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RESUMO

As abelhas africanizadas possuem grande importancia econdmica para a agricultura
brasileira por realizarem a polinizacdo de diversas espécies vegetais cultivadas. A agricultura
tornou-se bastante dependente do uso intensivo de pesticidas, principalmente os inseticidas,
colocando em risco insetos benéficos como essas abelhas. O dimetoato € um inseticida
bastante utilizado no pais, sendo aplicado em vérias plantaces polinizadas por esses insetos.
Sua acdo ocorre no cérebro desses animais, promovendo a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE), que resulta em paralisia seguida de morte. Possui também acéo
sistémica em plantas, de forma que residuos presentes no néctar coletado podem chegar até a
colnia e serem introduzidos na alimentacdo dos individuos que a comp&em. O ventriculo das
abelhas faz a digestdo e absorcdo de substancias ingeridas, além de produzir enzimas de
desintoxicacdo, como a carboxilesterase (CaE). Os objetivos deste trabalho foram avaliar a
toxicidade oral do inseticida dimetoato para abelhas africanizadas e analisar os efeitos
subletais desse inseticida na sobrevivéncia, na atividade enziméatica da AChE e CaE, e nas
caracteristicas histolégicas, histoquimicas e ultraestruturais dos corpos pedunculados e
ventriculo dessas abelhas. Foi efetuado um ensaio de toxicidade oral para a determinacdo da
concentracdo letal média (CLsg) apds 24 horas. Com base na CLs,, foram estabelecidas duas
concentracdes subletais (CLso/100 e CLso/10) para serem testadas no ensaio de sobrevivéncia
e para serem administradas de forma continua nos ensaios de intoxicacdo durante 1, 5 e 13
dias. A CLs, obtida foi equivalente a 7,96 = 0,45 ng i. a./uL de dieta, indicando alta
toxicidade. As abelhas tratadas com a CLs0/100 apresentaram sobrevivéncia semelhante ao
grupo controle. A exposigdo a CLso/10 reduziu a sobrevivéncia. A CLso/100 promoveu leves
alteracbes histologicas e histoquimicas em poucas células de Kenyon dos corpos
pedunculados. Apos 5 dias, a CLso/10 promoveu a inibicdo da AChE e o aparecimento de
muitas células de Kenyon condensadas com organelas degradadas e nucleo irregular contendo
cromatina compactada. Essas alteracdes sugerem que essas células podem estar em estagios
iniciais de morte celular. No ventriculo, houve o0 aumento da atividade da CaE de abelhas com
13 dias de exposicdo em relagdo as abelhas com 1 e 5 dias de exposi¢do. Foi observada a
inibicdo da CaE em abelhas tratadas com a CLs0/100 apds 13 dias de exposicdo e em abelhas
tratadas com a CLso/10 ap6s 5 dias. Ndo foram observadas alteracGes histologicas e
histoquimicas no epitélio ventricular, nem altera¢Ges ultraestruturais nas células digestivas e
regenerativas dos grupos tratados com as concentragcfes subletais. Esses resultados sugerem

que a inibicdo das CaEs no ventriculo pode ter sido o resultado da ligagdo irreversivel dessas



enzimas as moléculas de inseticida ao atuar na desintoxicacdo e defesa dos tecidos
ventriculares, protegendo esse 6rgdo de possiveis efeitos citotoxicos. O dimetoato é altamente
toxico para as abelhas africanizadas e mesmo uma concentra¢do dez vezes menor que a CLsg
pode causar prejuizos nas células de Kenyon. AlteracGes nessas celulas podem comprometer
funcBes importantes como comunicacdo, aprendizado e orientagdo, as quais podem afetar o

comportamento dessas abelhas e colocar em risco a viabilidade de toda a col6nia.

Palavras-chave: Inseticida. Toxicidade. Histologia. Ultraestrutura. Enzima.



ABSTRACT

Africanized honey bees have great economic importance for Brazilian agriculture once
they pollinate several crops. Agriculture has become quite dependent on the intensive use of
pesticides, especially insecticides, endangering beneficial insects as these bees. Dimethoate is
an insecticide widely used in the country and is applied in several crops pollinated by these
insects. Its action takes place in the brain of these animals, inducing the inhibition of the
enzyme acetylcholinesterase (AChE), which results in paralysis followed by death. It also has
systemic action in plants, so that residues in nectar collected can reach the colony and be
introduced to the feeding of the individuals who compose it. The midgut of bees makes the
digestion and absorption of ingested substances, as well as producing detoxifying enzymes
such as carboxylesterase (CaE). The objectives of this work were to evaluate the oral toxicity
of dimethoate to Africanized honey bees and analyze the sublethal effects of this insecticide
on survival, on the enzymatic activity of AChE and CaE, and on the histological,
histochemical and ultrastructural characteristics of mushroom bodies and midgut of these
bees. An oral toxicity test was conducted to determine the median lethal concentration (LCsp)
after 24 hours. Based on LCs two sublethal concentrations were established (LCs,/100 and
LCs/10) to be tested on the survival assay and to be administered continuously on
intoxication assays for 1, 5 and 13 days. The LCs obtained was equivalent to 7.96 + 0.45 ng
a. 1./uL diet, indicating high toxicity. Bees treated with LCs0,/100 had survival similar to the
control group. Exposure to LCso/10 reduced survival. The LCs/100 promoted mild
histological and histochemical changes in a few Kenyon cells from mushroom bodies. After 5
days, the LCso/10 promoted the AChE inhibition and the appearance of many condensed
Kenyon cells with degraded organelles and irregular nucleus containing condensed chromatin.
These changes suggest that these cells may be in the early stages of cell death. In the midgut,
there was increased activity of CaE in bees with 13 days of exposure in relation to bees with 1
and 5 days of exposure. It was observed the inhibition of CaE in bees treated with LCs0/100
after 13 days of exposure and in bees treated with LCso/10 after 5 days. There were no
histological and histochemical changes in the midgut epithelium, or ultrastructural changes in
digestive and regenerative cells of the groups treated with sublethal concentrations. These
results suggest that inhibition of CaEs in the midgut may have been the result of irreversible
binding of these enzymes to insecticide molecules, acting on the detoxification and defense of
midgut tissues, protecting this organ from potential cytotoxic effects. Dimethoate is highly

toxic to honeybees and even a concentration ten times smaller than LCsy can cause damage to



Kenyon cells. Changes in these cells can compromise important functions such as
communication, learning and orientation, which can affect the behavior of these bees and

endanger the viability of the whole colony.

Keywords: Insecticide. Toxicity. Histology. Ultrastructure. Enzyme.



SUMARIO

1 INTRODUCAO GERAL ......coooooiioiieioeeeeeeeeeeeeeeeee et 11
2 OBJETIVOS GERALIS ... 16
3 CAPITULO L. 17
3.1 RESUMO ... e e e e e e e eaaaeeas 18
3.2 INTRODUGAO ..ottt 19
3.3 MATERIAL E METODOS ...t eee et see e eeeses e eneneeeees 21
3.4 RESULTADOS . .. ..o e e et e e e e e e s e eaanes 23
3.5 DISCUSSAOQ......oiiiiiieieie et 25
3.6 REFERENCIAS ........ccooooiiiiiiiiiiee et 27
4 CAPITULO 2. 30
4.1 RESUMO ... e e et e e e e e e e 31
4.2 INTRODUGAO ..ottt 32
43 MATERIAL E METODOS ...........cooooiviiiieieeeeeeeeeeeeeieies s 34
4.3.1 Atividade enzimdtica da ACRE .................cccooouueiiiiiiiiiiieeiiiieeeee e 35
4.3.2 MiCrOSCOPIA AE TUZ .........ooeeoiieeeiii ettt et e e ebae e e e e 35
4.3.3 Microscopia eletronica de transmiSSAO..............cccueeeeeueeeeeeeeeiieeeeiireeeeeeieeeeessreeaeeeans 36
4.4 RESULTADOS. .. ..o e e et e e e e e e e s e eaanes 38
4.4.1 Andlise eNzZiMALiCA...................ccceeeeeeeeeeeeeeeee e 38
4.4.2 ANGLISE NISTOIOZICA .........ooeeeeeeiiiiiiieeeeie et e e e e e e e e 39
4.4.3 ANAliSe NISTOQUITMICA ..........ccoeeeeiiiiieeeeeeee et e e e e e e et e e e e e e earaeeeee e s 41
4.4.4 Andlise ultraeStrutural...................ccccooeeeeeeiiiiiiiiiiiie e, 44
4.5 DISCUSSAOQ.......ooiiiiiiiiiieie ettt 49
4.6 REFERENCIAS ........ccooooiiiiiiiiiiee et 53
5 CAPITULO 3.....oo.oooeeee s s 56
5.1 RESUMO ...ttt ettt e ettt e e e e e et e e e e sabaeeeeentbeeeeasssesbeeeeessaeaeanes 57
5.2 INTRODUGAO ..ottt 58
5.3 MATERIAL E METODOS .....ooootieeeeeeeeeeee oot eee e e 60
5.3.1 Atividade enzimdtica da CaFE...................ccccooueeiiieiiiiiiiiiiiiiieee e 61
5.3.2 MiCrOSCOPIA A TUZ .........ooeoeiieeeiiiiie et e ebae e e e 62
5.3.3 Microscopia eletronica de transmiSSAO..............cccueeeeeueeeeeeeeiiieeeeiirieeeeereaeeessreeaeeeans 62
5.4 RESULTADOS . ..... .o e e e e e e e e et e aanes 64
5.4.1 Andlise enzimaArtiCa...................cccuueeeeeeeeieeieee e 64
5.4.2 ANGLISE NISTOIOZICA ........coooeeeeiiiiiiieeeeie ettt e e e 64
5.4.3 ANGliSe NISTOQUITMICA ...........coceeeeiiiieeeeeee ettt e e e e e et e e e e e e saraeeae e s 67
5.4.4 Andlise ultraeStrutural...................cccoooeeeeeeiiiiiiiiiiiie e, 71
5.5 DISCUSSAO.......oiiiiiiieiiieiiie et 79
5.6 REFERENCIAS .........ccocooiiiiiiiiieeeieeieieee et 82
6  CONSIDERACOES FINAIS ..ottt 84
7 CONCLUSOES GERAIS .......cooouiiiiiiiiiniiet et 86

REFERENCIAS ..o e, 87



11

1 INTRODUCAO GERAL

Apis mellifera é uma espécie de abelha eussocial, dotada de um complexo sistema de
comunicagdo e de uma divisdo do trabalho colonial extremamente organizada. Em uma
colonia as rainhas e 0s machos sdo especializados nas atividades de reproducédo, enquanto as
operérias sdo responsaveis pelas demais tarefas, tais como manutencéo e defesa da coldnia,
coleta de agua, polen e néctar.

Essa espécie possui ampla distribuicdo na superficie terrestre, podendo ser encontrada
nos tropicos e zonas temperadas. No Brasil, os individuos dessa espécie sdo hibridos
resultantes do cruzamento de subespécies europeias (Apis mellifera mellifera e Apis mellifera
ligustica) introduzidas durante o século 17, com uma subespécie africana (Apis mellifera
scutellata) introduzida em 1956 (VANDAME et al, 2002). Ap6s um processo de
miscigenacdo, os hibridos passaram a ser denominados abelhas africanizadas, as quais se
adaptaram muito bem as condi¢fes climaticas brasileiras, sendo a Unica subespécie de A.
mellifera vivendo de modo selvagem em todo o territorio nacional e no continente americano.
Em comparacdo as abelhas europeias, as abelhas africanizadas apresentam maior eficiéncia na
transmissdo de informagbes, comportamento de forrageamento mais longo durante o dia,
maior eficiéncia na coleta de alimentos e maior produtividade de mel (KERR et al., 1970;
MALASPINA, STORT, 1987). Esse conjunto de caracteristicas contribuiu para que essas
abelhas se tornassem importantes para a ecologia dos ecossistemas e para a economia agricola
do pais.

As abelhas sdo organismos muito importantes para as comunidades vegetais por serem
agentes polinizadores de diferentes espécies (CARVALHO; MARCHINI; ROS, 1999;
KEVAN, 1999) contribuindo, portanto, para o equilibrio das populacdes de plantas e animais
gue vivem em ecossistemas naturais e para a preservacdo da flora de uma regido. Além disso,
as abelhas podem ser utilizadas como bioindicadores em ecossistemas terrestres, sendo
consideradas de grande interesse em estudos ecotoxicolégicos (BRAECKAMAN; RAES,
1999; BRAECKAMAN et al., 1999; MALASPINA, SILVA-ZACARIN, 2006), uma vez que
0 processo de bioacumulacdo de compostos tdxicos ambientais € comum nesses organismos
(INTRONA; CAMPOBASSO; GOFF, 2001).

Com relacdo a contribuicdo das abelhas para atividades econdmicas, observou-se que
cerca de 73% das espécies vegetais cultivadas no mundo sdo polinizadas por esses insetos,
segundo estimativas da FAO (2004). Com rela¢do ao continente americano, estima-se que nos
Estados Unidos a espécie A. mellifera gere cerca de US$ 14 bilhdes todo ano com sua
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atividade de polinizacdo (MORSE; CALDERONE, 2000). Kevan e Phillips (2001), avaliando
0 potencial de organismos polinizadores, estimaram que o Canada faturou US$ 6 milhdes com
a producdo de sementes de alfafa oriundas da polinizagdo realizada por A. mellifera. No
cenario agricola brasileiro, as abelhas A. mellifera africanizadas sdo altamente importantes
pelo fato de serem generalistas e de facil manejo (MORETI et al., 1996), sendo um dos
principais polinizadores de diversas culturas importantes para o pais, como soja, citros, café e
girassol (CHIARI et al., 2005; INACIO, 2003; SOUZA; EVANGELISTA-RODRIGUES;
PINTO, 2007).

A extensao de areas continuas cultivadas vem sendo ampliada cada dia mais em busca
do aumento na producdo agricola. Em termos de qualidade e quantidade da producdo de
culturas, esse crescimento da agricultura tornou-se cada vez mais dependente do uso de
pesticidas eficientes na eliminacdo de formas de vida consideradas pragas agricolas. Porém,
seu uso indiscriminado e excessivo vem provocando diversos impactos sobre o ambiente,
gerando residuos na agua, no solo, no ar e nas plantas (FERNANDEZ et al., 2001). Um dos
principais problemas resultantes dessa préatica é o fato de esses produtos apresentarem um
amplo espectro de acdo, atuando ndo somente sobre a praga, mas também em insetos
benéficos como as abelhas, que sdo 6timos agentes polinizadores de culturas agricolas. Dessa
forma, os agroecossistemas estdo submetendo esses polinizadores a situacdes de estresse
severo, causando graves consequéncias a apicultura (WARHURST; GOEBEL, 1995), fato
evidenciado pela constante queda da densidade de abelhas nos arredores dos campos agricolas
em varias partes do mundo.

As abelhas meliferas sdo altamente sensiveis a uma série de pesticidas (DEVILLERS
et al.,, 2002; STEFANIDOU; ATHANASELIS; KOUTSELINIS, 2003). Segundo Silveira
(1987), as abelhas mais afetadas pelos pesticidas sdo as campeiras em trabalho de coleta, pelo
contato direto com os produtos toxicos, no momento da aplicacdo, ou pela ingestdo de néctar
ou pdlen contaminado. A maioria dos casos de envenenamento de coldnias ocorre quando 0s
pesticidas sdo aplicados nas culturas durante o periodo de floracdo da planta cultivada e de
outras existentes dentro dos campos (WARHURST; GOEBEL, 1995). A morte imediata das
abelhas ndo € o Unico problema, pois a exposicdo a concentracdes subletais pode provocar
varios distarbios fisiolégicos e comportamentais, afetando com isso a produtividade das
colmeias (SMIRLE; WINSTON; WOOD-WARD, 1984), podendo prejudicar as atividades de
forrageamento, as quais auxiliam no processo de polinizacdo de espécies nativas e cultivadas.
Loper e Ross (1982) citam, em seus estudos com pdlen, que varios pesticidas sdo absorvidos
pelos lipidios que participam da constituicdo dos graos de pélen. Dessa forma, essa toxicidade
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pode ser mantida por tempo prolongado no alimento armazenado, podendo causar aumento de
mortalidade na cria e nas abelhas recém-emergidas durante um longo tempo (MOFFETT;
MCDONALD; LEWIN, 1970).

No Brasil, a questdo do consumo de pesticidas agricolas é preocupante. Somente no
periodo de 40 anos entre 1964 e 2004 o consumo de agrotoxicos no pais aumentou 700%
(SPADOTTO et al., 2004). Estimativas do Sindicato Nacional da Industria de Produtos de
Defesa Agricola (2003) indicam que o Brasil é o terceiro maior mercado de pesticidas no
mundo inteiro e estd em oitavo lugar em uso por area cultivada. Com relacdo a America
Latina o pais é considerado o maior consumidor de agrotoxicos, sendo seu consumo estimado
em 50% da quantidade comercializada nesta regido (OLIVEIRA-SILVA et al., 2001).

