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RESUMO
As abelhas contribuem para a manutencdo das espécies vegetais no nicho
ecolégico onde vivem. Alguns compostos quimicos encontrados em inseticidas
utilizados na agricultura (fipronil), ou lancados no meio com residuos industriais
(dcido bdrico) sao téxicos para as abelhas. Assim, objetivou-se avaliar a
atividade toxica desses compostos em doses subletais, bem como, analisar as
alteracdes morfoldgicas (citoplasmaticas e nucleares) do corpo gorduroso e
tubulos de Malpighi. As analises estatisticas para o experimento realizado com
acido bérico (0,75% m/m) e fipronil (0,1 ng/abelha/dia) mostraram que os perfis
de sobrevivéncia das abelhas que ingeriram a dieta contaminada foram
significativamente diferentes ao perfil de sobrevivéncia apresentado pelo grupo
controle (p<0,0001). As analises morfologicas confirmam que os inseticidas
fipronil e acido bdrico, apresentam citotoxicidade em doses subletais, dentre
essas alteracdes, destaca-se: nos tubulos de Malpighi aparente liberacdo de
material celular para o lumen, alguns nucleos picnéticos e bordo em escova
gue em alguns casos bloguearam o lumen do 6rgdo, em algumas células
notou-se caracteristicas morfolégicas de degeneracdo. No corpo gorduroso de
abelhas destacam-se intensa atividade de coalescéncia vacuolar, nucleos
picnéticos e alguns nucleos dos trofécitos com aparente ramificacéo.
Ultraestruturalmente destaca-se 0 aumento da porcdo apical das
microvilosidades, dilatagcbes das cisternas dos reticulos endoplasmaticos
rugoso, presencga de vesiculas e acumulo de polirribossomos no citoplasma
para os tubulos de Malpighi dos grupos experimentais tratados com fipronil e
acido bdrico. As andlises do corpo gorduroso mostram o0 aumento da
guantidade, coalescéncia, depdsitos lipidicos e protéicos nos vacuolos nos
trofécitos do corpo gorduroso. Os resultados apresentados mostram que as
doses utilizadas de acido bérico e fipronil sdo subletais as abelhas, ja que
houve uma taxa de sobrevivéncia relativamente alta por um periodo de tempo

prolongado, conduzindo, portanto, a efeitos cronicos.



ABSTRACT
Bees help to maintain the plant species in the ecological niche where they live. Some
chemicals found in pesticides used in agriculture (fipronil), or thrown in the ambient
with industrial waste (boric acid) are toxic to bees. The objective was to evaluate the
toxic activity of these compounds at sublethal doses, as well as analyze the
morphological (cytoplasmic and nuclear) of the fat body and Malpighian tubules. In
the experimental groups, the compounds were added to the diet (Candi). The
concentration of fipronil used in the experiment was 0.1 pg/kg of candi and the
concentration of boric acid was 0.75% (m/m). Statistical analysis for the experiment
conducted with fipronil and boric acid profiles showed that the survival of bees that
ingested the contaminated diet were significantly different to the profile of survival
made by the control group (p <0.0001). Morphologically, in control group, changes
found in Malpighian tubules of bees treated with boric acid and fipronil were subtle,
showing apparent release of cellular material into the lumen, some pyknotic nuclei
and, in some cases, brush border blocking the lumen organ, in some cells we
observed morphological features of degeneration. Morphological changes are
evident in the fat body of bees treated with fipronil and boric acid compared to control
group. Among these changes, stand out intense activity of vacuolar coalescence,
pyknotic nuclei and some nuclei of trophocytes with apparent branching.
Histochemically, the cells of the Malpighian tubules showed, by the reaction of
Bromophenol Blue, proteic activity more apparent in the treated groups compared to
controls. The reaction of the PAS-Alcian Blue revealed the presence of glycoproteins
in the apical portion of the cells of the Malpighian tubules of the treated groups. For
the Feulgen reaction, we observed a high degree of chromatin compaction. The
proteic activity in fat body, measured by reaction of Bromophenol Blue, there
appeared differentiated between both groups. Tests for glycoproteins, by the reaction
of the PAS-Alcian Blue, showed a greater amount of these substances in the treated
groups. For the Feulgen reaction, the fat body cells showed higher degree of
chromatin compaction. Ultrastructurally, the cells of the Malpighian tubules showed
intense vacuolation in the treated groups, as well as the presence of mineralized
granules, cytoplasmic concretions, evagination of the nuclear envelope, expansion of
the apical portion (microvilli), release secretions into the lumen, altered mitochondrial
cristae , rough endoplasmic reticulum with dilated cisterns and intense release of
ribosomes to the cytoplasm, but in treated group and control group, the basal lamina



and plasma membrane were shown to be intact. In fat body, among the changes
highlighted in the treated groups compared to control group, we highlight the intense
vacuolation, vacuolar coalescence, rough endoplasmic reticulum with intense release
of ribosomes into the cytoplasm, and ferritin accumulation in cisterns. As in the
Malpighian tubules, the basal lamina and plasma membrane of the fat body cells
proved to be intact. The results showed that the dose of fipronil and boric acid are
sub-lethal to bees, since there was a relatively high survival rate for an extended

period of time, leading thus to chronic effects.
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Introducéo 1

1. INTRODUCAO

A espécie Scaptorigona postica (Latreille, 1807) também conhecida
como “mandaguari”, estd inserida na subfamilia Meliponinae e agrupada na
tribo Trigonini, constitui 0 grupo de abelhas com grau de organizacao social,
comportamento classificado como eussocial, em razdo das suas rainhas terem
perdido a capacidade de viverem isoladas.

As castas nas abelhas eussociais refletem uma divisdo das funcdes
reprodutivas (rainhas) e de manutencdo da colonia (operarias) entre fémeas,
assim as rainhas séo individuos férteis e as operarias em geral consideradas
estéreis. No entanto, na maioria dos meliponideos, diferentemente, do que
ocorre em Apis, as operarias desenvolvem ovarios mesmo na presenca da
rainha e pdem ovos, alguns dos quais servem de alimento para as rainhas e
outros podem originar machos (BEIG; SAKAGAMI, 1964; BEIG, 1971; BEGO,
1983; KOEDAM et al., 2005; OLIVEIRA, 2005; VELTHUIS et al., 2005).

Os meliponideos, compreendidos pelas abelhas sem ferrdo, séo
reconhecidos como os principais polinizadores de algumas culturas, tais como
melancia (Citrus lanatus L.), cebola (Allium cepa L.), girassol (Helianthus
annuus L.), café (Coffea arabica L.) entre outras (MACIEIRA; PRONI, 2004).

As operarias campeiras sdo excelentes insetos polinizadores e, portanto,

contribuem para a manutencdo da biodiversidade das espécies vegetais no
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nicho ecologico onde vivem (MALASPINA; SILVA-ZACARIN, 2006). Sugere-se
gue um ter¢co da alimentacdo humana dependa direta ou indiretamente da
polinizagdo por abelhas (WILLIANS,1995). No entanto, para o controle de
artrépode-praga, o0s produtores, geralmente, fazem uso de produtos
fitossanitarios que, normalmente, sdo de amplo espectro de a¢céo, atuando nao
somente sobre a praga, mas também em insetos benéficos.

Ha muito tempo, trabalhos tém revelado a presenca de niveis
alarmantes de agrotoxicos nos ecossistemas, com acumulos significativos no
solo, na agua, no ar, nas plantas, nos animais e nos alimentos que, por meio
desses ultimos, podem chegar ao homem, ocasionando danos a sua saude
(EDWARDS, 1973, Usepa, TINGLE et al, 2003). Com este uso extensivo de
agrotoxicos, o impacto ambiental por esses quimicos é crescente. A acéo
impactante de um produto quimico esta relacionada com a sua caracteristica,
por isso é dependente do potencial de dispersdo do agente, da concentracao
encontrada no ambiente, além da prépria toxicidade do produto.

A apicultura é considerada como uma das mais antigas atividades
agropecuarias do mundo e, devido ao uso de produtos fitossanitarios no
controle de pragas e doencas, as populacdes de abelhas podem ser
adversamente afetadas por esses produtos, os quais podem causar repeléncia
ou morte desses insetos (CARVALHO, 2006).

De acordo com estimativas da FAO (2004), 73% das espécies vegetais
cultivadas no mundo séo polinizadas por alguma espécie de abelha, 19% por
moscas, 6,5% por morcegos, 5% por vespas, 5% por besouros, 4% por
borboletas e 4% por passaros. Kevan e Phillips (2001), avaliando o potencial
de organismos polinizadores, estimaram que somente o Canada faturou seis
milhGes de ddlares com a producdo de sementes de alfafa oriundas da
polinizagdo realizada por Apis mellifera. Em propor¢des mundiais a
contribuicdo para a economia, devido a presenca de polinizadores, foi estimada
em torno de 54 bilhdes de doélares por ano (KENMORE; KRELL, 1998).

Pesquisadores vém tentando desenvolver técnicas que permitam avaliar
e determinar o efeito de produtos quimicos sobre abelhas em condi¢cdes de
laboratério e campo. Segundo Carvalho (2006), exposicBes via contato,

pulverizagdo, fumigacdo e ingestdo, mostram resultados rapidos e confiaveis,
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sendo essas as técnicas mais eficientes. Atkins et al. (1991) avaliaram a
toxicidade de 399 produtos a abelhas e verificaram que 20% eram
extremamente toxicos, 15% moderadamente e 65% pouco ou nado toxico,
porém 50% dos compostos utilizados nas diversas culturas dos Estados Unidos
foram considerados moderadamente e altamente toxicos as abelhas.

Correlacionando o hébito alimentar das abelhas com a dificuldade de se
avaliar o efeito de produtos quimicos sobre esses insetos, Bendahou et al.
(1999) forneceram diretamente as coldnias, durante cinco meses consecutivos,
xarope de acucar contaminado com inseticidas a base de cipermetrina. Durante
18 semanas de tratamento, observou-se a mortalidade de abelhas nas
colméias, mas também se evidenciou a presenca de efeitos subletais quando
realizados testes laboratoriais em amostras de abelha, como glucosemia,
alteracdo da atividade da enzima ATPase, além de outras perturbacdes
fisioldgicas e comportamentais.

Pham-Delegue et al. (2002) propuseram alguns ensaios para avaliar os
efeitos sobre o comportamento de abelhas quando expostas a contaminacao
em doses subletais. Uma das técnicas empregada foi a avaliagédo da frequéncia
de entrada e saida das abelhas da colénia por meio de censo direto. Outras
técnicas estdo relacionadas com o comportamento de orientacdo e com testes
de residuos de pesticidas em produtos e subprodutos das abelhas, avaliando a
possivel contaminacao, empregando, por exemplo, técnicas de cromatografia.

El Hassani et al. (2005) avaliaram diferentes doses de fipronil
administradas as abelhas tanto topicamente como por meio de alimento
contaminado, e concluiram que, quando aplicado no térax do inseto na
dosagem de 0,001 pg/abelha, provocou dificuldade do inseto em detectar
presenca de acucares, fato ndo observado quando fornecido via ingestdo. Na
dosagem de 0,0005 pg/abelha, também na aplicacdo tépica, causou reducao
na capacidade olfativa e nenhum efeito sobre a atividade locomotora.
Entretanto, tem sido relatado por diversos pesquisadores, que alguns produtos,
como fipronil, apresentam grande capacidade de ocasionar efeitos subletais em
A. mellifera, ocasionando disturbios principalmente no olfato e na percepcao de

acucares.
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O fipronil pode ser caracterizado como um inseticida de contato e
ingestao, pois em algumas espécies, o efeito de ingestdo € o mais importante,
enquanto que em outras, a acdo de contato € a mais pronunciada. Varios
estudos tém demonstrado que o inseticida se liga ao canal de cloro e bloqueia
sua ativacao pelo acido gama-aminobutirico (GABA), uma substancia que
controla o fluxo de ions cloro através da membrana da célula nervosa. A
auséncia da inibicdo sinaptica causa uma hiperexcitacdo do sistema nervoso
central, o que leva o inseto a morte (BLOOMQUIST, 2009).

De acordo com as citagbes de Tingle et al. (2003), esse inseticida é
largamente usado nas culturas de algodao, arroz, batata, cana-de-acUcar,
cevada, feijao, milho, pastagens, soja e trigo, sob a formula comercial Regent®,
além de ser encontrado em formulacdes utilizadas na veterinaria, como, por
exemplo, o Frontline®, produto amplamente utilizado em cachorros e gatos
para controle de pulgas, carrapatos e piolhos mastigadores.

