatamento de seus habitats (GOMES, 2017).

O uso indiscriminado de agrotoxicos é o principal fator na causa da reducdo da
populacéo de abelhas, ja que essas, ao visitarem as culturas sdo expostas aos agroguimicos de
forma indireta, seja pelos residuos que ficam no ar ou atraves do forrageamento ao coletarem
polen e néctar (BRITTAIN e POTTS, 2011; FAIRBROTHER et al., 2014). Essa exposi¢do
pode causar efeitos letais, que consequentemente acarreta a diminui¢do do numero de abelhas
em campo, afetando diretamente a polinizacdo de plantas que sdo dependentes desse processo
(BRITTAIN e POTTS, 2011). Porém, as concentracBes subletais apresentam um risco téo
grande quanto as concentracdes letais, pois sdo responsaveis por alteracdes comportamentais,
fisiolégicas e morfologicas nos individuos expostos, que a longo prazo, ird afetar a
sobrevivéncia dos mesmos e consequentemente, o desenvolvimento da colénia (BRYDEN et
al., 2013).

Por conseguinte, as abelhas também podem ser expostas a combinagfes de dois ou mais
pesticidas (ALMASRI et al., 2020). Muitos agricultores realizam a mistura de defensivos
agricolas com o objetivo de obter uma maior acdo dos pesticidas e de reduzir o numero de
aplicacdes nas lavouras (PETTER et al., 2012). De acordo com Nash (1967), Marking (1977) e
Calabrese (1991), essas misturas levam a interacOes, que s@o classificadas em: (a) efeito
sinergistico — a fitotoxicidade total que é resultante da mistura de dois ou mais agrotdxicos é
maior do que a soma dos efeitos fitotoxicos de cada defensivo aplicado isoladamente; (b) efeito
aditivo — a fitotoxicidade total resultante da mistura de dois ou mais agrotoxicos € igual a soma
dos efeitos fitotdxicos de cada defensivo aplicado isoladamente; e (c) efeito antagonistico — a
fitotoxicidade total resultante da mistura de dois ou mais agrotoxicos é menor do que a
fitotoxicidade de cada defensivo aplicado isoladamente. A mistura de agrotdxicos €
amplamente utilizada no controle de pragas e ervas daninhas (COSTA et al., 2011), porém, essa
combinacdo acaba sendo prejudicial aos organismos nédo-alvos (GE et al., 2014). Contudo,
ainda pouco se sabe sobre os reais efeitos toxicoldgicos que a mistura de pesticidas podem
causar nos mais diversos grupo de polinizadores (THOMPSON, 1996; PAOLIELLO; SILVA,
2004).

Dentre os agrotdxicos mais utilizados nas culturas agrarias, temos o glifosato, trata-se
de um herbicida que possui alta eficiéncia na eliminacdo de ervas daninhas (RUEPPEL et al.,
1977). Ele atua na mudanga de determinados processos bioquimicos, como sintese de
aminoacidos, ja que ele inibe a enzima 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato-sintase, que

promove a catalisacdo da condensacdo do fosfato piruvato e acido chiquimico (JAWORSKI,



1972; ZABLOTOWICZ; REDDY, 2004). Trata-se de um herbicida que é encontrado em
diversos agroquimicos comercializados no mercado mundial, em relagdo ao Brasil, esse
herbicida representa cerca de 30% do volume total dos pesticidas que séo utilizados anualmente
(TONI et al., 2006; ZHANG et al., 2011). Devido ao seu uso prolongado, algumas espécies de
plantas daninhas j& criaram resisténcia, fazendo com que a dosagem utilizada nas culturas sejam
maiores, podendo trazer serias consequéncias para os mais diferentes organismos, incluindo as
abelhas (TOLEDO e GUILLEN, 2014).

Outro agrotéxico que apresenta um elevado risco para as abelhas € o inseticida
imidacloprido, que € um principio ativo neonicotindide (DECOURTYE et al., 2003; 2004;
FAUCON et al., 2005). E utilizado em diversas formulacbes para controle de pragas nas
culturas agricolas no mundo e no Brasil (PINHEIRO; FREITAS, 2010). De acordo com o IBGE
(2015), o imidacloprido é considerado o terceiro inseticida mais consumido no Brasil. Estudos
que avaliaram a toxicidade oral desse pesticida em abelhas meliferas, notaram alteracGes
bioquimicas, deficiéncias no processo de aprendizagem, alteracGes no suprimento de oxigénio,
alteracdes mitocondriais (CATAE; MALASPINA; ROAT, 2016), desorientacdo e diminuicéo
na atividade de forrageamento (MEDRZYCKI et al., 2003; YANG et al., 2008).

