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ESTRESSE CELULAR E ATIVIDADE DE ENZIMAS BIOMARCADORAS EM
ABELHAS AFRICANIZADAS Apis mellifera LINEU, 1758 (HYMENOPTERA,
APIDAE) EXPOSTAS AO TIAMETOXAM

Resumo

As abelhas Apis mellifera africanizadas séo consideradas importantes polinizadores no
Brasil, uma vez que muitas culturas de alimentos dependem da polinizagdo promovida por esses
insetos. No entanto, com o crescimento da produtividade agricola houve aumento do uso de
agrotoxicos para o controle de pragas, os quais podem atingir também insetos nao-alvo. Com a
acao dos inseticidas como uma das possiveis causadoras da morte massiva desses polinizadores,
pesquisas sobre o impacto dos agrotoxicos em abelhas receberam destaque. Diante do exposto,
0 presente estudo propds investigar os efeitos de uma dose subletal de tiametoxam (TMX)
(0,0227 ng de ingrediente ativo/ul de alimento), importante inseticida da classe dos
neonicotindides, no cérebro e no intestino de Apis mellifera africanizadas, por meio da
avaliacdo da atividade de biomarcadores enzimaticos de exposicdo e de estresse oxidativo e
pela ocorréncia de peroxidacao lipidica. O nivel de estresse celular também foi investigado pela
imunomarcacao das proteinas de choque térmico HSP70 e HSP90 em conjunto com a detec¢do
de morte celular pelo ensaio de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling). Os dados mostraram que, no cérebro, o TMX aumentou a atividade de
acetilcolinesterase (AChE) em 1, 3 e 5 dias de exposi¢do, enquanto a carboxilesterase (CaE)
diminuiu no primeiro dia e a glutationa s-transferase (GST) aumentou no quinto dia. Por sua
vez, as enzimas antioxidantes foram menos atuantes no cérebro, sendo que somente a glutationa
peroxidase (GPX) apresentou aumento da atividade no primeiro dia de exposi¢do. No intestino,
ndo houve resposta da fosfatase alcalina (FAL) e da GST,mas houve declinio da atividade de
CaE no primeiro e no quinto dia de contaminacdo. Diferentemente do cérebro, as enzimas
antioxidantes foram mais afetadas no intestino ocorrendo aumento da superoxido dismutase
(SOD) no quinto dia e da GPX no terceiro. O teste das substancias reativas ao &cido
tiobarbiturico (TBARS) s6 apresentou aumento da determinagdo da peroxidacao lipidica no
intestino, apds 5 dias de exposicdo. Adicionalmente, foi possivel observar imunomarcacéo
aumentada de HSP70 e HSP90 no cérebro e no intestino em praticamente todos os tempos
analisados (com excecdo da HSP90 no cérebro nas primeiras 24hrs de exposic¢ao), mas néo foi

detectada presenca de morte celular em nenhum dos grupos avaliados. Os dados gerados



indicam que, de uma forma geral, o TMX induziu alteracdo das enzimas biomarcadoras de
exposicdo, principalmente no tecido nervoso, enquanto que as enzimas antioxidantes foram
moduladas principalmente no intestino. Além disso, os resultados evidenciam que a alta
expressao das HSPs 70 e 90 tem efeito protetivo, evitando a morte celular no cérebro e no tecido
epitelial do intestino das abelhas expostas a dose subletal do neonicotindide. Portanto, embora
0 TMX tenha provocado a resposta do sistema antioxidante, ativado enzimas biomarcadoras
para detoxificacdo e as HSPs de maneiras diferentes entre o cérebro e o intestino, a dose subletal
utilizada e o tempo de exposicdo de até 5 dias ndo foram suficientes para causar danos celulares
mais extensos como o0 processo de morte celular com quebra de DNA, por exemplo. Uma
segunda parte do estudo foi realizada na University of Birmingham (UK) e mostrou que doses
subletais de pesticidas como o TMX, o fungicida carbendazim (CAB) e o herbicida glifosato
(GLF) ndo foram suficientes para causar alteracdo no padrdo de splicing alternativo dos genes
Dscam e elav, envolvidos com a formacdo da rede de neurénios do sistema nervoso, assim
como ndo foram observadas alteracGes para o gene Xbp1l, que a partir de um tipo diferente de
splicing, desencadeia uma resposta que evita o acimulo de proteinas mal dobradas (UPR) sob
condicdes de estresse. Esses resultados sugerem que as doses subletais utilizadas e o tempo de
exposicdo (1 dia) ndo foram suficientes para induzir respostas nesses 3 genes como
biomarcadores em A. mellifera. Por meio de ensaios enzimaticos, da imunomarcacao de HSPs
e morte celular e de técnicas de biologia molecular para deteccdo de splicing alternativo, esse
estudo contribui com diversos dados que caracterizam os efeitos do neonicotindide TMX nas
abelhas A. mellifera, fornecendo assim informacdes que podem embasar argumentos para
conduzir a discussdo sobre as leis regulamentadoras do uso desses agrotdxicos e 0 manejo