Pesquisas realizadas na Europa revelam que o inseticida fipronil,
utilizado nos cultivares explorados pelas abelhas, provoca a morte de 10 a 65%
dos individuos depois de 10 dias da aplicacdo deste composto quimico
(COLIN, 2004). Além disso, ha evidéncias que este composto pode
bioacumular-se nos tecidos dos organismos, além de afetar o sistema nervoso
central (TINGLE et al., 2003).

Asorey (2004) aponta outros problemas do uso do fipronil nas lavouras:
o apicultor afetado, na maior parte dos casos, abandona a atividade porque se
sente impotente diante do problema. De acordo com a Unido Nacional de
Apicultores Franceses, o inseticida fipronil foi responsavel pela eliminacédo de
milhares de col6nias de abelhas na Franca.

O Brasil € o quarto maior mercado de agrotoxicos do mundo e o oitavo
em uso por area cultivada. Dentre os produtos agricolas permitidos para uso no
pais, estd a molécula do inseticida fipronil utilizada no controle de varias
espécies de insetos-praga. Sua aplicacdo na maioria dos casos € feita por
pulverizacbes, sendo espalhado pelo vento para uma grande area. Nestas
ocasides, tem sido relatada grande mortalidade de abelhas em algumas
regides do Brasil, préximas a areas agricolas (MALASPINA et al., 2009). Este é

um dos muitos exemplos de problemas, sendo estes agrotoxicos,
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possivelmente, os responsaveis pela eliminacdo dos principais polinizadores
agricolas. Desta forma, estudos de impactos ambientais causados pelo uso
deste inseticida nas lavouras brasileiras e seus efeitos sobre insetos
polinizadores devem ser urgentemente realizados.

Neste contexto, as abelhas podem ser utilizadas como bioindicadores,
uma vez que elas sdo sensiveis aos efeitos toxicos do fipronil e de outras
substancias toxicas. Pesquisas apontam a importancia das abelhas A. mellifera
como bioindicadores para a deteccao de residuos de agrotoxicos em plantas
(MANSOUR, 1987) e também para a contaminacdo do ambiente por metais
pesados (RAES et al., 1992; TOPORCAK et al., 1992; CONTI; BOTRE, 2001).

Diversos trabalhos foram realizados avaliando a atividade téxica de
compostos quimicos sobre varias espécies de meliponineos (BALESTIARI,
1989; BRITO et al., 2002) e sobre A. mellifera (CINTRA, 2001; CARVALHO et
al., 2002 a,b), mas eles nao focalizam as alteracbes morfolégicas nos 6rgéos
desses insetos. Cruz et al. (2009), Malaspina et al. (2009), observaram
alteragbes morfolégicas induzidas por inseticidas em diversos orgaos de
abelhas, mas raros trabalhos mostram as alteragbes morfologicas no corpo
gorduroso e tdbulos de Malpighi de abelhas adultas, principalmente
meliponineos, tratadas com agentes quimicos. Sabe-se que estes 6rgaos estdo
relacionados, com o0 armazenamento de substancias e a excrecdo de
compostos quimicos e que a avaliacao da morfologia dos mesmos pode revelar
alteracfes ultra-estruturais induzidas por agentes toxicos.

Estudos morfoldgicos de células do tubulo de Malpighi (SOROUR, 2001)
de outros insetos estdo sendo realizados com a finalidade de detectar
alteragbes ultra-estruturais induzidas por contaminantes ambientais em doses
subletais. Sorour (2001) avaliou as alteracdes ultra-estruturais nos tubulos de
Malpighi do inseto Lethocerus niloticum (Hemiptera) causadas pela poluicdo do
lago, onde o mesmo foi coletado. Os resultados desse trabalho permitiram a
determinacao do impacto dos poluentes nas células do tubulo de Malpighi de L.
niloticum, sendo que este inseto pode ser utilizado como bioindicador em lagos
poluidos (SOROUR, 2001).

O &acido boérico é um inseticida inorganico eficaz, porém poucas sao as

informacdes a respeito de sua atuacdo na fisiologia dos insetos sabendo-se
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gue age no metabolismo, sendo abrasivo ao exoesqueleto quando usado em
pé (RUST, 1986). Os efeitos toxicos podem derivar da sua capacidade de criar
complexos com grupos funcionais organicos (KLOTZ et al., 2002).

Véarias hipoteses tém sido propostas para a acdo do acido bdarico,
incluindo o efeito abrasivo sobre a cuticula, provocando uma dessecacao lenta
ou a degeneracdo do epitélio do estbmago, como observado em ninfa de
baratas (COCHRAN, 1995). Recentemente, Habes et al. (2006) revelaram
evidéncias bioquimicas de uma acdo neurotdxica de acido borico sobre
baratas, além de morte de células do intestino, levando a morte provavelmente
por inani¢do, fato esse também descrito em intestino de formiga argentinas
tratadas com &cido bérico (KLOTZ et al. 2002) e sugerido para Atta sexdens
rubropilosa (SUMIDA et al., 2009).

O uso de insetos como bioindicadores em ecossistemas terrestres e
aquaticos sdo considerados de grande interesse nos estudos ecotoxicolégicos
(BRAECKAMAN; RAES, 1999; BRAECKAMAN et al., 1999, MALASPINA;
SILVA-ZACARIN, 2006), uma vez que 0 processo de bioacumulacdo de
compostos toxicos ambientais € comum em uma grande variedade de insetos
(INTRONA et al., 2001).

Trabalhos foram realizados avaliando a atividade tdxica de compostos
guimicos sobre vérias espécies de meliponineos (BALESTIARI, 1989) e sobre
A. mellifera (CINTRA, 2001). Alguns trabalhos analisaram a capacidade de
tolerancia das abelhas a determinados inseticidas (YU et al, 1984; SMIRLE;
WINSTON, 1988), verificando haver um mecanismo de desintoxicagao
eficiente, constituido, principalmente, de enzimas produzidas pelo intestino (YU
et al, 1984). Johnson et al. (2006) concluiram que o metabolismo de
desintoxicacdo, mediado pela enzima P450s, contribuiu para que abelhas
campeiras tolerassem inseticidas do grupo dos piretroides. Contudo, nédo
houve, nestes estudos, acompanhamento das possiveis alteracdes
morfologicas nos 6rgdos dessas abelhas.

Neste panorama, estudos morfolégicos de 6rgaos-alvos, tais como o
intestino e os tubulos de Malpighi, associando-se aos testes de toxicidade, sdo
de grande importancia para a elucidacdo da acdo desses compostos nos
insetos polinizadores, além de fornecer subsidios para a avaliacdo de como
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2. OBJETIVOS

Pelas propriedades toxicas do inseticida fipronil e acido boérico as
abelhas, pelo seu amplo uso na agricultura e na veterinaria, o presente trabalho
teve como objetivo:

- Analisar a possivel citotoxicidade de doses subletais dos inseticidas
fipronil e &cido bodrico, pela avaliagdo das alteracdes morfolégicas e
histoquimicas nos tubulos de Malpighi e corpo gorduroso, em operarias adultas
de Scaptotrigona postica e fornecer subsidios para futura utilizacdo destas

abelhas como bioindicadores em estudos ecotoxicoldgicos.

Rafael Alexandre Costa Ferreira



Revisao Bibliografica 9

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nos orgdos de animais submetidos a tratamentos com substancias
toxicas, que conduzem a um alto nivel de estresse nas células, pode ocorrer a
inducéo do processo de morte celular. Essa indugéo pode ocorrer ativando as
vias sinalizadoras intracelulares, por diversos agentes exdgenos e/ou
endogenos, culminando na ativacdo do programa de morte celular.

Pode-se classificar em trés tipos de acordo com suas caracteristicas
morfologicas. Tipo 1, conhecida como apoptose, tipo 2, como a autofagica e
tipo 3 a necrose (KERR, 1972). Nesse primeiro tipo de classificacdo, as mortes
celulares do tipo 1 e do tipo 2 sdo consideradas ‘Morte Celular Programada’,
enquanto que a necrose seria uma morte celular patolégica e ndo programada
geneticamente. Contudo, estudos recentes mostram que ha uma regulacdo
fisiologica em células necréticas e que a necrose ndo ocorre somente em
situacdes patolégicas, mas é também um componente de alguns processos
fisioldgicos, como renovacdo de tecidos, embriogénese e resposta imune
(PROSKURYAKOV et al., 2002).

Varios estudos foram realizados em tecidos de insetos, focalizando o
processo de morte celular programada a qual tem gerado muitas controvérsias
guanto a sua classificacdo, ja que as caracteristicas tipicas de apoptose,
estabelecidas em vertebrados, ndo estdo incondicionalmente presentes nas
células de insetos (LOCKSHIN; BEAULATON, 1974; CRUZ-LANDIM; SILVA de
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MORAES, 1977; LOCKSHIN, 1981, 1985; CRUZ-LANDIM; GIOMETTI, 1990;
HARTFELDER; STEIMBRUCK, 1997; GREGORC; BOWEN, 1996, 1998, 1999;
CAVALCANTE, 1998; DAI; GILBERT, 1997, 1999; SILVA de MORAES;
BOWEN, 2000; REGINATO; CRUZ-LANDIM, 2002; GREGORC et al., 2004).

Considerado como sendo o principal tipo de Morte Celular Programada,
a apoptose foi o principal foco dos extensivos estudos relacionados com o
processo de morfogénese e diferenciacdo de muitos tecidos e/ou 6rgdos, bem
como em resposta a algum defeito nas vias celulares de transducéo de sinal
(ALBERTS et al., 1994).

A morte celular autofagica (tipo 2) tem gerado grandes discussoes
devido a ambiguidade da funcdo do processo de autofagia, podendo ser um
mecanismo de protecdo e viabilidade da célula, por exemplo em condi¢des de
limitacdes de nutrientes e energia, ou levar a célula a morte (DEBNATH, 2005).

Em tecidos de insetos, a classificacdo do tipo de morte celular gera
controvérsias, pois exibe tanto caracteristicas de apoptose como de autofagia.
Silva-Zacarin (2007) demonstrou que a apoptose e a morte celular autofagica
contribuem para a degeneracdo eficiente da porcdo secretora das glandulas
salivares de A. mellifera no final do estagio larval.

Os tipos de morte celular sao classificados com base nas caracteristicas
morfolégicas distintas que as diferem uma das outras. Na apoptose, o nucleo e
o citoplasma se condensam, a célula morre e fragmenta-se em corpos
apoptoticos delimitados por membrana, os quais sdo fagocitados e digeridos
por macréfagos ou células vizinhas, portanto ndo ha vazamento do contetudo
celular. A autofagia tem como principal caracteristica o acimulo de vacuolos
autofagicos no citoplasma. Ja na necrose as células incham, a membrana
plasmética é rompida e ocorre extravasamento do contetdo citoplasméatico, o
gue pode provocar uma resposta inflamatéria (BOWEN et al, 1998).

A morte celular programada em insetos estd relacionada com a
reorganizacao tecidual que ocorre durante a metamorfose ou com a involugao
natural de algum 6rgao na fase adulta (GREGORC et al., 2004).

Alguns trabalhos ressaltam as alteragbes ultra-estruturais ocasionadas
pela exposicdo de cultura de células ao mercario organico e inorganico
(BRAECKMAN; RAES, 1999) e, também, ao cadmio (BRAECKMAN et al.,
1999). Os resultados dessas pesquisas revelam que doses subletais destes
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compostos quimicos causaram alteracdes ultra-estruturais nas células em
cultura. Os autores acreditam que estas alteragOes ultra-estruturais ndo séo
caracteristicas de necrose, mas da ativagdo da morte celular apoptética. Além
disso, eles acreditam que a manutencdo da maquinaria de sintese protéica
esteja relacionada com a sintese de proteinas de estresse (HSPs), em
resposta aos agentes quimicos testados nestas células. Silva-Zacarin et al.
(2006) também detectaram a ativacdo das HSPs em glandulas salivares de
larvas de abelhas tratadas com acaricidas em apiarios comerciais.

Estudos em orgaos de inseto-alvo de compostos toxicos ambientais sao
importantes para a avaliagdo do risco ecotoxicologico de determinada
substancia quimica. Neste contexto, a andlise das alteracbes morfologicas nas
células do corpo gorduroso e tubulos de Malpighi de insetos submetidos a
tratamentos com compostos quimicos contribuem para a avaliacao deste risco
ecotoxicélogico, uma vez que estes 0Orgdos estdo relacionados, com o

armazenamento de reservas e a excre¢ao de compostos quimicos.

3.1. Corpo Gorduroso

O excesso de alimento ingerido pelos insetos durante a fase larval fica
armazenado em um tecido denominado corpo gorduroso, o qual preenche
grande parte da cavidade do corpo dos insetos. Desta forma mantendo
reservas necessarias para a metamorfose, considerada fase de reorganizacao
e reconstrucdo mediada por hormonios, quando entao o inseto permanece sem
se alimentar (CONTE, 1994; CRUZ-LANDIM, 2004).