De acordo com o estudo realizado por Yang e colaboradores (2008), as abelhas A.
mellifera que foram expostas oralmente a concentragfes maiores que 1200 g/L ao inseticida
imidacloprido, apresentaram problemas na capacidade de localizagdo e vbo, dessa forma,
tinham uma visita tardia as fontes de alimentos e consequentemente, acabavam nao voltando
para a colonia.

Os agrotoxicos causam diversos efeitos nas abelhas, dentre eles, a morte celular € muito
relatada na literatura, existem 3 tipos de morte celular, que sdo elas: necrose, autofagia e
apoptose (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972). A apoptose e a autofagia sdo consideradas mortes
celulares programadas, ou seja, trata-se de um processo fisiolégico normal. A necrose € o
contrario, pois ocorre quando se trata de um processo patoldgico, de traumatismo ou doenca
(ROSSI, 2011). Na apoptose ocorre o enrugamento celular e o nucleo com o citoplasma se
condensam, acarretando a morte da célula, em seguida todo esse conteddo se fragmenta em
corpos apoptoticos e posteriormente sdo fagocitados por células vizinhas; na autofagia ocorre
alteracdes citoplasmaticas, ou seja, as organelas se dilatam e causam a vacuolizacdo celular; e
na necrose ocorre o inchamento celular, acarretando a ruptura da membrana plasmatica e o
conteddo citoplasmatico é espalhado (BOWEN, I.; BOWEN, S.; JONES, 1998).

Além disso, os agrotdxicos também acarretam danos morfofisioldgicos que sdo as

consequéncias das alteragdes celulares, dessa forma, pesquisas a nivel celular sdo de extrema
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importancia para avaliar os efeitos toxicoldgicos ocorrentes nas células e nos tecidos das
abelhas (MALASPINA e SILVA-ZACARIN, 2006). O sistema digestorio é o primeiro a ser
atingido pelos compostos quimicos, 6rgdo este que é composto pelo intestino anterior
(estomodeu), intestino médio (ventriculo) e intestino posterior (proctodeu) (SNODGRASS,
1956). O intestino médio possui origem endodérmica e € chamado de estémago funcional, pois
é onde acontece a maior parte da absorcdo e digestdo dos nutrientes, ja o intestino anterior e
posterior tem origem ectodérmica e possui face luminal do epitélio recoberta por cuticula
(SNODGRASS, 1956; CRUZ-LANDIN, 2009; ROSSI, 2013).

O intestino médio é revestido internamente por um epitélio, que é formado por trés tipos
celulares, as células endocrinas, células digestivas e células regenerativas (NEVES;
GITIRANA; SERRAO, 2003; CRUZ-LANDIM, 2009). As células enddcrinas produzem
horménios, as células digestivas possuem a funcdo de sintetizar as enzimas digestivas e as
células regenerativas sdo as células de renovacao (JIMENEZ e GILLIAM, 1990; MARTINS et
al., 2006) ou seja, sdo responsaveis por substituir as células que morrem (SILVA-ZACARIN et
al., 2010).

A diminuicdo da populacdo de abelhas Apis Mellifera trara inGmeras consequéncia
negativas para a agricultura e para os ecossistemas, pois ird ocorrer uma reducao na comunidade
de plantas que dependem da polinizacdo realizada por esses insetos, por conseguinte, também
terd uma diminuicdo de frutos nos ambientes naturais, trazendo sérias implicacbes para 0s
animais que dependem desses recursos para sobreviverem (BIESMEIJER et al., 2006;
KEARNS e INOUYE, 1997). Devido a toda essa problematica apresentada, o objetivo desta
pesquisa foi identificar os possiveis danos causados pelo herbicida glifosato e o inseticida
imidadacloprido, de forma isolada e conjunta, nas células prismaticas do intestino da espécie
de abelha Apis Mellifera, visto que, esse 6rgdo € essencial para a manutencao e sobrevivéncia

do individuo.