destes polinizadores em &reas agricolas.

Palavras-chave: neonicotinoide, estresse oxidativo, morte celular, HSPs, splicing alternativo, cérebro,

intestino.



CELL STRESS AND ACTIVITY OF BIOMARKERS ENZYMES IN AFRICANIZED
BEES Apis mellifera LINEU, 1758 (HYMENOPTERA, APIDAE) EXPOSED TO
THIAMETHOXAM

Abstract

Africanized Apis mellifera bees are considered important pollinators in Brazil, since
many food crops depend on the pollination by these insects. However, with the growth of
agricultural productivity there has been an increase in the use of insecticides for pest control,
which also can reach non-target insects. With the action of insecticides as one of the possible
causes of the massive death of these pollinators, the studies of the effects of pesticides on bees
were highlighted. Given the context, the present study aimed to investigate the effects of a sub
lethal dose of thiamethoxam - TMX (0.0227 ng of active ingredient / ul of food), a insecticide
of the class of neonicotinoids, in the brain and intestine of Africanized Apis mellifera, through
the evaluation of the activity of enzymatic biomarkers of exposure and of oxidative stress and
by the occurrence of lipid peroxidation. The level of cell stress was also investigated by the
immunostaining of the HSP70 and HSP90 proteins together with the detection of cell death by
the TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) assay. The data
showed that, in the brain, TMX increased acetylcholinesterase activity (AChE) at 1, 3 and 5
days of exposure, while carboxylesterase (CaE) decreased on the first day and glutathione s-
transferase (GST) increased in the fifth day. On the other hand, antioxidant enzymes were less
active in the brain, and only glutathione peroxidase (GPX) showed increased activity on the
first day of exposure. In the intestine, there was no alkaline phosphatase (FAL) or GST
response. But there was a decline in CaE activity on the first and fifth day of contamination.
Differently from the brain, antioxidant enzymes were most affected in the intestine with
increased superoxide dismutase (SOD) on the fifth and GPX in the third day. The TBARS test
only showed an increase in the determination of lipid peroxidation in the intestine after 5 days
of exposure. In addition to that, it was possible to observe positive immunoblotting of HSP70
and HSP90 in the brain and intestine in almost every analyzed time (except for HSP90 in the
brain in the first 24 hours of exposure), but no cell death was detected in any of the evaluated
groups. The generated data indicates that, in general, TMX induces alteration on biomarkers of
exposure mainly in nerve tissue while antioxidant enzymes were modulated mostly in the
intestine. Furthermore, the results show that the high expression of HSPs 70 and 90 has a
protective effect, preventing cell death in the brain and in the intestinal epithelial tissue of bees

exposed to the sub lethal dose of neonicotinoid. A second part of the study was conducted at



the University of Birmingham (UK) and showed that sub lethal doses of pesticides such as
thiametoxam, fungicide carbendazim (CAB) and herbicide glyphosate (GLF) were not
sufficient to cause alteration in the alternative splicing pattern of the Dscam and elav genes
involved with the formation of the neurons network of the nervous system, as well as no changes
were observed for the Xbpl gene, which, from a different type of splicing, triggers a response
that avoids the accumulation of Unfolded Protein Response (UPR) under conditions of stress.
These results suggest that the sublethal doses used and the exposure time (1 day) were not
sufficient to indicate responses in these 3 genes as biomarkers in A. mellifera. By means of
enzymatic assays, HSPs immunostaining and cell death, and molecular biology techniques for
the detection of alternative splicing, this study contributes with several data characterizing the
effects of neonicotinoid TMX on A. mellifera bees, thus providing information that can support
arguments to lead the discussion on the laws regulating the use of these pesticides and the

management of these pollinators in agricultural areas.

Keywords: neonicotinoid, oxidative stress, cell death, HSPs, alternative splicing, brain,

intestine.