Sé&o trés os principais tipos de pesticidas utilizados na agricultura e que podem causar
intoxicacdo as abelhas: os inseticidas, os herbicidas e os fungicidas. Embora os herbicidas
sejam mais utilizados, em geral a toxicidade desse grupo de substéancias € inferior a dos
inseticidas. Entre os pesticidas, 0s inseticidas sdo 0s responsaveis pelos maiores danos as
abelhas e as principais classes desses produtos sdo: carbamatos, organofosforados, piretroides,
piretrinas e neonicotinoides.

Os organofosforados sdo uma das classes de inseticidas amplamente utilizados na
agricultura. O Brasil € um dos maiores consumidores desses produtos no mundo, tendo
participado com cerca de 7% no consumo mundial (BRASIL, 1998). Esses compostos sdo
considerados altamente toxicos (CLAUDIANOS et al., 2006) e atuam bloqueando
irreversivelmente a acdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) sobre a acetilcolina, evitando a
hidrolise desse neurotransmissor, resultando em paralisia espastica e morte (SARTOR;
SANTAREM, 2006).

Entre os inseticidas organofosforados, o dimetoato (CsHi2NOsPS;) é um dos
compostos mais utilizados pelos agricultores no pais, tendo aplicacdo nas culturas de
amendoim, cebola, alho, café, feijdo, melancia, meldo, tomate, berinjela, pimentdo, trigo,
macd, péssego, pera, plantas ornamentais e roseiras (PINHEIRO; FREITAS, 2010). Além
disso, esse inseticida é usado em plantacfes de soja, algoddo e citros (BRASIL, 2014), e com
grande frequéncia nas plantacBes de batata, sendo o seu monitoramento em culturas uma
prioridade (PARAIBA; KATAGUIRI, 2008).

O dimetoato apresenta alta toxicidade para invertebrados em geral, principalmente
para as abelhas meliferas. No estudo de Waller et al. (1984) foi observada alta mortalidade de
abelhas meliferas 24 horas apds a aplicacdo de dimetoato em culturas de limdo. Gough,
Mclindoe e Lewis (1994) calcularam a dose letal média (DLso) de dimetoato obtida através de
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intoxicacdo oral, em linhagens européias de A. mellifera adultas. O valor obtido desse teste foi
de 0,18 pg/abelha, indicando alta toxicidade.

A intoxicacdo oral ¢ uma das principais formas de contaminacdo por dimetoato, uma
vez que esse inseticida apresenta acdo sistémica nos organismos. Essa caracteristica faz com
que plantas tratadas com dimetoato absorvam as moléculas de inseticida e incorporem essas
substancias ao seu organismo, produzindo néctar toxico (BARKER; LEHNER;
KUNZMANN, 1980). Waller et al. (1984) encontraram altos niveis toxicos de residuos no
néctar produzido por limoeiros, até 10 dias apds o tratamento com dimetoato. Alem disso, foi
observado que, ap0s coletarem o néctar contaminado, as operarias forrageadoras levaram
residuos de dimetoato para a colbnia, acabando por introduzi-los a sua alimentagdo. Esse
inseticida é considerado um padrdo de referéncia internacional, apresentando grande
importancia para estudos de toxicidade oral em abelhas (OECD, 1998).

O dimetoato, assim como outros organofosforados, atua no sistema nervoso das
abelhas inibindo a acdo de AChE, sendo que a maior quantidade dessa enzima localiza-se no
cérebro (BADIOU; MELED; BELZUNCES, 2008). O sistema nervoso central das abelhas é
constituido pelo cérebro e por uma cadeia nervosa ventral, composta por uma série de
ganglios. O cérebro é o principal centro de associacdo, sendo a sede da integracdo das
atividades, que produzem os padrGes organizados do comportamento de longa duracéo,
governando suas modificacdes pela aprendizagem (CHAPMAN, 1998). Esse 6rgao apresenta
trés massas ganglionares: o protocérebro, que é a maior e mais complexa regido, constituida
pelos corpos pedunculados, ponte protocerebral, corpo central e lobos acessorios, além de
receber os nervos dos lobos Opticos; o deutocérebro, que apresenta os lobos antenais e 0s
axonios motores e sensoriais das antenas; e o tritocérebro que contém os centros
tritocerebrais. Os corpos pedunculados do protocérebro sdo também conhecidos como corpos
pedunculados (mushroom bodies). Essas estruturas sdo as mais volumosas e apresentam mais
células e sinapses nos insetos com o comportamento e o aprendizado mais complexo, uma vez
gue esse é o centro mais importante de memoria (DALY; DOYEN; PURCELL, 1998).

Trabalhos realizados avaliando a atividade de compostos tdxicos sobre A. mellifera
analisaram a capacidade de tolerancia dessas abelhas a determinados inseticidas, verificando
haver mecanismos de desintoxicagdo, constituidos, principalmente, de enzimas produzidas
pelo intestino (SMIRLE; WINSTON, 1988; YU; ROBINSON; NATION, 1984). As
carboxilesterases (CaEs) sdo enzimas encontradas no intestino de abelhas que desempenham
importantes fungdes no processo de desintoxicagdo (CLAUDIANOS et al.,, 2006). Essa

enzima estd profundamente envolvida no metabolismo de inseticidas organofosforados e
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contribui para a aquisicdo de resisténcia metabdlica a esses produtos. (OAKESHOTT et al.,
2005; RANSON; HEMINGWAY, 2005).

O tubo digestério das abelhas, em geral, é dividido em intestino anterior ou
estomodeu, intestino médio ou ventriculo e intestino posterior ou proctodeo (SNODGRASS,
1956). No ventriculo é onde ocorre a maior parte da digestdo e a absor¢do dos nutrientes e
substancias quimicas. O ventriculo de abelhas adultas possui trés tipos de células: as células
digestivas, principais constituintes do epitélio ventricular, que sintetizam enzimas digestivas e
absorvem nutrientes; as células enddcrinas, que estao distribuidas de forma esparsa na parede
do 6rgédo e produzem hormonios e as células regenerativas, responsaveis pela reestruturacao
do epitélio, que estdo agrupadas em ninhos localizados na por¢éo basal do epitélio (CRUZ-
LANDIM; SILVA-DE-MORAES; SERRAO, 1996).

As células digestivas tém um tempo de vida limitado, diminuindo ainda mais em
situacbes patologicas e toxicoldgicas, onde se encontra maior quantidade de células em
degeneracdo. Para substituir as células mortas e desse modo recompor o epitélio do
ventriculo, as células regenerativas sofrem um processo de diferenciacdo, do qual resulta uma
nova célula digestiva que substituird a célula que foi eliminada na luz do ventriculo (CRUZ-
LANDIM, 1999).

O ventriculo apresenta alteracbes morfologicas em estudos toxicolégicos envolvendo
as abelhas meliferas. Em um trabalho com operarias recém-emergidas de A. mellifera
africanizada, Oliveira et al. (2014) observaram que as abelhas tratadas com concentracGes
subletais de tiametoxam apresentaram células digestivas com vacuoliza¢do citoplasmatica,
aumento de secrecdo apdcrina e aumento da eliminacdo dessas células, apds 1 dia de
intoxicacdo. Além disso, as células regenerativas apresentaram vacuolizacdo do primeiro ao
quinto dia de experimento e o nimero de células presentes nos ninhos diminuiu ao longo dos
primeiros dias de intoxicacdo. Catae et al. (2014) encontraram alteracdes ultraestruturais nas
células digestivas de abelhas africanizadas tratadas com uma concentracdo subletal de
tiametoxam dez vezes menor que a concentracdo letal meédia. Apds 1 dia de exposigéo, essas
celulas apresentaram ndcleo com formato irregular, mitocondrias com diminuigéo de cristas e

reticulos endoplasmaticos rugosos com menor quantidade de ribossomos aderidos.
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2 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve como objetivos:

Avaliar a toxicidade oral do dimetoato para abelhas operérias recém-emergidas
de A. mellifera africanizada, por meio da determinagdo da concentracédo letal
média (CLsp);
Avaliar a sobrevivéncia dessas abelhas quando intoxicadas por concentracées
subletais de dimetoato;
Analisar, apds a intoxicacdo oral por concentracdes subletais de dimetoato em
periodos de exposigdo continua:
- a atividade da enzima AChE no cérebro e a atividade da enzima de
desintoxicacdo CaE no ventriculo dessas abelhas;
- as possiveis alteracdes histoldgicas, histoquimicas e ultraestruturais

nos corpos pedunculados e no ventriculo dessas abelhas.
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3 CAPITULO 1: TOXICIDADE ORAL DO DIMETOATO PARA ABELHAS
AFRICANIZADAS (Apis mellifera) E O EFEITO DE CONCENTRACOES
SUBLETAIS NA SOBREVIVENCIA
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3.1 RESUMO

As abelhas africanizadas possuem grande importancia econdmica para a agricultura
brasileira por realizarem a polinizacdo de diversas espécies vegetais cultivadas. O uso
intensivo de pesticidas agricolas, principalmente os inseticidas, € considerado como uma das
grandes causas da perda de coldnias de abelhas, registrada em varios paises. O dimetoato é
um dos inseticidas mais utilizados no Brasil, sendo aplicado em varias culturas polinizadas
por essas abelhas. Os objetivos deste trabalho foram avaliar a toxicidade oral do inseticida
dimetoato para abelhas africanizadas e analisar o efeito de concentragdes subletais desse
inseticida na sobrevivéncia dessas abelhas. Foi efetuado um ensaio de toxicidade oral para a
determinacéo da concentracéo letal média (CLso) apds 24 horas. Com base na CLso obtida,
foram estabelecidas duas concentracdes subletais (CLso/100 e CLso/10) para a realizacdo do
ensaio de sobrevivéncia de abelhas contaminadas por baixas concentracGes de dimetoato na
dieta. A CLso obtida foi equivalente a 7,96 + 0,45 ng i. a./uL de dieta. As abelhas tratadas
com a CLso/100 apresentaram uma sobrevivéncia semelhante ao grupo controle. Ja as abelhas
tratadas com a CLso/10 tiveram reducdo significativa da sobrevivéncia. Os resultados
mostram que o dimetoato é altamente toxico para as abelhas africanizadas e que a exposicao
continua a dieta contendo uma concentracdo subletal dez vezes menor que a CLso reduz a
sobrevivéncia dessas abelhas. Esses efeitos prejudiciais sdo comparaveis aos efeitos de

inseticidas neonicotinoides observados em abelhas africanizadas.

Palavras-chave: Inseticida. Intoxicacdo. Concentracédo letal média. Analise de sobrevivéncia.
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3.2 INTRODUCAO

As abelhas meliferas (Apis mellifera) sdo insetos eussociais que possuem ampla
distribuicdo na superficie terrestre, podendo ser encontrados em regifes tropicais e zonas
temperadas. No Brasil, os individuos dessa espécie sdo hibridos resultantes do cruzamento de
subespécies europeias (Apis mellifera mellifera e Apis mdlifera ligustica) introduzidas
durante o século 17, com uma subespécie africana (Apis mellifera scutellata) introduzida em
1956 (VANDAME et al., 2002). Apo0s esse processo de miscigenacgéo, os hibridos passaram a
ser denominados abelhas africanizadas. Essas abelhas se adaptaram muito bem as condic¢6es
climaticas brasileiras, se espalhando por todo o territorio nacional.

As abelhas africanizadas sdo muito importantes para a agricultura brasileira por
realizarem a polinizacdo de diversas espécies vegetais cultivadas (CRANE, 1999). Dentre as
culturas de maior importancia econémica, se destacam café, soja, citros, trigo e algoddo. Essa
contribuicdo se deve, principalmente, ao fato dessas abelhas serem generalistas e de facil
manejo (MORETI et al., 1996).

Nos ultimos anos, vem ocorrendo o desaparecimento das abelhas em vérias regifes do
hemisfério norte. Esse fenémeno, conhecido como Colony Collapse Disorder (CCD), teve o0s
principais casos registrados nos Estados Unidos (VANENGELSDROP et al., 2009) e ainda
ndo foi completamente elucidado. As possiveis causas para 0 CCD sdo as infec¢des por virus
(COX-FOSTER et al., 2007), Nosema spp. (CAMERON et al., 2011), Varroa destructor
(THOMPSON et al., 2003) e o efeito de pesticidas (JOHNSON et al., 2010), principalmente a
classe dos inseticidas, ou ainda o efeito sinergistico entre esses fatores (VIDAU et al., 2011).
Estudos indicam que os inseticidas parecem ser um dos fatores que mais contribuem para a
perda de col6nias (BLACQUIERE et al., 2012). No Brasil, casos de mortalidade de abelhas
foram registrados, principalmente nas regides sul e sudeste do pais. Entre 2008 e 2010, cerca
de 5000 coldnias de abelhas africanizadas foram perdidas na regido central do estado de Séo
Paulo, sendo a intoxicagdo por inseticidas uma das principais causas (MALASPINA et. al,
2010).

Os organofosforados sdo uma classe de inseticidas amplamente utilizados na
agricultura. O Brasil ¢ um dos maiores consumidores desses produtos no mundo, com uma
participacdo que equivale a até 7% do consumo mundial (BRASIL, 1998). Esses compostos
sdo considerados altamente toxicos e atuam bloqueando irreversivelmente a agdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE) sobre a acetilcolina, evitando a hidrélise deste neurotransmissor,
resultando em paralisia espastica e consequente morte do inseto intoxicado (CLAUDIANOS
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et al., 2006). Entre os inseticidas organofosforados, o dimetoato é bastante utilizado no Brasil
e sua aplicacdo € realizada em plantacfes de grande importancia econdmica, como trigo,
algodao, maca e citros (BRASIL, 2014). Além disso, residuos desse inseticida também podem
ser encontrados em cultivos no Brasil, como banana, abacaxi, pepino e uva (ANVISA, 2013).
Todas essas culturas sdo visitadas e polinizadas por abelhas africanizadas, o que coloca esses
insetos benéficos para a agricultura em alto risco de contaminacéo pelo dimetoato.

A intoxicacdo oral € uma das principais formas de contaminagédo por dimetoato, uma
vez que esse inseticida apresenta acdo sistémica. Essa caracteristica faz com que plantas
tratadas com dimetoato absorvam as moléculas de inseticida e incorporem essas substancias
ao seu organismo, produzindo néctar toxico (BARKER; LEHNER; KUNZMANN, 1980).
Waller et al. (1984) encontraram residuos de dimetoato no néctar produzido por limoeiros, até
10 dias apos o tratamento com esse inseticida. Foi observado que, apos coletarem o néctar
contaminado, as abelhas operarias forrageiras levaram residuos de dimetoato para a col6nia,
acabando por introduzi-los a sua alimentacdo. Dessa forma, essas concentracdes subletais de
inseticida que chegam a coldnia podem ser mantidas por tempo prolongado no alimento
armazenado, causando aumento de mortalidade da cria e de abelhas recém-emergidas a longo
prazo (MOFFETT; MACDONALD; LEWIN, 1970).

Com base nessas informac@es, 0s objetivos deste trabalho foram avaliar a toxicidade
oral do inseticida dimetoato para A. mellifera africanizada e analisar o efeito de concentracGes

subletais desse inseticida na sobrevivéncia dessas abelhas.
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3.3 MATERIAL E METODOS

Abelhas operérias recém-emergidas de A. mellifera africanizada foram coletadas de
colbnias do apiario da UNESP — Rio Claro. Para considerar a variabilidade genética entre as
colbnias, as abelhas foram coletadas de trés diferentes colénias saudaveis, todas contendo
namero semelhante de individuos e quantidade de alimento. Imediatamente apds a coleta, as
abelhas de cada col6nia foram colocadas em potes plasticos (1.000 mL) e acondicionadas em
incubadora a 32 + 1 °C e umidade relativa de 60 = 10%. As abelhas passaram por um periodo
de jejum de 2 h para garantir que se alimentassem a partir do inicio do experimento.

Os ensaios foram realizados no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) da
UNESP - Rio Claro, de acordo com as diretrizes internacionais da Organizagdo para
Cooperacdo Econémica e Desenvolvimento (OECD), com algumas adaptacdes. As abelhas
foram acondicionadas em potes descartaveis de plastico (250 mL) contendo um tubo plastico
(1,5 mL) para colocar a dieta. Em cada pote foram acondicionados 10 individuos. Todos 0s
grupos experimentais foram montados em triplicatas, sendo cada réplica composta por
individuos de uma coldnia diferente, totalizando 30 abelhas por grupo experimental.

