UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO CLARO

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

“EFEITOS DO INSETICIDA FIPRONIL SOBRE OS
CORPOS PEDUNCULADOS DE OPERARIAS DE
Scaptotrigona postica (LATREILLE, 1807)
(HYMENOPTERA, APIDAE, MELIPONINI)”

CYNTHIA RENATA DE OLIVEIRA JACOB

Rio Claro
2012



PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

“EFEITOS DO INSETICIDA FIPRONIL SOBRE OS
CORPOS PEDUNCULADOS DE OPERARIAS DE
Scaptotrigona postica (LATREILLE, 1807)
(HYMENOPTERA, APIDAE, MELIPONINI)”

CYNTHIA RENATA DE OLIVEIRA JACOB

Orientador: Prof Dr. Osmar Malaspina

Co-orientador: Profa. Dra. Roberta Cornélio Ferreira Nocelli

Dissertacdo apresentada ao Instituto
de Biociéncias do Campus de Rio
Claro, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Biologicas (Biologia Celular
e Molecular).

Rio Claro
2012









“A competéncia é essencial para qualquer tarefa

é boa vontade em fazer o que precisa ser feito.

A boa vontade desbanca a competéncia o tempo todo.
Competéncia pode ser ensinada - mora na mente.

‘Boa vontade mora no coragdo.”

Joan Hoover
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RESUMO GERAL

Recentemente as abelhas tém sido devidamente valorizadas como importantes
polinizadoras de flores silvestres e cultivadas. A densidade populacional de
muitos polinizadores tem diminuido devido, principalmente, a intensificagdo
agricola e ao uso de pesticidas, prejudicando os servicos de polinizacdo. A
metodologia classica para estimar a toxicidade dos produtos quimicos para
insetos é determinar a dose letal média (DLsp) ou a concentracdo letal média
(CLsp), podendo entdo estabelecer doses que sejam mais seguras aos
organismos nao-alvo ou benéficos. Além dos efeitos de toxicidade aguda,
levando a morte das abelhas, doses subletais dos inseticidas podem provocar
alteracdes comportamentais e fisiolégicas nos individuos, que ao longo do
tempo acarretardo em sérios prejuizos na manutencdo da coldénia. Um dos
inseticidas amplamente utilizado é o fipronil, este atua ligando-se aos
receptores do acido gama-aminobutirico (GABA), interrompendo os canais de
cloro, resultando na perda de sinalizac&o inibitoria neural. Na literatura pode-se
encontrar diversos trabalhos que utilizam como modelo principal a abelha Apis
mellifera, porém, € importante ressaltar a diversidade existente entre as
abelhas nativas no Brasil, os meliponineos, e sua participacdo na conservacao
da biodiversidade, assim como na polinizacdo de areas de cultivo, o que torna
extremamente importante estudos com essa abelha. Com a finalidade de
entender como o fipronil interfere morfo e fisiologicamente em abelhas sem
ferrdo, a regido de interesse deste estudo foram os corpos pedunculados, ja
gue estes sao centros cerebrais complexos e tidos como local de convergéncia
multisensorial. Para auxiliar no mapeamento metabdlico, utilizou-se como
marcador a enzima citocromo oxidase e a enzima caspase-3, técnicas
utilizadas na observacédo de atividade neural e morte celular, respectivamente.
Neste trabalho estabeleceu-se a DLsg topica e ClLsy de ingestdo do inseticida
fipronil para operéarias recém-emergidas da abelha sem ferrdo S. postica em
0.54ng/abelha e 0.24ng/uL de dieta apdés 24 horas, respectivamente,
confirmando a elevada toxicidade deste fenilpirazol. Foram também verificadas
alteracdes morfologicas, de atividade neural e presenca de morte celular nos

grupos de abelhas forrageiras submetidos a contaminacao topica (doses de



0.27, 0.54 e 1.08 ng/abelha), quando comparada ao grupo controle,
apresentando uma relacdo entre dose e tempo de exposicdo. No grupo de
abelhas forrageiras submetido ao tratamento por ingestédo (doses de 0.12, 0.24
e 0.48 ng/uL de dieta) as alteragbes morfolégicas e de atividade neural ndo
foram muito evidentes, possivelmente devido ao processo de metabolizagdo do
inseticida ao passar pelo trato digestivo. Porém ao realizar a técnica de
marcacao para morte celular, caspase-3, a resposta foi semelhante ao
tratamento topico, com significancia entre as doses de DLsy e CLsy quando
comparados com o0s grupos controle. Tais dados mostraram a toxicidade deste
inseticida sobre o tecido nervoso de abelhas sem ferrdo, provocando
alteracbes que podem comprometer a sobrevivéncia do inseto, assim como a

manutenc¢ao de toda a col6nia.

Palavras-chave: Abelha sem ferrdo. Sistema nervoso central. Atividade neural.

Caspase-3. Morte celular.

ABSTRACT

A few decades the bees are considered an important indicator of high
environmental sensitivity, and appreciated as important pollinators of
wildflowers and cultivated. The population density of many pollinators have
declined to harmful levels to pollination services manly due to agricultural
intensification and the use of pesticides. The classic methodology of estimating
the effects of chemicals for insects is to determine the median lethal dose (LDsp)
or median lethal concentration (LCsp) that can then establish doses that do not
harm non-target organisms or beneficial. Besides the effects of acute toxicity,
leading to death bees, sublethal doses of insecticides can cause physiological
and behavior changes of individuals over time, resulting in serious harm to
maintain the colony. One of the widely used insecticides is fipronil, its acts by
binding to gamma-aminobutyric acid (GABA) disrupting chloride channels,
resulting in loss of inhibitory neural signaling. In the literature one can find
several works using as main bee model Apis mellifera, however, it is important
to highlight the diversity of Brazilian native bees, the stingless bees, and their
participation in biodiversity conversation, as well as in the pollination of



cultivated land. In order to understand how fipronil affect morpho and
physiologically the stingless bee S. postica, the region of interest in this study
were the mushroom bodies, since these are complex brain centers and used as
a place of multisensory convergence. This work established the contact LDsg
and Ingestion LCsg to the fipronil insecticide for foragers workers stingless bee
Scaptotrigona postica in 0.54ng/bee and 0.24ng/pL of the food after 24 hours,
respectively, confirming the high toxicity of this phenylpyrazole, in the groups
submitted to contact contamination, were identify morphological changes, in
neural activity and presence of the cell death, compared to the control group,
showing a relationship between dose and exposure time. Differences were
found between the groups submitted to ingestion treatment, where the
morphological changes and neural activity were not evident, possibly due to the
metabolism process of the insecticide through the digestive tract. But to make
the marking technique to cell death, caspase-3, the response was similar to the
contact treatment with significance between LDsy and LCsy dose when
compared with control groups. These data show the toxicity of this insecticide
on nervous tissue of stingless bees, causing irreversible changes. Affecting the

survival of the insect, as well as the maintenance of the colony.