Lista de abreviaturas

AcHE: Acetilcolinesterase

B.O.D.: Biochemical Oxygen Demand

CAB: Carbendazim

CaE: Carboxilesterase

CCD: Colony Collapse Disorder

CLso: Concentracdo letal média

DEPC: Diethylpyrocarbonate

dH20: Deionized water (dgua deionizada)

DLso: Dose letal média

dNTPs: Deoxynucleotide triphosphates

Dscam: Down syndrome cell adhesion molecule (Molécula de adesdo celular da Sindrome de
Down)

DTT: Dithiothreitol

dUTP: Deoxyuridine triphosphate

EDTA: Ethylenediamine tetraacetic acid

Elav: Embryonic lethal abnormal visual system (Sistema visual anormal letal embrionario)
ERO: Espécies reativas de oxigénio

FAL: Fosfatase alcalina

GLF: Glifosato

GPX: Glutationa peroxidase

GST: Glutationa S-transferase

HSP: Heat shock proteins (Proteinas de choque térmico)

MDA: malondialdeido

SOD: Superoxido dismutase

TBARS: Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico

TBE: Tris/Borate/EDTA

TMX: Tiametoxam

TUNEL.: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
UPR: Unfolded protein response (resposta a proteinas mal enoveladas)

Xbpl: X-box binding protein 1
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1- INTRODUCAO GERAL

No Brasil, as abelhas africanizadas em conjunto com mais de 1500 espécies de abelhas
nativas, distribuidas em quase 300 géneros (SILVEIRA et al., 2002) sdo responsaveis pela
polinizacéo de 30 a 90% da flora nativa dependendo do ecossistema considerado (KERR, et al.,
2001). Um estudo recente que analisou 141 cultivos do pais, revelou que 85 deles dependem de
polinizadores, sendo que para quase um terco destas culturas esses agentes sdo essenciais,
gerando uma contribuicdo econdmica que totaliza quase 30% (aproximadamente US$12
bilhdes) do valor total da producéo agricola anual das culturas dependentes (GIANINNI et al.,
2015).

No entanto, a expansdo das areas cultivaveis que regem o modelo agricola brasileiro
formado por extensas areas de monocultura, promoveu o crescimento do mercado de
agrotoxicos na busca por combater pragas e, aliado ao uso da tecnologia das maquinas do
campo, melhorar a qualidade e a quantidade da producéo das culturas (FIRPO et al., 2012).
Somente no ano de 2017, foram comercializados 539.944,95 toneladas de produtos
fitossanitarios (IBAMA, 2018). A questdo gerada pelo amplo uso de agrotdxicos é que muitas
vezes esses produtos ndo afetam somente pragas e patdgenos agricolas, mas acabam atingindo
insetos benéficos associados aos cultivos, como os polinizadores, por exemplo (BLACQUIERE
etal., 2012; GILL; GARG, 2014)

Dessa maneira, ha duas vias de intoxicacdo pelas quais as abelhas ficam expostas aos
inseticidas. Uma é por contato, uma vez que as abelhas, devido ao seu comportamento de
forrageamento para coletar néctar e poélen ficam vulneraveis aos produtos quimicos
pulverizados no campo, pois numerosas particulas de substancias toxicas suspensas no ar
podem ficar aderidas aos pélos superficiais de seu corpo, sendo entéo retidas em seu sistema
respiratorio ou armazenadas em sua vesicula melifera e no polen coletados. (THOMPSON,
2003; DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007; WOLFF; REIS; SANTOS, 2008). A
outra maneira € a contaminacéo via oral por inseticidas sistémicos. As plantas absorvem estes
produtos quimicos através de suas raizes ou folhas e os tecidos vasculares o transportam para
os caules, folhas, flores e frutos. Com isso, residuos destes inseticidas podem ser encontrados
no polen e néctar, que sdo consumidos pelos polinizadores, como as abelhas (HOPWOOD et
al, 2012). Assim, toda a colonia fica exposta, pois os demais individuos se alimentam do
material coletado contaminado com o agrotoxico. (PHAM-DELEGUE et al., 2002; WOLFF;
REIS; SANTOS, 2008).
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Desde 2006, muitos paises noticiaram uma perda acentuada no nimero de suas colénias
de abelhas meliferas, fendmeno que ficou conhecido como “Colony Collapse Disorder” (CCD)
e trouxe preocupacles ecologicas e econémicas com as perdas na biodiversidade e na
produtividade agricola (FAO, 2004; OLDROYD, 2007; JACOB, 2012; BRODSCHNEIDER et
al., 2018). No Brasil, os relatos de apicultores sobre perda de colonias tém se tornado cada vez
mais frequentes e, embora as causas dessas perdas ndo tenham sido efetivamente esclarecidas,
acredita-se que a origem do problema seja multifatorial, sendo uma das causas a aplicacdo de
agrotoxicos feita de maneira incorreta nas areas proximas aos apiarios (PIRES et al., 2016).