Para avaliar a toxicidade oral do inseticida dimetoato foi realizado um ensaio de
determinacdo da concentracdo letal média (CLsp) (OECD, 1998). O grupo controle recebeu
dieta composta de solu¢do aquosa de sacarose a 50%. Os grupos tratados com dimetoato
receberam a dieta contendo o inseticida em diferentes concentracdes. Para preparar as dietas
contaminadas, foi utilizada a solucdo estoque de dimetoato PESTANAL® (99,6% de pureza,
Sigma-Aldrich, Brasil) contendo 1.000 ng i. a./puL de agua. A partir desta solucéo foram feitas
sucessivas diluicbes em solucéo de sacarose a 50% para a obtencdo de dietas com as seguintes
concentracdes de dimetoato: 6, 8, 10, 12 e 14 ng i. a./uL de dieta. O experimento teve inicio a
partir do momento em que as dietas foram oferecidas as abelhas de cada grupo. Apds 24 h do
inicio do experimento, a mortalidade dos individuos foi registrada e os dados foram
submetidos a andlise estatistica.

Com base na CLso (24 h) obtida apds as andlises do ensaio de toxicidade, foram
estabelecidas duas concentracfes subletais para avaliar a sobrevivéncia das abelhas quando
contaminadas por baixas concentracOes de dimetoato na dieta. Os valores escolhidos foram
equivalentes a CLso/100 e CLso/10. Para realizar o ensaio de sobrevivéncia, foram
organizados trés grupos experimentais. O grupo controle recebeu a dieta de solugdo de
sacarose a 50% e cada grupo de tratamento recebeu a dieta de solugdo de sacarose contendo
as respectivas concentragdes subletais do inseticida. Cada grupo experimental recebeu
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somente o respectivo tipo de dieta ao longo de todos os dias do experimento, havendo o
preenchimento diério dos alimentadores. O experimento comegou assim que as dietas foram
oferecidas as abelhas e durou até a morte do ultimo individuo. A mortalidade foi registrada a
cada 6 h e os dados foram organizados para a realizacdo da analise estatistica.

Os dados de mortalidade do ensaio de toxicidade foram submetidos a analise probit do
software BioStat 2009 (Analystsoft), pelo método de Finney (distribuicdo log-normal). Os
dados de mortalidade do ensaio de sobrevivéncia foram analisados com auxilio do software
SigmaPlot 11.0, (Systat), utilizando o teste Log-Rank para comparar as curvas de
sobrevivéncia de cada grupo experimental (método de Kaplan-Meier). Para identificar as
diferencas estatisticas significativas entre os grupos foi utilizado o teste de comparacdes

multiplas de Holm-Sidak.
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3.4 RESULTADOS

Apods a analise da mortalidade de A. mellifera africanizada registrada no ensaio de
toxicidade, a CLsp (24 h) oral do dimetoato foi calculada. O valor obtido foi 7,96 £+ 0,45 ng i.
a./uL de dieta (L. C.g59 = 7,01 — 8,75 ng i. a./uL de dieta; G. L. = 3; ¥* = 0,77) (Figura 1).
Com base nesse valor, foram calculadas concentragcdes subletais correspondentes a CL5/100 e
CLso/10, equivalentes a 0,0796 e 0,796 ng i. a/uL de dieta, respectivamente. Essas
concentracdes de dimetoato foram incorporadas as dietas oferecidas as abelhas dos grupos

experimentais, durante o ensaio de sobrevivéncia.
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Figura 1. Toxicidade oral (24 h) do inseticida dimetoato para abelhas operérias recém-emergidas de A. mellifera
africanizada. CLso = 7,96 ng i. a./pL de dieta (L. C.o59, = 7,01 — 8,75; G. L. = 3; Xz =0,77).

A analise de sobrevivéncia pelo método de Kaplan-Meier esta representada na Figura
2. O teste Log-Rank permitiu a comparacdo entre as curvas de sobrevivéncia dos grupos
experimentais e o célculo do tempo médio de sobrevivéncia (TSsp) para cada curva. Foi
constatada diferenca estatistica significativa entre as curvas de sobrevivéncia (p < 0,001). O
grupo alimentado com dieta contendo a CLs0/100 teve um valor de TSsp equivalente a 315,6 £
15,39 h (L. C.95 9 = 285,44 — 345,76 h), estatisticamente semelhante ao observado no grupo
controle, o qual apresentou um TSso de 328 + 16,23 h (L. C.g95 4, = 296,06 — 359,93 h). Ndo
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houve diferenca significativa entre esses grupos (p > 0,05). O grupo que recebeu dieta
contendo a CLso/10 apresentou uma diminuicdo significativa da sobrevivéncia em relagdo ao
grupo controle (p < 0,05), com TSs igual a 119,4 £ 2,88 h (L. C.g5¢, = 113,75 — 125,05 h).
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Figura 2. Sobrevivéncia de operarias recém-emergidas de A. mellifera africanizada quando expostas a dietas
contendo concentragdes subletais de dimetoato.
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3.5 DISCUSSAO

Este trabalho apresenta a toxicidade oral do inseticida dimetoato para abelhas
africanizadas. A CLs obtida ap6s 24 h foi igual a 7,96 ng i. a./uL de dieta, indicando alta
toxicidade para as abelhas. Esse valor é pr6ximo ao registrado no mais amplo trabalho
envolvendo a toxicidade do dimetoato em abelhas europeias, realizado por Gough, Mclndoe e
Lewis (1994). Os autores calcularam a média de valores de DLs, oral de dimetoato ao longo
de 12 anos de estudo e obtiveram 0,177 pg i. a./abelha (24 h). Para as analises, eles
consideraram que cada abelha ingeriu uma média de 20 pL de dieta contaminada. Dividindo
0,177 pg por 20 pL e corrigindo a unidade de concentracdo (g para ng), tem-se que a
estimativa média de valores de CLso a qual as abelhas foram expostas é equivalente a 8,85 ng
i. a./uL de dieta. Dessa forma, o dimetoato apresenta uma toxicidade semelhante para abelhas
africanizadas em comparacdo as abelhas europeias. A leve diferenca observada entre esses
valores de CLso pode estar relacionada as idades das abelhas utilizadas em cada trabalho. No
presente trabalho, a toxicidade do dimetoato foi avaliada em abelhas recém-emergidas, que
sd0 mais suscetiveis a acdo de poluentes ambientais por ndo possuirem ainda uma alta
atividade de enzimas de desintoxicacdo (glutationa S-transferase e oxidases de funcbes
mistas) em seu organismo (SMIRLE; WINSTON, 1988). Com isso, a acao do inseticida deve
ser levemente mais intensa nessas abelhas do que em abelhas forrageiras, as quais foram
utilizadas nos experimentos de Gough, Mclndoe e Lewis (1994).

A alta toxicidade do dimetoato para abelhas africanizadas é também comparavel a
toxicidade do imidacloprido. Rossi et al. (2013), avaliaram a toxicidade oral desse inseticida
neonicotinoide em abelhas africanizadas e encontraram a DLso para o imidacloprido igual a
80 ng/abelha. Considerando que as abelhas ingeriram em média 10 yL de dieta (ROSSI et al.,
2014 — comunicacdo pessoal), a estimativa da CLso é equivalente a 8 ng/uL de dieta. Este
valor é bastante proximo a CLso do dimetoato relatada no presente trabalho, apontando uma
toxicidade semelhante. Dessa forma, assim como o imidacloprido, o dimetoato apresenta um
alto risco para esses importantes polinizadores.

Alem da determinagdo da toxicidade oral do dimetoato, este trabalho avaliou o efeito
de concentracfes subletais desse inseticida na sobrevivéncia das abelhas africanizadas. A
analise mostrou que ndo sdo somente as concentracOes letais de dimetoato que podem ser
prejudiciais as abelhas. Quando expostas a CLso/10 (0,796 ng i. a./uL de dieta), as abelhas
sobreviveram em média 119,4 h, em comparacao ao periodo de 328 h observado nas abelhas
do grupo controle. Isso significa que houve reducdo de 63,6% no periodo de vida dessas
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abelhas, 0 que é bastante preocupante, ja que se trata de uma concentracdo de dimetoato dez
vezes mais baixa que a CLso. Essa rapida mortalidade também evidencia a alta toxicidade
desse inseticida. Quando alimentadas com a dieta contendo a CLs¢/100 (0,0796 ng i. a./uL de
dieta), as abelhas sobreviveram em média 315,6 h. Esse TSso, apesar de ser mais curto que o
registrado no grupo controle, ndo apresentou diferenca significativa na analise estatistica. 1sso
mostra que a concentracdo de dimetoato cem vezes mais baixa que a CLso ndo interfere na
sobrevivéncia de abelhas africanizadas. Isso ocorreu, provavelmente, pelo fato dessa
concentracdo ser baixa e, portanto, de maior tolerancia para as abelhas. Como o dimetoato
apresenta um efeito diretamente dependente da concentragdo, € mais provavel que
concentragbes baixas apresentem efeitos mais ténues ou até nulos em relacdo as
concentragcdes mais altas.

O efeito de concentracdes subletais de dimetoato na sobrevivéncia de abelhas
africanizadas observado no presente trabalho é semelhante ao efeito causado pelo
tiametoxam, outro inseticida neonicotinoide. No estudo de Oliveira et al. (2014), os autores
avaliaram o efeito de duas concentragdes subletais (CLs0/100 e CLs/10) na sobrevivéncia dos
individuos. O tratamento com a CLso/100 de tiametoxam resultou no tempo médio de
sobrevivéncia de 192,96 h, estatisticamente igual ao observado nos grupos controles. Como
observado para o dimetoato, a CLs0/100 de tiametoxam ndo promoveu diminuicdo da
mortalidade. Ja o tempo médio de sobrevivéncia registrado apds o tratamento oral com a
CLso/10 foi de 125,28 h, um valor semelhante ao encontrado para o dimetoato no presente
trabalho. 1sso mostra que, assim como ocorre com o tiametoxam, a CLse/10 de dimetoato €
prejudicial para a sobrevivéncia das abelhas. Apesar de o tiametoxam possuir uma toxicidade
maior (4,28 ng i. a./uL de dieta) que a do dimetoato (7,96 ng i. a./pL de dieta), o efeito das
respectivas concentracgdes subletais nessas abelhas foi semelhante. Dessa forma, assim como o
tiametoxam, o dimetoato também oferece risco para a sobrevivéncia das abelhas
africanizadas.

Com base nos resultados deste trabalho, é possivel concluir que o inseticida dimetoato
é altamente toxico para abelhas africanizadas e que a exposi¢cdo continua dessas abelhas a
uma dieta contendo uma concentragéo subletal dez vezes menor que a CLs aqui estabelecida
reduz a sobrevivéncia. Estudos posteriores verificardo os efeitos subletais que essas abelhas
podem sofrer em Grgdos relacionados diretamente com a acdo do inseticida no 6rgdo alvo

(cérebro) e no 6rgao envolvido na sua absorcao por via oral (ventriculo).
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4.1 RESUMO

O dimetoato é um inseticida bastante utilizado em uma série de culturas de grande
importancia para agricultura brasileira. Sua aplicacdo pode afetar insetos benéficos, como as
abelhas, que sdo importantes polinizadoras dessas culturas. Ao entrar em contato com essas
abelhas, o dimetoato age diretamente no cérebro promovendo a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE), que resulta em paralisia seguida de morte. Os objetivos desse
trabalho foram avaliar os efeitos subletais do dimetoato na atividade da AChE no cérebro e
nas caracteristicas histologicas, histoquimicas e ultraestruturais dos corpos pedunculados de
abelhas africanizadas. Com base na concentracdo letal média (CLso) previamente obtida, duas
concentracdes subletais (CLs0/100 e CLso/10) foram estabelecidas para serem administradas
via oral durante 1, 5 e 13 dias. A CLso/100 promoveu poucas alteracdes histologicas e
histoquimicas nas células de Kenyon. Estas alterac6es foram recuperadas ao longo dos dias de
exposicdo continua. Ja a CLso/10, promoveu alteracdes leves apds 1 dia e alteragBes intensas
apos 5 dias. Neste periodo, foram observadas a diminuicéo da atividade da AChE, a presenca
de células de Kenyon com citoplasma condensado, organelas degradadas e nucleo irregular
contendo cromatina compactada. Este conjunto de alteracdes sugere que essas células podem
estar em estagios iniciais de morte celular. Prejuizos nas células de Kenyon podem
comprometer fungbes importantes como comunicacdo, aprendizado e orientacdo, as quais
podem afetar o comportamento dessas abelhas e colocar em risco a viabilidade de toda a

colonia.

Palavras-chave: Cérebro. Acetilcolinesterase. Células de Kenyon. Histologia. Ultraestrutura.
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4.2 INTRODUCAO

O dimetoato € um inseticida pertencente a classe dos organofosforados, compostos
amplamente utilizados na agricultura brasileira (BRASIL, 1998). Sua aplicagdo é realizada em
muitas plantacbes de importancia econdmica relevante para o pais e seus residuos podem ser
identificados em cultivos de trigo, algodao, macé e citros (ANVISA, 2013; BRASIL, 2014).
Isso coloca em risco a vida de insetos beneficos, como as abelhas africanizadas (Apis
mellifera), que visitam essas plantacOes e realizam importantes servi¢os de polinizagdo. Esse
inseticida é considerado altamente toxico para abelhas africanizadas, apresentando uma CL s
oral equivalente a 7,96 ng i. a./uL de dieta (Capitulo 1).

Quando em contato com as abelhas, o dimetoato age diretamente no sistema nervoso
central, inibindo a acdo da acetilcolinesterase (AChE), enzima responsavel pela rapida
hidrolise de acetilcolina em sinapses colinérgicas, permitindo o controle preciso da
transmissdo nervosa. A inibicdo da funcdo dessa enzima resulta em paralisia espastica e
consequente morte do inseto intoxicado (CLAUDIANOS et al., 2006). Pelo fato de ser alvo
direto da acdo de organofosforados, a AChE € considerada como um biomarcador de
neurotoxicidade, que é amplamente utilizado para identificar a exposicao dos animais a esses
inseticidas (FULTON; KEY, 2001). A maior quantidade de AChE esta localizada na cabeca,
principalmente nos tecidos cerebrais (BELZUNCES; LENOIR-ROUSSEAUX; BOUNIAS,
1988).

O ceérebro das abelhas é formado por regies constituidas por corpos celulares de
neurdnios, denominadas de somata, e por regides que contém os prolongamentos dos
neurdnios, chamadas de neurdlipas (BRANDT et al., 2005; CHAPMAN, 1998). Em abelhas
adultas, o cérebro € formado pela fusdo de trés ganglios: protocérebro, deutocérebro e
tritocérebro. No protocérebro estdo localizados os corpos pedunculados, estruturas
constituidas por neurdpilas que formam um par de calices ligados a um peddnculo. O interior
dos calices € preenchido pelos corpos celulares de neurdnios intrinsecos conhecidos como
células de Kenyon (NOCELLI et al., 2011; RYBAK; MENZEL, 1993). Os corpos
pedunculados sdo responsaveis pelo processamento de informacgdes olfativas, visuais, e
gustatdrias, sendo de grande importancia para a plasticidade comportamental das abelhas.

Quando as abelhas sdo expostas a concentracdes letais de inseticida, um dos efeitos
mais imediatos € a morte. Porém, o contato com concentragdes subletais desses compostos
pode ndo causar morte imediata das abelhas, mas ainda assim, induzir a mudangas no

comportamento, orientacdo e comunicacgdo que afetam toda a colonia (THOMPSON, 2003).
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Sendo assim, os objetivos desse trabalho foram avaliar os efeitos de concentragdes subletais
de dimetoato na atividade enziméatica da AChE no cérebro e nas caracteristicas histologicas,
histoquimicas e ultraestruturais dos corpos pedunculados de abelhas africanizadas.
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4.3 MATERIAL E METODOS

Abelhas operérias recém-emergidas de A. mellifera africanizada foram coletadas de
colbnias do apiario da UNESP — Rio Claro. Para considerar a variabilidade genética entre as
colbnias, as abelhas foram coletadas de trés diferentes col6nias saudaveis, todas contendo
nimero semelhante de individuos e quantidade de alimento. Imediatamente apds a coleta, as
abelhas de cada col6nia foram colocadas em potes plasticos (1.000 mL) e acondicionadas em
incubadora a 32 £ 1°C e umidade relativa de 60 £ 10%. As abelhas passaram por um periodo
de jejum de 2 h para garantir que se alimentassem a partir do inicio do experimento.

Os ensaios de intoxicacdo foram realizados no Centro de Estudos de Insetos Sociais
(CEIS) da UNESP — Rio Claro. As abelhas foram acondicionadas em potes descartaveis de
plastico (250 mL) contendo um tubo plastico de microteste (1,5 mL) para colocar a dieta. Em
cada gaiola foram acondicionados 10 individuos. Todos 0s grupos experimentais foram
montados com individuos das trés col6nias, cada pote contendo abelhas de uma Unica coldnia,
totalizando 60 abelhas por grupo experimental.