O corpo gorduroso nos insetos tem origem embrionaria de uma parte do
mesoderma somatico estendendo-se por todo o comprimento do inseto,
presente principalmente durante todo o periodo larval e pupal.

Durante esse periodo as células separam-se e na maioria das vezes se
histolizam, persistindo poucas até os primeiros dias da fase adulta; as
caracteristicas do corpo gorduroso do adulto surgem durante a metamorfose
das células contidas nos discos imaginais epidérmicos.

Estudos realizados por Buys (1924) no corpo gorduroso de oito ordens
diferentes de insetos mostram que nas formas larvais, em especial nos insetos
holometabolos, estes correspondem a um 6érgao distinto e algumas vezes

preenchem toda a cavidade do corpo. Cruz-Landim (2004) em estudos com
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Melipona quadrifasciata relata que no final da fase larval o corpo gorduroso
corresponde cerca de 65% do peso total desse inseto (BISHOP, 1923;
RUVOLO-TAKASUSUKI, 1988; GOITEN, 1989; CONTE; CRUZ-LANDIM, 1992;
CONTE, 1994; OLIVEIRA, 2003).

A organizacdo morfologica do corpo gorduroso apresenta variagoes,
podendo-se observar uma disposicdo segmentar na forma de fibras soltas,
[aminas ou l6bulos. O corpo gorduroso em Hemiptera apresenta-se como
formacbes lamelares, em Diptera como lamelas fenestradas, em Lepidoptera
na forma de fitas guarnecidas e em Orthoptera encontram-se corddes delgados
ligados ao tegumento. Em A. mellifera, tanto na larva quanto no adulto, o corpo
gorduroso esta distribuido em uma camada parietal localizada logo abaixo do
tegumento, entre os musculos intersegmentares e uma camada perivisceral
associada ao redor do trato digestorio (WIGGLESWORTH, 1974; CRUZ-
LANDIM, 1983; KEELEY, 1985; CONTE; CRUZ-LANDIM, 1992; CHAPMAN,
1991; CONTE, 1994; CRUZ-LANDIM, 2004; OLIVEIRA, 2003).

Por se encontrar na hemocele, o corpo gorduroso permanece imerso na
hemolinfa e esta circula através dos seus intersticios, permitindo que o0 mesmo
responda rapidamente as trocas de metabdlitos. As camadas sdo suportadas
fisicamente por um entrelacado de traquéias muito finas que parecem facilitar
0S processos oxidativos, pois penetram por todas as partes do referido 6rgéo
(CONTE, 1994; ROMA, 2007).

O corpo gorduroso dos insetos geralmente contém um Unico tipo de
célula, o trofécito ou adipdcito, funcionalmente diversificado e capaz de
armazenar carboidratos, lipideos e proteinas. Entretanto algumas ordens de
insetos podem apresentar trofocitos modificados, formando outros tipos
celulares especializados como as células de urato e micetécitos, ou associadas
aos trofocitos (KILBY, 1963; BUTTERWORTH, et al., 1967; CRUZ-LANDIM;
CONTE, 1992; LOCKE; COLLINS, 1966 e 1968; CHAPMAN, 1991; CONTE,
1994; OLIVEIRA, 2003; CRUZ-LANDIM, 2004; ROMA, 2007).

Os trofdcitos do corpo gorduroso sdo a principal sede do metabolismo
intermediario dos insetos. A maior parte das proteinas da hemolinfa séo
sintetizadas em suas células. Os produtos armazenados pelos trofécitos podem
ter tanto origem enddgena, como terem sido segregados da hemolinfa. Através
da absorcdo de substancias da hemolinfa e da liberagdo de outras tantas por
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ele produzidas, os trofocitos regulam a composi¢cdo do meio circundante do
inseto, atendendo as suas necessidades metabolicas imediatas. Os trofocitos
desempenham, ainda, um importante papel nos processos de desintoxicacéo e
excrecdo do organismo, e na sintese do precursor da fracéo protéica do vitelo,
a vitelogenina (CRUZ-LANDIM, 2004).

Associado aos trofocitos pode ocorrer células denominadas endcitos, de
origem ectodérmica, geralmente grandes e ovéides em relagdo aos trofécitos,
células caracteristicas dos insetos, facilmente identificaveis pelo seu citoplasma
aciddfilo, homogéneo com contornos nucleares bem nitidos; mostram ciclos de
desenvolvimento que, em insetos imaturos estédo relacionados com o ciclo de
muda e provavelmente, se relacionam com a secrecao das lipoproteinas, da
epicuticula, como a sintese de cera. Em insetos adultos podem secretar
hormonios, lipideos e estar envolvidos nos processos de desintoxicacdo do
inseto. Frequentemente, podem ser encontradas acompanhando as células
epidérmicas, logo abaixo do tegumento, podendo ser encontradas em outros
locais como, por exemplo, subjacente a epiderme, entre as fibras musculares,
ao redor dos espiraculos e situadas mais profundamente, entre as células
mesodérmicas do corpo gorduroso (SNODGRASS, 1935; WIGGLESWORTH,
1974; CRUZ-LANDIM, 1983; CONTE, 1994; OLIVEIRA, 2003; ROMA, 2007).

Apesar do que consta na literatura e dos aspectos descritos nas larvas
de abelhas, os endcitos ndo aparentam estar envolvidos nos processos de
sintese e armazenamento de hidrocarbonetos; por outro lado, alguns autores
sugerem que esses absorvam ativamente substancias da hemolinfa, conforme
verificado para outros insetos por Evans (1967) e Locke (1968). Ha
participacdo dos enocitos presentes no compartimento parietal do corpo
gorduroso na sintese dos componentes da epicuticula, mas aqueles presentes
no compartimento perivisceral talvez tenham outra fungdo, como a sintese de
ecdisteréides (EVANS, 1967). O papel atribuido aos endcitos, de atuarem nos
processos de desintoxicacdo, ndo encontra suporte morfolégico nas células
larvais (CRUZ-LANDIM, 2004).

3.2. Sistema excretor

O sistema excretor € fundamental para eliminacdo de substancias que

nao foram metabolizadas ou estdo em excesso, e reabsor¢cdo de componentes
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Uteis ao organismo garantindo condicfes idnicas ideais para o0 correto
funcionamento das células (BERRIDGE, 1969). Sabe-se que o tubulo de
Malpighi € o érgdo excretor e osmoregulador dos insetos (EICHELBERG;
WESSING, 1975), analogo aos néfrons dos vertebrados em relacdo a sua
funcdo de remover os diferentes compostos quimicos, tanto endégenos como
exogenos, do fluido corporeo.

Os tubulos de Malpighi dos insetos séo originados pela evaginacéo da
extremidade anterior do intestino posterior, mas a ligacdo dos tubulos de
Malpighi ao intestino ndo altera a independéncia dos sistemas digestorio e
excretor. Segundo o trabalho de Cruz-Landim e Melo (1981), em abelhas A.
mellifera adansonii foram encontrados quatro tibulos de Malpighi nas larvas e
cerca de 64 nas operarias adultas.

A parede dos tubulos de Malpighi dos insetos € formada por uma Unica
camada de células. A regido apical das células dos tubulos é favorecida pelas
microvilosidades, as quais incrementam a superficie de transporte de agua e
ions entre o citoplasma e o lumen do tubulo (MARTOJA, 1985). Na regido
basal dessas células h4 numerosas invaginacdes perpendiculares a lamina
basal, cuja funcdo é aumentar a superficie da membrana plasmatica permitindo
maior eficiéncia no transporte de agua e ions, proveniente da hemolinfa, para o
interior das células dos tubulos (BRADLEY, 1985).

Na maioria dos insetos os tubulos de Malpighi estdo divididos em trés
regides estruturalmente diferentes: proximal, intermediaria e distal, as quais
sdo compostas por células distintas (CRUZ-LANDIM, 1998), correspondendo a
diferentes funcbes na filtracdo do fluido corpéreo (hemolinfa) e producédo da
urina primaria. Estes eventos ocorrem por um processo de transporte de fluidos
e por transporte ativo de ions para dentro do litmem do tdbulo de Malpighi
(PANNABECKER, 1995). A producgdo de urina ocorre em varias etapas e em
diferentes regides ao longo desses tubulos, sendo que a sua regiao mais distal
parece ser primariamente responsavel pela filtracdo da hemolinfa e a sua
regido mais proximal estaria envolvida na reabsorcdo de &gua e ions
(BERRIDGE; OSCHAMANN, 1972).

O produto de excrecdo nos tubulos de Malpighi dos insetos adultos
apresenta-se, principalmente, como cristais de nitrogénio, podendo ser outras
substancias como fosfato, uréia, oxalato de calcio e carbonato de calcio, que
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possivelmente interferem no desempenho do organismo caso ndo sejam
excretados (HABIB, 2003). O material a ser excretado, primeiramente,
acumula-se na porcdo basal das células, formam-se vesiculas, sendo
exocitado no apice e desta forma eliminado para a luz do tdbulo
(SNODGRASS, 1956). A urina produzida pelo tubulo de Malpighi flui para o
intestino e acumula-se no reto, onde ocorre absor¢cdo pelas papilas retais ou
pelo préprio tubulo de Malpighi (WIGGLESWORTH, 1974).

Estudos morfologicos e histoquimicos nos tubulos de Malpighi de
abelhas foram realizados em M. quadrifasciata (MELLO; BOZZO, 1969; SILVA
de MORAES; CRUZ-LANDIM, 1976; CRUZ-LANDIM, 1998; CRUZ-LANDIM,
2000), em Bombus atratus (MELLO, 1979) e, também, em Plebeia droryana e
S. postica (MELLO; KERR, 1984). No entanto, nenhum estudo foi feito em
abelhas submetidas a bioensaios de toxicidade. Sabe-se que os tubulos de
Malpighi de insetos possuem mecanismos de transporte ativo para a remog¢ao
de compostos toxicos e de produtos metabdlicos da hemolinfa como, por
exemplo, os alcaléides provenientes de plantas (BRADLEY, 1985). Além disso,
devido a sua forma tubular simples e principalmente, pela sua funcéo
excretora, os tubulos de Malpighi representam um dos 6rgaos-chave no estudo

ecotoxicolégico de insetos.

3.3 Inseticidas

Os agrotéxicos sao biocidas por natureza, isto é, sdo venenos utilizados
na agricultura para eliminar formas de vida, consideradas pragas agricolas.
Todos os agrotdxicos tém como propriedade comum, blogquear o metabolismo
de organismos indesejaveis, para os quais séo toxicos (PEDRO, 2008). Estes
guimicos podem agir eliminando ou controlando algum processo vital, como,
por exemplo, os processos reprodutivos (BAIRD, 2002).

Nesse grupo de compostos quimicos diversificado encontram-se 0s
fungicidas, os inseticidas e os herbicidas, que sdo produtos considerados,

extremamente, agressivos ao meio ambiente e a saide humana.

Rafael Alexandre Costa Ferreira



Revisao Bibliografica 16

3.3.1. Fipronil

O inseticida fipronil comercialmente registrado como Regente®, segundo
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (2005), tem nome quimico
5-amino -1 - (2,6 - dicloro - a - a - a - trifluor - p - totil) 4 - triflurometilsulfinil -
pirazol - 3 carbonitrila (formula molecular: C;,H4CIlFsN4OS) (ANVISA, 2007a)
pertence a familia dos fenilpirazéis e tem forte poder inseticida (COLIN, 2004).

O fipronil é moderadamente sollvel em agua, estavel a temperatura
ambiente, mas instavel na presenca de ions metalicos (TINGLE et al., 2000). E
razoavelmente persistente no ambiente e ¢é degradado pela luz
(fotodegradacao), resultando, entre outros, num produto altamente estavel e
mais toxico que o composto original, o fipronil-dissulfinil (NPTN, 2005).

Esse composto tem um amplo espectro de aplicacdo. Pode ser usado
contra diferentes pragas na agricultura, como larvas de lepidoptero e ortoptero
em horticulturas ou larvas de coledptero no solo. Outro emprego do fipronil se
da no controle de pragas domésticas, como baratas e formigas. Forti et al.
(1998) verificaram que a concentragdo de 0,0005% de fipronil foi suficiente
para exterminar colénias de Atta sexdens rubropilosa em laboratério. Encontra-
se fipronil também em produtos veterinarios para tratamento de carrapato e
pulgas em animais domésticos (TINGLE et al., 2000).

Estudos metabdlicos mostraram que o fipronil € capaz de se
bioacumular em tecido gorduroso de alguns organismos, como em peixes
(TINGLE et al, 2000). A bioacumulagédo em insetos ainda néo foi elucidada,
portanto Sd0 necessarios mais estudos para avaliar o processo de
metabolizacdo do fipronil nestes organismos.