11

2. OBJETIVOS

Diante do problema exposto acima, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de
concentragdes subletais do herbicida glifosato e do inseticida imidacloprido, de forma isolada

e associada, sobre a morfologia celular do intestino das abelhas meliferas (Apis mellifera).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material biol6gico

As abelhas operarias da espécie Apis Mellifera foram coletadas na entrada das colénias,
no Apiério da Universidade Estadual de Sdo Paulo “Julio de Mesquita Filho” — campus de Rio
Claro. As abelhas foram colocadas em potes plasticos de 250 mL previamente furados para que
fosse possivel a entrada de oxigénio e contendo suprimento de alimento (solucéo de sacarose).
Cada pote conteve 10 abelhas e foram usados 3 potes para cada grupo do experimento, sendo
eles: controle, imidacloprido, glifosato e mistura. Posteriormente, os potes foram conduzidos
em estufa para demanda bioquimica de oxigénio (B.0.D) com umidade relativa de 70% e

temperatura a 32,1°C (condicdes correspondentes ao interior da colonia de abelhas meliferas).

3.2 Determinacao da concentracdo subletal média por ingestédo

Para o neonicotinoide imidacloprido, a solucdo mée foi diluida em 15% de acetona e em
85% de agua. Foi utilizado dados ja existentes no trabalho realizado por Lima (2017), em que
o valor da concentragdo letal média dividida por mil (CL50/1000) corresponde a concentragdo
subletal desejada de 0,0075 ng de imidacloprido/pL de dieta.

O glifosato foi diluido em agua, utilizando a concentracdo recomendada para o controle
de plantas daninhas, que ¢ cerca de 1,4 ng de glifosato/uL até 3,7 de glifosato/uL. de dieta
(COUTURE; LEGRIS; LANGEVIN, 1995; GIESY; DOBSON; SOLOMON, 2000;
SOLOMON; THOMPSON, 2003), como a intencéo foi trabalhar com concentragdes subletais,
a média dos valores citados acima serd dividida por 1000, chegando assim, a concentracdo de
0,0025 ng de glifosato/uL, sendo essa a concentracdo final utilizada nos testes.

No teste de exposi¢do combinada entre o inseticida imidacloprido e o herbicida
glifosato, foram utilizados os mesmos volumes que obtivemos nas concentracOes finais de
forma isolada, ou seja, 0.0025 ng de glifosato/uL e 0,0075 ng de imidacloprido/uL e por fim,

foi adicionado o xarope até obter a quantidade final desejada.
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As concentragdes subletais de forma isolada e combinada foram diluidas no alimento e
oferecidas as abelhas de forma ad libitum durante todo o processo experimental. O alimento
ficou disponivel dentro dos potes plasticos por meio de um eppendorf de 1,5 mL, contendo
furos na ponta e fixado na tampa do pote. O grupo controle ndo foi exposto aos agrotéxicos,

receberam apenas o alimento puro.

3.3 Preparacao do material para a técnica histologica

Apds o inicio do experimento, foram dissecadas 5 abelhas por grupo, sendo eles:
controle, imidacloprido, glifosato e mistura. A dissecacao ocorreu aps o valor do Tempo Letal
médio (TLso), estabelecido por Barsotti, Grella e Nocelli (2020), que sdo: imidacloprido 69
horas; glifosato 115 horas; mistura 96 horas e controle 112 horas.

Em seguida, os intestino foram fixados em paraformoldeido 4% durante 24 horas e
equilibrados em Tampéo Fosfato de Sdédio (PBS), pH 7,4 e 0,1M por 24 horas. Logo depois,
foi seguido o protocolo padréo de inclusdo em historesina Leica para as analises morfologica.
Apos a inclusdo, o material foi cortado com espessura de 6pum realizadas em micrétomo (Leica),
em diferentes profundidades do érgdo. Por fim, os cortes foram dispostos em laminas e

posteriomente, passaram pelas técnicas de coloracdo de Hematoxilina e Eosina.

3.4 Técnica de Hematoxilina e Eosina (Junqueira; Junqueira 1983)

As laminas foram organizadas nas cubetas e colocadas em agua destilada por 1 minuto,
depois coradas com hematoxilina aquosa por 10 minutos, posteriormente colocadas na agua
destilada durante 5 minutos e novamente lavadas em &gua corrente por 1 minuto. Apos esses
procedimentos, foram coradas com eosina por 5 minutos e por fim, lavadas em agua corrente.