Durante os ensaios de intoxicacdo o grupo controle recebeu uma dieta composta de
solucdo aquosa de sacarose a 50%. Com base no ensaio de toxicidade (determinacdo da CLsg)
descrito previamente (Capitulo 1), foram estabelecidas duas concentracdes subletais de
dimetoato para serem adicionadas as dietas dos grupos expostos ao inseticida. Para preparar
essas dietas, foi utilizada uma solucédo estoque de dimetoato PESTANAL® (99,6% de pureza,
Sigma-Aldrich, Brasil) contendo 1.000 ng i. a./pL de dgua. A partir dessa solucao foram feitas
sucessivas diluicbes em solucdo de sacarose a 50% para a obtencdo de dietas contendo as
concentragdes subletais. Dessa forma, um grupo de tratamento recebeu a CLs0/100 (0,0796 ng
i. a./uL de dieta) adicionada a dieta e o outro recebeu a CLs/10 (0,796 ng i. a./uL de dieta).
Cada um dos trés grupos experimentais recebeu somente o respectivo tipo de dieta ao longo
de todos os dias do experimento, havendo o preenchimento diario dos alimentadores. Os
ensaios tiveram inicio assim que as dietas foram oferecidas as abelhas. A escolha dos periodos
de coleta de abelhas para as analises foi baseada nos resultados do ensaio de sobrevivéncia
relatados no Capitulo 1. Foram considerados como referéncia os valores de tempo médio de
sobrevivéncia (TSsp) para cada concentracdo subletal testada. Abelhas dos trés grupos
experimentais foram coletadas ap6s 1 dia (exposicdo aguda) e 5 dias de exposicdo continua
(TSso aproximado de abelhas tratadas com a CLso/10). As abelhas do grupo controle e do
grupo tratado com a CLs/100 foram coletadas também ap6s 13 dias de exposi¢do continua
(TSso aproximado de abelhas tratadas com a CLso/100). As abelhas do grupo tratado com a
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CLso/10 ndo foram coletadas apds 13 dias porque ndo sobreviveram até o fim desse periodo.
Dessa forma, foram estabelecidos um total de oito grupos experimentais, levando em
consideracao o tipo de dieta administrada e o periodo de coleta para as analises.

4.3.1 Atividade enziméatica da AChE

Para avaliar o efeito toxico das duas concentracfes subletais de dimetoato nas abelhas,
foi realizado um ensaio de cinética enzimatica com a AChE, enzima alvo do inseticida. Para
cada grupo experimental, 18 abelhas tiveram suas cabecas retiradas e agrupadas em 6
amostras (3 cabecas por amostra). A cada amostra foi adicionada uma quantidade especifica
de solucéo de extracdo (tampéo fosfato de sodio 40 mM, pH = 7,4, cloreto de sddio 10 mM e
1% de Triton X100) contendo 10% (m/v) para a realizacdo da maceracdo. As cabecas foram
maceradas durante 1 min com auxilio de um pistilo e os extratos brutos foram centrifugados a
15.000 g, durante 20 min, a 4 °C. Apos a centrifugacéo, os sobrenadantes contendo os extratos
proteicos foram coletados e preparados para as analises. Foram preparadas microplacas de 96
pocos, adicionando em cada poco 5 pL de extrato proteico de cada amostra, em triplicatas.
Apos o preparo das placas, foi adicionado em cada pogo 195 uL de solucdo de dosagem
(iodeto de acetilcolina 3 mM, acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico 15 mM e tampao fosfato de
sodio 500 mM pH = 7,0), segundo Ellman et al. (1961), para iniciar a atividade enzimatica, a
25 °C. As leituras das densidades oOpticas foram realizadas no leitor de placas VersaMax
(Molecular Devices) na faixa de comprimento de onda de 412 nm, a 25 °C, pelo programa
SoftMax Pro 6.3 (Molecular Devices).

As densidades 6pticas obtidas nas leituras foram trabalhadas no programa R®, em
funcdo do tempo em que a reacdo foi observada e da quantidade de extrato utilizada nas
amostras. Essas analises resultaram na obtencdo da atividade enzimética média de cada uma
das 6 amostras, para cada grupo experimental. Para comparar as médias dos grupos, os dados
foram entdo submetidos a analise de variancia ANOVA one way com auxilio do programa
SigmaPlot 11.0, (Systat). Para identificar as diferencas estatisticas entre os grupos, foi

utilizado o teste de Holm-Sidak com nivel de significancia fixado em p < 0,05.

4.3.2 Microscopia de luz

Para cada grupo experimental, 5 abelhas foram dissecadas em placas de Petri contendo
a respectiva solucédo fixadora no estereomicroscopio EZ4 (Leica) para a retirada dos cérebros.
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Os orgdos foram colocados em solucgdo fixadora de paraformaldeido 4%, transferidos para a
solucdo de tampao fosfato de s6dio 0,1 M (pH = 7,4) e desidratados em graduacgdes crescentes
de etanol (15%, 30%, 50%, 70%, 85%, 90%, 95% e 100%) a 4 °C, segundo Silva-Zacarin et
al. (2012). Apds a desidratacdo, os 6rgdos foram embebidos em historesina (Leica) e
polimerizados em historesina com adi¢do do endurecedor catalitico, a 37 °C. Os blocos de
resina contendo os cérebros foram seccionados no micrétomo RM2255 (Leica) obtendo-se
seccdes histoldgicas de 5 um de espessura. As seccles histoldgicas foram colocadas sobre
laminas de vidro e secas em estufa a 37 °C. Laminas contendo as sec¢des do cérebro dos
individuos de cada grupo experimental foram submetidas a coloragdo com Hematoxilina e
Eosina (HE) para analise histologica dos corpos pedunculados (adaptado de JUNQUEIRA, L.
C.; JUNQUEIRA, L. M., 1983). As demais laminas contendo as sec¢des do cérebro dos
individuos de cada grupo experimental foram submetidas as seguintes técnicas histoquimicas:
Xylidine Ponceau, para deteccdo de proteinas totais (adaptado de JUNQUEIRA, L. C,;
JUNQUEIRA, L. M., 1983); Azul de Toluidina, para a deteccdo de acidos nucléicos e
macromoléculas &cidas (adaptado de JUNQUEIRA, L. C.; JUNQUEIRA, L. M., 1983); PAS-
Alcian Blue, para a deteccdo de polissacarideos neutros e acidos (adaptado de MCMANUS,
1946). Apos a realizacdo das técnicas histoldgicas e histoquimicas, todas as laminas foram
montadas em balsamo sintético. Os corpos pedunculados dos cérebros foram observados e
fotografados ao fotomicroscépio BX-51 (Olympus), equipado com a camera DP-71

(Olympus), pelo programa DP Controller (Olympus).

4.3.3 Microscopia eletrénica de transmissao

Para cada grupo experimental, 5 abelhas foram dissecadas em placas de Petri contendo
a respectiva solucdo fixadora no estereomicroscépio EZ4 (Leica) para a retirada dos cérebros.
Os 6rgaos removidos foram colocados em solucéo fixadora de glutaraldeido 2,5% em tampéo
cacodilato de sédio (0,1 M, pH = 7,4), lavados em tampdo cacodilato de sédio (0,1 M, pH =
7,4) e pos-fixados em tetréxido de ésmio 1% por 2 h. Os érgaos foram novamente lavados no
mesmo tampdo, contrastados em acetato de uranila 1%, dissolvido em alcool 10%, por 2 h e
desidratados em graduacdes crescentes de etanol (70% a 100%). Apos a desidratacdo, 0s
orgéos foram embebidos em resina Epon-Araldite e polimerizados em resina mais catalizador,
a 60 °C. Os blocos de resina contendo os 6rgdos foram seccionados no ultramicrétomo
Supernova (Reichert) em cortes ultrafinos, colocados sobre grades de cobre e contrastados em
acetato de uranila e citrato de chumbo. Os corpos pedunculados dos cérebros foram
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analisados e fotografados ao microscopio eletrdnico de transmissdo CM100 (Philips),

equipado com a camera Veleta (Olympus), pelo programa iTEM 5.2 (Olympus).
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4.4 RESULTADOS

4.4.1 Andlise enzimética

Os resultados referentes a atividade enzimética da AChE estdo resumidos na Figura 1.
Apos 1 dia, a atividade da AChE nas abelhas expostas a CLs/100 foi equivalente a 186,58 +
29,39 mUA/min/mg de tecido. As abelhas expostas a CLso/10 apresentaram atividade igual a
154,146 + 20,343 mUA/min/mg de tecido. N&o houve diferenca estatistica significativa entre
esses dois tratamentos e o respectivo grupo controle, o qual apresentou atividade de 176,01 +
28,36 mUA/min/mg de tecido.

A atividade da AChE em abelhas expostas a CLs0/100 por 5 dias foi 192,88 + 32,65
mUA/min/mg de tecido, ndo apresentando diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle (5 dias), que apresentou atividade igual a 190,39 + 25,74 mUA/min/mg de tecido. No
entanto, no grupo de abelhas expostas a CLso/10 por 5 dias foi observada a diminuicdo da
atividade, equivalente a 74,49 + 16,10 mUA/min/mg de tecido. Essa atividade foi
significativamente inferior a observada no respectivo grupo controle (p < 0,001),
correspondendo a uma reducao de 60,87%.

As abelhas expostas a CLso/100 por 13 dias apresentaram atividade igual a 141,65 +
23,62 mUA/min/mg de tecido. Ndo houve diferenca estatistica significativa entre esse
tratamento e o respectivo grupo controle, cuja atividade foi equivalente a 184,10 + 29,45

mUA/min/mg de tecido.
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Figura 1. Atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) presente nos tecidos cerebrais de abelhas operérias
recém-emergidas de A. mellifera africanizada, com ou sem a exposi¢do a concentracdes subletais de dimetoato.
Valores expressos em média + desvio padrdo. (*) diferenga estatistica significativa em relagdo ao respectivo
controle.
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4.4.2 Andlise histoldgica

A andlise histologica dos corpos pedunculados corados pela técnica HE evidenciou 0s
corpos pedunculados com sua estrutura caracteristica em todos 0s grupos experimentais, ndo
havendo diferencas evidentes nos pedunculos e célices, os quais sdo formados por densas
regides de neurdpilas compostas por prolongamentos de neurbnios e células de glia. As
principais diferencas entre 0s grupos experimentais ocorreram nas células de Kenyon, cujos
corpos celulares preenchem o interior dos célices. Os resultados referentes a intensidade de

coloracdo observada nessas células estdo resumidos na Tabela 1.

Tabela 1. Anélises histolégicas e histoquimicas das células de Kenyon nos corpos pedunculados de abelhas
africanizadas expostas a concentracgdes subletais de dimetoato

Histologia Histoquimica
Exposicdo Grupo HE XP AT PAS-AB
1 dia Controle + + + +
CLso/100 + ++ + +
CLsy/10 ++ +++ + +
5 dias Controle + + + +
CLso/100 ++ + + +
CLs,/10 ++++ ++++ ++++ ++++
13 dias Controle + + + +
CLso/100 + + + +

(+) Reacdo padrédo; (++) Reacdo levemente intensa; (+++) Reacdo intensa; (++++) Reacdo muito intensa; (HE)
Hematoxilina e eosina; (XP) Xylidine Ponceau; (AT) Azul de Toluidina; (PAS-AB) PAS-Alcian Blue.

As abelhas expostas a CLsp/100 por 1 dia ndo apresentaram alteracdes evidentes nas
células de Kenyon, quando comparadas ao respectivo controle. Apds a exposicdo a CLse/10
por 1 dia, os corpos pedunculados apresentaram a maioria das células de Kenyon semelhantes
aquelas presentes no controle de 1 dia, porém a minoria destas células, localizadas na regido
central, apresentaram-se condensadas e com intensa basofilia, evidenciada pela forte
intensidade de coloragdo pela hematoxilina.

Quando expostas a CLsp/100 por 5 dias, as abelhas apresentaram corpos pedunculados
contendo poucas células de Kenyon com intensa basofilia na regido central do interior dos
calices, o que ndo foi observado no grupo controle de 5 dias. A quantidade de células de
Kenyon com basofilia muito intensa nos corpos pedunculados aumentou nas abelhas expostas
a CLso/10 por 5 dias (Figuras 2C e 2D). Estas células aparecem concentradas na regido

centro-basal do interior dos célices. Elas apresentaram tamanho aparentemente menor que as
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Figura 2. Fotomicrografias dos corpos pedunculados de abelhas operéarias recém-emergidas de A. mellifera
africanizada, com ou sem exposigao ao dimetoato, submetidos as técnicas HE (A-D) e Xylidine Ponceau (E-H).
(A) e (B) Visdo geral e detalhe de um corpo pedunculado do grupo controle 5 dias. (C) e (D) Visdo geral e
detalhe de um corpo pedunculado do grupo exposto a CLsy/10 por 5 dias. (E) e (F) Visao geral e detalhe de um
corpo pedunculado do grupo controle 5 dias. (G) e (H) Visao geral e detalhe de um corpo pedunculado do grupo
exposto a CLse/10 por 5 dias. ca = célice; Kc = células de Kenyon; cabegas de setas = células de Kenyon
alteradas.
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outras células de Kenyon, exibindo um aspecto condensado. Tanto o nucleo quanto o
citoplasma dessas células estavam intensamente corados pela hematoxilina, indicando
compactacdo cromatinica e condensacdo citoplasmatica. Além dessas células mais
condensadas, foi possivel observar células com intensidade de coloragdo intermediaria,
sugerindo que algumas estdo mais alteradas que outras. De uma forma geral, todas essas
alteracOes ndo foram observadas no grupo controle de 5 dias (Figuras 2A e 2B).

ApoOs 13 dias, as abelhas expostas a CLso/100 ndo apresentaram diferencas

morfologicas nas células de Kenyon em relacéo ao grupo controle.

4.4.3 Analise histoquimica

Pela realizacdo das analises histoquimicas foi possivel identificar substancias
especificas presentes nos tecidos dos corpos pedunculados. Os resultados referentes a
intensidade de coloracdo observada nas estruturas estdo resumidos na Tabela 1. Assim como
na analise histologica, ndo foram observadas alteracdes histoquimicas evidentes nos
pedunculos e célices cerebrais.

A técnica Xylidine Ponceau evidenciou proteinas totais presentes nas células de
Kenyon. Nos corpos pedunculados de abelhas expostas a CLso/100 por 1 dia foram
observadas algumas células de Kenyon com intensidade de coloracdo levemente maior que a
encontrada nas células do grupo controle 1 dia. Ja o grupo de abelhas expostas a CLs0/10 por
1 dia apresentou poucas células com marcacdo intensa para proteinas totais, na regido superior
interna, proxima a borda do calice. Ndo foram observadas células com essa caracteristica no
grupo controle 1 dia. Apdés 5 dias, ndo foram observadas diferencas na intensidade de
coloracdo das células de Kenyon entre os grupos CLso/100 e o controle. No caso do grupo
CLso/10, foram observadas muitas células de Kenyon com marcacdo bastante intensa para
proteinas totais (Figuras 2G e 2H). A maioria dessas células ocorre no interior do centro dos
calices, mas algumas delas ocorrem proximas as bordas. O aspecto dessas células é 0 mesmo
descrito na analise histoldgica. Isso indica que elas apresentam grandes concentragcdes de
proteinas tanto no citoplasma quanto no nucleo, uma vez que é dificil distinguir os limites
entre essas estruturas. Também é possivel perceber algumas dessas células com intensidades
de coloracdo intermedidrias entre as células com coloracéo tipica e as células intensamente
coradas pela hematoxilina. Células com essas caracteristicas ndo foram observadas no grupo
controle 5 dias (Figuras 2E e 2F). As abelhas expostas a CLso/100 por 13 dias ndo
apresentaram diferencas histoquimicas quando comparadas ao respectivo controle.



42

A técnica Azul de Toluidina evidenciou acidos nucleicos e macromoléculas &cidas
presentes nas células de Kenyon. As abelhas expostas a CLso/100 por 1, 5 e 13 dias e a
CLso/10 por 1 dia ndo apresentaram diferencas na intensidade de coloracdo das células de
Kenyon. Os corpos pedunculados das abelhas expostas a CLso/10 por 5 dias apresentaram
muitas células de Kenyon com alta intensidade de coloragdo (Figuras 3C e 3D). Isso indica
grandes aglomerados de acidos nucleicos, tanto no citoplasma como no nucleo. Assim como
nas outras teécnicas histoldgicas e histoquimicas, essas células foram encontradas na regido
centro-basal do interior dos calices e proximas as bordas. Além disso, algumas delas possuem
intensidades intermediarias de coloragédo entre as células com coloragéo tipica e as celulas
intensamente coradas pelo azul de toluidina. As abelhas do grupo controle 5 dias nédo
apresentaram células de Kenyon com essas caracteristicas (Figuras 3A e 3B).