Key-worlds: Stingless bee. Central nervous system. Neural activity. Caspase-3.
Cell death.
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1. INTRODUCAO GERAL
As abelhas sdo animais que vivem em intimo contato com a natureza

por meio da coleta de pdlen, néctar, agua e resina para sua coldnia, assim,
necessitam que todas as fontes desses recursos sejam puras e isentas de
contaminantes (CHAMBO et al., 2010). Por este motivo as abelhas s&o
consideradas altamente sensiveis e importantes indicadores ambientais. S&o
organismos que respondem a contaminagdes quimicas ambientais, com
elevada mortalidade, devido a presenca de particulas em suspensédo que se
acumulam em seu corpo, além de apresentarem caracteristicas etioldgicas e
morfologicas que fornecem dados de avaliagdo sobre impactos ambientais,
tanto em areas industriais como rurais (CELLI; MACCAGNANI, 2003; GHINI et
al, 2004).

As abelhas sdo importantes polinizadoras de flores silvestres e
cultivadas (CASTRO et al, 2006). Um estudo em 200 paises demonstrou que
das 114 culturas mais importantes, 86 dependem da polinizacdo por animais
para a producado de frutos e sementes. Cerca de 75% das 240 mil espécies de
plantas existentes no mundo dependem de polinizagdo, sendo as abelhas
responsaveis por 73% destas (FAO, 2004).

Nos ultimos cinquenta anos ou mais, as populacdes de abelhas tém
diminuido em diversos paises industrializados, com tendéncia de aceleracéo,
levando a preocupacdes ecologicas e econbmicas, devido a perdas, tanto na
produtividade agricola como na biodiversidade. Em 1894, as colheitas de mel
foram prejudicadas por condicdes meteorologicas desfavoraveis, em 1926, os
prejuizos ocorreram devido a doencas na colmeia. A partir de 1998, foram
relatados enfraquecimentos e mortalidades incomuns em col6nias de abelhas
na Franca, Suica, Bélgica, Itdlia e outros paises (ALIX et al, 2008).

O numero de apicultores relatando tais problemas e, consequentemente,
as elevadas perdas tornaram-se alarmantes, sendo estes fendémenos
denominados “Colony Collapse Disorder” (CCD). Cientistas definiram alguns
sintomas do CCD, como: completa auséncia de abelhas adultas em col6nias
com pouca ou nenhuma abelha morta em torno da mesma; presenca de
ninhada operculada, presenca de alimentos estocados e parasitas tipicos de
coldénias (ELLIS et al, 2010). Embora estas perdas ndo sejam compreendidas
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completamente, algumas hipéteses sdo apresentadas, tais como: existéncia de
parasitas e patdgenos, manejo de abelhas (gestdo de estresse), baixa
variabilidade genética, uso de produtos quimicos para controle de pragas de
colmeias e a presenca de toxinas no ambiente (ELLIS et al, 2010; ALIX et al,
2008).

Entre as possiveis causas, uma que se tornou tema de debates é o0 uso
de determinados produtos quimicos ou a combinacdo de produtos que podem
contribuir para o CCD, incluindo pesticidas e alguns fungicidas (JOHNSON et al,
2010), ja que os casos foram observados, principalmente, em &reas de culturas
agricolas (ALIX et al, 2008).

Pesquisadores relataram que, tanto nos Estados Unidos de 1966 a 1979
(ATKINS, 1992 apud JOHNSON et al, 2010) como no Reino Unido, entre os
anos de 1989 a 2003 (BARNETT et al, 2007), a queda na populagdo de
abelhas estava relacionada com a aplicacdo de inseticidas organofosforados,
carbamatos e piretroides. Ja no Brasil, o declinio no nimero de colénias foi
simultdneo a expanséo de culturas para biocombustivel e ao aumento no uso
de pesticidas (VANDAME; PALACIO, 2010). Segundo levantamentos do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e o Sindicato Nacional da
Indastria de Produtos para a Defesa Agricola (SINDAG), realizados em 2009,
houve um crescimento de 4,59% da area cultivada no periodo entre 2004 e
2008 e aumento no consumo de pesticidas, no mesmo periodo, de 44,6%. Isso
equivale a um aumento de vendas 10 vezes superior a area plantada no pais
(CARNEIRO; ALMEIDA, 2010).

A toxicidade dos inseticidas comecou a ser estudada nos paises de
clima temperado, os quais foram os principais realizadores deste tipo de estudo
mesmo antes da introducdo do DDT em 1942 (MORAIS et al, 2000). A maior
parte das abelhas utilizadas nestes testes sdo de espécies europeias,
diferentemente do Brasil onde sé&o utilizadas as abelhas da espécie Apis
mellifera africanizada, um hibrido amplamente distribuido pelo pais, com
grande importancia social e econdmica principalmente para a apicultura e
produtividade de diversas culturas comerciais (DEL SARTO, 2009).

No Brasil sdo utilizados diversos pesticidas, tornando-se importante a

realizacdo de estudos sobre seus mecanismos de acdo, sobre as
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transformagdes que os pesticidas sofrem no ambiente e sua toxicidade, tanto
para os organismos-alvo (COUTINHO et al, 2005) como para os nao- alvo,
visto que apenas 4% dos insetos existentes séo tidos como pragas agricolas e
o Brasil possui a maior diversidade de abelhas existentes (ABD AL-FATTAH;
EL-SHEMY, 1990).

Os testes realizados apresentam métodos de estudo de toxicidade e
riscos dos pesticidas para abelhas em laboratorio, condicbes de campo e
semi-campo seguindo orientacbes de organizagbes como a OECD-
Organizagao de Cooperagdo e de Desenvolvimento Econémico (Guidelines
for the testing of chemicals, 1998). A metodologia classica para estimar o0s
efeitos dos produtos quimicos para insetos benéficos ou ndo-alvo € determinar
a dose letal média (DLso) ou a concentracéo letal média (CLso) (SOUZA, 2009).
A dose letal média corresponde a Unica dose de inseticida, administrada por
ingestdo ou contato que provoca a morte de 50% do grupo de abelhas
tratadas em 24 ou 48 horas (DLsp expressa em peso de ingrediente ativo por
abelha) e a concentracdo letal média corresponde a concentracdo de
inseticida presente no ambiente ou alimento que provoca a morte de 50% da
populacdo apés 24 ou 48 horas, sendo impossivel estabelecer a quantidade
absorvida pelo organismo (RORTAIS et al, 2005).