O fipronil &€ extremamente ativo e afeta o sistema nervoso central (SNC)
do inseto, inibindo o receptor do GABA, o qual previne o estimulo excessivo
dos nervos. Dessa forma, o fipronil causa descontrole do SNC resultando em
superexcitacdo neural e subsequiente morte do inseto (PAN, 2006). Barbara
(2005) utilizou-se de neurdnios do lobo antenal de pupas de A. mellifera em
meio de cultura e por meio de técnicas eletrofisioldgicas confirmou a acao
bloqueadora do fipronil em receptores de GABA e verificou, também, que ele
influencia na corrente de cloro destes neurénios. Como esta regido do cérebro

esta relacionada com o processamento das informacdes olfativas, esta
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evidéncia indica que o fipronil também afeta a percepcéo olfativa das abelhas
(JESUS, 2007).

A vantagem atribuida ao fipronil, pela sua toxicidade mais pronunciada,
pode também decorrer em um maior comprometimento ambiental, pois, uma
vez que doses muito baixas deste produto ja sdo eficientes para o exterminio
de pragas, elas também podem atuar, com a mesma efetividade, sobre
organismos néo alvos (PEDRO, 2008).

No Brasil, ha uma grande aceitacdo da eficiéncia apresentada pela
molécula do inseticida fipronil utilizada no controle de varias espécies de
insetos-praga. Ele é utilizado principalmente no controle de cupins na cana de
acucar e nas pragas de soja. Sua aplicacdo na maioria dos casos é feita por
pulverizacbes, sendo espalhado pelo vento para uma grande area. Nestas
ocasides, tem sido relatada grande mortalidade de abelhas em algumas
regibes do Brasil, proximas a areas agricolas. Este € um dos muitos exemplos
de problemas, sendo estes agrotoxicos, possivelmente, 0s responsaveis pela
eliminacéo dos principais polinizadores agricolas.

O produto ativo fipronil € também encontrado em formulagdes utilizadas
na veterinaria como, por exemplo, o produto comercial Frontline®. Esse
produto é aplicado nos pélos de animais e tem sua acdo prolongada pelo seu
efeito reservatério nas glandulas sebaceas. O fipronil ndo é sistémico, ndo
sendo entdo transportado pela corrente sangiinea, o que 0 caracteriza como
pouco téxico e indicado para uso em pequenos animais. O produto pode ser
aplicado em filhotes de cdes e gatos, portadores de Dermatite Alérgica a
Picadas de Pulgas (DAPP) (PEDRO, 2008).

Vérios estudos foram realizados para se determinar o nivel de residuos
de fipronil em diferentes culturas, incluindo as de vegetais, frutas e fibras.
Resultados indicaram que o nivel residual em culturas destinadas a

alimentacao é geralmente abaixo do limite aceitavel (BELAYNEH, 1998).
3.3.2 Acido Bdérico

O acido bérico (formula molecular: HzBO3) (ANVISA, 2007b) é soluvel
em agua (1g em 18 ml) (KLOTZ& MOSS, 1996), sendo que os ions borato
formam fortes complexos com &lcoois de aglcar, como o inositol e outros

grupos funcionais organicos (HU et al., 1997).
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Este composto quimico é relativamente volatil podendo contaminar o
ambiente (DOWNING; STRONG, 1999). O &cido bodrico apresenta acéo
retardada e acredita-se que ele provoque interrupcao da regulacao de agua em
insetos, como mostra o trabalho de Klotz; e Moss (1996) realizado com a
formiga Camponotus abdominalis floridanus, o qual sugere que a ingestédo do
acido bédrico fez com que as formigas ingerissem cada vez mais isca na
tentativa de contrabalancear a desidratacdo. Além disso, o boro pode estar
envolvido na interrupcdo da adesdo intercelular, uma vez que solucdes
saturadas de &cido bdrico podem ser usadas para dissociar células
(GOODRICH, 1942). Em mamiferos, foi encontrado deposi¢cdo deste composto
na forma de boro nos ossos de ratos que ingeriram acido boérico (MOSEMAN,
1994).

Altas concentracdes de acido borico compdem a formula ativa de muitos
inseticidas utilizados principalmente para o controle de moscas domésticas,
baratas, cupins e larvas de muitos insetos (EISLER, 1990). Caracteristicas
como solubilidade em &gua, acdo retardada (KLOTZ; MOSS, 1996) e baixa
toxidade aos mamiferos (QUARLES, 1996 apud KLOTZ et al., 1997b) reforcam
as qualidades toxicas do acido bérico como inseticida.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

Para o presente trabalho foram realizadas coletas de favos de cria de S.
postica no meliponario do Departamento de Biologia, UNESP - Rio Claro, os
quais foram mantidos incubados em estufa para BOD, a temperatura de 28°C e
umidade relativa de 70% (Figura 1). Apdés o 4° dia de incubacédo, operérias
virgens recém-emergidas foram coletadas e acondicionadas em potes plasticos

transparentes (11 x 7cm) previamente forradas com papel-filtro.

Figura 1: favos de cria mantidos em estudo para BOD

Para cada ensaio foram utilizadas 300 abelhas, assim divididas:

- 75 para o grupo controle (C);

- 75 para o grupo experimental com dieta contaminada com fipronil (F);

- 75 para o grupo experimental com dieta contaminada com acido bérico
(A) e
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- 75 para o grupo com dieta contaminada apenas por solvente (CS).

As 75 abelhas empregadas para cada grupo, essas foram divididas em
trés potes plasticos transparentes contendo 25 abelhas cada, ou seja, para
cada grupo (C, F, A, CS) foram realizadas 3 repeti¢cdes (3 x25=75).

Os experimentos foram conduzidos em estufa para BOD, a temperatura
de 28°C e umidade relativa de 70%.

Durante a realizacdo dos bioensaios, as abelhas do grupo controle
receberam como alimento apenas candi, preparada com 50g de acucar de
confeiteiro e 10 mL de mel.

4.2. Métodos

4.2.1. Teste de fornecimento de pasta candi contaminada

Para facilitar a homogeneizacdo, os compostos quimicos, fipronil e acido
bérico, foram diluidos em acetona e posteriormente adicionados ao mel,
utilizado para o preparo da pasta candi. Para determinar a dosagem de cada
composto utilizado nesse experimento, primeiramente, foi determinada a
densidade da pasta céndi. O volume foi determinado de forma direta,
colocando-se, em uma proveta de 250 mL, o volume de 100 mL de agua. Uma
aliquota de 130,5 g de pasta candi foi envolvida com filme de PVC, para
impedir a absor¢cdo de agua e colocada dentro da proveta. Posteriormente,
determinou-se o volume final e, por diferenga entre os volumes finais e iniciais,
determinou-se o volume da massa de pasta candi, que foi de 90 mL. Com esse
volume, calculou-se a dosagem de cada produto.

4.2.2. Bioensaio - tratamento com fipronil

Para a realizacdo do bioensaio, foi preparada uma solugcéo de fipronil
diluido em acetona a 0,001% (m/v). Dessa solucao foi utilizado 0,1 mL para 9,9
mL de acetona, totalizando 10 mL da solucdo de trabalho, cuja concentracao
resultou em 0,1 ng de fipronil por ml de acetona. Desta solucao, foi aplicado 1
mL em 100g de céandi, resultando em uma dieta contendo 0,119 de fipronil por

kg de alimento. Considerando a ingestao diaria por abelha de 10 pg de
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candi/dia, determinado em ensaios anteriores, resulta em uma ingestao diaria
de 0,1ng fipronil/abelha/dia.

Apés o inicio do bioensaio, as abelhas foram observadas diariamente e
a taxa de mortalidade diaria foi anotada para posterior analise estatistica. O
experimento procedeu até atingir 100% da mortalidade do grupo experimental
e/ou 50% +1 de mortalidade do grupo controle.

4.2.3. Bioensaio — tratamento com acido boérico

O &cido bodrico (p6) foi incorporado a dieta alimentar, candi, na
concentracdo de 0,75% (m/m) o que resultou em uma ingestéo diaria de 0,75ug
acido borico/abelha/dia.

Apos o inicio do bioensaio, as abelhas foram observadas diariamente e
a taxa de mortalidade diaria anotada para posterior analise estatistica. O
experimento procedeu até atingir 100% da mortalidade do grupo experimental
e/ou 50% +1 de mortalidade do grupo controle.

4.2.3. Bioensaio — tratamento com solvente

Para a realizacdo dos ensaios utilizando fipronil e acido borico foi
utilizado como solvente a acetona, assim fez-se necessario a realizagdo de um
ensaio utilizando as mesmas concentracdes de acetona utilizadas nos outros
testes. A acetona foi incorporada a dieta alimentar, candi, nas concentracdes
de 10pl/abelha/dia para simular os testes com fipronil e 0,75% (v/m) para o
teste com &cido borico.

ApOGs o inicio do bioensaio, as abelhas foram observadas diariamente e
a taxa de mortalidade diaria anotada para posterior analise estatistica. O
experimento procedeu até atingir 100% da mortalidade do grupo experimental
e/ou 50% +1 de mortalidade do grupo controle.

4.2.4. Andlise morfolégica por microscopiade luz

Igualmente aos ensaios para determinacdo da curva de sobrevivéncia
(bioensaio), foram realizados ensaios utilizando 300 abelhas, divididas em
quatro grupos de 75 abelhas cada (C, F, A, CS). Durante a realizacdo dos

Rafael Alexandre Costa Ferreira



Material e Métodos 22

bioensaios foi determinado o pico maximo de intoxicagéo (TL50), pois a partir
desse momento a taxa de mortalidade é proxima a 50%, além de mudangas no
comportamento, como aumento do batimento de asas, maior fotosenssibilidae
e grau de estresse, comparados ao grupo controle, indicando alto grau de
intoxicacao.

Para as analises morfologicas 40 abelhas de cada grupo experimental e
de cada grupo controle foram coletadas no 4° dia de exposicdo crénica aos
compostos e dissecadas a temperatura ambiente e pré-fixadas, durante a
disseccdao, pelo gotejamento de fixador apropriado. Apds a remogao, 0s 0rgaos
de interesse, corpo gorduroso da porcao parietal e tubulos de Malpighi
medianos, obtidos dos individuos de cada grupo (C, F, A, CS) foram imersos
em fixadores especificos para a melhor preservacdo de proteinas
(paraformaldeido a 4% em tampao fosfato de sodio 0,1M - pH 7,4),
polissacarideos (Bouin aquoso) e cromatina (etanol:acido acético — 3:1 v/v).

O material fixado foi posteriormente lavado em tampéao fosfato de sédio
0,1M (pH 7,4) e desidratado em uma série crescente de alcoois (70% a 100%)
para embebicdo em resina, com auséncia de catalisador, e inclusdo em
historesina contendo catalisador. As secc¢des histoldgicas do corpo gorduroso e
tubulos de Malpighi foram obtidas em micr6tomo rotativo.

As seccdes seriadas histolégicas de 5um de espessura, obtidas por
microtomia, foram estendidas sobre lamina de vidro e secas em temperatura
ambiente, com aproximadamente 10 secg¢des por lamina.

Posteriormente, algumas laminas do material fixado em paraformaldeido
foram coradas com Hematoxilina-Eosina (H-E) para analise morfol6gica. As
demais foram submetidas aos métodos histoquimicos especificos, tais como
técnica do azul de bromofenol para deteccdo de proteinas totais (PEARSE,
1985), técnica do PAS/azul de Alcian para deteccao de polissacarideos acidos
e neutros (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983 e reacdo de Feulgen para analise
do nivel de compactacdo cromatinica (FEULGEN; ROSSENBECK, 1924). As
laminas dos diferentes individuos e dos grupos (experimentais e controle)
foram submetidas juntas as colora¢fes especificas.

Tanto para tlubulos de Malpighi como para corpo gorduroso foram
utilizadas secc¢des histologicas de 120 abelhas adultas avaliadas para andlise
morfologica e 120 individuos foram avaliados histoquimicamente.
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4.2.5. Analise morfolégica por microscopia eletrénica de transmisséo

As abelhas foram dissecadas a temperatura ambiente e pré-fixadas,
durante a disseccao, pelo gotejamento de glutaraldeido 2,5% em tampéao
cacodilato de sodio 0,2M, pH 7,4. Ap6s a remogao, o corpo gorduroso e tubulos
de Malpighi foram fixados na solucao fixadora, por 2h, a temperatura ambiente,
lavados no tampao do fixador e pos-fixados em tetréxido de ésmio 1%, no
mesmo tampao da solucéo fixadora, por 2 horas, a temperatura ambiente. Em
seguida, o material foi lavado em tampéao cacodilato ou acetato de sodio (duas
vezes de 5 minutos cada), contrastado em acetato de uranila 0,5% em solucéo
aquosa (2 horas, a temperatura ambiente), desidratado em uma série de
solucbes de concentracdo crescente de acetona, embebido e incluido em
resina Epon-Araldite.