Apds a secagem, foram montadas em DPX, ou seja, meio de montagem permanente.

3.5 Analise das laminas histolégicas

As imagens foram capturadas pelo programa DP Controller em um aumento de 400x e
as andlises das alteracbes morfologicas do intestino foram realizadas no programa ImageJ.
Foram analisadas 20 fotos de cada grupo (controle, glifosato, imidacloprido e mistura),
totalizando no fim, 80 fotos. Sendo que em cada uma das fotos analisadas, para as alteracdes
celulares como eliminacdo de células e picnose, foi realizado uma contagem das células

afetadas em relacdo ao numero total de células na imagem, e depois, o valor foi convertido em
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porcentagem. Para as alteracGes de perda de material citoplasmético e perda de borda em
escova, foram realizadas 3 medicGes por imagem, sendo cada uma delas em regides distintas

na mesma foto, totalizando no final, 240 medidas para cada alteracdo (80 fotos x 3 medicdes).

3.6 Atribuicao dos escores

Para cada alteracdo morfoldgica identificada nas células intestinais das abelhas, foi
atribuido um escore estabelecido pelo estudo de Grella et al., (2019), em que o objetivo foi
classificar de forma numérica, ou seja, atribuir diferentes scores de acordo com a reversibilidade
e a severidade das alteracdes celulares causadas pelos agrotoxicos

Foram atribuidos 3 graus de relevancia para as alteracdes, que sao elas: o grau 1, que é
considerada de fécil reversdo e representa uma lesdo patolégica com pouca relevancia no érgéo;
0 grau 2, que é possivelmente reversivel em alguns casos e representa uma lesdo com danos
moderados no 0Orgdo; e o grau 3, que normalmente trata-se de uma lesdo irreversivel e
considerada grave com danos parciais ou totais do 6érgdo (GRELLA et al., 2019).

Além dos graus de alteraces, o estudo citado acima também determinou valores que
variam de acordo com a frequéncia que determinada alteracdo esta presente no 6rgdo. Esses
valores vdo de 0 a 6, em que O é a auséncia da alteracdo no 6rgdo, 2 € uma ocorréncia
considerada de baixa frequéncia, 4 € uma ocorréncia considerada mediana e 6 é a presenca da
alta ocorréncia da alteragéo.

Para chegar a uma atribuicdo numérica final de acordo com cada alteracéo presente no
Orgdo, apos aplicacdo do grau de relevancia, os valores dos scores foram multiplicados pela
frequéncia, determinando assim, um resultado preliminar de cada analise por individuo.

O quadro 1 apresenta as alteracdes celulares que o presente estudo verificou e seus
respectivos scores.

Quadro 1: Escore estabelecido por Grella et al., (2019) para as altera¢Ges nas células do

intestino.
ALTERACAO NAS CELULAS DO INTESTINO ESCORE
Eliminac&o de células 1

Perda de borda em escova

2
Perda de material citoplasmatico 2
3

Picnose
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3.7 Analise estatistica

ApOs obter os valores do calculo da multiplicacdo do escore pela frequéncia de
ocorréncia, os resultados foram submetidos a uma analise comparativa através do teste de
Friedman no software RStudio.

As analises estatisticas foram feitas a partir da comparacdo entre todos 0s grupos
(controle, imidacloprido, glifosato e mistura) para cada alteracdo separadamente. Apds obter os
resultados estatisticos, foi possivel realizar a comparacdo das altera¢cbes morfologicas no

intestino da abelha Apis Mellifera entre os diferentes grupos analisados.

4. RESULTADOS

Os resultados estatisticos obtidos demonstraram que as concentracdes subletais do
herbicida glifosato e do inseticida imidacloprido, de forma isolada e combinada, foram capazes
de induzir alteracGes nas células intestinais das abelhas Apis mellifera (Tabela 1).

Tabela 1: Valores médios e seus respectivos desvios padrdo das alteragdes encontradas
no intestino de Apis mellifera forrageira exposta a imidacloprido, glifosato e sua mistura.