Diante desse panorama e do prejuizo econdmico gerado em decorréncia da crescente
perda de coldnias, a atencdo se voltou para o debate sobre os efeitos dos agrotoxicos em abelhas
(JOHNSON, 2015; PIRES et al., 2016; ROSA et al., 2019). Os inseticidas neonicotinoides,
como o tiametoxam (TMX), apresentam acdo neurotoxica e atuam como agonistas,
mimetizando o neurotransmissor acetilcolina e competindo com ela pelos seus receptores
nicotinérgicos que medeiam o impulso nervoso. No entanto, ao contrério da ligagdo natural da
acetilcolina com o seu receptor, a ligacdo com o inseticida é persistente, uma vez que 0s
neonicotindides sdo insensiveis a acdo da acetilcolinesterase, enzima que degrada as moléculas
neurotransmissoras apos a ligagdo com o receptor. Com a ativacdo dos receptores prolongada
de modo anormal, ocorre hiperexcitabilidade devido a transmissao continua e descontrolada de
impulsos nervosos. Os sintomas resultantes da intoxicacéo pelo TMX incluem tremores, falhas
na coordenacdo e, eventualmente, colapso do sistema nervoso central e morte (ISHAAYA et
al., 2007; LIMA; ROCHA, 2012). Outra caracteristica dos neonicotindides é que eles sdo
sistémicos nas plantas, sendo rapidamente absorvidos e difundidos ao longo de todos os tecidos
vegetais, promovendo assim um efeito de longa duragdo contra insetos-pragas (FORD;
CASIDA, 2008; HOPWOOD et al., 2012).

No Brasil, 0 TMX é um neonicotindide de segunda geracdo utilizado em diversas
culturas, como: citros, café, cana-de-agucar, arroz, abacaxi entre outros (ANVISA, 2018).
Estudos tem revelado seus efeitos sob abelhas, como Oliveira e colaboradores (2013) que
observaram que mesmo em subdoses, 0 TMX demonstrou-se toxico para Apis mellifera,
diminuindo o nimero de células regenerativas do intestino e provocando danos para o cérebro.
Outra pesquisa revelou a presenca de TMX em abelhas mortas coletadas em cidades do interior
de Séo Paulo, apos o declinio de diversas colonias (MALASPINA et al., 2010). Alem dos
efeitos provocados por neonicotindides como 0 TMX, a combinagdo desses inseticidas com
outros agrotoxicos comumente utilizados nos cultivos, como o herbicida glifosato (GLF) e o

fungicida carbendazim (CAB), também tem sido estudados na busca por possiveis efeitos
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sinérgicos (ZHU, et al. 2017; SGOLASTRA, et al. 2018; TOSI; NIEH, 2019). Assim, a busca
por informagdes sobre o impacto dos neonicotindides e da sua combinacdo com outros
agrotoxicos em polinizadores é de grande importancia visando contribuir com o debate para o
manejo apropriado destes polinizadores em areas agricolas e também para conduzir a discussao
sobre as leis regulamentadoras de comercializagdo e uso desses agrotoxicos.

A definicdo dos 6rgéos para os estudos de toxicidade, além de avaliar os efeitos do TMX
no cérebro das abelhas, devido ao fato do neonicotindide ser neurotoxico, a analise do intestino
é importante, pois apesar de ndo se tratar de um tecido alvo do inseticida, € atingido durante a
rota de metabolizacdo deste composto, uma vez que é o 6rgao responsavel pela absorcao de
nutrientes e acaba entrando em contato com o inseticida, quando este é ingerido
(THIBOLDEAUX et al., 1998; SOROUR, 2001; MALASPINA; SILVA-ZACARIN, 2006).