O material incluido foi seccionado e os cortes semi-finos, com
aproximadamente 0,5um de espessura, foram corados com mistura de azul de
metileno 1% e azur Il 1% em solucéo de borax 1%, para selecdo dos melhores
blocos. As secc¢bes ultrafinas desses blocos foram recolhidas em grades de
cobre e contrastadas com solucéo saturada de acetato de uranila 2% em alcool
e citrato de chumbo 0,4%. As observacdes foram realizadas em microscopio
eletrénico de transmissdo e documentadas em filme, no Laboratério de
Microscopia Eletronica da UNESP de Rio Claro-SP.
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5. RESULTADOS

5.1. Bioensaios de Toxicidade

As analises estatisticas para o experimento de ingestdo realizado com
acido borico na concentracdo de 0,75% mostraram que os perfis de
sobrevivéncia das abelhas que ingeriram a dieta contaminada foram
significativamente diferentes ao perfil de sobrevivéncia apresentado pelo grupo
controle (P<0,0001), conforme a Tabela 1. A Figura 2 mostra a curva de
sobrevivéncia para o experimento de ingestdo de acido bdérico. A mortalidade
total do grupo experimental ocorreu no 10° dia ap6s o inicio do bioensaio. Neste
mesmo periodo ainda havia, aproximadamente, 95% de sobrevivéncia das

abelhas do grupo controle.

Tabela 1: Resultado da analise estatistica - Log Rank Test (COLLET, 1994).

0,75% e Controle
Qui-quadrado (WL) = 293
Graus de liberdade = 1
(p) = < 0.0001
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Figura 2: Gréafico mostrando a trajetéria da sobrevivéncia das abelhas a ingest&o de Acido Bérico 0,75%.

Os resultados estatisticos obtidos a partir dos bioensaios para o0

experimento de ingestdo de candi contaminado na concentracdo de 0,1ug/Kg

de fipronil encontram-se na Tabela 2, onde o perfil de sobrevivéncia das

abelhas que ingeriram candi contaminado foram significativamente diferentes

ao perfil de sobrevivéncia apresentado pelo grupo controle (p<0,0001). A

mortalidade total do grupo experimental ocorreu no 14° dia apés o inicio do

bioensaio. Neste mesmo periodo ainda havia, aproximadamente, 90% de

sobrevivéncia das abelhas do grupo controle, como mostrado na Figura 3.

Tabela 2: Resultado da analise estatistica - Log Rank Test (COLLET, 1994).

0,1pg/Kg Céndi e Controle

Qui-quadrado (WL) = 221
Graus de liberdade = 1
(p) = < 0.0001
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Figura 3: Grafico mostrando a trajet6ria da sobrevivéncia das abelhas a ingestao de fipronil a 0,1ug/Kg.

Nos bioensaios utilizando a pasta candi com solvente, ndo foram
observadas alteracdes significativas, tanto nos bioensaios de toxicidade como
nas analises comportamentais, mostrando que a utilizacdo de acetona como

solvente dos inseticidas ndo causa alteracdes nos resultados.

5.2. Anélise Morfoldgica por Microscopia de Luz

O procedimento metodoldgico para a analise dos resultados foi analisar
o material de 30 individuos, para cada fixador de cada grupo experimental
(inseticida) e 30 individuos, para cada fixador para os grupos controle e, a partir
dessa analise qualitativa, estabeleceu-se um padrdo morfolégico e um padréo
histoquimico para cada um desses grupos.

Para ambos os compostos quimicos e concentracdes, o tempo decorrido
entre a aplicacdo do composto até o surgimento dos primeiros sinais visiveis de

intoxicacéao foi de trés dias de exposicao cronica.
5.2.1. Tabulos de Malpighi

Morfologicamente, em relacdo ao grupo controle (tabela 3, figura 4 A),
as alteragbes encontradas foram sutis, nos tubulos de Malpighi das abelhas
tratadas com acido bérico (figura 4 C) e fipronil (figura 4 E), exceto a aparente
liberacdo de material celular para o limen, alguns nucleos picnéticos e bordo

em escova mais evidente no grupo controle (figura 4 A).
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As figuras 4C e E mostram tubulos de Malpighi tipicos em cortes
transversais e obliquos. Comparado ao grupo controle, os individuos dos
grupos experimentais tratados com acido borico apresentam tabulos de
Malpighi com caracteristicas morfolégicas de degeneracdo. Na concentracao
de 0,75% de acido bdrico € possivel visualizar areas com alto grau de
vacuolizacdo no citoplasma celular e nucleos picnéticos (figura 4 C),
vacuolizacdo no citoplasma basal, além do acumulo de material amorfo no

[imen deste Orgao.

Comparado ao grupo controle e experimental com acido bérico, o grupo
experimental tratado com fipronil (figura 4 E), mostra o limen dos tubulos
guase que, completamente, obstruido, o volume celular aumenta
drasticamente. Nesse tratamento é possivel visualizar areas com alto grau de
vacuoliza¢do no citoplasma celular, bem como acumulo de material amorfo no

[imen, como observado no tratamento com acido boérico.
5.2.2. Corpo Gorduroso

A figura 4 (B, D e F) mostra os trofécitos, células com morfologia
tipicamente de células de reserva, pois é possivel observar vacuolos, em
forma, tamanho e quantidades variaveis, predominante em toda a regiao
citoplasmatica. Os nucleos geralmente sao esféricos e centrais em relacao aos
limites celulares, porém, algumas vezes 0s vacuolos chegam a comprimi-los
contra a membrana plasméatica deixando-os marginais. Esse fato deve-se ao
acumulo de substancias no interior dos vacuolos dos trofdcitos, gerando
vacuolos coalescentes, ou seja, a fusdo de um ou mais vacuolos, um vacuolo
anico, que acaba deslocando o nucleo para as por¢cdes mais periféricas das
células, como observado nos grupos tratados com &acido bérico (figura 4 D) e
fipronil (figura 4 F). Trofocitos modificados, tais como urécitos e trofécitos
contendo depésitos de ferro, ndo foram encontrados no corpo gorduroso de S.
postica.

Os endcitos apresentaram tamanho variavel e estdo dispersos entre 0s
trofécitos, tanto na camada parietal como na visceral. As células apresentam

limites celulares muito bem definidos, assim como, nucleo e citoplasma (figura
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4 B). A regido citoplasmatica mostra-se acidofila e, diferentemente dos
trofocitos ndo sdo evidenciadas vacuolizacfes, o que auxilia na comprovacao
de sua morfo-funcionalidade, na identificacdo desse tipo celular no orgao. No
citoplasma dos endcitos nao foram observadas nenhum tipo de concrec¢des ou
granulac¢des, mostrando-se uma regido morfologicamente homogénea, tanto no
grupo controle, quanto nos grupos tratados. Os nulcleos sédo centrais,
heterocromatinicos, muito evidentes e, em comparacdo ao citoplasma

apresenta-se basofilo, com nimerosos nucléolos.

5.3. Analise Histoquimica

Os resultados para as analises histoquimicas estdo expressos nas
tabelas 3 e 4.

Na reacdo de Feulgen, os tubulos de Malpighi de abelhas do grupo
controle apresentaram células com nucleos levemente corados, evidenciando
uma cromatina descondensada com uma fina granulacdo heterocromética
uniformemente distribuida (figura 5 A). Ja no grupo experimental (fipronil
0,1ng/abelha), os nucleos apareceram mais fortemente corados apresentando
grandes grumos heterocroméaticos, o que indica maior nivel de compactacdo
cromatinica em relacdo ao grupo controle, principalmente em ndcleos
picnoticos (figuras 5 C).

No corpo gorduroso a variacdo no grau de compactacdo cromatinica
entre grupo controle (figuras 5 B) e 0s grupos experimentais tratados com
fipronil (figura 5 D) e é muito sutil, pois ha apenas poucos nucleos que
apresentam cromatina mais condensada no grupo experimental.

Na deteccdo de proteinas pela técnica de azul de bromofenol, as células
do tubulo de Malpighi do grupo experimental tratado com fipronil apresentaram
uma distribuicdo quase que homogénea no citoplasma, com algumas regides
citoplasmaticas negativas (figura 6 C), diferindo do grupo controle (figura 6 A) e
grupo experimental tratado com acido bérico (figura 6 E), o qual apresenta
essas regides positivas a reacao de azul de bromofenol, preferencialmente na
regido basal das células.

Neste mesmo teste histoquimico, o corpo gorduroso dos grupos
experimentais (figuras 6 D e F) apresentou uma polarizacdo quanto a
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distribuicdo de proteinas, diferindo do grupo controle (figura 6B). Entretanto, ha
presenca de areas negativas ao Azul de Bromofenol, provavelmente sdo as
areas de vacuolos citoplasmaticos.

Nas células dos tubulos de Malpighi, tanto no grupo controle quanto no
grupo experimental, nas quais foi empregada a técnica do PAS-Alcian Blue
para deteccdo de glicoprotéinas e polissacarideos acidos, pode ser
evidenciada a presenca de glicoprotéinas nas regides apicais das células,
principalmente no bordo em escova (figura 7 A,C e E) e, adicionalmente, na
membrana basal do tabulo. A regido citoplasmatica mostra-se com granulagées
mais evidentes no grupo experimental tratado com fipronil comparado ao grupo
controle (figura 7 E). Em ambos os grupos, nao foram evidenciados a presenca
de polissacarideos acidos.

No corpo gorduroso, o teste do PAS-Alcian, mostrou que apenas o
citoplasma dos endcitos apresenta glicoproteinas, tanto para o grupo controle
(figura 7 C) quanto para o grupo experimental tratado com &cido bérico (figura
7 D) e o grupo tratado com fipronil (figura 7 F).

5.4. Analise Morfologica por Microscopia Eletrénica de Transmissao

As analises da microscopia eletrbnica de transmissdo tomaram como
base o0s resultados obtidos pela microscopia de luz. Assim, apenas as
caracteristicas ultra-estruturais que adicionam informacdes relevantes aos

resultados histoldgicos serdo descritos.
5.4.1. Fipronil - 0,1ng/abelha

5.4.1.1. Tubulos de Malpighi

A ingestdo crbnica da dieta contendo fipronil causou alteracdes
morfolégicas no epitélio dos tabulos de Malpighi em relagdo ao grupo controle.
A mudanca mais evidente é intensa vacuolizacao do citoplasma, bem como,
granulos mineralizados exibindo concre¢cbes, com organizacado interna
concéntrica e eletrondensidade distintas (figura 8 B), diferindo do grupo
controle (figura 8 A), onde foram evidenciadas apenas as fases iniciais da

formacéo de concrecdes desses granulos.
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Além disso, os nucleos (figura 8 D e E) apresentam-se com evaginacoes
da membrana externa do envelope nuclear e o tamanho das regides com
cromatina eletrondensa aumenta, principalmente na periferia do envelope
nuclear, ao contrario do observado em condicbes normais nos nudcleos das
células dos tubulos de Malpighi do grupo controle.

Destacam-se alteracdes nas microvilosidades (figura 8 G e H), que
apresentam-se com a porcéo apical dilatada e intensa liberacdo de secrecdes
para o lumen do 6rgdo. Quanto as organelas, comparadas ao grupo controle,
as mitocondrias (figura 8 M e N) mostram dilatagdo das membranas internas,
bem como perda de ribossomos em cisternas dilatadas do reticulo
endoplasmatico rugoso (figura 8 P e Q).

A membrana plasmatica das células permaneceu integras, praticamente
inalteradas, tanto nos grupos controle como experimentais, assim como a

lamina basal (figura 8 J e K).

5.4.1.2. Corpo Gorduroso

Ultraestruralmente as células do corpo gorduroso do grupo experimental,
tratado com fipronil (figura 9 B), apresentam alteracdes morfolégicas em
relac@o ao grupo controle (figura 9 A), tanto nos trofécitos como nos enadcitos.

Quanto aos trofdcitos a alteragcdo morfolégica mais evidente esta
associada aos vacuolos, os quais se apresentam em quantidade e tamanho
distintos, entre os grupos controle e tratado com fipronil. Apenas no grupo
controle pode-se evidenciar a presenca de reserva lipidica, no interior dos
vacuolos, no grupo tratado com fipronil essa reserva nao foi evidenciada (figura
9 D e E). Coalescéncia entre os vacuolos do grupo tratado com fipronil também
foram observadas (figura 9 E).