Grupos Alteracoes
pmc pbe eCl pic
Controle 1.1+0.25a 44+03%9a 24+01a 6+00a

Imidacloprido 3.5%+0.27b 11.2+0.21b 22+0.08a 6+0.0a
Glifosato 29+£0.25b 114+£021b 36+01b 6.3+0.17a

Mistura 26+03b 12+0.0c 35+£0.14b 111+0.57D

Perda de material citoplasmatico (pmc); perda de borda em escova (pbe); eliminacdo de células (eCl) e
picnose (pic). Letras diferentes indicam diferengas estatisticas nas colunas. p<0,05 para todas as

analises.

Em relagdo a perda de material citoplasmatico, podemos observar que houve diferenca
estatistica entre o grupo controle e 0s grupos expostos. O grupo controle obteve a menor perda
de material citoplasmatico comparado aos grupos expostos, perda essa que é considerado basal
e normal para o0 6rgdo (CRUZLANDIM, 2009). De acordo com os resultados, podemos observar

gue os resultados estatistico dos grupos expostos representam uma maior perda de material
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citoplasmatico quando comparados ao resultado do grupo controle, demonstrando que o
imidacloprido e o glifosato, de forma isolada e combinada, possuem relagdo com o aumento
dessa alteracdo na célula.

A borda em escova também sofreu alteracdo a exposicédo dos agrotoxicos. De acordo
com os resultados, houve uma diferenca estatistica muito significativa entre o grupo controle e
0s grupos expostos. Notamos que, dentro dos grupos expostos ndo houve diferenca estatistica
entre os grupos glifosato e imidacloprido, porém, quando o 6rgdo entra em contato com a
combinacdo de ambos agrotoxicos, vemos que a perda na borda em escova é maior do que a
exposicdo de forma isolada.

Em relacdo a eliminacdo de células, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
controle e imidacloprido, assim como também néo houve diferenca entre os grupos glifosato e
mistura, porém, quando observamos os resultados, notamos que os grupos glifosato e a mistura
causam maiores eliminacdes de células quando comparados ao grupo controle e imidacloprido.

Sobre a picnose, pode-se observar uma diferenca estatistica significativa entre os grupos
controle, imidacloprido, glifosato quando comparados ao grupo mistura. Desta forma, notamos
gue a mistura dos agrotoxicos imidacloprido e glifosato pode acarretar a grande morte celular

no intestino das abelhas Apis mellifera.
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Figura 1: Intestino de A. mellifera nas condi¢des experimentais expostas a concentracdes subletais de

glifosato (0,0025 ng de glifosato/uL) e imidacloprido (0,0075 ng de imidacloprido/uL de dieta), de
forma isolada e combinada. Controle (A); Imidacloprido (B); Glifosato (C) e Mistura (D). Coloracéo
Hematoxilina e Eosina. (ce) Célula eliminada, (L) Lamen, (np) nacleo picnético, (be) Borda em escova,

(pbe) perda da borda em escova. A seta indica perda de material citoplasmatico.

5. DISCUSSAO

De acordo com os resultados do presente estudo, podemos observar que concentracdes
subletais do herbicida glifosato e do inseticida imidacloprido, de forma isolada e combinada,
causam alteraces morfoldgicas no intestino da abelha Apis mellifera. Os scores estabelecidos
por Grella et al., (2019), nos possibilitou classificar o quanto severo é o dano no érgdo e se é
possivel reverté-lo. A analise quantitativa nos permite uma descricdo numérica dos dados,
podendo assim, realizar a estatistica dos mesmos e posteriormente comparar 0s resultados
(Shamir et al., 2010; He et al., 2012).

Segundo Caetano et al., (1994), as células mais afetadas pelos inseticidas sdo as

encontradas no sistema digestivo, visto que elas possuem um maior contato com as substancias
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e com o limen. A eliminacdo de células esta entre as alteraces analisadas no presente estudo,
mecanismo este que é considerado natural do 6rgao, visto que as células digestivas apresentam
um curto periodo de vida e sdo facilmente substituidas pelas células regenerativas
(CRUZLANDIM, 2009). Devido a isso, o score estabelecido por Grella et al., (2019) a esse tipo
de alteracdo foi 1, pois é considerada de fécil reversao.