Os inseticidas sao classificados de acordo com sua toxicidade, baseado
em valores de DLsp para qualquer uma das vias de contaminagéo (ingestao ou
topico) apresentando as seguintes categorias toxicologicas: I- extremamente
toxico (DLsp <50 mg/kg de peso vivo), lI- muito toxico (DLsp 50 a 500 mg/kg de
peso vivo), IlI- moderadamente toxico (DLsp 500 a 5000 mg/kg de peso vivo) e
IV- pouco téxico (DLsp > 5000 mg/kg de peso vivo) (EMBRAPA, 2011).

Os pesticidas em geral e os inseticidas podem induzir dois tipos de
efeitos em abelhas, o efeito letal (morte) e o subletal. Os efeitos letais sdo
faceis de serem caracterizados e podem ser estudados pela exposicdo das
abelhas a esses produtos, de forma aguda ou crbnica. Os efeitos subletais
apesar de ndo apresentarem efeitos deletérios imediatos ou aparentes como
indicios de intoxicagdo, também comprometem a viabilidade, a sobrevivéncia e
o tamanho da populacéo da colmeia (DEVILLERS, 2002; MALASPINA; SOUZA,
2006).
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Devido ao desenvolvimento de resisténcia por alguns insetos e a
consequente necessidade de uma maior eficacia sobre pragas agricolas, foram
produzidas duas novas classes de inseticidas sistémicos, 0os neonicotindides e
os fenilpirazois, substituindo muitos dos antigos pesticidas. Os neonicotindides
representados pelo Admire®, Confidor®, Muralla®, Provado®, tem como
ingrediente ativo o imidacloprido, um agonista que se liga aos receptores
nicotinicos da acetilcolina localizados nos neurbnios pds-sinapticos, causando
ativacdo persistente de receptores colinérgicos que levam a hiperexitacdo e
morte (SUCHAIL et al, 2003). J4 os fenilpirazéis, que tem como principais
representantes o Regente®, Termitor®, Frontline® possuem como ingrediente
ativo o fipronil.

O fipronil (5-amino-1-(2,3-dicloro-a-a-a-trifluor-p-totil)4-triflurometilsulfinil-
pirazol-3 carbonitrila), férmula quimica C;2H4C1,FsN4OS foi desenvolvido em
1987, por Rhone-Poulenc Ag Company (atualmente Bayer CropScience),
comercializado a partir de 1993 e registrado pelos Estados Unidos em 1996.
Este pesticida ndo exibe apenas uma toxicidade seletiva entre insetos e
mamiferos, mas também acao de largo espectro (NARAHASHI et al, 2007). Ele
foi o primeiro produto do grupo dos fenilpirazois a ser introduzido no controle de
pragas (ALIOUANE et al, 2009). E um inseticida relativamente mével no solo e
sua degradacao produz diferentes produtos, dependendo do local em que se
encontra. No solo, quando na superficie, por estar exposto a luz solar sua
degradacao produz o densulfinil-fipronil. A oxidagcdo préxima ao solo produz o
sulfone-fipronil e a hidrolise do composto produz o amide-fipronil. A meia vida
deste inseticida e seus produtos no solo indicam que séo persistentes, com
degradacédo total entre 111-350 dias, dependendo das condi¢cbes do solo
(GUNASEKARA et al, 2007).

Este inseticida age no sistema nervoso ligando-se aos receptores do
acido gama-aminobutirico (GABA), que controlam o fluxo de ions cloro através
da membrana da célula nervosa, causando inibicdo da transmissdo sinaptica.
Dessa forma a auséncia de inibicao sinaptica causa hiperexcitacdo, convulsao
e paralisia do sistema nervoso central (SNC), levando o organismo a morte (EL
HASSANI et al, 2005; NARAHASHI et al, 2007; ALIOUANE et al, 2009). O

GABA é um importante neurotransmissor inibitério em invertebrados, sendo
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amplamente distribuido no cérebro de abelhas e nos géanglios ventrais de
Hymenoptera e Orthoptera (EL HASSANI et al, 2005). Embora o fipronil seja
altamente toxico para abelhas, o produto apresenta uma toxicidade moderada
para mamiferos (TINGLE et al, 2003).

Com um mercado mundial estimado em U$150 bilh6es (ALIOUANE et al,
2009), o fipronil é utilizado por possuir um amplo espectro de agdo, sendo
aplicado no solo em culturas de batata, cana de agucar e milho; em folhas nas
culturas de algodéo, arroz, milho e soja; nas sementes de arroz, cevada, soja e
feijdo e na 4gua para irrigacdo do arroz. Além de ser utilizado em animais no
controle de pulgas e carrapatos e domesticamente no controle de baratas e
formigas (AAJOUD et al, 2003; COUTINHO et al, 2005). Este pesticida
apresenta modo de acgéo diferente dos organofosforados e carbamatos (ambos
inibidores de colinesterases) e alguns piretréides (ativadores de canais de
s6dio), inseticidas classicos aos quais alguns insetos adquiriram resisténcia
(GUNASEKARA et al, 2007).

Em estudos sobre os efeitos toxicos de inseticidas sobre abelhas
Decourtye et al (2009) realizaram testes de capacidade associativa para
encontro de alimento em abelhas A. mellifera e observaram que o tratamento
com dose subletal de 1ng/mg de fipronil prejudicou a execucdo da tarefa em
relacdo ao grupo controle, com uma queda no numero de abelhas que entram
no labirinto para a coleta de alimento e um aumento no niumero de abelhas que
ndo chegaram ao destino corretamente. Segundo este mesmo autor (2005),
numa pesquisa comportamental de reflexo de extensdo de probdscide, apos
ingestdo de 0.15ng/abelha/dia, ocorreu uma diminuicdo no nivel de resposta.
Assim, como El Hassani et al (2005), que apesar de nao observar efeitos sobre
a atividade locomotora apés tratamento com 0.01 e 0.5ng de fipronil, verificou,
gue as mesmas doses estudadas provocaram uma diminuicdo na sensibilidade
a sacarose em concentracdes de 1% e 0.3% respectivamente.

No Brasil as abelhas utilizadas como modelo experimental sdo da
espécie A. mellifera, introduzidas no Brasil a partir da Europa e Africa. Porém,
além desta, existem espécies brasileiras solitarias e sociais, também

importantes para a polinizacdo de diversas plantas (LOPES et al, 2005),
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(MALASPINA; STORT, 1983; KERR et al, 1996; NOGUEIRA-NETO, 1997;
MORAES et al, 2000).

As abelhas da subfamilia Meliponinae (Hymenoptera, Apidae) sé&o
também conhecidas como abelhas sem ferrdo, pelo fato de possuirem ferrdo
atrofiado. Estdo subdivididas, taxonomicamente, em duas tribos: Meliponini e
Trigonini. No Brasil, os meliponineos sdo responsaveis por aproximadamente
40- 90% da polinizacdo de arvores nativas dependendo do ecossistema
considerado e, consequentemente, da producdo de frutos e sementes. A
riqueza de diversidade dessas abelhas é estimada em 3.000 espécies, sendo
encontradas na América do Sul, América Central, Asia, llhas do Pacifico,
Austréalia, Nova Zelandia e Africa, (KERR et al, 1996; MORAES et al, 2000).