A técnica PAS-Alcian Blue evidenciou polissacarideos neutros presentes nas regides
de contatos entre as células de Kenyon e nas regides de contato dessas células com o calice.
Essas regides foram marcadas pelo reativo de Schiff em uma coloragdo rosa e mostram
porcdes de substancia extracelular presentes nos espacos intercelulares. O nacleo e o
citoplasma das células de Kenyon se apresentaram negativos para essa reacdo. Nao foram
evidenciadas regides coradas pelo Alcian Blue, o que indica auséncia de polissacarideos
acidos nos tecidos. Os corpos pedunculados das abelhas expostas a CLso/100 por 1, 5 e 13
dias e a CLso/10 por 1 dia ndo apresentaram diferencas quanto a marcacdo de polissacarideos
neutros, quando comparadas aos respectivos grupos controle. Porém, as abelhas expostas a
CLso/10 por 5 dias apresentaram intensa marcacdo na regido central do interior dos célices,
entre as células de Kenyon (Figuras 3G e 3H). Foi possivel perceber a presenca intensa de
polissacarideos neutros ao redor dessas células, nos espacos intercelulares, diferentemente do
observado no controle 5 dias (Figuras 3E e 3F). Essa regido marcada coincide com o local

onde foram encontradas as células de Kenyon com intensa basofilia, na técnica HE.
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perarias recém-emergidas de A. mellifera
africanizada, com ou sem exposicdo ao dimetoato, submetidos as técnicas Azul de Toluidina (A-D) e PAS-
Alcian Blue (E-H). (A) e (B) Visdo geral e detalhe de um corpo pedunculado do grupo controle 5 dias. (C) e (D)
Visdo geral e detalhe de um corpo pedunculado do grupo exposto a CLse/10 por 5 dias. (E) e (F) Visdo geral e
detalhe de um corpo pedunculado do grupo controle 5 dias. (G) e (H) Visdo geral e detalhe de um corpo
pedunculado do grupo exposto a CLso/10 por 5 dias. ca = calice; Kc = células de Kenyon; cabecas de setas =
células de Kenyon alteradas; setas = espagos intercelulares.
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4.4.4 Andlise ultraestrutural

A anélise morfolégica por microscopia eletronica de transmissdo permitiu a
observacdo dos detalhes ultraestruturais dos corpos pedunculados das abelhas em cada grupo
experimental. Assim como nas analises histologicas e histoquimicas, ndo foram observadas
diferencas nas caracteristicas ultraestruturais dos pedunculos e calices. As diferencas
ultraestruturais observadas entre 0s grupos experimentais foram observadas nas células de
Kenyon. Nos grupos controles de 1, 5 e 13 dias, essas células apresentaram caracteristicas
ultraestruturais tipicas: células de formato ovalado, com nucleos variando de oval a esférico,
ocupando grande parte da célula. O nucleo apresenta um envoltério nuclear com membranas
evidentes e o espacamento entre elas geralmente é regular. O interior do nucleo é preenchido,
principalmente, por cromatina descondensada (eucromatina), com algumas poucas regides de
cromatina condensada (heterocromatina) ao longo da face interna do envoltdrio nuclear e na
regido central nuclear. O citoplasma dessas células apresenta mitocondrias, complexos de
Golgi, polirribossomos e ribossomos livres, e poucas regides de reticulo endoplasmatico
rugoso (RER). As mitocondrias estdo distribuidas ao longo do citoplasma e apresentam
membranas e cristas evidentes. A matriz mitocondrial é eletrondensa e homogénea. Os
complexos de Golgi possuem cisternas paralelas, bem proximas umas das outras, com
material eletrondenso no interior das cisternas e algumas delas estdo com o seu limen
dilatado. Ao redor podem ser encontradas muitas vesiculas contendo material eletrondenso.
Grande quantidade de polirribossomos e ribossomos livres estdo amplamente distribuidos de
forma homogénea pelo citoplasma. Os RERs, em geral, sdo pouco desenvolvidos e estdo
presentes em pequena quantidade, apresentando material eletrondenso em seu limen.

As abelhas expostas a CLs0/100 por 1 dia ndo apresentaram alteracdes ultraestruturais
nas células de Kenyon, quando comparadas ao respectivo grupo controle. As abelhas expostas
a CLso/10 por 1 dia apresentaram alteracdes mitocondriais nas células de Kenyon em relacéo
ao controle 1 dia (Figuras 4A e 4B). A matriz mitocondrial apresentou conteido pouco
eletrondenso e bastante difuso. Nessas regides, as cristas mitocondriais aparecem mais
desorganizadas.

Apos 5 dias de exposicao a CLso/100, ndo foram observadas alteragGes ultraestruturais
nas células de Kenyon. Porém, a exposi¢do a CLso/10 promoveu uma série de alteracbes em
células de Kenyon localizadas na regido centro-basal do interior dos calices, quando
comparadas ao grupo controle (Figuras 4C e 4D). Essas células alteradas foram as mesmas
descritas nas andlises histologicas e histoquimicas, para esse grupo experimental. As células
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Figura 4. Eletromicrografias de transmissdo das células de Kenyon dos corpos pedunculados de abelhas
operarias recém-emergidas de A. mellifera africanizada, com ou sem exposicdo ao dimetoato. (A) Mitocondrias
de uma célula do grupo controle 1 dia. (B) Mitocondrias de uma célula do grupo exposto a CLse/10 por 1 dia. (C)
Visdo geral de uma célula normal do grupo controle 5 dias. (D) Visdo geral de uma célula alterada do grupo
exposto a CLse/10 por 5 dias. (E) Mitocondrias de uma célula do grupo controle 5 dias. (F) Detalhe de uma
mitocondria de uma célula alterada do grupo exposto a CLs/10 por 5 dias. cy = citosol; dcy = citoplasma
danificado/desorganizado; dne = envoltorio nuclear dilatado; eu = eucromatina; Gc = complexo de Golgi het =
heterocromatina; ine = envoltorio nuclear irregular; m = mitocondria; mc = crista mitocondrial; mm = matriz
mitocondrial; n = ndcleo; ne = envoltério nuclear; pm = membrana plasmatica.
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alteradas apresentaram tamanho menor em comparacao as células normais e formato ovalado,
porém com sinuosidades e irregularidades ao longo da membrana plasmatica. Além dessa
reducdo, o citoplasma apresentou-se eletrondenso ao longo de toda célula. Esta caracteristica
foi acentuada pela maior concentragé@o de polirribossomos e ribossomos livres, que estdo mais
préximos entre si devido a reducdo da area citoplasmatica. A intensa eletrondensidade
citoplasmatica dificultou a visualizacdo das organelas. Da mesma forma que a célula como
um todo, o nucleo também sofreu uma redugdo de tamanho. Porém, ele se apresenta mais
proximo as regides de membrana plasméatica do que nas ceélulas ndo alteradas, devido ao
estreitamento da faixa citoplasmatica ao seu redor. O formato do nucleo permaneceu ovalado,
acompanhando o formato da célula, mas com sinuosidades ao longo do envoltorio nuclear. O
interior do ndcleo apresentou intensa eletrondensidade, semelhante a observada no
citoplasma, devido a compactacdo cromatinica que foi evidenciada como extensos
aglomerados de heterocromatina. A heterocromatina apresentou dois niveis de compactacéo:
um mais compactado, com alto grau de eletrondensidade, que ocorre em menores
aglomerados em pequenas extensdes da area nuclear; um menos compactado, com menor grau
de eletrondensidade, que ocorre em grandes aglomerados em grandes extensfes da area
nuclear. O restante da cromatina, que é pouco eletrondensa, estd mais condensada que a
observada nas células normais, na qual ha cromatina elétronlicida. Nesse grupo experimental,
algumas organelas citoplasmaticas apresentaram alteracbes em comparacdo as células
normais, tais como as mitocdndrias que apresentaram matriz eletronlicida, com provavel
perda de seu contetdo (Figuras 4E e 4F) e os RERs que apresentaram contetdo luminal mais
eletrondenso. Néo foram identificados complexos de Golgi nessas células.

Entre as caracteristicas ultraestruturais das células tipicas e as das células mais
alteradas, foi possivel identificar estagios intermediarios de alteracbes. 1sso permitiu
acompanhar o processo gradual de degradacdo dessas células em algumas fases aparentes
(Figuras 5A a 5F). Analisando essas etapas, nota-se que as células inicialmente sofreram uma
reducdo no tamanho total e, portanto, do nucleo e do citoplasma. O citoplasma comegou a
ficar mais estreito e eletrondenso e o nucleo, mais irregular, com aumento das regides
heterocromatinicas. Na sequéncia, as células apresentaram aumento do grau de
eletrondensidade do citoplasma, com algumas organelas indistinguiveis e outras com sinais de
degradacéo. O nucleo passou a ter um formato ainda mais irregular, com regides de dilatacdo
do envoltério nuclear e, no seu interior, a formagdo de densas regifes de heterocromatina
eletrondensas. Finalmente, as células apresentaram o citoplasma altamente eletrondenso e

bastante irregular, com organelas degradadas e vacuolos, alguns contendo materiais
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Figura 5. Eletromicrografias de transmissdo das células de Kenyon dos corpos pedunculados de abelhas

operérias recém-emergidas de A. mellifera africanizada expostas & CLso/10 por 5 dias. (A) Célula normal. (B-F)
Células em estagios graduais de alteragBes estruturais. cy = citosol; dcy = citoplasma danificado/desorganizado;
dne = envoltdrio nuclear dilatado; eu = eucromatina; het = heterocromatina; ine = envoltério nuclear irregular; m
= mitocdndria; mc = crista mitocondrial; mm = matriz mitocondrial; n = ndcleo; ne = envoltério nuclear; pm =
membrana plasmatica; va = vactolo.
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eletrondensos em seu interior. O nucleo apresentou o envoltério nuclear com mais
sinuosidades e com regifes dilatadas. A compactacdo cromatinica progrediu e chegou a
ocupar grande parte da area nuclear. Nos estagios mais avancados de alteracdo, as células
apresentaram caracteristicas estruturais indicativas de degradacdo, que se assemelham a
células em processo de morte celular.

As células de Kenyon das abelhas expostas a CL50/100 por 13 dias ndo apresentaram

diferencas ultraestruturais em relacdo ao respectivo grupo controle.
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4.5 DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos é possivel observar os efeitos toxicos do inseticida
dimetoato, quando administrado em concentracGes subletais para abelhas africanizadas. Com
relacdo a atividade enzimatica da AChE, ndo foram observadas diferencas significativas entre
os tratamentos com ambas concentracfes subletais e o respectivo controle ap6s 1 dia de
exposi¢do, nem entre o grupo tratado com a CLso/100 e seu controle, apds 13 dias. Porém, foi
observada reducdo significativa da atividade dessa enzima nas abelhas tratadas com a
CLso/10, apds 5 dias. Esses resultados, indicam que a CLso/100 ndo altera a atividade da
AChE nos tecidos cerebrais, quando expostas aos periodos em questdo, apontando nao ser
neurotdxica nessa concentragdo. Ja a CLso/10 mostrou ser prejudicial para as abelhas ap6s 5
dias de exposicdo. A grande diminuicdo da atividade da AChE comprova que o dimetoato
realmente agiu nessas abelhas, promovendo a inibicdo dessas enzimas no cerebro. Dessa
forma, as alteracdes histoldgicas, histoquimicas e ultraestruturais observadas nesse grupo de
tratamento estdo relacionadas de fato com o efeito do inseticida.

De uma forma geral, a CLs0/100 promoveu poucas alteracdes nas células de Kenyon
das abelhas nos periodos analisados. Apos 1 dia de exposicdo, foram observadas células com
reacdo levemente intensa para proteinas totais. Porém, apds 5 e 13 dias, essas alteracbes nao
foram mais identificadas. Com relacdo a andlise histologica, foram observadas células de
Kenyon com basofilia intensa ap6s 5 dias de exposicdo, mas essas alteracfes ndo foram
observadas ap0s 13 dias. Esses resultados indicam que essa concentracdo subletal foi menos
agressiva para as abelhas. Assim, o0s prejuizos causados foram tolerados e, provavelmente,
recuperados durante a exposicdo, ja que ndo foram observadas alteraces nos periodos mais
longos. As principais alteracdes histoldgicas, histoquimicas e ultraestruturais observadas
ocorreram nos corpos pedunculados de abelhas expostas a CLso/10 por 1 dia e,
principalmente, por 5 dias. O aparecimento de células de Kenyon com intensa basofilia e o
aumento da concentragdo de proteinas totais nessas células ocorreram de forma gradual ao
longo desses periodos de exposicdo, sendo, portanto, dose-dependentes. Apesar da CLso/10
ser a maior concentragdo subletal testada neste trabalho, ainda assim consiste em uma
concentracdo dez vezes mais baixa que a CLsg. Com isso, 0s resultados mostram que mesmo
uma menor concentracdo de dimetoato j& é suficiente para promover alteraces nas células de
Kenyon, durante um periodo de exposi¢do continua.

As alteracdes histologicas mais evidentes encontradas no grupo CLse/10 por 5 dias

também foram observadas nas técnicas histoquimicas e a analise ultraestrutural ajudou a
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entender melhor que tipos de alteracbes estavam ocorrendo com essas células. A analise
histologica pela técnica HE identificou nos corpos pedunculados células de Kenyon com
intensa basofilia, ou seja, grande quantidade de estruturas acidas coradas pela hematoxilina,
principalmente no ndcleo, mas também no citoplasma. No nlcleo essa marcagdo ocorreu
devido a grande compactacdo cromatinica que ocorre nessas células afetadas, como pOde ser
evidenciado pela técnica Azul de Toluidina e pela analise ultraestrutural. A alteracdo do
citoplasma pode ser explicada pela alta concentracdo de ribossomos observados nas
micrografias eletronicas e, portanto, de RNAs de varios tipos, marcados pelo Azul de
Toluidina. O aumento da concentracdo desses componentes citoplasmaticos provavelmente
resultou no aumento da sintese e concentracdo de proteinas nesse compartimento, como
observado na técnica Xylidine Ponceau. E possivel que parte dessa sintese seja de proteinas
envolvidas na protecdo das células de Kenyon a exposicdo ao dimetoato na tentativa de
suportarem a intoxicacdo continua pela CLso/10. Futuros estudos deverdo ser desenvolvidos
para elucidar os tipos de proteinas, cuja sintese nas células de Kenyon foi ativada em resposta
a exposicdo pelo dimetoato. Proteinas de estresse celular, conhecidas como HSPs (heat shock
proteins), séo exemplos de proteinas que apresentam aumento da sua expressdo em resposta a
exposicdo aos xenobiodticos (MALASPINA; SILVA-ZACARIN, 2006), podendo prevenir a
morte celular (familia HSP 70) ou até mesmo participar de vias regulatérias que ativam a
morte celular (familia HSP 90 e outras) quando o estresse atinge o seu limiar. Durante esse
periodo de exposicdo continua pela CLso/10, as células de Kenyon alteradas tiveram seu
tamanho diminuido em comparacdo as células tipicas, como pdde ser comprovado pela
andlise ultraestrutural. A reducdo do tamanho observada em varias células concentradas em
uma mesma regido fez com que elas se distanciassem umas das outras deixando maiores
extenses de espacos intercelulares, evidenciados pela técnica PAS-Alcian Blue. Devido ao
fato de as células de Kenyon alteradas estarem concentradas em uma mesma regido (regiao
centro-basal do interior dos célices), foi possivel constatar a presenca de varios estagios
celulares intermediarios de alteracdes, evidenciadas pela redugdo no tamanho, aumento da
eletrondensidade e degradacdo de organelas, como as mitocéndrias. Isso indica que, ao longo
do periodo de exposicdo a CLso/10, essas células passaram por um processo gradual de
degradacéo celular que pode ser um passo inicial no processo de morte celular.

O processo de morte celular pode ser identificado por uma série de alteracdes celulares
caracteristicas, como o aspecto condensado da célula (BOWEN, I.; BOWEN, S.; JONES,
1998), retracdo celular, perda de aderéncia com células vizinhas e condensacdo da cromatina
(EARNSHAW, 1995; GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007; WOO et al., 1998). Segundo
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Hécker (2000), as mitocéndrias podem permanecer fisicamente intactas nos estagios iniciais
de morte celular. Porém, a perda de conteldo da matriz mitocondrial também pode ser
observada em células que passam por esse processo. Quando sinais indutores de morte celular
chegam as mitocéndrias, ocorrem alteracdes na permeabilidade das membranas resultando na
liberacdo de proteinas ativadoras da morte celular para o citoplasma e interrupcao da sintese
de ATP (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007; LOEFFLER; KROEMER, 2000). No
presente estudo, alteracdes como essas foram encontradas nas células de Kenyon das abelhas
expostas a CLso/10 por 5 dias. Essas evidéncias ddo indicios de que essas células estdo em
estagios iniciais do processo de morte celular, o que pode afetar a estrutura e funcdo dos
corpos pedunculados. Como essas regifes cerebrais sdo centros de integracdo responsaveis
por receber e interpretar informagdes olfativas e gustatorias, a morte dessas células pode
resultar em prejuizos no comportamento, aprendizagem, memoria e distincdo olfativa das
abelhas (KIYA; KUNIEDA; KUBO, 2007; KOMISCHKE et al., 2005; ZARS, 2000). Dessa
forma, atividades de forrageamento estariam prejudicadas, podendo comprometer a
longevidade de toda a colbnia.