Uma das maneiras de verificar os efeitos do TMX em A. mellifera africanizada é a
andlise aprofundada sobre a toxicidade deste composto, por meio da investigacdo da alteracao
da atividade de enzimas biomarcadoras de exposicdo e enzimas relacionadas ao estresse
oxidativo. Estudos ecotoxicoldgicos demonstraram que os padrdes de respostas enzimatica em
A. mellifera podem ser alterados quando as mesmas sdo expostas a varios tipos de xenobidticos,
incluindo inseticidas (BADIOU-BENETEAU et al., 2012; CARVALHO et al., 2013). De
acordo com Hyne e Maher (2003) diversas enzimas apresentam potencial para uso em
programas de monitoramento ambiental, podendo ser utilizadas como biomarcadores de
exposicdo como a Acetilcolinesterase (AChE), a Carboxilesterase (CaE), a Glutationa S-
Transferase (GST), as metalotioneinas e as Cyp450, e outras envolvidas com sistemas
oxidativos, como a Catalase (CAT), a Glutationa Peroxidase (GPX)/redutase e a Superdxido
dismutase (SOD).

O estudo da atividade da enzimas antioxidantes pode indicar as respostas celulares das
abelhas decorrentes da instalacdo do processo de estresse oxidativo, o qual decorre da existéncia
de um desequilibrio entre os compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracao
excessiva de radicais livres (espéecies reativas de oxigénio - ERO) ou em detrimento da
velocidade de remocdo desses (BARBOSA et al. 2010). Tal processo conduz & oxidagdo de
biomoléculas com consequente perda de suas func¢des biologicas, causando potencial dano
oxidativo contra células e tecidos (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004; FAROOQUI, 2014).
Para minimizar o dano oxidativo aos componentes celulares apds exposi¢éo a agrotdxicos, o
sistema de defesa antioxidante procura manter o processo dentro dos limites fisioldgicos e
passiveis de regulacdo, impedindo que os danos se amplifiquem culminando em danos
sistémicos irreparaveis (BARBOSA et al. 2010).



17

Algumas das enzimas responsaveis pelas defesas antioxidantes, como a SOD e a GPX
agem por meio de mecanismos de prevencgédo, impedindo e/ou controlando a formagéo de
radicais livres (COGO et al. 2009; BARBOSA et al. 2010). Ja as CaEs sdo consideradas
biomarcadoras de exposicdo e estdo envolvidas em diversos processos metabolicos, sendo
classificadas como enzimas de fase | que reagem com compostos ndo-polares, por meio de
hidrélise. Os metabolitos resultantes sdo ainda processados por enzimas de fase 11 ou excretados
(STONE; JEPSON; LASKOWSK, 2002). Por sua vez, a GST € uma enzima de fase II,
responsavel por catalisar a conjugacéo da glutationa reduzida com alguns xenobiontes a fim de
torné-los menos toxicos e mais faceis de serem degradados, desempenhando um papel central
no processo de detoxificacdo celular e correcdo dos efeitos deletérios de compostos
xenobidticos como drogas, herbicidas, compostos quimicos carcinogénicos e poluentes
ambientais (STONE; JEPSON; LASKOWSKI, 2002; COGO et al. 2009; BADIOU-
BENETEAU et al. 2012).

Por sua vez, a FAL é uma enzima digestiva envolvida nos mecanismos de adsor¢do e
transporte por meio da hidrélise de grupos fosfatos (MOSS, 1992), constituindo uma valiosa
ferramenta de diagndstico de determinadas doencas humanas, além de poder ser utilizada como
uma enzima biomarcadora de exposi¢do no intestino de abelhas (BOUNIAS et al., 1996;
VLAHOVIC et al., 2009; BADIOU-BENETEAU et al. 2012). Ja a AChE é responsavel por
mediar a transmissao do impulso nervoso, hidrolisando a acetilcolina em sinapses colinérgicas
(BADIOU et al., 2007), estando assim diretamente relacionada ao mecanismo de acdo dos
neonicotindides como o TMX (BADIOU et al., 2008).

Além disso, um outro caminho para caracterizar os efeitos do TMX em abelhas, é a
avaliacdo da expressdo das proteinas de choque térmico (Heat Shock Protein, HSP), também
incluidas entre os biomarcadores bioquimicos para avaliacdo de contaminagdo. Gregorc e
Bowen (1999) e Silva-Zacarin e Malaspina (2006) sugeriram que a utilizacdo de técnicas para
deteccdo de HSP, associada com a analise de células em processo de morte celular, podem
ajudar a diagnosticar infeccoes e avaliar os efeitos das aplicacdes de inseticidas em abelhas.