Dentre as modificacdes encontradas nas organelas presentes nos
trofocitos do corpo gorduroso, das abelhas tratadas com dieta contendo fipronil,
destacam-se as mitocondrias, que apresentam membranas internas dilatadas
(figura 9 H). O reticulo endoplasmatico rugoso, assim como as cristas das
mitocOndrias, apresenta cisternas dilatadas e intensa liberacdo de ribossomos
(figura 9 K). Foram observados poliribossomos no citoplasma, concentrados

proximos a membrana plasmatica.
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Os enacitos presente no grupo tratado com dieta contendo fipronil (figura
9 N) apresentam alteracBes morfolégicas comparada ao grupo controle (figura
9 M), em relacdo a presenca de vacuolos que estdo presentes apenas nos
enaqcitos do grupo tratado. Nesses vacuolos destaca-se a presenca de material
eletrondenso seu interior.

As organelas presentes nos endcitos do grupo experimental tratado com
fipronil apresentam modificacbes quanto a quantidade de mitocondrias
encontradas, bem como reticulo endoplasmatico rugoso mostrando intensa
dilatacdo de suas cisternas e a intensa quantidade de polirribossomos
associados, indicando um aumento na atividade de sintese protéica no interior
dessas células (figura9 O e R).

Os nucleos dos endcitos apresentam-se com evaginacdes da membrana
externa do envelope nuclear e regibes com cromatina eletrondensa sao
evidenciadas, principalmente na periferia do envelope nuclear, ao contrario do
observado em condi¢cdes normais nas células do corpo gorduroso do grupo
controle (figura 9 P e Q).

5.4.2. Acido Bérico - 0,75%

5.4.2.1. Tubulos de Malpighi

Ao contrario do observado em condi¢cdes normais, grupo controle, as
células dos tubulos de Malpighi do grupo experimental com &cido barico (figura
8 C), apresentam alteracdes semelhantes ao observado para o grupo tratado
com fipronil.

Quanto as alteracbes induzidas pelo acido boérico nos tubulos de
Malpighi, a alteracdo mais evidente € a intensa vacuolizagdo do citoplasma,
presenca de granulos exibindo concregcdes, com organizacdo interna
concéntrica, os nucleos com evaginacbes da membrana externa do envelope
nuclear e regides com cromatina eletrondensa aumentada.

As microvilosidades, como no tratamento com fipronil apresentam-se
com a porcao apical dilatada e intensa liberacdo de secrecdes para o limen do
orgao (figura 8 I). As mitocdndrias também mostram dilatacdo, porém nas

regides das cristas (figura 8 O). Cisternas dilatadas do reticulo endoplasmatico
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rugoso também séo observadas, nas quais se observa perda de ribossomos
(figura 8 R).

Semelhante ao grupo controle e nos grupos experimentais (fipronil e
acido borico) a membrana plasmatica permaneceu integras, bem como a

lamina basal e o envelope nuclear (figura 8 L).

5.4.2.2. Corpo Gorduroso

Assim como tubulos de Malpighi, as células do corpo gorduroso do
grupo experimental com acido borico apresentam alteragcées semelhantes ao
observado para o grupo tratado com fipronil.

Quanto aos trofdcitos, assim como no grupo tratado com fipronil, difere
do grupo controle quanto a quantidade e tamanho dos vacuolos encontrados
na regiao citoplasmatica, assim como coalescéncia entre esses vacuolos e a
presenca de material no seu interior (figura 9 F)

Dentre as modificagbes encontradas nas organelas, destacam-se a
presenca de mitocondrias com cristas dlitadas (figura 9 1), reticulo
endoplasmatico rugoso com intensa liberagdo de ribossomos e cisternas
dilatadas, bem como a presenca de polirribossomos no citoplasma (figura 9 L)

Nos endcitos do corpo gorduroso do grupo tratado com acido bérico
destaca-se a presenca de vacuolos autofagicos, reticulo endoplasmatico liso
evidente, bem como mitocdndrias concentradas na porcao apical das células.

O ndcleo tanto nos endcitos quanto trofécitos apresenta intensa
cromatina eletrondensa e nucleolo evidente, o envelope celular apresenta-se
integro, porém, com evaginacoes.

Semelhante ao grupo controle e grupos experimentais (fipronil e acido
bérico) a membrana plasmatica permaneceu integras, bem como a lamina

basal e o envelope nuclear.
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Tabela 3: Testes histoquimicos aplicados nos tabulos de Malpighi dq S. postica tratadas com dieta contaminada pelos
compostos quimicos Fipronil e Acido Bérico.

Fipronil 0,1 Acido Borico 0,75
Controle
ng/abelha pg/abelha
_ Nicleo ++ +++ +++
o
38
5 Q Citoplasma + ++ ++
N E
<o
@ Ldmem - - -
c Nucleo - - -
a
S o
< 32 | Citoplasma + + +
o o
5
Ldmem - - -
Nucleo + T /
c
3 [ ;
5 Citoplasma
(]
LL
Ldmem - - /

(-) Auséncia; ( +) Presencal/intensidade; (/) N&o identificado.
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Tabela 4: Testes histoquimicos aplicados nos corpo gorduroso de S. postica tratadas com dieta contaminada pelos
compostos quimicos Fipronil e Acido Bérico.

Acido Bérico 0,75

Controle Fipronil 0,1 ng/abelha
pg/abelha
Trofécitos | Endcitos | Trofécitos | Endcitos | Trofécitos | Endcitos

= Nicleo +++ +++ +++ ++ +++ ++
S 3
= © | Citoplasma + + + + + -
N E
<o

@ | vacutolos - - - - - -
c Ndcleo - - - - - -
©
S o
< 3 | Citoplasma - + - + - +
o m
&

Vacuolos - - - - - -

c Nicleo ++ ++ +++ +++ / /
o

3 - - - - -

$ | Citoplasma / /

Vacuolos - - - - / /

(-) Auséncia; ( +) Presencal/intensidade; (/) N&o identificado.
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Tabela 5: Alterages ultraestruturais nos tlbulos de Malpighi de S.postica tratadas com dieta contaminada pelos

compostos quimicos Fipronil e Acido Borico.

Fipronil 0,1 Acido Borico 0,75
Controle

ng/abelha pg/abelha
Vacuolizac¢éo + +++ 4+
citoplasmatica
Granulos mineralizados/ + ++ ++
concrecfes
Alteracéo no envoltdrio - ++ +++
nuclear
Alteracdo na - ++ (1d) ++ (1d)
microvilosidades
Eliminacdo de secrecdes
das micovilosidades - ++ ++
para o lumen
Alterag8es nas
organelas (reticulo - +(1d) +(1d)
endoplasmatico)
AlteracOes nas - ++ ++
organelas (Mitocondrias)
Nivel de compactacéo + +++ 4+

da cromatina

Alteragdo na membrana
plasmatica

Alteragdo na lamina
basal e invaginactes
basais

(-) Auséncia; (+) Presencal/intensidade; (d) dilatag&o; (1) aumento em relagédo ao controle.
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Tabela 6: Alterac6es ultraestruturais no corpo gorduroso de S.postica tratadas com dieta contaminada pelos
compostos quimicos Fipronil 0,1ng/abelha e Acido Bérico 0,75 pg/abelha.

Acido Bérico 0,75

Controle Fipronil 0,1 ng/abelha
pg/abelha

Trofécitos | Endcitos | Trofécitos | Endcitos | Trofécitos | Endcitos
Vacuolizac¢éo no + - ++ - ++ -
citoplasma
Reserva lipidica
no interior dos t++ - - - - -
vacuolos
Coalescéncia - - +++ - +4++ -
vacuolar
Alteracdo no
envoltério - - ++ ++ ++ ++
nuclear
Variacdo na
eletrondensidade + + +++ +++ +++ +++
cromatinica
Polirribossomos + - +++ - +++ -
Alterag8es nas
organelas : | Hd) | () | +Hd) | H(1d)
(reticulo
endoplasmatico)
Alterag8es nas
organelas - - ++(1d) ++(1d) ++(1d) ++(1d)
(mitocondrias)
Variacdo na

+ + +++ +++ +++ +++

eletrondensidade
das mitocondrias

(-) Auséncia; (+) Presenca/intensidade; (d) dilatagéo; (1) aumento em relagédo ao controle.
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Figura 4: Seccdes histolégicas coradas com H-E. Comparacéo
morfolégica entre tdbulos de Malpighi medianos de abelhas do grupo controle
(A), tratadas cronicamente com &cido bodrico a 0,75% (C), tratadas com
0,1ng/abelha de fipronil (E). Observam-se bordo em escova (seta tracejada)
indicios de eliminacao de conteudo celular (*) para o lamen (L), alguns nucleos
picnéticos (cabeca de seta) e vacuolizacao citoplasmatica (seta) nos tabulos de
Malpighi de abelhas tratadas.

Comparacéo entre o corpo gorduroso de abelhas do grupo controle (B),
tratadas com acido borico a 0,75% (D) e tratadas com 0,1ng/abelha de fipronil
(F). Disposicdo de trofécitos (t) e endcitos (en). Note intensa coalescéncia
vacuolar (*), nacleo dos trofécitos com aparente ramificacdo (seta), nucleos
picnéticos (cabeca de seta). Barras: 10 um.
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Figura 5: Teste histoquimico: Reacdo de Feulgen em tubulos de Malpighi de S.
postica. A - Orgdo de abelha do grupo controle mostrando nucleos (n)
levemente corados. C - Tuobulos de abelhas tratadas com fipronil
(0,1ng/abelha). Observam-se nucleos picnoéticos (cabeca de seta) e limen (L).
Testes histoquimicos pela reacdo de Feulgen no corpo gorduroso de S.
postica. B - Orgéo de abelhas do grupo controle. D 6rgdo de abelhas tratadas
cronicamente com fipronil (0,1ng/abelha). Observam-se trofdcitos (t), endcitos
(en) mostrando poucos ndcleos com cromatina mais condensada (seta) em

relacdo aos nucleos das células do grupo controle. Barra: 10 pum.
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Figura 6: Seccbes histologicas coradas com Azul de Bromofenol.
Comparacdo morfologica entre tubulos de Malpighi de abelhas do grupo
controle (A), tratado cronicamente com acido borico a 0,75% (C) e tratadas
com 0,1ng/abelha de fipronil (E). Pode-se observar bordo em escova (seta
tracejada) indicios de vacuolizacao citoplasmatica (seta) e nucleos (n) com
varios nucléolos (nu).

Testes histoquimicos pela reacdo do Azul de Bromofenol no corpo
gorduroso de S. postica. Orgédo de abelhas do grupo controle (A), tratado com
acido borico a 0,75% (C) e tratadas com O0,1ng/abelha de fipronil (F).
Observam-se trofécitos (t), endcitos (en) mostrando ndcleos com cromatina
mais condensada (n) e nucleolos evidentes (nu) em relacdo aos ndcleos das

células do grupo controle e coalescéncia vacuolar (*). Barra: 10 pum.
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Figura 7: Teste histoquimico: PAS-Alcian Blue em tubulos de Malpighi
de S. postica do grupo controle (A), tratado com acido borico a 0,75% (C) e
tratadas com 0,1ng/abelha de fipronil (E). Nota-se nucleos (n) levemente
corados, bordo em escova (seta tracejada), lumen (L), granulacfes
citoplasmatica (*). Barras: 10 um.