Os meliponineos chegam a polinizar, em areas agricolas, cerca de 66%
das 1.500 espécies cultivadas no mundo, resultando em uma estimativa de 15
a 30% da producdo mundial de alimentos (KREMEN et al, 2002). Alguns
exemplos no Brasil sdo as abelhas Nannotrigona testaceicornis e Tetragonisca
angustula utilizadas em estufas para cultivo de morango e Melipona subnitida
usada em pomares de goiaba (CASTRO et al, 2006).

As abelhas da espécie Scaptotrigona postica (Latreille, 1807) também
conhecida como “mandaguari” ou “canudo”, pertencem a um grupo de
meliponineos que vive em ocos de &rvores e podem ser encontradas em todas
as areas de clima tropical e subtropical, estendendo-se desde o México até o
Rio Grande do Sul (NOGUEIRA-NETO 1997; MACIEIRA; PRONI, 2004).

A divisédo de trabalho entre as operarias esta baseada na capacitacao do
individuo para exercer determinada tarefa, que é alcancada através da
maturacao fisiolégica para seu desempenho e adquirida por etapas, com o
avanco da idade, no polietismo etario (FREE, 1980). As abelhas sem ferrao,
assim como as abelhas meliferas, apresentam dois sexos — masculino e
feminino — sendo o dltimo dividido em duas castas — operarias e rainhas
(VELTHUIS, 1997).

As rainhas cabem basicamente a postura de ovos férteis. Apds o
acasalamento, elas tém seu abdome amplamente desenvolvido, pois
geralmente a producado e postura de ovos € intensa. Nesta fase sdo chamadas

de rainhas poedeiras ou fisiogastricas. As operarias constituem a casta que
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realiza as tarefas do ninho que seguem uma determinada sequéncia, de acordo
com a idade do individuo e com as necessidades da col6nia. Assim, as abelhas
recém-emergidas cuidam primeiro da cria e das atividades diretas ou
indiretamente ligadas a ela, posteriormente realizam atividades no interior do
ninho, como limpeza e manipulacdo de alimentos. Finalmente, passam a ser
forrageiras, trabalhando com a coleta de alimentos. Os machos tem a funcéo
de se acasalar com as rainhas (NOGUEIRA-NETO, 1997), e diferentemente de
Apis os machos de meliponineos também realizam funcdes no interior da
colénia, como incubacdo de favos de cria, desidratacdo de néctar, defesa do
ninho e outras (KERR; CUNHA, 1990).

Na fase de forrageira, o processo de coleta de alimento expde a abelha
ao meio externo, colocando-a em contato com predadores, patdégenos,
estimulos visuais, tacteis e olfativos, envolvendo informagbes complexas de
aprendizado, memodria, comunicacdo, navegacao, entre outras respostas
flexiveis (DECOURTYE et al, 2009). O processamento destas informacdes
complexas é atribuido a uma regido cerebral que tem despertado grande
interesse na comunidade cientifica desde sua primeira descricdo em 1850 por
Dujardim (MOBBS, 1985).

O sistema nervoso dos insetos € organizado em Sistema Nervoso
Central e Periférico, constituido basicamente por dois tipos celulares, sendo os
neurbnios a unidade fundamental, apresentando morfologia e fungéo
especializada na percepcédo e conducédo de estimulos, e as células gliais ou
neuroglias que ocupam 0s espacos entre 0os neurbnios e tém a funcéo de
sustentacdo e isolamento dos neurénios, entre outras (KRETZSCHMAR,;
PFLUGFELDER, 2002). Além do cérebro, situado dorsalmente na cabeca, 0
sistema nervoso é constituido pela cadeia nervosa ventral e pelo sistema
estomogastrico (CHAPMAN, 1998).

O cérebro é constituido por regides contendo os corpos celulares de
neurénios, denominadas somata, e as regides que contém os prolongamentos
celulares, chamados de neurdlipas (CHAPMAN, 1998; MACHADO, 2006). Em
abelhas adultas este é formado pela fusdo de trés ganglios e apresentam trés
regides distintas: o protocérebro, o deutocérebro e o tritocérebro (CRUZ-
LANDIM, 2009).
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A regido do protocérebro apresenta os lobos 6pticos (LO) e os corpos
pedunculados (CP). Os LO séao estruturas complexas e estao presentes como
projecbes laterais que contém elementos nervosos formando os olhos
compostos, responsaveis pela captacédo de estimulos visuais (RIBI et al, 2008).
Os corpos pedunculados (CP), séo estruturas encontradas no cérebro de todos
0s insetos, sendo descrito também em muitos crustaceos e anelideos. Estao
localizados nas regides médio-laterais (BRANDT et al, 2005), envolvidos no
processamento sensorial (MENZEL; MANZ, 2005).

A regido do deuterocérebro apresenta os lobos antenais, que sado
estruturas esféricas que recebem estimulos olfatérios captados por neurdnios
sensitivos presentes nas antenas e nas estruturas da boca (RIBI et al, 2008). O
tritocérebro é uma pequena regido composta por um par de lobos localizados
ventralmente aos lobos antenais e paralelamente ao eséfago, esta porcao do
sistema nervoso fica localizada fora da estrutura cerebral e apresenta
elementos motores e sensoriais que o0 ligam ao sistema estomogastrico
(CRUZ-LANDIM, 2009).

Segundo Dujardim (1850), estas seriam regides envolvidas no
comportamento de “inteligéncia”, devido a sua proeminéncia particular no
cérebro de Hymenoptera sociais (FARRIS; SINAKEVITCH, 2003;
HEISENBERG, 1998). Estudos recentes suportam tal sugestao, mostrando seu
envolvimento no contexto de integracdo sensorial multimodal, no
monitoramento do comportamento motor e certamente nos tipos de
aprendizagem e memoria (FARRIS; SINAKEVITCH, 2003).

Os corpos pedunculados séao formados pelo calice, que em abelhas séo
em numero par, sendo um em cada lado do protocérebro. Em outras espécies
os calices podem ser Unicos (MOBBS, 1985; FAHRBACH, 2006). No interior
dos cdlices existem aproximadamente 340.000 neurdnios (cérebro de A.
mellifera) denominadas interneurénios ou células de Kenyon, que consistem
em pequenas células nervosas intrinsecas (ZARS, 2000), arranjadas de
maneira altamente organizada com dendritos, corpos celulares e terminais
axonais separados dentro de neuropilas distintas chamadas de célice (regido
de entrada), pedunculo e lobos a e B (regidao de saida) (OLESKEVICH et al,

1997). Essa regido do protocérebro € formada por trés tipos de interneurdnios,
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facilmente identificados pelo tamanho e localizagdo de seus corpos celulares:
as células de Kenyon compactas internas, uma subpopulagdo com pequenos
corpos celulares presentes no centro do calice; as células de Kenyon néao-
compactas internas, células com grandes corpos celulares, que preenchem o
restante do calice; e as células de Kenyon compactas externas, outra
subpopulacdo de células com pequenos corpos celulares presentes no exterior
do calice (FARRIS; SINAKEVITCH, 2003; KIYA et al, 2007).