Os resultados descritos no presente estudo foram semelhantes aos encontrados por
Rossi et al. (2013), em um trabalho que avaliou os efeitos de doses subletais do
imidacloprido, um inseticida neonicotinoide, no cérebro de abelhas africanizadas. Os autores
observaram nos corpos pedunculados de abelhas expostas a DLsp/10 apés 3, 5, 7 e 10 dias a
presenca de células de Kenyon com intensa basofilia, cromatina condensada a intensa
marcacdo de proteinas totais. Além disso, durante esses periodos de exposicdo, foram
identificadas fragmentac6es de DNA no nacleo dessas células, reveladas pela técnica de
TUNEL. Esse conjunto de alteragdes apontou que essas células estavam em estagios iniciais
de morte celular. Assim como o imidacloprido, o inseticida tiametoxam também causa
algumas alteracBes celulares semelhantes as observadas no presente estudo. Oliveira et al.
(2014) investigaram o efeito de concentracOes subletais desse neonicotinoide (CLs/100 e
CLso/10) no cérebro de abelhas africanizadas e observaram a presenga de células de Kenyon
condensadas. Essas alteraces foram identificadas apds 5 e 8 dias de exposicdo a CLso/10. Foi
observada uma intensa marcagdo de proteinas totais nas células de Kenyon de abelhas
expostas a CLso/100 por 1 e 3 dias. Porém, essa marcacao foi menos intensa que nos periodos
de 5 e 8 dias, indicando uma provavel recuperacdo da caracteristica alterada. Em geral, a
comparagdo desses resultados com o0s obtidos no presente estudo mostra que o dimetoato
promove efeitos subletais nas células de Kenyon dessas abelhas, de maneira semelhante aos
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inseticidas imidacloprido e tiametoxam. Dessa forma, assim como esses inseticidas
neonicotinoides, o dimetoato também apresenta um alto risco para as abelhas africanizadas.
Os resultados aqui apresentados mostram que concentracfes subletais de dimetoato
sdo prejudiciais para as abelhas africanizadas, causando alteracbes enzimaticas no cérebro e
alteracbes histoldgicas, histoquimicas e ultraestruturais nas células de Kenyon. Essas
alteracdes celulares, que foram mais evidentes nos tratamentos com a maior concentracao
subletal testada durante o maior periodo de exposi¢do, sugerem a ocorréncia do inicio do
processo de morte celular nos corpos pedunculados, indicando neurotoxicidade. Estudos
adicionais avaliardo o quanto esse grau de neurotoxicidade induzida pelo dimetoato pode
comprometer fungbes importantes como comunicacdo, aprendizado e orientacdo, as quais
podem afetar o comportamento dessas abelhas e colocar em risco a viabilidade de toda a

colonia.
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5.1 RESUMO

Com o desenvolvimento das praticas agricolas, a agricultura tornou-se bastante
dependente do uso intensivo de pesticidas. Esses compostos colocam em risco insetos
benéficos como as abelhas, as quais realizam a polinizacdo de diversas plantas cultivadas. O
inseticida dimetoato possui acdo sistémica em plantas, de forma que residuos presentes no
néctar coletado podem chegar até a col6nia e serem introduzidos a alimentacao dos individuos
que a compdem. O ventriculo das abelhas faz a digestdo e absor¢édo de substancias ingeridas,
aléem de produzir enzimas de desintoxicacdo, como a carboxilesterase (CaE). Os objetivos
desse trabalho foram avaliar os efeitos subletais do dimetoato na atividade da CaE e nas
caracteristicas histologicas, histoquimicas e ultraestruturais do wventriculo de abelhas
africanizadas. Com base na concentracdo letal média (CLsg) previamente obtida, duas
concentracdes subletais (CLs0/100 e CLso/10) foram estabelecidas para serem administradas
via oral durante 1, 5 e 13 dias. Houve o aumento da atividade da CaE em abelhas com 13 dias
de exposicdo continua em relacdo as abelhas com 1 e 5 dias de exposicdo. Foi observada a
inibicdo da CaE nas abelhas tratadas com a CLs0/100 ap0s 13 dias e nas abelhas tratadas com
a CLso/10 apos 5 dias de exposicdo. Ndo foram observadas alteracGes histologicas e
histoquimicas no epitélio ventricular, nem alteracdes ultraestruturais nas células digestivas e
regenerativas dos grupos tratados com as concentracGes subletais de dimetoato. Esses
resultados sugerem que a inibicdo das CaEs no ventriculo pode ter sido o resultado da ligacao
irreversivel dessas enzimas as moléculas de inseticida ao atuar na desintoxicacéo e defesa dos

tecidos ventriculares, protegendo esse 6rgao de possiveis efeitos citotoxicos.

Palavras-chave: Intestino. Carboxilesterase. Histologia. Histoquimica. Ultraestrutura.
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5.2 INTRODUCAO

As abelhas africanizadas (Apis mellifera) sdo de grande importancia para a agricultura
e economia por realizarem a polinizacdo de diversas plantas cultivadas. Dessa forma, elas
contribuem para o aumento da producdo das plantagdes e da qualidade dos alimentos
(GALLAI et al., 2009). Com o desenvolvimento das préaticas agricolas e o crescimento das
monoculturas, a agricultura tornou-se cada vez mais dependente do uso intensivo de
pesticidas (DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007). Um dos principais problemas
resultantes desta pratica é o fato desses produtos apresentarem um amplo espectro de acao,
atuando ndo somente sobre a praga, mas também em insetos benéficos como as abelhas.
Assim, este fator pode estar relacionado diretamente ao desaparecimento de populacdes de
abelhas e perdas na producéo de alimentos (STOKSTAD, 2012).

Considerando o0s pesticidas utilizados na agricultura brasileira, 0s inseticidas
organofosforados se destacam por apresentarem aplicacdo em diversos tipos de cultivos. O
alvo desses compostos é a acetilcolinesterase (AChE), enzima presente no sistema nervoso
dos insetos, que é responsavel pela hidrolise do neurotransmissor acetilcolina. A inibi¢do da
AChE realizada por esses inseticidas provoca paralisia € morte do inseto (HEMINGWAY;
KARUNARATNE, 1998). Entre os organofosforados, o dimetoato € muito utilizado no
Brasil, sendo aplicado em culturas de grande importancia econémica, como trigo, algodao,
maca e citros (BRASIL, 2014). Esse inseticida é considerado altamente toxico para abelhas e
possui acdo sistémica na planta. Com isso, plantas tratadas com dimetoato absorvem e
incorporam moléculas do inseticida, que é translocado para o néctar, tornando-o tdxico
(BARKER; LEHNER; KUNZMANN, 1980). Quando coletado por abelhas forrageiras, esse
néctar contendo residuos de dimetoato é levado para a coldnia, sendo introduzido a sua
alimentacdo (WALLER et al., 1984). Ao ser ingerido, o alimento contaminado entra em
contato direto com o sistema digestorio dos individuos.

O tubo digestério das abelhas é dividido em intestino anterior, intestino médio e
intestino posterior (SNODGRASS, 1956). O intestino médio, também chamado de ventriculo,
consiste em um tubo cilindrico, grosso e longo, que se dobra em forma de arco no interior da
cavidade abdominal. E nessa regido do tubo digestério onde ocorre a maior parte da digestdo
e a absorcdo dos nutrientes, bem como das substancias quimicas ingeridas (CRUZ-LANDIM,
2009). O ventriculo de abelhas adultas é constituido, principalmente, por dois tipos celulares
que formam a porcdo basica e funcional do epitélio. As células digestivas sdo os principais

constituintes do epitélio ventricular e possuem a fungdo de sintetizar enzimas digestivas e



59

absorver nutrientes. As células regenerativas estdo agrupadas em ninhos localizados na por¢éo
basal do epitélio e sdo responsaveis pela reestruturacdo do epitélio substituindo as células
principais quando estas sdo eliminadas por desgaste (CRUZ-LANDIM; SILVA-DE-
MORAES; SERRAO, 1996).

Além de executar funcbes digestivas, o ventriculo é responsavel pela sintese de
enzimas envolvidas em mecanismos de desintoxicacdo contra Xxenobidticos (SMIRLE;
WINSTON, 1988; YU; ROBINSON; NATION, 1984). Dentre essas enzimas estdo as
carboxilesterases (CaEs), importantes componentes na defesa do organismo contra inseticidas
organofosforados, como o dimetoato. As CaEs atuam se ligando de forma irreversivel
(sequestro) as moléculas de inseticida (MAXWELL, 1992).

Os objetivos desse trabalho foram avaliar os efeitos de concentragcdes subletais de
dimetoato na atividade enzimatica da CaE e nas caracteristicas histologicas, histoquimicas e

ultraestruturais do ventriculo de abelhas africanizadas.
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5.3 MATERIAL E METODOS

Abelhas operérias recém-emergidas de A. mellifera africanizada foram coletadas de
colbnias do apiario da UNESP — Rio Claro. Para considerar a variabilidade genética entre as
colbnias, as abelhas foram coletadas de trés diferentes col6nias saudaveis, todas contendo
namero semelhante de individuos e quantidade de alimento. Imediatamente apds a coleta, as
abelhas de cada col6nia foram colocadas em potes plasticos (1.000 mL) e acondicionadas em
incubadora a 32 + 1 °C e umidade relativa de 60 + 10%. As abelhas passaram por um periodo
de jejum de 2 h para garantir que se alimentassem a partir do inicio do experimento.

Os ensaios de intoxicacdo foram realizados no Centro de Estudos de Insetos Sociais
(CEIS) da UNESP — Rio Claro. As abelhas foram acondicionadas em potes descartaveis de
plastico (250 mL) contendo um tubo plastico de microteste (1,5 mL) para colocar a dieta. Em
cada gaiola foram acondicionados 10 individuos. Todos 0s grupos experimentais foram
montados com individuos das trés col6nias, cada pote contendo abelhas de uma Unica coldnia,
totalizando 60 abelhas por grupo experimental.

Durante os ensaios de intoxicacdo o grupo controle recebeu uma dieta composta de
solucdo aquosa de sacarose a 50%. Com base no ensaio de toxicidade (determinacdo da CLsg)
descrito previamente (Capitulo 1), foram estabelecidas duas concentracdes subletais de
dimetoato para serem adicionadas as dietas dos grupos expostos ao inseticida. Para preparar
essas dietas, foi utilizada uma solucédo estoque de dimetoato PESTANAL® (99,6% de pureza,
Sigma-Aldrich, Brasil) contendo 1.000 ng i. a./pL de dgua. A partir dessa solucao foram feitas
sucessivas diluicbes em solucdo de sacarose a 50% para a obtencdo de dietas contendo as
concentragdes subletais. Dessa forma, um grupo de tratamento recebeu a CLs0/100 (0,0796 ng
i. a./uL de dieta) adicionada a dieta e o outro recebeu a CLs0/10 (0,796 ng i. a./uL de dieta).
Cada um dos trés grupos experimentais recebeu somente o respectivo tipo de dieta ao longo
de todos os dias do experimento, havendo um preenchimento diario dos alimentadores. Os
ensaios tiveram inicio assim que as dietas foram oferecidas as abelhas. A escolha dos periodos
de coleta de abelhas para as analises foi baseada nos resultados do ensaio de sobrevivéncia
relatados no Capitulo 1. Foram considerados como referéncia os valores de tempo médio de
sobrevivéncia (TSsp) para cada concentracdo subletal testada. Abelhas dos trés grupos
experimentais foram coletadas ap6s 1 dia (exposicdo aguda) e 5 dias de exposicdo continua
(TSso aproximado de abelhas tratadas com a CLso/10). As abelhas do grupo controle e do
grupo tratado com a CLs/100 foram coletadas também ap6s 13 dias de exposi¢do continua
(TSso aproximado de abelhas tratadas com a CLso/100). As abelhas do grupo tratado com a
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CLso/10 ndo foram coletadas apds 13 dias porque ndo sobreviveram até o fim desse periodo.
Dessa forma, foram estabelecidos um total de oito grupos experimentais, levando em
consideracao o tipo de dieta administrada e o periodo de coleta para as analises.

5.3.1 Atividade enzimatica da CaE

Para avaliar o efeito das duas concentracOes subletais de dimetoato nas abelhas, foi
realizado um ensaio de cinética enzimatica com a CaE, enzima envolvida em processos de
desintoxicacdo contra xenobioticos. Para cada grupo experimental, 18 abelhas tiveram seus
ventriculos retirados e agrupados em 6 amostras (3 ventriculos por amostra). A cada amostra
foi adicionada uma quantidade especifica de solucao de extracdo (tampdo fosfato de sodio 40
mM pH = 7,4, cloreto de sddio 10 mM e 1% de Triton X100) contendo 10% (m/v) para a
realizacdo da maceracdo. Os ventriculos foram macerados durante 1 min com auxilio de um
pistilo e os extratos brutos foram centrifugados a 15.000 g, durante 20 min, a 4 °C. Apos a
centrifugacao, os sobrenadantes contendo os extratos proteicos foram coletados e preparados
para as analises. Foram preparadas microplacas de 96 pocos adicionando em cada pogo 5 pL
de extrato proteico de cada amostra, em triplicatas. Apos o preparo das placas, foi adicionado
em cada poco 195 pL de solucdo de dosagem contendo acetato de p-nitrofenila 10 mM, 1,5-
bis(4-allyldimethylammonium-phenyl)pentan-3-one-dibromide (BW284C51) 1 mM e tampéo
fosfato de sodio 500 mM pH = 7,0) para iniciar a atividade enzimatica, a 25 °C. As leituras
das densidades Opticas foram realizadas no leitor de placas VersaMax (Molecular Devices) na
faixa de comprimento de onda de 410 nm, a 25 °C, pelo programa SoftMax Pro 6.3
(Molecular Devices).

As densidades 6pticas obtidas nas leituras foram trabalhadas no programa R®, em
funcdo do tempo em que a reacdo foi observada e da quantidade de extrato utilizada nas
amostras. Essas analises resultaram na obtencdo da atividade enzimética média de cada uma
das 6 amostras, para cada grupo experimental. Para comparar as médias dos grupos, os dados
foram entdo submetidos a analise de variancia ANOVA one way com auxilio do programa
SigmaPlot 11.0, (Systat). Para identificar as diferencas estatisticas entre os grupos, foi

utilizado o teste de Holm-Sidak com nivel de significancia fixado em p < 0,05.
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5.3.2 Microscopia de luz

Para cada grupo experimental, 5 abelhas foram dissecadas em placas de Petri contendo
a respectiva solucdo fixadora no estereomicroscopio EZ4 (Leica) para a retirada dos
ventriculos. Os 6rgdos foram colocados em solucdo fixadora de paraformaldeido 4%,
transferidos para a solucdo de tampéo fosfato de sodio 0,1 M (pH = 7,4) e desidratados em
graduacOes crescentes de etanol (15%, 30%, 50%, 70%, 85%, 90%, 95% e 100%) a 4 °C,
segundo Silva-Zacarin et al. (2012). Apo6s a desidratacdo, os 6rgaos foram embebidos em
historesina (Leica) e polimerizados em historesina com adi¢éo do endurecedor catalitico a 37
°C. Os blocos de resina contendo os ventriculos foram seccionados no microtomo RM2255
(Leica) obtendo-se sec¢es histologicas de 5 um de espessura. As seccdes histoldgicas foram
colocadas sobre laminas de vidro e secas em estufa a 37 °C. Laminas contendo as sec¢des dos
ventriculos dos individuos de cada grupo experimental foram submetidas a coloracdo com
Hematoxilina e Eosina (HE) para analise histolégica dos ventriculos (adaptado de
JUNQUEIRA, L. C.; JUNQUEIRA, L. M., 1983). As demais laminas contendo as secc¢des do
ventriculo dos individuos de cada grupo experimental foram submetidas as seguintes técnicas
histoquimicas: PAS-Alcian Blue, para a deteccdo de polissacarideos neutros e &cidos
(adaptado de MCMANUS, 1946); Xylidine Ponceau, para deteccdo de proteinas totais
(adaptado de JUNQUEIRA, L. C.; JUNQUEIRA, L. M., 1983); Azul de Toluidina, para a
deteccdo de acidos nucléicos e macromoléculas &cidas (adaptado de JUNQUEIRA, L. C,;
JUNQUEIRA, L. M., 1983). Apos a realizacdo das técnicas histologicas e histoquimicas,
todas as laminas foram montadas em balsamo sintético. Os ventriculos foram observados e
fotografados ao fotomicroscépio BX-51 (Olympus), equipado com a camera DP-71

(Olympus), pelo programa DP Controller (Olympus).