Testes histoquimicos pela reacdo PAS-Alcian Blue no corpo gorduroso
de S. postica do grupo controle (B), tratado com acido borico a 0,75% (D) e
tratadas com 0,1ng/abelha de fipronil (F). Observam-se trofécitos (t), endcitos
(en), ambos com nucleo (n) levemente corados, indicios de granulacfes

citoplasmaticas (*). Barra: 10 um.
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Figura 8: Eletromicrografia de transmissao dos tubulos de Malpighi de S.
postica. (A,D,G,J, M e P) Grupo Controle, (B,EH,K, N e Q) Grupo
Experimental tratado cronicamente com Fipronil, (C,F,I,L, O e R) Grupo
Experimental tratado com Acido Borico. (A-C) mostrando disposi¢do das
microvilosidadaes (mv), mitocondrias em maior concentragcdo na porcéo apical
(seta) e com variacdo de eletrondensidade, nudcleos integros (n). Note a
presenca de vacuolos concéntricos e areas com citoplasma vacuolizado (seta
tracejada). Aumento: 600x. (D-F) Detalhe dos nudcleos localizados na porcao
central das células, nucléolos (nu), cromatina com eletrondensidade e
compactagdo variada, envelope nuclear com expansdes, vacuolos com
aparente deposicdo protéica (vp) e mitocondrias (Mi). Aumento: 2.500x (G-I)
Porcao apical dos tubulos de Malpighi mostrando mitocdndrias (Mi) associadas
as microvilosidades (mv). Note porcdo apical das microvilosidades dilatadas,
vesiculas de secrecao (vs). Aumento: 10.500x (J-L) Porcéo basal das células
dos tabulos mostrando o labirinto basal (Ib) e vacuolos com deposicdo protéica
(vp). Aumento: 10.500x (M-O) Detalhe das mitocondrias. Note dilatacdo das
cristas. (P-R) Detalhe do Reticulo Endoplasmatico Rugoso, com aparente

liberacdo de ribossomos (seta). Aumento: 21.500x.
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Figura 9: Eletromicrogarfia de transmissao do Corpo Gorduroso de S..
Potica. (A,D,G e J) Trofécitos Grupo Controle, (B,E,H e K) Trof6citos Grupo
Experimental tratado cronicamente com Fipronil, (C,F,l e L) Trofocitos Grupo
Experimental tratado com Acido Borico. (A-C) Trofocitos mostrando nucleos
regulares com varios nucléolos (nu), cromatina pouco condensada. Note a
coalescéncia vacuolar (cv), vacuolos com depdésitos lipidicos (dl). Aumento:
550x. (D-F) Detalhe dos vacuolos dos trofocitos, mostrando coalescéncia
vacuolar (cv), vacuolos com deposito de calcio (dc) mitocbindrias (Mi) e
vacuolos com depoésitos lipidicos (dl). Aumento: 4.800x. (G-l1) Alteracbes
mitocondriais em nos trofdcitos, G. mitocéndrias regulares, H e |. mitocondrias
apresentando cristas. Aumento: 13.500x (J-L) Detalhe do Reticulo
Endoplasméatico Rugoso dos trofocitos. Note cisternas dilatadas e grande
acumulo de polirribossomos no citoplasma (pr). Aumento 31.000x. (M, P e O)
Enécito Grupo Controle, (N,Q e R) Enécito Grupos Experimentais
(Fipronil/Acido Bérico). (M e P) Eletromicrografia mostrando endcitos com limite
celular com expansdes e associados a trofécitos, nucleo regular com varios
nucléolos (nu). Aumento: 2.900x (N e Q) Endcito apresentando alguns
vacuolos, nucleo (n) irregular, com envelope nuclear apresentando expansoes.
Aumento: 12.500x e 31.500x respectivamente. (R) Detalhe Reticulo
Endoplasméatico Rugoso, mostrando liberacdo de ribossomos para o
citoplasma. Detalhe Reticulo Endoplasméatico com depdsito de ferro (fe) no seu
interior. Note mitocondria (Mi) com cristas alteradas. Aumento: 21.500x
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6. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo refletem a importancia da utilizacdo
dos bioensaios de toxicidade combinada com a anélise morfoldgica dos 6rgaos
de abelhas expostos cronicamente a inseticidas. Os bioensaios in vitro
revelaram que as doses utilizadas de &cido borico e o fipronil, mostram-se
subletais, uma vez que a taxa de sobrevivéncia foi maior que 50% em 48
horas, conduzindo, portanto, a efeitos cronicos.

A analise dos dados dos bioensaios com acido barico e fipronil revelou
que o fipronil atingiu 50% de mortalidade, mais rapido do que o acido boérico. A
mortalidade atingiu 100% no 14° dia para os testes com fipronil e no 10° dia
para os testes com acido bérico. Hooper-Biu; Rust (2000) utilizaram-se destes
mesmos dois compostos para testar sua toxicidade em colonias de formigas
Linepithema humile, obtendo 100% de mortalidade das operarias e rainhas em
14 dias de exposicéo as iscas com fipronil (1x10°%) ou &cido bérico (0,5%).
Um trabalho semelhante foi realizado por Ulloa-Chacén (2003), em formigas da
espécie Tapinoma melanocephalum com uma concentragdo mais alta de
fipronil (0,05%), no qual dentro de uma semana o fipronil causou mortalidade
total das operarias, rainhas e crias em col6nias de formigas, enquanto que o
acido bodrico (0,5%) levou trés semanas para obter o0 mesmo efeito. Desse
modo, verificamos que a toxicidade de ambos pesticidas € similar em formigas

e em abelhas, j& que os dois insetos apresentam uma sensibilidade muito
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maior ao fipronil que ao acido borico, embora este também apresente uma
toxicidade drastica, porém de efeito retardado, nestas espécies.

Segundo avaliagdes da NPTN (2006), o acido borico é classificado como
nao toxico para as abelhas, porém para outros insetos mostrou-se toxico,
causando alteracdo principalmente no sistema digestério desses insetos
(EISLER, 1990). A concentracéo do acido borico utilizada tomou como base em
formulagbes de inseticidas ja comercializados.

O tratamento de S. postica com dieta contendo acido bérico a 0,75%
m/m, evidenciou que nessa concentragdo 0 principio ativo provoca alteracdes
morfologicas no corpo gorduroso e tdbulos de Malpighi. Klotz et al.(1997)
relataram que as concentragfes 0,25; 0,5; 0,75 e 1% de acido bérico causam
reducdo de 90% no tamanho das colonias de formigas tratadas. Este
composto também pode ser encontrado naturalmente em ambientes aquaticos
em concentracdes relativamente baixas (até 5,5mg/litro), porém estas
concentracbes podem ser bem maiores nas proximidades de industrias ou
culturas irrigadas com este composto (EISLER, 1990).

A concentragdo utilizada de fipronil no bioensaio destinado a analise
morfologica, correspondente a 0,lng/abelha/dia, foi baseado em trabalhos
prévios, destinados a analisar efeitos causados por exposicao cronica a dose
subletal desse inseticida em A. mellifera, bem como avaliar os testes
comportamentais dos efeitos causados por esse inseticida (EL HASSANI et al.,
2005; DECOURTYE, 2005; BARBARA, 2005, JESUS, 2008).

El Hassani et al (2005), mostrou que pequenas doses de fipronil (0,1; 0,5
e 1 ng/abelha) oferecidas as abelhas, embora néo tenha afetado a atividade
locomotora, afetou a sensibilidade a sacarose, a memdria e 0 processo de
aprendizagem em A. mellifera. Decourtye (2005) comparou a capacidade
olfativa das abelhas A. mellifera que receberam alimento contaminado com
doses subletais de alguns inseticidas e observou que a ingestao de fipronil, nas
doses de 0,75 e 0,15ng por abelha e por dia, afetou a capacidade olfativa deste
inseto. Barbara (2005) mostrou resultado semelhante, sugerindo que o efeito
bloqueador de GABA seja decorrente de cloro na regido do lobo antenal no
cérebro da abelha, responsavel pela percepcéo olfativa.

Rafael Alexandre Costa Ferreira
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A concentracdo utilizada para o teste de toxicidade, correspondente
0,1ung do composto quimico por quilo do alimento. Esse tratamento resultou na
mortalidade total das abelhas em 14 dias, fato que se contrapdem ao trabalho
de Colin (2004), em A. mellifera alimentadas durante 10 dias, com um xarope
contaminado a 0,01ug de fipronil por quilo do alimento, sofreram uma
mortalidade de 10 a 65% dos individuos, no mesmo periodo, refletindo uma
dose-resposta diferente entre as espécies.

Os dados deste trabalho corroboram com a hipétese de que a
intoxicacdo por inseticidas seja uma das varias causas da CCD (Colony
Collapse Disorder), responsavel por perdas de colbnias que chegaram a 40%
nos Estados Unidos.

Chauzat et al (2006) mostraram que o fipronil pode facilmente ser
encontrado nos apiarios, onde 0s autores analisaram, durante trés anos
consecutivos, amostras de pélen coletado por A. mellifera. Dentre as amostras
analisadas cerca de 12,4% estavam contaminadas por fipronil e apenas 12,3%
das amostras ndo havia contaminacdo por nenhum residuo téxico. Em um
estudo semelhante, Colin (2004) também realizou analises de presenca de
inseticidas em amostras de polen na Franca e detectou que cerca de 65% do
pélen de girassol e milho possuem valores compreendidos entre 0,02 a 2ug de
fipronil/kg.

Embora n&o haja estudos que relatem a ocorréncia da bioacumulacéo
de fipronil em insetos, acredita-se que esta seja uma das explicagcdes mais
coerentes para a interpretacdo do comportamento da curva de sobrevivéncia
das abelhas expostas ao fipronil apresentada neste trabalho. Destaca-se a
baixa taxa de mortalidade nos primeiros dois dias, periodo em que também néo
foram observados sinais de intoxicacao.

Com base nos dados obtidos no presente trabalho, sugere-se que a
continua ingestao de alimento contaminado e a ineficiéncia na eliminacéo total
do composto, seja por processos de desintoxicagdo ou por excrecao,
aumentaria a sua concentracdo no corpo do animal, o que potencializa seu
efeito toxico.

A exposicdo cronica pode ter permitido, inicialmente, as abelhas
tentarem se adaptar fisiologicamente a acéo do inseticida, fato suportado pelo
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acumulo de vesiculas com arranjos protéicos no citoplasma dos tubulos de
Malpighi, porém esta adaptacdo nao foi suficiente para suportar o periodo de
exposi¢cdo ao composto quimico e impedir o progresso dos efeitos toxicos nas
células. Andlises imuno-histoquimica da expressdo de proteinas de estresse
celular, conhecidas também como proteinas de choque térmico (HSPs), estao
sendo realizadas no ventriculo de A. mellifera e S. postica expostas
cronicamente ao fipronil (Silva-Zacarin et al., dados nao publicados) e poderéo
fornecer subsidios para reforcar ou refutar a hipotese.

Sabe-se que mesmo em doses muito baixas, alguns compostos toxicos
causam efeitos na fisiologia e comportamento das abelhas (CHAUZAT, 2006).
Em seu trabalho, Chauzat (2006) discute sobre os valores de DL50 e menciona
gue estes néo sao suficientes para esclarecer os diversos efeitos subletais de
um determinado pesticida. Desse modo, além dos testes de toxicidade, mais
esforcos devem ser dispensados nos estudos toxicolégicos em abelhas,
utilizando vérias ferramentas, para complementar as lacunas existentes.

A analise morfolégica dos 6rgéos é uma dessas ferramentas e pode ser
inserida neste contexto, ja que pouco se sabe sobre as vias de ativacdo de
morte celular em tecidos e 6rgdos de insetos em resposta a agentes
estressores ambientais (MALASPINA& SILVA-ZACARIN, 2006).

Os resultados das anélises morfoldgicas revelam que o composto fipronil
na concentracao de 0,1 ng/abelha/dia e &cido bdrico na concentracdo de 0,75
pg/abelhal/dia, provocam alteracdes morfoldgicas drasticas se comparadas ao
grupo controle, porém, se comparadas entre si, 0S compostos apresentam
alteracoes similares. A essas alteracbes ndo podemos descartar a agao dos
metabdlitos, produzidos a partir da quebra das moléculas do principio ativo dos
compostos testados no processo de digestdo e/ou metabolizacdo no corpo da
abelha.

O processo de desintoxicagdo e eliminacdo de compostos
potencialmente toxico aos insetos ligado aos tubulos de Malpighi, os quais
agem ativamente nesse processo excrecao (HABIB, 2003). A maneira do como
ocorre a excrecao de compostos potencialmente prejudiciais aos tubulos de
Malpighi de abelhas ainda € uma questdo a ser elucidada. Os dados obtidos

neste trabalho ndo mostram claramente este processo, mas sugere que ela
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ocorra através das microvilosidades, assim como relatado por Jesus (2008) em
tubulos de Malpighi de A. mellifera e por Cruz-Landim (1998) em tubulos de
Malpighi de M. quadrifasciata, que a autora interpreta como caracteristica tipica
dessas células. Caracteristicas semelhantes foram encontradas na secrecao
em glandulas salivares larvais de P. villosa por Zara e Caetano (2002),
propondo ser esta via de liberacao de secrecdo neste 6rgéo.

Ultra-estruturalmente, nos grupos experimentais fipronil e acido borico
podem ser observados vacuolos autofagicos, no citoplasma. Isto sugere que
inicialmente a célula passou por uma fase autofagica, a qual nao
necessariamente pode culminar em morte celular (LOCKSHIN& ZAKERI,
2004), j& que € um processo fisiolégico normal a fim de ter um turnover
(reciclagem) de muitas proteinas e organelas celulares (YOSHIMORI, 2004).
Em situacao de estresse permanente, a célula pode ser totalmente degenerada
por macroautofagia ou desencadear a apoptose (LOCKSHIN e ZAKERI, 2004).

Um aspecto a ser considerado na andlise das células dos tubulos de
Malpighi € a presenca de esferocristais de eletrondensidade variada, tanto nos
tratamentos com fipronil como com acido borico. Segundo Olavarrieta (2000),
essas vesiculas representam esferocristais (ou granulos mineralizados) em
diferentes fases de formacdo e o acumulo desses no interior do citoplasma
indica alta atividade de excrecdo, uma vez que essas vesiculas sao
constituidas de restos metabdlicos filtrados a partir da hemolinfa (SUMIDA,
2010). Estes granulos séo caracteristicas ndo sé dos tubulos de Malpighi, mas
também de algumas células do epitélio do intestino médio (CAETANO; CRUZ-
LANDIM, 1983).