As HSPs sdo classificadas em quatro familias, baseadas em sua massa molecular, sendo
a familia HSP 70 a classe mais frequente e mais bem estudada (LINDQUIST; CRAIG, 1988).
Sob varias condicdes de estresse, a inducao da sintese de HSP 70, pode inibir a morte celular e,
assim, aumentar a sobrevivéncia das células expostas a uma variedade de estimulos letais. A
super-expressao de HSP 70 suprime o dano mitocondrial e a fragmentagdo nuclear (BUZZARD
et al, 1998) e, portanto, funciona como uma potente proteina anti-apoptética (GARRIDO et al.,

2001). Ja a HSP90 tem um papel chave na maturacdo e estabilidade conformacional de
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proteinas denominadas proteinas clientes HSP90, que séo fatores de transcri¢cdo e quinases
envolvidas com a transducdo de sinal do processo apoptotico (PARCELLIER et al., 2003). Em
conjunto com a andlise da expressdo das HSPs, a deteccdo de células em processo de morte
celular, verificada pela fragmentacdo do DNA através da Reacdo de TUNEL, fornece uma
indicacdo do nivel de estresse celular, uma vez que a alta expressdo das HSPs decorre da
tentativa de proteger as células de uma possivel morte celular (BIERKENS, 2000).

Finalmente, para investigar a toxicidade de agrotoxicos em abelhas em um nivel
molecular, o estudo da interferéncia de xenobioticos na regulacéo do splicing alternativo é uma
maneira inédita na literatura para tentar entender como 0s agrotéxicos podem afetar esses
organismos. Os padrdes de splicing alternativos sdo encontrados em todos 0s tipos de genes,
mas sdo particularmente abundantes no sistema nervoso (GRABOWSKI; BLACK, 2001;
BLACK; GRABOWSKI, 2003), onde isoformas especificas desempenham papéis nos
processos de aprendizagem, memorizacdo de células neuronais, reconhecimento,
neurotransmisséo, fungdo do canal ionico e especificidade do receptor (GRABOWSKI;
BLACK, 2001). O estudo de mecanismos de processamento alternativo de pré-mRNAs em
neurdnios, por meio da expressdo dos genes elav e Dscam, envolvidos na formacao da complexa
rede do sistema nervoso (YAO; WHITE, 1994; ZHAN et al., 2004; MATTHEWS et al., 2007),
pode indicar se os pesticidas afetam a neuroplasticidade de A. mellifera. Além disso, o gene
Xbpl, por meio de um tipo de splicing ndo convencional independente do spliceossomo,
desencadeia a resposta a proteinas mal enoveladas (UPR, do inglés unfolded protein response)
em condicdes de estresse, evitando o acimulo de proteinas com conformacao defeituosa no
reticulo endoplasmatico (LAFLEUR et al., 2013), sendo este um outro tipo de resposta que
pode ser medida para avaliar a toxicidade dos pesticidas em abelhas.

Tendo em vista as informaces aqui reunidas, fica clara a importancia do papel
econémico e ecoldgico de A. mellifera africanizada como agente polinizador, e a grande
relevancia do presente estudo na geracdo de conhecimento para a melhor compreensdo dos
efeitos toxicologicos do TMX no cérebro e no intestino das abelhas, e se sua combinagéo com
GLF e CAB pode afetar o sistema nervoso em um nivel molecular, alterando o padrdo de
splicing alternativo. Desta forma, esta pesquisa contribui para o0 melhor entendimento da agéo
do neonicotindide, amplamente utilizado nas culturas agricolas brasileiras, e sua capacidade de
induzir alteracbes bioquimicas, celulares e moleculares nas abelhas contaminadas com
agrotoxicos. Contudo, os dados obtidos com este estudo também fornecem subsidios para o
debate que visa melhorar as préticas de cultivo e incentivar a elaboracéo de planos adequados

de manejo para esses polinizadores.
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6- CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que:

e O TMX foi capaz de induzir alteracdo da atividade de parte das enzimas
analisadas, dependendo do tempo de exposicédo e do 6rgédo avaliado.

e Na presenca do TMX, as enzimas de exposicdo foram mais atuantes no cérebro.
AChE apresentou aumento de atividade em todos os tempos avaliados, sugerindo que
com 0s receptores nicotinérgicos ocupados por moléculas do TMX, o qual mimetiza a
molécula de acetilcolina, a AChE ndo consegue agir por ndo reconhecer o inseticida,
provocando um aumento da atividade enzimatica na tentativa de compensar e degradar
a ligacdo com o receptor e assim restabelecer o impulso nervoso.