5.3.3 Microscopia €eletrénica de transmissao

Para cada grupo experimental, 5 abelhas foram dissecadas em placas de Petri contendo
a respectiva solucdo fixadora no estereomicroscopio EZ4 (Leica) para a retirada dos
ventriculos. Os 6rgdos removidos foram colocados em solugéo fixadora de glutaraldeido 2,5%
em tampao cacodilato de sédio (0,1 M, pH =7,4), lavados em tampao cacodilato de sédio (0,1
M, pH = 7,4) e pos-fixados em tetroxido de 6smio 1% por 2 h. Os 6rgaos foram novamente
lavados no mesmo tampao, contrastados em acetato de uranila 1%, dissolvido em alcool 10%,
por 2 h e desidratadas em graduacgdes crescentes de etanol (70% a 100%), 15 min cada. Apés
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a desidratacdo, os 6rgdos foram embebidos em resina Epon-Araldite por 24 h e polimerizados
em resina mais catalizador, a 60 °C. Os blocos de resina contendo os Orgaos foram
seccionados no ultramicrotomo Supernova (Reichert) em cortes ultrafinos, colocados sobre
grades de cobre e contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo. Os ventriculos
foram analisados e fotografados ao microscopio eletronico de transmisséo CM100 (Philips),

equipado com a camera Veleta (Olympus), pelo programa iTEM 5.2 (Olympus).
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5.4 RESULTADOS

5.4.1 Andlise enziimética

Os resultados referentes a atividade enzimatica da CaE estdo resumidos na Figura 1.
Apobs 1 dia, a atividade da CaE nas abelhas expostas a CLs0/100 foi equivalente a 78,16 +
17,08 mUA/min/mg de tecido. As abelhas expostas a CLso/10 apresentaram atividade igual a
89,69 + 13,40 mUA/min/mg de tecido. N&o houve diferenca estatistica significativa entre
esses dois tratamentos e o respectivo grupo controle, o qual apresentou atividade de 95,03 +
24,25 mUA/min/mg de tecido.

A atividade da CaE em abelhas expostas a CLso/100 por 5 dias foi 133,31 + 34,97
mUA/min/mg de tecido, ndo apresentando diferenca significativa em relacdo ao controle de 5
dias, que teve atividade igual a 138,32 + 25,52 mUA/min/mg de tecido. No entanto, no grupo
de abelhas expostas a CLso/10 por 5 dias foi observada diminuicdo da atividade enzimatica,
equivalente a 75,89 + 12,16 mUA/min/mg de tecido. Essa atividade foi significativamente
inferior a observada no respectivo grupo controle (p = 0,001), correspondendo a uma reducéo
de 45,12%.

Apos 13 dias, foi observado aumento significativo (p < 0,001) da atividade enzimatica
tanto no grupo controle, como no grupo tratado com a CLs0/100, em relacdo aos grupos de 1 e
5 dias. As abelhas tratadas com a CLs0/100 por 13 dias tiveram atividade equivalente a 291,47
+ 43,34 mUA/min/mg de tecido, significativamente inferior (p < 0,001) & observada no grupo
controle de 13 dias, o qual apresentou atividade igual a 378,04 £ 56,61 mUA/min/mg de

tecido.

5.4.2 Andlise histol6gica

A analise histologica dos ventriculos corados pela técnica HE permitiu observar de
forma geral os principais tipos celulares presentes nesse 6rgdo. Os resultados referentes a
intensidade de coloragdo observada estéo resumidos na Tabela 1.

As células digestivas dos grupos controles de 1, 5 e 13 dias se apresentaram com as
mesmas caracteristicas tipicas: células colunares com nucleo central, de formato ovalado,
intensamente corado pela hematoxilina (baso6filo) e é&pice celular coberto por
microvilosidades. O citoplasma apresentou pequenas regides baséfilas localizadas ao redor do
nacleo. N&o foram observadas diferencas histologicas nestas células entre os grupos tratados
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Figura 1. Atividade da enzima carboxilesterase (CaE) presente nos tecidos do ventriculo de abelhas operéarias
recém-emergidas de A. mellifera africanizada, com ou sem exposi¢do ao dimetoato. Valores expressos em média
+ desvio padrdo. (*) diferenca estatistica significativa em relagdo ao respectivo controle. (**) diferenca
estatistica significativa em relagéo a todos 0s outros grupos.

Tabela 1. Andlises histolégicas e histoquimicas dos ventriculos de abelhas africanizadas expostas a
concentracdes subletais de dimetoato

Histologia Histogquimica
AT PAS-AB

Pas
o

Exposicdo Grupo HE

1 dia Controle
CLs0/100
CLso/10
5 dias Controle
CLs/100
CLso/10
13 dias Controle

CLs0/100 +

(+) Reac¢do padréo; (HE) Hematoxilina e eosina; (XP) Xylidine Ponceau; (AT) Azul de Toluidina; (PAS-AB)
PAS-Alcian Blue.

+ + 4+ o+ o+ o+ o+

+ + + + + + o+ o+
+ + 4+ o+ + o+ o+
+ + 4+ + + +

+ +

com as concentracdes subletais de dimetoato e seus respectivos controles, ao longo dos dias
de exposicéo (Figura 2).

Assim como as células digestivas, as células regenerativas apresentaram as mesmas
caracteristicas histolégicas tipicas em todos 0s grupos experimentais (Figura 2):
agrupamentos (ninhos) de células pequenas cujo apice ndo chega a luz do ventriculo, de
formato esférico ou alongado, com nucleo baséfilo acompanhando o formato da célula e

citoplasma contendo regides basofilas dispersas.
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Figura 2. Fotomicrografias dos ventriculos de abelhas operérias recém-emergidas de A. mellifera africanizada,
com ou sem exposicdo ao dimetoato, submetidos a técnica HE. (A) Grupo controle 1 dia. (B) Grupo controle 5
dias. (C) Grupo exposto a CLs/100 por 1 dia. (D) Grupo exposto a CLso/100 por 5 dias. (E) Grupo exposto a

CLso/10 por 1 dia. (F) Grupo exposto a CLso/10 por 5 dias. (G) Grupo controle 13 dias. (H) Grupo exposto a
CLs¢/100 por 13 dias. dc = células digestivas; L = limen; rc = células regenerativas.
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5.4.3 Analise histoquimica

A partir da realizacdo das andlises histoquimicas foi possivel identificar
macromoléculas especificas presentes no ventriculo. Os resultados referentes a intensidade de
coloracgdo observada nessas estruturas estdo resumidos na Tabela 1.

A técnica Xylidine Ponceau evidenciou as proteinas totais presentes no citoplasma e
nacleo das células digestivas e regenerativas. A intensidade de coloragdo observada foi a
mesma em todos os grupos (Figura 3), indicando ndo haver diferencas entre 0s grupos
expostos ao dimetoato e seus respectivos controles. A técnica Azul de Toluidina evidenciou
acidos nucléicos e macromoléculas acidas presentes nas celulas digestivas e regenerativas.
N&o foram observadas diferencas entre 0s grupos, quanto a presenca e distribuicdo dessas
moléculas (Figura 4). A técnica PAS-Alcian Blue marcou polissacarideos neutros presentes
na substancia amorfa que recobre a superficie das microvilosidades das células digestivas.
Essas regides foram marcadas pelo reativo de Schiff, resultando em uma coloracéo rosa. N&do
foram observadas regides coradas pelo Alcian Blue. As células regenerativas apresentaram
reacao negativa a essa técnica, ndo sendo identificadas no tecido. De uma forma geral, todos
0S grupos experimentais apresentaram as mesmas intensidades de reacdo histoquimica (Figura
5).
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Figura 3. Fotomicrografias dos ventriculos de abelhas operarias recém-emergidas de A. mellifera africanizada,
com ou sem exposicdo ao dimetoato, submetidos & técnica Xylidine Ponceau. (A) Grupo controle 1 dia. (B)
Grupo controle 5 dias. (C) Grupo exposto a CLse/100 por 1 dia. (D) Grupo exposto a CLs,/100 por 5 dias. (E)
Grupo exposto a CLs/10 por 1 dia. (F) Grupo exposto a CLse/10 por 5 dias. (G) Grupo controle 13 dias. (H)
Grupo exposto a CLs/100 por 13 dias. dc = células digestivas; L = limen; rc = células regenerativas.
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Figura 4. Fotomicrografias dos ventriculos de abelhas operarias recém-emergidas de A. mellifera africanizada,
com ou sem exposi¢do ao dimetoato, submetidos a técnica Azul de Toluidina. (A) Grupo controle 1 dia. (B)
Grupo controle 5 dias. (C) Grupo exposto a CLse/100 por 1 dia. (D) Grupo exposto a CLsx/100 por 5 dias. (E)
Grupo exposto a CLs/10 por 1 dia. (F) Grupo exposto a CLse/10 por 5 dias. (G) Grupo controle 13 dias. (H)
Grupo exposto a CLs/100 por 13 dias. dc = células digestivas; L = limen; rc = células regenerativas.
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Figura 5. Fotomicrografias dos ventriculos de abelhas operarias recém-emergidas de A. mellifera africanizada,
com ou sem exposi¢do ao dimetoato, submetidos & técnica PAS-Alcian Blue. (A) Grupo controle 1 dia. (B)
Grupo controle 5 dias. (C) Grupo exposto a CLse/100 por 1 dia. (D) Grupo exposto a CLso/100 por 5 dias. (E)
Grupo exposto a CLs/10 por 1 dia. (F) Grupo exposto a CLse/10 por 5 dias. (G) Grupo controle 13 dias. (H)
Grupo exposto a CLs/100 por 13 dias. ep = epitélio; L = [imen; mv = microvilosidades.
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5.4.4 Anélise ultraestrutural

A analise ultraestrutural permitiu a observacao de detalhes das estruturas presentes nas
células digestivas e regenerativas, complementando as analises histolégicas e histoquimicas.

As células digestivas dos grupos controles de 1, 5 e 13 dias apresentaram estruturas
celulares com caracteristicas bastante semelhantes (Figuras 6 a 8). Estas células possuem trés
regibes bem definidas: basal, mediana e apical. Na regido basal, apresentam extenso contato
com a lamina basal e a membrana plasmatica forma um labirinto basal bastante elaborado. Ao
redor desta estrutura existem muitas mitocéndrias, reticulos endoplasmaticos rugosos (RERs),
ribossomos e polirribossomos livres. Na regido mediana, € possivel observar o nicleo com
formato ovalado acompanhando o formato colunar da célula. O ndcleo possui extensas
regibes de cromatina descondensada (eucromatina) no seu interior e pequenas regides de
cromatina condensada (heterocromatina) e, em geral, observa-se um ou mais nucléolos
reticulares. O envoltorio nuclear € regular, apresentando poucas sinuosidades em algumas
regibes e o0 espaco entre as membranas nucleares é bastante regular, sem espessamentos.
Proximas ao nucleo estdo presentes extensas regides de RERS com muitos ribossomos
aderidos, lamen levemente dilatado em algumas porcdes e conteudo eletrondenso.
Adicionalmente, na regido mediana sdo observados complexos de Golgi com cisternas
paralelas, bem préximas umas das outras, com material eletrondenso no limen. Algumas
cisternas apresentam limen dilatado e a formacdo de vesiculas nas extremidades. Na regido
apical existe um acumulo de vacutolos, grandes estruturas com formato esférico ou ovalado,
envolto por membrana. Aparentemente, a maior parte dessas estruturas apresentam interior
homogeneamente eletronlicido. Em alguns vaclolos é possivel observar resquicios de
material celular. A forma, tamanho e quantidade de vacutolos variaram de célula para célula,
em cada individuo observado. Préximo a membrana plasmatica apical ha grande acumulo de
mitocbndrias de formato alongado, sinuoso, com membranas e cristas evidentes e matriz
eletrondensa. A membrana plasmatica apical forma muitas microvilosidades finas e longas em
direcdo ao lumen do ventriculo. As células digestivas dos grupos expostos as concentragdes
subletais de dimetoato apresentaram as mesmas caracteristicas ultraestruturais descritas
acima, sendo muito semelhantes aos seus respectivos controles (Figuras 6 a 8).

As células regenerativas dos grupos controles de 1, 5 e 13 dias também apresentaram
caracteristicas ultraestruturais muito parecidas entre si (Figuras 9 a 11). As células mais
internas dos ninhos apresentaram formato esférico e nucleo esférico, enquanto que as mais

externas possuem formato alongado, mais préximo do colunar, com ndcleo ovalado. O nucleo
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Figura 6. Eletromicrografias de transmissdo das células digestivas dos ventriculos de abelhas operérias recém-
emergidas de A. mellifera africanizada. A figura mostra as principais estruturas celulares dos grupos expostos ao
dimetoato por 1 dia e seu respectivo controle. (A) Nicleo de uma célula do grupo controle. (B) Nucleo de uma
célula do grupo exposto a CLso/100. (C) Ndcleo de uma célula do grupo exposto a CLs/10. (D) Reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) de uma célula do grupo controle. (E) RER de uma célula do grupo exposto a
CLs¢/100. (F) RER de uma célula do grupo exposto a CLs/10. (G) Vacutolos de uma célula do grupo controle.
(H) Vacuolos de uma célula do grupo exposto a CLs/100. (1) Vactolos de uma célula do grupo exposto a
CLs/10. (J) Mitocdndrias de uma célula do grupo controle. (K) Mitocondrias de uma célula do grupo exposto a
CLs¢/100. (L) Mitocdndrias de uma célula do grupo exposto a CLs/10. eu = eucromatina; Gc = complexo de
Golgi; het = heterocromatina; m = mitocondria; ne = envoltorio nuclear; nu = nucléolo; rer = RER; va = vacuolo.
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Figura 7. Eletromicrografias de transmissdo das células digestivas dos ventriculos de abelhas operérias recém-
emergidas de A. mellifera africanizada. A figura mostra as principais estruturas celulares dos grupos expostos ao
dimetoato por 5 dias e seus respectivos controles. (A) Nucleo de uma célula do grupo controle. (B) Nucleo de
uma célula do grupo exposto a CLse/100. (C) Nicleo de uma célula do grupo exposto & CLso/10. (D) Reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) de uma célula do grupo controle. (E) RER de uma célula do grupo exposto a
CLs¢/100. (F) RER de uma célula do grupo exposto a CLs/10. (G) Vacutolos de uma célula do grupo controle.
(H) Vacuolos de uma célula do grupo exposto a CLso/100. (1) Vacutolos de uma célula do grupo exposto a
CLs/10. (J) Mitocdndrias de uma célula do grupo controle. (K) Mitocondrias de uma célula do grupo exposto a
CLs¢/100. (L) Mitocdndrias de uma célula do grupo exposto a CLsy/10. eu = eucromatina; het = heterocromatina;
m = mitoc6ndria; n = ndcleo; ne = envoltorio nuclear; nu = nucléolo; rer = RER; va = vactolo.
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Figura 8. Eletromicrografias de transmissdo das células digestivas dos ventriculos de abelhas operérias recém-
emergidas de A. mellifera africanizada. A figura mostra as principais estruturas celulares do grupo exposto ao
dimetoato por 13 dias e seu respectivo controle. (A) Nicleo de uma célula do grupo controle. (B) Nucleo de uma
célula do grupo exposto a CLso/100. (C) Reticulo endoplasmatico rugoso (RER) de uma célula do grupo
controle. (D) RER de uma célula do grupo exposto a CLs/100. (E) Vacuolos de uma célula do grupo controle.
(F) Vactolos de uma célula do grupo exposto a CLs,/100. (G) Mitocdndrias de uma célula do grupo controle.
(H) Mitocéndrias de uma célula do grupo exposto a CLs,/100. eu = eucromatina; het = heterocromatina; m =
mitocondria; n = nicleo; ne = envoltorio nuclear; nu = nucléolo; rer = RER; va = vacuolo.
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as células regenerativas dos ventriculos de abelhas operérias
recém-emergidas de A. mellifera africanizada. A figura mostra as principais estruturas celulares dos grupos
expostos ao dimetoato por 1 dia e seus respectivos controles. (A) Nucleo de uma célula do grupo controle. (B)
Nucleo de uma célula do grupo exposto & CLs0/100. (C) Nucleo de uma célula do grupo exposto & CLs,/10. (D)
Mitocondrias de uma célula do grupo controle. (E) Mitocondrias de uma célula do grupo exposto a CL5/100. (F)
Mitocondrias de uma célula do grupo exposto a CLse/10. (G) Reticulo endoplasmatico rugoso (RER) de uma
célula do grupo controle. (H) RER de uma célula do grupo exposto a CLse/100. (1) RER de uma célula do grupo
exposto & CLs/10. (J) Complexo de Golgi de uma célula do grupo controle. (K) Complexo de Golgi de uma
célula do grupo exposto a CLso/100. (L) Complexo de Golgi de uma célula do grupo exposto a CLso/10. eu =
eucromatina; G¢ = complexo de Golgi; het = heterocromatina; m = mitocéndria; n = nlcleo; ne = envoltdrio
nuclear; nu = nucléolo; rer = RER.
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Figura 10. Eletromicrografias de transmissdo das células regenerativas dos ventriculos de abelhas operérias
recém-emergidas de A. mellifera africanizada. A figura mostra as principais estruturas celulares dos grupos
expostos ao dimetoato por 5 dias e seus respectivos controles. (A) Nucleo de uma célula do grupo controle. (B)
Nucleo de uma célula do grupo exposto & CLs0/100. (C) Nucleo de uma célula do grupo exposto & CLso/10. (D)
Mitocondrias de uma célula do grupo controle. (E) Mitocondrias de uma célula do grupo exposto a CL5/100. (F)
Mitocondrias de uma célula do grupo exposto a CLsp/10. (G) Reticulo endoplasmatico rugoso (RER) de uma
célula do grupo controle. (H) RER de uma célula do grupo exposto a CLse/100. (1) RER de uma célula do grupo
exposto a CLs/10. (J) Complexo de Golgi de uma célula do grupo controle. (K) Complexo de Golgi de uma
célula do grupo exposto a CLso/100. (L) Complexo de Golgi de uma célula do grupo exposto a CLs/10. eu =
eucromatina; G¢ = complexo de Golgi; het = heterocromatina; m = mitocéndria; n = nlcleo; ne = envoltorio
nuclear; nu = nucléolo; rer = RER.
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Figura 11. Eletromicrografias de transmissdo das células regenerativas dos ventriculos de abelhas operérias
recém-emergidas de A. mellifera africanizada. A figura mostra as principais estruturas celulares do grupo
exposto ao dimetoato por 13 dias e seu respectivo controle. (A) Nucleo de uma célula do grupo controle. (B)
Nucleo de uma célula do grupo exposto a CLse/100. (G) Mitocdndrias de uma célula do grupo controle. (H)
Mitocondrias de uma célula do grupo exposto a CLs,/100. (C) Reticulo endoplasmatico rugoso (RER) de uma
célula do grupo controle. (D) RER de uma célula do grupo exposto a CLs,/100. (E) Complexo de Golgi de uma
célula do grupo controle. (F) Complexo de Golgi de uma célula do grupo exposto a CL5,/100. eu = eucromating;
Gc = complexo de Golgi; het = heterocromatina; m = mitocondria; n = nicleo; ne = envoltorio nuclear; nu =
nucléolo; rer = RER.
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das células regenerativas possui um ou mais nucléolos reticulares bastante evidentes e é
composto principalmente por eucromatina, com poucas regides de heterocromatina proximas
ao envoltdrio nuclear e no interior do nlcleo. O envoltério nuclear em geral é regular, ou seja,
sem sinuosidades pronunciadas e com espago intermembranar de espessura constante. O
citoplasma dessas células é repleto de ribossomos e polirribossomos (mais comuns),
distribuidos de forma homogénea. Possui mitocondrias alongadas com membranas e cristas
evidentes, e matriz eletrondensa. O RER é pouco desenvolvido e os complexos de Golgi
apresentam caracteristicas tipicas, como descrito para as células digestivas. Ndo foram
observadas diferencas ultraestruturais entre 0s grupos expostos as concentracdes subletais de