O tamanho relativo dos CPs esta relacionado com a complexidade do
comportamento dos insetos e com a organizacgéo social (FARRIS, 2008; CRUZ-
LANDIM, 2009). Ao comparar o tamanho relativo desta estrutura entre
operarias, rainhas e zangdes de A. mellifera, verifica-se que estas sdo maiores
em operérias, as quais apresentam comportamentos mais diversificados dentro
da colmeia (ROAT, 2008).

As abelhas sdo modelos importantes na neurobiologia, devido ao seu
sistema nervoso relativamente simples, em termos de estrutura e namero de
células nervosas, quando comparado ao cérebro humano, apresentando
surpreendentes habilidades cognitivas (RIBI et al, 2008). Assim, os CP séo
regides de interesse quando se procura identificar os efeitos dos pesticidas que
agem sobre o sistema nervoso.

Diante de diversas técnicas utilizadas para mapeamento de regides
cerebrais, a citocromo oxidase (CO) é uma técnica amplamente utilizada como
marcador mitocondrial para funcdo neural em mamiferos, sendo um método
valido também em invertebrados (DEGLISE et al, 2003). Trabalhos como de
Armengaud et al (2000; 2001) utilizaram tal técnica a fim de avaliar alteracdes
no metabolismo neural, ap6s contaminacdo por produtos quimicos, como 0s
inseticidas.

A citocromo oxidase (CO) ou Complexo IV é um complexo proteico
transmembrana encontrado nas mitocondrias que desempenha um importante
papel na geracdo de ATP por fosforilacdo oxidativa, ja que € a ultima enzima
do transporte de elétrons da cadeia respiratéria (PRIDGEON et al, 2009). Em
adicdo a funcdo de respiracdo e sintese de ATP, a mitocdndria apresenta
funcdes dependentes de energia como a regulacdo de funcdes celulares,

incluindo metabolismo intermediario, regulacdo ibnica, transporte ibnico e
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motilidade celular, além de ser alvo de produtos toxicos (SCHRAF; SIEGFRIED,
1999).

A CO apresenta trés subunidades (I-lll) que sao codificadas pelo DNA
mitocondrial, formando um nucleo funcional e catalitico da enzima. Em estudos
sobre essa enzima foram observados que a superexpressao da subunidade |
estaria associada a resisténcia aos piretroides, a subunidade Il a resisténcia ao
metotrexato (droga usada em quimioterapia) e a subunidade Il que foi
recentemente identificada como ser especialmente induzida por doses de
alguns inseticidas (PRIDGEON et al, 2009). A distribuicdo da atividade de CO
pode ser visualizada em tecidos seccionados, sendo um indicador da
capacidade metabdlica do tecido, que varia de acordo com sua regido no
organismo (HEVNER; WONG-RILEY, 1989).

Decourtye et al (2004) observou o aumento na atividade de CO nos
corpos pedunculados em operarias de A. mellifera, ap6s tratamento com
inseticida imidaclopido. Além deste, outros pesquisadores como Déglise et al
(2003) e Armengaud et al (2000) utilizaram esta técnica para avaliar os efeitos
de curta duracdo de ligantes colinérgicos no metabolismo de diferentes
estruturas cerebrais, focando suas investigacoes nas regides dos lobos
antenais (LA) e corpos pedunculados, ja que estas sdo estruturas relacionadas
ao processo de aprendizado e memoria.

Outra técnica interessante utilizada para avaliacdo dos efeitos de doses
subletais de substancias toxicas no sistema nervoso é a verificagcdo da
presenca de proteases apoptoticas.

Como se sabe a apoptose ou morte celular programada (MCP) é um
evento celular geneticamente programado, importante em organismos
multicelulares durante seu desenvolvimento e como defesa para uma
variedade de estimulos como infeccfes, mutacdes, virus, agressao toxica ou
presenca de células danificadas (EARNSHAW et al, 1999; WOO et al, 1998).
Existem pelo menos trés formas de morte celular programada diferente: a MCP
nuclear ou apoptética, a autofagica e citoplasmatica (BREDESEN et al, 2006).

A apoptose € realizada por uma familia de proteases chamadas de
caspases. A funcdo das caspases foi identificada, primeiramente, no nematoide

Caenorhabditis elegans e atualmente a familia de genes das caspases contém
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ao menos 14 membros em mamiferos, sendo 11 enzimas conhecidas em
humanos (PETTMANN; HENDERSON, 1998; NICHOLSON, 1999).

Desde que o conceito de apoptose foi estabelecido em 1972, foram
realizadas diversas pesquisas genéticas sobre a iniciacdo, execucao e
regulacdo da morte celular. Evidéncias demonstram que seus mecanismos sao
conservados atravées da evolugédo. Caspases e seus homologos foram descritos
em espeécies distantes como nematdides (Caenorhabditis elegans), dipteros
(Drosophila melanogaster) e lepdopteros (Scodoptera frugiperda) (RIEDL; SHI,
2004). Sao divididas em duas classes: os iniciadores de caspases, que clivam
formas inativas de caspases efetores para ativa-las que incluem as caspases
2,8,9 e 10 em mamiferos e Dronc e Dredd em mosca de fruta, e as caspases
efetoras 3,6 e 7 em mamiferos e Drice, Decay, Damm, Dcpl e Strica em mosca
de fruta. A CED-3 é a caspase apenas de nematoides e funciona tanto como
iniciador quanto como efetor da morte celular programada (RIELD; SHI, 2004).

A caspase-3 esta presente no processo de morte celular programada de
células neurais, estas foram observadas através de experimentos onde a agao
desta caspase era inibida, segundo os resultados, houve aumento no tamanho
cerebral de roedores, correlacionando este com a diminuicdo de apoptose
(PETTMANN; HENDERSON, 1998), o que faz da caspase-3 um excelente
marcador dos processos de morte celular dependentes de caspase.