e No cérebro, a CakE diminuiu somente no primeiro dia, demonstrando apenas uma
resposta inicial a contaminacéo, reestabelecendo o equilibrio posteriormente, enquanto
que a GST aumentou apenas no quinto dia, indicando que a resposta dessa enzima é
ativada com o efeito da exposi¢éo prolongada ao inseticida, provavelmente por ser uma
enzima de fase 2, apresentando uma resposta tardia.

e GPX foi a Ginica enzima envolvida com a defesa antioxidante a ter sua atividade
modulada no cérebro. Nas primeiras 24h aumenta a resposta via GPX, mas como no
quinto dia ndo ha mais diferenca entre o grupo controle e 0 grupo exposto, infere-se que
o0 equilibrio da defesa antioxidante tenha sido restaurado.

e FAL e GST néo responderam a exposi¢do do TMX no intestino.

e CaE foi a Unica enzima de exposicdo que teve a atividade afetada pela dose
subletal do TMX no intestino, havendo declinio no primeiro e no quinto dia de
contaminagdo, indicando que, embora no terceiro dia tenha havido um aparente
reequilibrio, a exposicéo oral prolongada volta a causar deplecdo enzimatica da CaE
nesse Orgao de absorcdo de nutrientes.

e O sistema antioxidante foi mais ativado no intestino, promovendo o0 aumento da
SOD e da GPX e da determinagéo do teste de TBARS. O aumento da SOD no intestino,
no quinto dia de avaliagéo, sugere aumento de H20-, o qual pode estar gerando o radical
hidroxila, e atacando as membranas biologicas, processo observado na determinacéo de
TBARS.

e E possivel inferir que, embora o intestino nio seja o 6rgdo alvo do inseticida

neonicotindide, a ativacdo do sistema antioxidante foi maior nesse 6rgdo do que no
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cerebro, uma vez que este é o primeiro 6rgdo a ter contato com o inseticida quando este
é ingerido, o que gerou uma resposta mais imediata & exposicao.

e O TMX foi capaz de modular a expressdo da HSP70 e da HSP90 no cérebro e
no intestino das abelhas. No entanto, ndo foi detectada morte celular pelo método de
TUNEL, mostrando que a expressdo das HSPs teve efeito protetivo suficiente para evitar
a morte celular com quebra de DNA nas abelhas africanizadas expostas a dose subletal
do inseticida.

e Apesar do TMX ter induzido uma resposta do sistema antioxidante, ativado
enzimas biomarcadoras para detoxificagdo e as HSPs de maneiras diferentes entre o
cerebro e o intestino, a dose subletal utilizada e o tempo de exposicao de até 5 dias ndo
foram suficientes para causar danos como o processo de morte celular, por exemplo.

e As doses subletais do TMX e dos pesticidas combinados (TMX, GLF e CAB)
utilizados nos experimentos realizados na Inglaterra, ndo foram suficientes para causar
alteracdes do padrdo de regulacdo de splicing alternativo dos genes Dscam, Elav, bem
como induzir o spling de Xbpl em resposta a UPR, no periodo de 1 dia.

e Os dados do presente estudo revelam que, embora a dose subletal de TMX tenha
sido avaliada por um tempo de exposi¢éo relativamente curto, os sistemas de defesa e
0s mecanismos biologicos ativados para o reparo de danos, sdo extremamente
importantes para a sobrevivéncia e manutencdo das abelhas expostas a agrotoxicos.

e Esse estudo contribui com diversos dados, por meio de técnicas que incluem
ensaios enzimaticos, determinacdo de TBARS, imunomarcacdo de HSPs, marcacédo de
morte celular com fragmentacdo de DNA e técnicas de biologia molecular para detecgéo
de splicing alternativo, que ajudam a caracterizar os efeitos do neonicotindide TMX nas
abelhas A. mellifera, fornecendo assim subsidios que podem embasar argumentos para
conduzir a discussao sobre as leis que regulamentam o uso de agrotdxicos e 0 manejo
adequado destes polinizadores em &reas agricolas. Essas ferramentas se configuram
como bons biomarcadores para avaliar os efeitos bioldgicos de diversos agentes toxicos

em abelhas.
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