De acordo com as observagdes e 0s dados estatisticos, foi possivel notar um aumento na
eliminacdo de células intestinais nos individuos que foram expostos ao glifosato e a mistura de
glifosato com imidacloprido. A intensificacdo na liberacdo de células evidéncia indicios de
morte celular generalizada, acarretando uma desorganizacdo no 6rgdo (SOARES, 2012). O
efeito negativo de agrotoxicos na eliminacédo de células também foi documentado por CRUZ et
al., (2010), em que pesquisaram os efeitos do fipronil e do acido bdrico no intestino médio em
larvas de abelhas A. mellifera e notaram ampla degeneracéo no 6rgao.

Apesar do presente estudo ndo ter obtido diferenca estatistica entre os grupos controle e
0 exposto ao imidacloprido, a pesquisa de Rossi (2011), que avaliou as consequéncias de doses
subletais do imidacloprido nas células digestivas de abelhas A. Mellifera, observou um aumento
significativo de células eliminadas nos grupos expostos as concentracdes 0,809 ng de
imidacloprido/pL (DL50/100) e 1,618 ng de imidacloprido/pL (DL50/50).

Durante periodos mais longos de exposicao e dependendo da quantidade de agrotdxicos
que as abelhas entram em contato, pode ocorrer uma “recuperac¢do” das células, pois em abelhas
da espécie A. mellifera, ha um grupo de enzimas que sao sintetizadas pelas células do intestino,
gue agem diretamente no metabolismo de desintoxicacdo, o que atribui &s abelhas um
mecanismo de tolerancia a xenobioticos (JOHNSON et al., 2006). Visto que no presente estudo
0 tempo de exposicdo ao imidacloprido foi relativamente grande (69 horas) e a concentragédo
usada foi subletal, isso pode ter acarretado uma resposta positiva das enzimas no intestino das
abelhas expostas, explicando assim, o motivo pelo qual os dados estatisticos do grupo
contaminado pelo imidacloprido foram proximos ao do grupo controle.

Em relacdo a perda de material citoplasmatico, todos 0s grupos expostos apresentaram
maior diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle, demonstrando que, 0s agrotdxicos
usados no presente estudo intensificam a perda de material citoplasmatico nas células, alteracdo
essa que e considerada grau 2, pois a perda progressiva de material em conjunto do aumento
das areas degradadas no citoplasma, acarreta morte celular autofagica (BOWEN, D.; BOWEN,
M.; JONES 1998; BEAULATO; LOCKSHIN, 1982). O estudo realizado por Oliveira et al., (2014)
também relatou grande perda de material citoplasmatico em abelhas A. mellifera expostas ao

tiametoxam, reforcando assim, que 0s agrotoxicos causam um aumento significativo dessa
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alteracdo nas células intestinais.

Outra alteracdo observada foi a perda da borda em escova. Para essa alteracdo foi
atribuido por Grella et al., (2019) o score 2, pois representa um dano moderado no 6rgao e
possivelmente reversivel. A borda em escova € muito importante na absorcdo adequada de
nutrientes e na protecdo de células epiteliais, visto que ela proteje o epitélio contra o impacto
direto do alimento (CRUZ-LANDIM, 2009). Diante disso, a diminui¢do na espessura da borda
em escova pode acarretar problemas diretamente na absorcdo dos alimentos e nas células
digestivas, interferindo assim, no funcionamento adequado do organismo.

Os dados no presente estudo mostram que 0s trés grupos expostos aos agrotoxicos
apresentaram perda na borda em escova quando comparados ao grupo controle, porém, a
mistura do glifosato com o imidacloprido se mostrou mais prejudicial do que quando usados de
forma isolada. No trabalho realizado por Grella (2017) com nanodoses do inseticida
tiametoxanem em abelhas da espécie Melipona scutellaris, também foi observado perda da
borda em escova. Além disso, os resultados apresentados por Soares et al. (2015), em que
estudaram as consequéncias do inseticida imidacloprido na espécie de abelha S. postica, reforca
os dados ja apresentados anteriormente, visto que também foi relatado grande perda da borda
em escova no intestino dos individuos.

A Ultima alteracdo celular observada foi a picnose, alteragdo essa que é considerada grau
3 devido a sua alta gravidade e irreversibilidade (GRELLA et al., 2019). De acordo com
Gregorc et al., (2004), a morte celular trata-se de algo natural e programado para o individuo
em sua fase de metamorfose, porém, quando ha a presenca de algum agente xenobidtico no
0rgdo, a apoptose pode aumentar significativamente e levar a uma morte em massa das células.