2. OBJETIVOS GERAIS
Diante da extrema importancia em se avaliar os efeitos de doses

subletais dos pesticidas sobre o sistema nervoso de abelhas sem ferréo, os

objetivos desse trabalho foram:

- Determinar a dose letal média (DLsp) topico e concentracdo letal média (CLsp)
por ingestdo do inseticida fipronil, para operarias recém- emergidas de S.
postica;

- Verificar a ocorréncia de alteracbes morfolégicas na regido cerebral dos
corpos pedunculados apés tratamentos tépico e de ingestdo do inseticida

fipronil, para operarias forrageiras da abelha S. postica;
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- Verificar alteracoes fisioldégicas na regido dos corpos pedunculados através de
avaliacdo de atividade neural a partir de marcagdo pela enzima citocromo
oxidase e o aumento de morte celular pela marcacdo de caspase-3, apos
tratamentos tépico e por ingestdo de inseticida fipronil, para operarias

forrageiras da abelha S. postica.

3.MATERIAIS E METODOS

3.1. Material Biolégico
Foram utilizados exemplares de operarias de Scaptotrigona postica

coletados no apiario o Departamento de Biologia — Instituto de Biociéncias -
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP - Campus
de Rio Claro.

3.2. Metodologia
- Estabelecimento da dose letal média (DLso)
-Estabelecimento da concentragdo letal média (CLso)

3.4 Analise dos resultados

3.4.1 Morfologica
- Microscopia de Luz (ML): Técnica de coloracdo com Hematoxilina e Eosina

- Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET): Contraste com solucéo de

acetato de uranila e citrato de chumbo.

3.5.2 Fisiologica
- Analise da atividade neural- Histoquimica para marcacdo da enzima
citocromo oxidase
- Andlise de morte celular - Imunoistoquimica para marcacdo da enzima

proteolitica Caspase 3

Os detalhes das técnicas utilizadas estao descritas nos artigos.
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4. ARTIGO 01

DETERMINACAO DAS DLs, E CLs, DO INSETICIDA
FIPRONIL PARA OPERARIAS DE ABELHA SEM FERRAO
Scaptotrigona postica (Latreille,1807) (HYMENOPTERA,
APIDAE, MELIPONINI).

4.1 RESUMO

Para evitar danos nos cultivares e prejuizos financeiros, o sistema faz uso de
diferentes substancias quimicas para o controle de insetos praga e ervas
daninhas. Porém, tais substancias podem afetar também insetos considerados
benéficos, como as abelhas. Estas sao os principais agentes polinizadores de
aproximadamente 33% de todas as culturas utilizadas como alimento humano.
Por ser um dos maiores consumidores de agrotéxicos do mundo e apresentar
grande diversidade de espécie de abelhas € importante que no Brasil sejam
desenvolvidos estudos sobre a toxicidade desses produtos em diferentes
espécies, como as abelhas sem ferrdo. O fipronil € um inseticida amplamente
utilizado no controle de diversas pragas, sendo utilizado no presente trabalho
para a determinacdo da dose e concentracao letal média (DLsp e CLso) sobre
abelhas sem ferrdo. Os valores de DLsg e CLso foram de 0.54ng/abelha e 0.24
ng/uL de dieta, apds 24 horas, respectivamente, sobre a espécie de operarias
recém-emergidas de abelha sem ferrdo S. postica, sendo estes valores
considerados, de acordo com a tabela de classificacdo de toxicidade, como
muito toxico para as abelhas.

Palavras- chave: Neurotéxico. Fenilpirazéis. Inseticida. GABA
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4.2 INTRODUCAO

Insetos praga e ervas daninha sempre foram os principais causadores
de prejuizos na producdo agricola, sendo necessario o desenvolvimento
continuo de novas substancias quimicas (HAINZL; CASIDA, 1996) com
propriedades seletivas e de acao especifica (ISHAAYA, 2001) para o controle
dos mesmos. Para serem lancado no mercado os agrotoxicos, entre eles 0s
inseticidas, passam por testes, necessarios para assegurar que estes produtos
guimicos ndo causardo nenhum dano ao meio ambiente, em especial aos
polinizadores (RORTAIS et al, 2005).

Aproximadamente 200 mil espécies de animais sdo agentes
polinizadores das mais de 250 mil espécies de vegetais no mundo, entre eles
alguns vertebrados, como aves e mamiferos; porém, os insetos sdo 0s
principais agentes polinizadores, e as abelhas os mais eficientes nesse
processo (DEVILLERS et al, 2002).

Estima-se que 33% de todas as culturas usadas na alimentacdo humana
seja dependente da polinizagéo por abelhas (KLEIN et al, 2007; BERNAL et al,
2011), agravando a preocupacao sobre a reducéo da densidade populacional
deste inseto, que pode prejudicar ndo apenas a producado em areas agricolas,
mas também comprometer 0s servicos de polinizacdo de diversos
ecossistemas naturais (PINHEIRO;FREITAS, 2010). Fatores como a
fragmentacao do habitat, plantio de monoculturas e a baixa oferta de alimento
favorecem o declinio das populacbes de abelhas, entretanto, o uso de
agrotoxicos, como o0s inseticidas, € 0 agente mais impactante para 0s
polinizadores (CARVALHO et al, 2009).

Desde 2008, o Brasil assumiu o posto de maior consumidor de
agrotoxicos em todo o mundo, com uma movimentacdo de mais de 11 bilhdes
de reais por ano. A introducdo dos agrotdxicos no pais teve inicio em 1943,
guando chegaram as primeiras amostras de DDT. Atualmente existem cerca de
431 moléculas autorizadas para serem utilizadas como agrotoxicos no pais,
(ORTIZ, 2011) dentre elas o fipronil, um inseticida neurotoxico do grupo dos
fenilpiraz6is, que age como bloqueador dos receptores do acido gama-
aminobutirico (GABA), impedindo a inibicdo normal do impulso nervoso e

consequentemente causando excesso de atividade neural, 0 que resulta em
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hiperexitagéo, paralisia e morte do organismo (CONNELLY, 2001; ZHAO et al,
2004).

Este é um inseticida utilizado no controle de pragas em grandes areas
de cultivo, como cana de acucar, soja, milho; de parasitas veterinarios, como
pulgas e carrapatos e de baratas e formigas no uso domeéstico (COUTINHO et
al, 2005). Porém, além dos insetos alvo, o fipronil tem demonstrado uma
elevada toxicidade sobre insetos ndo-alvo (EL HASSANI et al, 2005). Estudos
utilizando a abelha Apis mellifera, demonstraram que doses subletais de fipronil
podem provocar alteracbes de sensibilidade a sacarose (ALIOUANE et al,
2009), efeito sobre o desempenho de aprendizagem (DECOURTYE et al, 2005),
orientacao e forrageamento (DECOURTYE, 2009).

A toxicidade de pesticidas € bem documentada para as abelhas
meliferas, especialmente sobre os efeitos de curto prazo, sendo limitado o
namero de trabalhos com abelhas sem ferrdo, uma vez que estas espécies nao
ocorrem em clima temperado, 0s quais séo os principais realizadores deste tipo
de pesquisa (MORAES et al, 2000; LADURNER et al, 2003).