Nos tubulos de Malpighi em ambos os tratamentos (fipronil e acido
bérico) foram observadas esferoscristais com ou sem concrecdes formando os
anéis eletrondensos, em diferentes estadgios de organizacdo. Ao longo da
progressdo dos estadgios de modificacbes morfolégicas dos granulos
mineralizados, nota-se a formacao de figuras mielinicas, sendo que o acumulo
dessas estruturas na célula é observado nos estagios iniciais de morte celular
no intestino e tubulos de Malpighi de A. s. rubropilosa (SUMIDA et al.,
2010). Ao contrario que, nas formigas tratadas com acido boérico, a quantidade
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desses granulos nos tubulos de Malpighi decresceu drasticamente, sugerindo
comprometimento do processo de excrecao (SUMIDA et al., 2010).

No presente trabalho, a quantidade de granulos nos grupos
experimentais foi muito maior do que aquela observada no grupo controle,
onde eles estavam em fase inicial de formacédo, refletindo a tentativa das
células dos tubulos de Malpighi em potencializar a inativacdo dos compostos
guimicos téxicos filtrados a partir da hemolinfa. Este fato pode indicar estagios
iniciais de morte celular, formando figuras mielinicas que poderiam ser uma
progressdo das alteragcbes morfologicas das concrec¢des, como observado no
intestino e tubulos de Malpighi de S. A.rubropilosa por Sumida (2010).

Quanto as microvilosidades em todos os grupos experimentais, houve a
intensificacdo da dilatacdo das microvilosidades, fato que indica haver uma
tentativa das células deste 6rgdo em intensificar o processo de excrecdo a fim
de eliminar o agente quimico da hemolinfa, como observado em A. mellifera
por Jesus (2008).

Em nenhum grupo analisado foi constatada alteragbes evidentes na
lamina basal dos tubulos de Malpighi, bem como varia¢cdes na quantidade e
profundidade das invaginacbes da membrana basal em relagcdo ao grupo
controle, o que poderia ser esperado ja que estas estruturas promovem maior
contato com a hemolinfa e desse modo otimiza a captacdo de substancias
contidas na mesma (CRUZ-LANDIM, 1995).

Embora algumas caracteristicas indicativas de inicio do processo de
morte celular tenham sido observadas, as células permanecem
metabolicamente ativas nos processos de excrecdo e inativagcdo dos
compostos quimicos evidenciados, respectivamente, pela presenca de
dilatacéo apical das microvilosidades e grande aumento na quantidade e grau
de organizacdo dos granulos mineralizados. Diante destas evidéncias, sugere-
se que os indicios de inicio de morte celular das células do tibulo de Malpighi
sejam relacionados a morte celular programada, induzida pelos compostos
guimicos testados, uma vez que nao foram constatados eventos tipicos de
necrose, como ruptura da membrana plasmética e extravasamento do
conteudo citoplasmatico (GOLSTEIN; KROEMER, 2006).
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O corpo gorduroso de adultos de S. postica, tanto nos grupos controle e
experimentais tratados com fipronil e &cido borico, encontram-se distribuidos
em dois compartimentos da cavidade corpdrea, uma associada ao tegumento e
outra associada ao trato digestorio, parietal e visceral, respectivamente, como o
descrito para os insetos em geral.

Morfologicamente séo descritos dois grupos celulares de trofécitos
compondo o corpo gorduroso em insetos, um grupo onde os limites celulares
desaparecem completamente no final do desenvolvimento e o tecido mostra-se
constituindo um sincicio, e um segundo grupo onde os limites celulares sao
mantidos, ou séo parcialmente perdidos apés a maturidade ou apds a pupacéao
(NAIR; GEORGE, 1967). Os dados obtidos para os trofdcitos de adultos de S.
postica correspondem ao descrito para 0 segundo grupo, em que os limites
celulares sé@o evidentes, sem alteracbes entre 0S grupos experimentais,
concordando com o descrito por BUYS (1924) para larvas e adultos de
Orthoptera, Lepidoptera, Hymenoptera, Hemiptera e alguns Coleoptera.

As analises mostram que nos trofocitos de S. postica estdo presentes
grandes vacuolos com localizacdo e quantidade varidveis com reservas
lipidicas que se apresentam sob a forma de gotas muito grandes que ocupam
guase todo o citoplasma, principalmente nos grupos tratados com fipronil e
acido boérico. Estes dados segundo Cruz-Landim (2009), embora discrepantes,
estdo de acordo com a morfologia destas células.

Cruz-Landim (2009), afirma que os produtos armazenados pelos
trofocitos podem ter origem enddégena ou serem secretados pela hemolinfa.
Baseado nessa informagdo sugere-se que a liberacdo e/ou absorcdo de
produtos sejam eles toxicos ou essenciais, pelos trofdcitos, regulam toda a
composi¢cdo da hemolinfa, de forma a atender as necessidades metabdlicas
dos insetos.

De acordo com os dados obtidos a partir das analises histoquimicas,
pode-se sugerir que, além dos lipidios, constituidos por triglicerideos neutros,
os trofécitos das operéarias recém-emergida de S. postica, contem glicogénio e
proteinas, tanto nos grupos tratados com inseticidas como no grupo controle,
concordando com o descrito por Paes de Oliveira e Cruz-Landim (2003), para
operérias de M. quadrifasciata.
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Embora Locke (1984) tenha descrito em Calpodes ethlius a presenca de
11 tipos diferentes de vacuolos, neste trabalho, foram identificados apenas
vacuolos com caracteristicas para digestdo (autofagicos e fagocitarios). Esses
vacuolos séao frequentemente associado com armazenamento, originados em
geral da membrana plasmatica, caracteristica comum entre 0S grupos
experimentais tratados com inseticidas e o grupo controle.

A presenca de vacuolos pequenos nos trofécitos de S. postica, do grupo
controle, bem como alta incidéncia de coalescéncia nos grupos experimentais
tratados com fipronil e acido bdrico, sugere que o seu conteudo possa ser
absorvido da hemolinfa, e que essa caracteristica seja uma forma de
adaptacdo para o acumulo do material potencialmente toxico, para posterior
excrecdo. Provavelmente esse processo ocorre por endocitose, quando
pequenas vesiculas s&o incorporadas para o interior dos trofocitos e os
vacuolos grandes se formam pela fusdo dos pequenos, ou provacuolos,
semelhante ao descrito por Conte (1994) para larvas de D. saccharalis.

Nos trofécitos que formam o corpo gorduroso do S. postica, além dos
vacuolos, foi observada na regido citoplasmatica a presenca de granulos de
tamanhos variados, 0s quais muitas vezes mostraram-se distintos e
intensamente corados. Muitos destes granulos estéo localizados ao redor dos
vacuolos e ndcleos, semelhantemente ao observado no corpo gorduroso larval
de Oryctes rhinoceros por Nair; George (1967) e em larvas de D. saccharalis
por Conte (1994).

A aparéncia dos depoésitos granulares varia com o0 estagio
desenvolvimental e como o observado no presente trabalho, com o estagio de
intoxicacdo do inseto. No interior de muitos granulos podem ser encontradas
regides cristalizadas (DEAN et al., 1985). A cristalizagcdo pode ser uma
particularidade significante, talvez devido a composicédo protéica e o tipo de
proteina presente no granulo, condicdo esta ndo observada em operéarias
recém-emergidas de S. postica.

Os nucleos dos trofécitos ndo apresentam localizacéo fixa, sendo vistos
em regifes centrais e em algumas vezes, deslocados para regides periféricas.
Nucleos observados nas regides centrais mostram forma esférica. Quando

periféricos apresentam formas poligonais ou ramificados, semelhantemente ao
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observado por CONTE (1994) em larvas de D. saccharalis e, podem indicar
uma provavel atividade de transcricdio de genes de proteinas de
desintoxicacao.

Observacoes ultra-estruturais realizadas por CONTE (1994) mostraram
gue em larvas D. saccharalis ndo parasitadas, o interior do nucleo € preenchido
por cromatina granular, a qual apresenta variacbes na condensacao,
aparentando uma alta taxa metabdlica, assim como observado no presente
trabalho, onde foi possivel verificar a condensacao da cromatina nos trofocitos,
dos grupos experimentais.

Os estudos histoldgicos realizados para esta espécie de abelha nédo
mostraram evidéncias de divisdes celulares nos trofécitos e, portanto, o grande
aumento na extensdo do corpo gorduroso deve ocorrer por aumento do
tamanho celular, semelhante ao descrito por Goiten (1989) para o corpo
gorduroso de A. mellifera.

Nas abelhas, dois tipos de trofécitos modificados sdo encontrados nos
adultos: urdcitos e trofécitos contendo depdsito de ferro. Os urdécitos estédo
presentes apenas em adultos jovens. Estas células contém depdsitos de acido
arico e, portanto funcionam como células excretoras. Os testes empregados
nao demonstram a presenca destes tipos celulares em adultos de S. postica, 0
que possibilita a inferir que a excrecdo de toxinas e/ou metabdlicos
potencialmente toxicos, seja feita exclusivamente pelos tibulos de Malpighi.

Nas abelhas, os endcitos mantém uma relacéo estreita com os trofdcitos
entre os quais se acham distribuidos. Embora ndo tenham sido observados
complexos juncionais, entre estes dois tipos celulares, conforme relatado por
Dean et al. (1985), os trofdcitos se amoldam a superficie dos endécitos, mesmo
guando nao ha pressao fisica de outras células. Esta € mais uma razdo para
considerar o conjunto destas células como um 6rgdo de enchimento da
hemocela das abelhas (CRUZ-LANDIM, 2009).

O numero de endcitos em relacdo ao de trofocitos € variavel, segundo
Chapman (1998), estas células podem se formar de maneira continua em
alguns insetos, fato observado no presente trabalho, principalmente entre os

grupos experimentais e controle, onde a presenca foi mais significativa nos
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grupos onde houve tratamento com os inseticidas, porém, essa caracteristica
ndo pode ser tomada como alteracdo, provocada pelos principios ativos.

No corpo gorduroso de S. postica 0s endcitos apresentam-se como
células grandes, de contornos bem definidos e citoplasma com granulacdes
aciddfilas, tanto no grupo controle como nos tratamentos, diferentemente ao
observado por Cruz-Landim (2004) em larvas de A. mellifera e M.
guadrifasciata nas quais os endcitos mostram granulos basdfilos.

Ainda segundo Cruz-Landim (2004) esse tipo celular pode apresentar
morfologia diferenciada, em que o tamanho celular e seus contornos
eventualmente mostram-se irregulares e embora com pouca frequéncia,
vacuolos podem aparecer em seu citoplasma pode ser observado,
concordando com os dados obtidos no presente trabalho.

Os dados obtidos das observacdes dos endcitos de S. postica, mostram
a presenca de nucleos com até quatro nucléolos e a dispersdo da cromatina,
como observado no corpo gorduroso de larvas de Apis e Melipona por Cruz-
Landim (2004).

A partir das analises do corpo gorduroso de S. postica, ndo é possivel
afirmar as alteracBes encontradas nesse 6rgdo sejam, exclusivamente, pela
exposicdo aos pesticidas empregados, uma vez que as células deste tecido
estdo em constante atividade para suprir as necessidades metabdlicas do
inseto.

Devido aos processos de reversibilidade do processo de morte celular,
podemos sugerir que se o tempo de exposicao fosse maior, 0s sinais de morte

celular seriam mais intensos, assim como nos tubulos de Malpighi.
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7. CONCLUSAO

As analises realizadas no presente trabalho confirmam que os inseticidas
fipronil e acido bérico, apresentam citotoxicidade em doses subletais verificadas pela
avaliacdo das alteracdes morfologicas nos tlibulos de Malpighi, de operarias adultas
de S.postica. Dentre as principais alteracdes é possivel destacar:

- 0 aumento na porc¢ao apical do microvilosidades;

- as dilatacdes das cisternas dos reticulos endoplasmaticos rugoso;

- a presenca de vesiculas e o acumulo de polirribossomos no citoplasma;

As analises do corpo gorduroso mostram o0 aumento da quantidade,
coalescéncia, depadsitos lipidicos e protéicos nos vacuolos nos trofocitos do corpo
gorduroso, porém a essas alteracdes foram sutis.

No aspecto ecoldgico, as consequéncias do uso indiscriminado desses
inseticidas podem ser alarmantes, uma vez que o processo de polinizacdo, o qual
depende em grande parte das abelhas, pode ser comprometido e, desse modo, as
espécies vegetais, que servem de alimento para muitos animais terdo sua

fecundidade diminuida, ocasionando um desequilibrio ambiental.
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