dimetoato e seus respectivos controles (Figuras 9 a 11).
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5.5 DISCUSSAO

Os resultados dos testes enzimaticos mostraram o aumento consideravel da atividade
da CaE nas abelhas expostas por 13 dias em relacdo as expostas por 1 e 5 dias. Isso indica que
as abelhas mais velhas possuem maior atividade dessa enzima de desintoxica¢do nos tecidos
do ventriculo em relagdo as abelhas mais jovens. Assim como a atividade da CaE observada
no presente trabalho, outras enzimas de desintoxicacdo com fungdes semelhantes apresentam
esse padrdo de variacdo da atividade em funcéo da idade. Segundo Smirle e Winston (1988),
abelhas com 14 ou mais dias de idade possuem alta atividade especifica da glutationa-S-
transferase e de oxidases de fungbes mistas. No entanto, as abelhas com idades entre 1 e 5
dias apresentaram baixos niveis de proteinas e baixa atividade especifica dessas enzimas.
Essas observacdes sugerem que as abelhas mais velhas possuem mecanismos bioquimicos
elaborados na defesa do organismo contra xenobidticos, principalmente durante a fase de
forrageamento, na qual as abelhas entram em maior contato com ambientes possivelmente
contaminados com residuos de pesticidas e outros xenobioticos.

A analise enzimatica da CakE também mostrou a influéncia de concentracdes subletais
de dimetoato na atividade dessa enzima. A CL50/100 ndo alterou a atividade da CaE apds 1 e
5 dias de exposicdo. Isso indica que essa concentracdo provavelmente € muito baixa para
produzir efeitos apds alguns dias de exposicdo. Porém, apos 13 dias de exposicdo continua a
essa concentracdo foi observada diminuicao significativa da atividade da CaE, mostrando que
em um periodo de exposicdo mais longo essa concentracdo baixa pode induzir alteracdes no
sistema de desintoxicacdo do organismo. Nao foi observada alteracéo da atividade da CaE em
abelhas expostas a CLso/10 ap6s 1 dia. Mesmo sendo a concentracdo mais alta testada no
presente trabalho, a exposicdo de 1 dia pode ainda ter sido muito curta para que pudesse
causar efeitos consideraveis no sistema de desintoxicacdo dessas abelhas. Ja apds 5 dias de
exposicdo, houve a diminuicdo significativa da atividade da CaE, indicando que essa
concentracdo causa alteragdes quando exposta de forma continua, por mais tempo. Dessa
forma é possivel dizer que concentracfes subletais de dimetoato promoveram a inibicdo da
atividade enzimatica da CaE nos periodos mais longos de exposigéo.

A inibicdo da CaE por inseticidas organofosforados é observada em estudos com
abelhas (YU; ROBINSON; NATION, 1984) e com outros invertebrados terrestres como as
minhocas (VELKI; HACKENBERGER, 2012). Essa inibicdo € considerada como um
resultado dos mecanismos de desintoxicagdo do organismo para diminuir a concentragéo de

moléculas de inseticida que chega ao alvo de acdo, no caso, a enzima AChE (CHANDA et al.,
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1997; MAXWELL, 1992). Sabe-se que a CaE participa ativamente da desintoxicacdo de
organofosforados ligando-se de forma irreversivel (1:1) as moléculas de inseticida
(CHAMBERS et al., 1994; MAXWELL, 1992; WHEELOCK; SHAN; OTTEA, 2005). Essa
acdo faz com que as moléculas de inseticida sejam sequestradas, ou seja, removidas de
circulagdo. Porém, ao se ligarem de forma irreversivel ao inseticida, as CaEs ficam inativas,
impedidas de catalisarem outras reacGes. Provavelmente, € por esse motivo que houve a
diminuicdo (inibicdo) da atividade dessa enzima para o substrato acetato de p-naftila nos
grupos tratados com a CLso/100 por 13 dias e com a CLse/10 por 5 dias. Essa diminui¢éo da
atividade enzimatica indica que os tecidos do ventriculo tiveram suas CaEs inibidas
justamente por estarem combatendo a intoxicacao pelo dimetoato, se ligando as moléculas de
inseticida. De uma forma geral, essas informagfes sugerem que as CaEs protegeram 0s
tecidos do ventriculo, atuando de forma importante ao longo do periodo de exposicéo,
evitando possiveis prejuizos induzidos pelo dimetoato. Essa pode ser uma possivel explicacéo
para a auséncia de alteracOes celulares e teciduais no ventriculo apos a exposi¢do continua as
concentragdes subletais de dimetoato.

As andlises histologicas e histoquimicas revelaram auséncia de alteracfes no epitélio
ventricular dos grupos expostos ao dimetoato em comparacdo aos seus controles, seja nas
células digestivas, seja nas células regenerativas. Da mesma forma, a ultraestrutura das
organelas desses dois tipos celulares permaneceu inalterada ap0s a exposicdo ao inseticida.
Inicialmente, o dimetoato tem como principal 6rgdo-alvo o sistema nervoso central dos
insetos, promovendo a inibicdo da AChE que resulta em paralisia espastica seguida de morte
do inseto (CLAUDIANOS et al., 2006). No presente trabalho foi utilizada a via oral como
forma de exposicdo ao dimetoato. Assim que o inseticida € ingerido pelas abelhas, um dos
principais O0rgdos que entra em contato direto com o inseticida é o ventriculo. Com isso,
poderia se esperar que os tecidos desse 6rgdo sofressem alteracbes morfoldgicas ou
histoquimicas decorrentes dessa forma de exposicdo, uma vez que ele faz a digestdo e
absor¢do dos alimentos e das demais substéncias ingeridas. Porém, ndo foram observados
danos nesses tecidos, indicando que, de alguma forma, o ventriculo ndo foi afetado pela
exposicdo ao dimetoato. Nesse caso, esse Orgdo pode ter sido protegido pela acdo de
desintoxicacdo das CaEs presentes nos tecidos, as quais se ligaram de forma irreversivel as
moléculas de dimetoato, impedindo possiveis efeitos citotdxicos desse inseticida.

Com base nessas informagdes, conclui-se que a intoxicagdo oral por concentragfes
subletais de dimetoato inibe a atividade da CaE no ventriculo de abelhas africanizadas, em
periodos mais longos de exposigcdo ao inseticida, mas ndo promove alteracfes celulares e
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teciduais nesse 6rgdo. A inibicdo da CaE pode ter sido o resultado da acdo dessa enzima ao se
ligar irreversivelmente as moléculas de dimetoato, atuando na desintoxicacdo do ventriculo.
Estudos posteriores relacionados a metabolizagdo e absorcdo do dimetoato nos tecidos do
ventriculo podem ajudar a entender melhor essas questdes.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho avaliou a toxicidade oral do dimetoato para abelhas africanizadas.
Com base na CLsp obtida (7,96 ng i. a./uL de dieta) é possivel dizer que esse inseticida é
altamente téxico. Essa alta toxicidade oral faz com que concentracfes subletais de dimetoato
(CLs0/100 e CLso/10) possam prejudicar esses organismos de alguma forma, o que pdde ser
observado ao longo deste trabalho.

A analise de sobrevivéncia de abelhas expostas a cada uma das concentragdes
subletais testadas mostrou que a CLso/100 ndo alterou a sobrevivéncia, com um TSsg
aproximado de 13 dias, semelhante ao grupo controle. No entanto, a CLso/10 promoveu uma
consideravel diminuicdo da sobrevivéncia, com um TSs, aproximado de 5 dias. Esses
resultados, além de chamarem a atencdo para os efeitos prejudiciais da CLso/10, foram
utilizados como referéncia para estabelecer periodos de exposi¢do continua considerados nas
analises enzimaticas, histologicas, histoquimicas e ultraestruturais dos corpos pedunculados e
ventriculos. Dessa forma, os grupos expostos a CLsp/100 foram analisados até 13 dias e 0s
grupos expostos a CLsp/10 foram analisados até 5 dias. Para essas analises também foram
considerados os efeitos da exposicdo aguda (apds 1 dia) as concentragdes subletais.

Quando as abelhas ingerem a dieta contendo concentraces subletais de dimetoato,
moléculas desse inseticida entram em contato com o sistema digestorio, principalmente com o
ventriculo. Esse 6rgdo é responsavel pela digestdo e absorcdo das substancias ingeridas na
alimentacdo. Outra funcdo exercida pelo ventriculo é a sintese de enzimas envolvidas em
mecanismos de desintoxicacdo contra xenobioticos, sendo a CaE uma das principais atuantes
nesse processo. Assim que as moléculas de dimetoato chegam ao ventriculo, as CaEs fazem
seu papel na desintoxicacdo se ligando de forma irreversivel a essas moléculas, ficando
inibidas. Com isso, parte das moléculas de dimetoato acabam sendo capturadas e inutilizadas
pelas CaEs, diminuindo os possiveis prejuizos nos tecidos do ventriculo. Isso pbde ser
comprovado pela ndo observagdo de alteracBes histoldgicas, histoquimicas e ultraestruturais
nas celulas digestivas e regenerativas do ventriculo e pela diminuigdo da atividade da CakE
observada nos grupos expostos a CLso/100 por 13 dias e a CLso/10 por 5 dias. Esses
resultados indicam que a intoxicacdo pelo dimetoato foi combatida, principalmente nos
periodos de maior exposicdo as concentragdes subletais, e os tecidos do ventriculo foram
protegidos.

O mecanismo de desintoxicacgdo realizado pelas CaEs do ventriculo pareceu ser eficaz
contra a exposicao a CLso/100. Os resultados da atividade enziméatica mostram que ndo houve
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inibicdo da AChE presente no cérebro (alvo da acdo do dimetoato) para essa concentracao.
Ainda que a exposicdo a essa concentracdo subletal tenha promovido leves alteracdes
histologicas e histoquimicas em poucas células de Kenyon dos corpos pedunculados, essas
alteracbes foram toleradas ou recuperadas pelo organismo apds 13 dias de exposicdo, ndo
sendo prejudiciais a ponto de afetar a sobrevivéncia dessas abelhas.

Embora os tecidos do ventriculo tenham sido preservados, provavelmente, pela acdo
das CaEs, uma parte das moléculas de dimetoato foi absorvida pelo epitélio ventricular. Apos
a absor¢do, moléculas de inseticida chegaram ao sistema circulatorio e, finalmente, ao sistema
nervoso central, alvo da acdo do dimetoato. Isso ficou evidente pela observacéo dos efeitos da
CLso/10 no cérebro das abelhas, principalmente apos 5 dias de exposicdo. Além da inibicao da
AChE, foram identificadas considerdveis alteracbes histologicas, histoquimicas e
ultraestruturais nas células de Kenyon. Essas alteracGes sugerem que essas células estavam
em estagios iniciais de morte celular, o que pode acabar prejudicando fungdes importantes do
organismo, como comunicacdo, aprendizado e orientacdo. Essas alteracbes enzimaticas e
morfologicas podem ainda ter contribuido para a diminuicdo da sobrevivéncia dessas abelhas,
como foi observado no presente estudo.

A CLs0/100 ndo causou grandes prejuizos para as abelhas, uma vez que as poucas
alteracdes morfoldgicas identificadas foram toleradas ou recuperadas pelo organismo, néao
afetando a sobrevivéncia. A atuacdo da CaE na desintoxicacdo do ventriculo permitiu a
protecdo desse 6rgdo e minimizou os efeitos dessa concentracdo subletal na atividade da
AChE do cérebro e nas células de Kenyon dos corpos pedunculados. A CLso/10 promoveu
consideraveis alteracdes histoldgicas, histoquimicas e ultraestruturais nessas células,
principalmente apds 5 dias de exposi¢do, comprovadas pela inibicdo da AChE nesse periodo.
A atuacdo da CaE na desintoxicacdo do ventriculo para essa concentracdao subletal tambem
protegeu esse Orgao, mas isso ndo foi suficiente para evitar os prejuizos morfolégicos
observados nas células de Kenyon, a inibicdo da AChE e a reducdo da sobrevivéncia.
Portanto, o dimetoato € altamente toxico para as abelhas africanizadas e mesmo uma
concentracdo dez vezes menor que a ClLsp pode causar prejuizos que afetem a vida desses

insetos.
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7 CONCLUSOES GERAIS

Com base nos resultados obtidos conclui-se que:

O dimetoato apresentou alta toxicidade oral para operarias recém-emergidas de
A. mellifera africanizada, com CLs equivalente a 7,96 ng i. a./uL de dieta.

A CLs/100 ndo afetou a sobrevivéncia dessas abelhas, mas a CLso/10
promoveu uma reducéo significativa do tempo médio de vida.

A CLs/100 ndo alterou a atividade enzimatica da AChE presente no cérebro
das abelhas, nos periodos de exposicdo testados. A exposicdo a CLse/10
durante 5 dias promoveu a inibi¢do da atividade dessa enzima.

A CLso/100 diminuiu a atividade enzimatica da CaE presente no ventriculo das
abelhas ap6s 13 dias de exposicdo. A exposicdo a CLso/10 durante 5 dias
também promoveu a diminuicdo da atividade dessa enzima.

A CLso/100 promoveu leves alteracdes histologicas e histoquimicas em poucas
células de Kenyon dos corpos pedunculados. Essas alteracdes foram toleradas
ou recuperadas apés 13 dias de exposicdo. A CLse/10 promoveu consideraveis
alteracdes histologicas, histoquimicas e ultraestruturais nessas ceélulas,
principalmente apos 5 dias de exposicéo.

Tanto a CLsp/100 quanto a CLso/10 ndo promoveram alteracBes histologicas,

histoquimicas e ultraestruturais nas células do ventriculo.
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