Os meliponineos formam um grupo altamente especializado,
dependente de caracteristicas climaticas e floristicas de suas regifes de
origem. Foram recentemente reconhecidos como importantes agentes
polinizadores de areas agricolas, além de apresentar papel fundamental na
conservagao da biodiversidade (DEVILLERS, 2003).

Tendo em vista a importancia ecologica deste grupo, principalmente
como polinizadores e suas relagbes com o ambiente, faz-se necessaria a
avaliacdo dos efeitos toxicologicos dos inseticidas sobre estas abelhas. Sendo
o fipronil um dos pesticidas mais utilizados na agricultura brasileira e as
abelhas S. postica importantes polinizadores de plantas silvestres e cultivadas,
este trabalho teve por objetivo determinar a dose e concentracdo letal média
deste inseticida, por via tépica e ingestdo, sobre operarias recém-emergidas

desta espécie.
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4.3 METODOLOGIA

3.3.1 Material e Métodos

Material Biologico

Foram utilizados exemplares de operarias de S. postica recém-
emergidas, coletados no meliponario do Departamento de Biologia — Instituto
de Biociéncias - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” —
UNESP - Campus de Rio Claro.

4.3.2 Testes de Toxicidade

Para determinacdo de dose letal média e concentracédo letal média foram
coletados favos com individuos prestes a emergir, que foram posteriormente
colocados em estufa BOD (Demanda Bioquimica do Oxigénio) com
temperatura e umidade relativa controlados (28°C +1°C, 70% U.R.) com
alimento e 4gua disponiveis durante 4 dias, quando os individuos foram entdo
coletados.

Operarias de S. postica recém-emergidas foram acondicionadas em
caixas plasticas descartaveis com volume de 250mL com alimento (candi) e
algodao embebido em &gua.

O inseticida utilizado nos experimentos foi uma formulacdo técnica do

Fipronil 95%, fornecido pela Bayer CropScience Ltda.

4.3.3 Teste para determinacado da dose letal de contato (DL5sp)

. O inseticida foi diluido em 1mL do solvente acetona, sendo preparadas
uma solucédo de concentracdo inicial de 1ug/abelha para o fipronil e realizada
sucessivas diluicfes até as concentracdes desejadas (1.0, 0.8, 0.6, 0.5, 0.4, 0.2
ng), além de um grupo controle com aplicagdo apenas do solvente acetona.
Estas doses foram estabelecidas a partir da DLsy para A. mellifera
(1.06ng/abelha -ROAT et al, 2010) e seguindo as normas da OECD- Diretrizes
para o ensaio de substancias quimicas (Guidelines for the testing of chemicals,
1998). Para cada abelha foi aplicado 1 yL da solu¢ao correspondente na regiao

do pronoto com o auxilio de uma microseringa. Apos aplicacdo, as abelhas
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permaneceram 5 minutos em uma bandeja plastica para permitir a evaporacao
do solvente. Passado este periodo, as abelhas foram acondicionadas em
caixas plasticas forradas previamente com papel filtro, contendo alimento e
agua e mantidas em estufa BOD com temperatura e umidade controlada (28°C
+1°C, 70% U.R.). Foram realizadas trés repeticdes para cada dose testada,
contendo 20 abelhas em cada caixa plastica. Os dados foram obtidos apés 24h,
sendo o numero de abelhas mortas por repeticdo/concentracdo contabilizado e
submetido a analise estatistica do tipo dose-resposta, empregando-se um
modelo do pacote “drc” (Analysis of Dose-Response Curves) (RITZ; STREIBIG,
2005), compilado pelo software R® (2011).

4.3.4 Teste para determinacdo da concentracao letal por ingestao (CLso)

O inseticida fipronil foi diluido em solvente acetona até a dose de 10ng e
posteriormente o alimento (candi + gelatina) foi utilizado como solvente da
solucdo até a obtencdo de alimentos com as concentragdes desejadas (0.05,
0.15, 0.30, 0.5, 0.8, 1.2ng), além de um grupo controle com alimento sem
contaminacdo. As doses foram estabelecidas a partir da DLsy previamente
estabelecida neste trabalho para S. postica, seguindo as normas da OECD
(1998).

As abelhas foram acondicionadas em caixas plasticas descartaveis,
forradas previamente com papel filtro e mantidas em jejum durante 1 hora e 30
minutos, passado este periodo os alimentos e agua foram colocados durante
24 horas. Foram realizadas trés repetices para cada dose testada, contendo
20 abelhas em cada caixa plastico. Apés 24 horas, o numero de abelhas
mortas por repeticdo/concentracdo foi contabilizado e submetido a andlise
estatistica do tipo dose-resposta, empregando-se um modelo do pacote “drc”
(Analysis of Dose-Response Curves) (RITZ; STREIBIG, 2005), compilado pelo
software R® (2011).
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O valor obtido para DLsp topico do inseticida fipronil para a abelha sem
ferrdo S. postica foi de 0.54 ng/abelha (FIGURA 1) e CLso de ingestdo de 0.24
ng/uL dieta (FIGURA 2), ambos obtidos apds 24 horas de exposi¢ao.
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Figura 1: Curva de DLs, indicando a mortalidade de abelhas 24 horas apds a exposicéo
tépica do inseticida fipronil.
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Figura 2: Curva de CLs, indicando a mortalidade de abelhas 24 horas ap6s a exposi¢éo por
ingestdo do inseticida fipronil.

Estes valores sdo menores do que os apresentados para abelha A. mellifera
encontrados em literatura (A. mellifera africanizada- 1.06ng/abelha: ROAT et al,
2010; A. mellifera L.- 6.2ng/abelha: DECOURTYE, 2005 e 4ng/abelha: TINGLE,
2003 para contaminacgédo tépica e A. mellifera africanizada- 1.27ng/uL dieta: ROAT
et al, 2010 para contaminacdo por ingestdo) se enquadrando na categoria Il (muito
toxico) da classificagéo toxicoldgica de agrotéxicos (EMBRAPA, 2011).

Segundo Ferreira (2010) o tratamento crbnico de abelhas S. postica com
alimento contaminado a 0.1ug/Kg de fipronil apresentou uma curva de sobrevivéncia
significantemente diferente daquele apresentado pelo grupo controle, obtendo 100%
da mortalidade do grupo experimental, 14 dias apds o inicio do bioensaio. Stuchi
(2009) realizou testes toxicol6gicos com varios inseticidas, entre eles o fipronil, para
duas espécies de abelhas nativas (Tetragonista angustula e Tetragonista fiebrige),
obtendo como valor de CLso para o fipronil entre 0.00053- 0.00062%, valores que
comprovaram sua alta toxicidade diante dos demais inseticidas testados.