No presente estudo foi observado que a combinagdo dos agrotoxicos glifosato e
imidacloprido ocasionou intensa morte celular no intestino das abelhas A. mellifera. Esses
dados corroboram com o estudo de Soares (2012), em que as abelhas sem ferrdo Scaptotrigona
postica foram expostas ao imidacloprido através do alimento e posteriormente foi observado
que o inseticida foi capaz de induzir a picnose nos individuos. Outro estudo que constatou dados
semelhantes, foi o de Carneiro et al., (2020), em que abelhas meliferas foram expostas ao
fungicida iprodione de forma aguda, ou seja, durante 24h apenas, e foi observado uma
quantidade significativa de células com nucleo picnoético no intestino dos individuos analisados.

Um estudo realizado por Jesus (2007), em que o objetivo foi analisar as consequéncias
do acido bdrico e do fipronil no ventriculo de individuos da espécie A. mellifera, obteve
resultados parecidos com o0s descritos acima. As células digestivas apresentaram nucleos

picnoticos, perda de material citoplasmatico e alta eliminacédo de células no lumen.
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Semelhante ao que foi realizado no presente estudo, Orsi (2020) expGs um grupo de
abelhas nativas da espécie Scaptotrigona postica a concentragcBes subletais isoladas do
fungicida azoxistrobina e do inseticida dimetoato, de forma aguda e cronica. A autora descreveu
que foi constatado alteracbes morfoldgicas negativas nas células intestinais das abelhas
expostas aos agrotdxicos, dentre elas estdo: eliminagdo de células no Iimen, perda de material
citoplasmatico, perda de borda em escova e nucleos picnoticos. Dessa forma, o resultado obtido
pela autora reforca os encontrados neste estudo, visto que também foram verificadas todas essas
alteracdes no intestino dos grupos de abelhas A. mellifera expostas ao herbicida glifosato e ao
inseticida imidacloprido, de forma isolada e combinada.

Outro estudo muito interessante é o realizado por Motta; Raymann e Moran (2018), em
que analisaram os efeitos do glifosato na microbiota intestinal de abelhas A. mellifera. Foi
realizado a coleta de abelhas operarias adultas e recém emergidas e, posteriormente, foram
expostas a 5 e 10 mg/L de glifosato misturados ao xarope de sacarose, concentracdo esta que é
descrita como utilizada em campo, variando normalmente entre 1,4 e 7,6 mg/L (HERBERT,
2014). De acordo com as andlises realizadas, foi relatado que a abundéncia de espécies
bacterianas benéficas na microbiota intestinal diminuiram em ambas concentracdes do
herbicida. No caso das abelhas recém emergidas, em situacdo natural de campo, elas entram em
contato com o agente toxico através do alimento que é armazenado dentro da colmeia,
normalmente esse alimento é contaminado por meio das abelhas operérias, pois sdo elas as
responsaveis por realizarem a funcdo de estocarem alimentos trazidos do campo. Devido a isso,
0s pesquisadores quiseram analisar as consequéncias do herbicida nas abelhas recém emergidas,
e observaram que o glifosato interrompe o crescimento e desenvolvimento bacteriano,
interferindo assim, no bom desenvolvimento da microbiota intestinal.

Visto que uma microbiota intestinal saudavel é crucial para a regulacdo do sistema
imunoldgico (KWONG; MORAN; 2016; CORBY-HARRIS et al., 2014), processamento dos
alimentos (MUKHERJEE; 2009; THOMPSON et al., 2014) e defesa contra patdégenos (KOCH;
SCHMID-HEMPEL; 2011; LOZUPONE; 2005), quando ocorre da composicao ser afetada, as
perturbagdes nesse sistema podem acarretar consequéncias negativas para a satde das abelhas,
pois a suscetibilidade a invasdo de patdgenos aumenta (RAYMANN; SHAFFER; MORAN;
2017).
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6. CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos, é possivel concluir que concentragcdes subletais do
herbicida glifosato e do inseticida imidacloprido, de forma isolada e combinada, acarretam
alteracbes morfoldgicas prejudiciais no intestino das abelhas Apis Mellifera.
Consequentemente, essas alteracdes morfoldgicas podem desencadear alteracdes fisiologicas
no oOrgdo e afetar a salude dos individuos, comprometendo posteriormente, a eficacia da

polinizacao.
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