Apesar das pesquisas no Brasil utilizarem como principal modelo
experimental as abelhas, A. mellifera africanizada, existem trabalhos como o de Del
Sarto (2009) e Moraes et al (2000), que comparam a tolerancia entre abelhas

africanizadas e as abelhas sem ferrdo, mostrando que para a maioria dos casos, as
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abelhas africanizadas possuem maior resisténcia aos inseticidas mais utilizados em
areas agricolas no pais.

Tendo em vista a importancia da diversidade biologica de polinizadores para
os diferentes cultivares (IMPERATRIZ-FONSECA, [20-],)), assim como o
conhecimento dos beneficios proporcionados por esses insetos, dentre eles o
aumento na qualidade e quantidade de frutos e sementes, mesmo em culturas que
ndo dependem de polinizagcdo, como o café (FAO, 2008; BREEZE et al, 2011),
estudos sobre os efeitos de inseticidas em diferentes espécies de abelhas sao
extremamente necessarios. Sendo que o declinio desses polinizadores provocaria a
gqueda ou a eliminacdo total da complexidade existente nos diferentes ambientes,
sejam eles selvagens ou agricolas, visto que a manutencdo desses locais séo
totalmente dependentes de interagbes entre plantas e animais e que a auséncia de
um deles afetara a sobrevivéncia de outros (IMPERATRIZ-FONSECA, [20-],; SILVA,
2002).

4.5 CONCLUSAO

O presente trabalho possibilitou a determinacdo da DLsy topico em
0.54ng/abelha e CLsp de ingestdo em 0.24ng i.a/pL de dieta, mostrando que tanto a
dose letal média como a concentracéo letal média do inseticida fipronil, foram baixas
para as abelhas sem ferrdo, S. postica. Comprovando que estas abelhas séao
sensiveis a intoxicagdo pelo inseticida fipronil, quando realizam a coleta de alimento
préximo a areas agricolas, enfatizando a necessidade de pesquisas com espécies

diferentes de polinizadores e a sua conservacao.
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5. ARTIGO 02

ANALISE MORFOLOGICA DOS CORPOS PEDUNCULADOS DA
ABELHA Scaptotrigona postica (Latreille, 1807) (HYMENOPTERA,
APIDAE, MELIPONINI) SUBMETIDAS A DOSE SUBLETAL DO
INSETICIDA FIPRONIL

5.1 RESUMO

O grupo das abelhas sem ferrdo apresenta grande diversidade morfologica e
comportamental. Apesar disso, pesquisas utilizando os meliponineos sdo escassas
e pouco se conhece sobre esses insetos, principalmente sobre os efeitos de sua
contaminacdo por substancias toxicas, tais como os inseticidas. Estudos com
abelhas Apis mellifera submetidas a contaminagdo pelo inseticida fipronil, um
produto neurotoxico da classe dos fenilpirazéis, demonstraram efeitos sobre as
atividades de comunicacdo, aprendizado, orientacdo entre outras. Buscando
compreender melhor os efeitos de doses subletais desse inseticida sobre as abelhas
sem ferrdo, este trabalho analisou por microscopia de luz e eletrbnica de
transmissao a regido cerebral dos corpos pedunculados a fim verificar possiveis
alteracdes morfoldgicas da érea tida como local de integracdo de informacdes nos
insetos. Os resultados mostraram que tanto no tratamento topico como no de
ingestdo as células neurais apresentaram alteracdes, com caracteristicas de morte
celular. O aumento da ocorréncia de nucleos picnoticos foram observados atraves
de microscopia de luz e a presenca de cromatina condensada de acordo com a dose
e tempo de exposicao pode ser observada na ultraestrutura, assim como a alteracéo
de organelas como as mitocondrias e o aparelho de Golgi, além de autofagossomos,
formados durante o processo de autofagia do material intracelular. Este estudo
possibilitou demonstrar a elevada toxicidade do fipronil, através das modificacdes de
células neurais, quando operarias forrageiras de abelhas sem ferrdo S. postica sao

submetidas a baixas doses do inseticida fipronil por um curto periodo de tempo.

Palavras- chave: Abelha sem ferrdo. Inseticida. Sistema nervoso. Ultraestrutura.
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5.2 INTRODUCAO

Com aproximadamente 400 espécies descritas, os Meliponineos, também
conhecidos como abelhas sem ferrdo, formam um grupo constituido por cerca de 40
géneros que apresentam morfologia, fisiologia e comportamento amplamente
diversificados (VALDOVINOS-NUNEZ et al, 2009; VELTHUIS et al, 1997). Estes sao
insetos sociais, cuja organizacdo é comparavel a da abelha Apis mellifera
(IMPERATRIZ-FONSECA, [20-],) com divisdo de castas e atividades realizadas de
acordo com o polietismo etario (FREE, 1980; NOGUEIRA-NETO, 1997).

Por apresentar importante valor econémico, rendendo cerca de 11,6 bilhdes
de euros por ano s6 na América do Sul, com os servicos de polinizacdo, a abelha
Apis é um dos insetos mais estudados, possuindo pesquisas sobre seu
comportamento, fisiologia, morfologia e resisténcia a produtos téxicos (POTTS et al,
2010), em contrapartida sdo poucas as pesquisas com as abelhas sem ferrdo (DEL
SARTO, 2009).

Estudos com meliponineos sao importantes, ja que se encontram em répido
processo de desaparecimento, com aproximadamente 100 espécies, das descritas
em risco de extincdo (KERR, 1996). Isso se deve a fragmentacdo de florestas
nativas, queda na disponibilidade de alimento e locais para nidificacdo, plantio de
monoculturas e 0 uso de agrotoxicos no controle de pragas agricolas (LOPES et al,
2005).

Entre os agrotoxicos utilizados nas lavouras, os inseticidas recebem atencao
especial, uma vez que estao entre os possiveis causadores do desaparecimento das
abelhas (VALDOVINOS-NUNEZ et al, 2009; JOHNSON et al, 2009). Segundo
pesquisas ndo sdo apenas as doses letais que representam perigo para estes
insetos, mas também as doses subletais que podem afetar a longevidade e
comportamento, modificando as interagdes da colonia (MORITZ et al, 2010).

O fipronil representa a segunda geracao de inseticidas neurotéxicos, atuando
na inibicdo dos receptores do acido gama-aminobutirico (GABA) levando ao
excesso de atividade neural (CONNELLY, 2001; COUTINHO et al, 2005). Por ser um
inseticida efetivo e fornecer protecdo por longo prazo em amplas areas de cultivo
(HAINZL; CASIDA, 1996; COUTINHO et al, 2005), pesquisas sobre os efeitos da
contaminacéo de insetos ndo-alvo, como as abelhas, com doses subletais de fipronil
foram realizados, mostrando que tais doses podem provocar a desorientacéo
(DECOURTYE et al, 2009), alteracdo na percepc¢éao gustativa (COLIN et al, 2004, EL
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HASSANI et al, 2005; PINHEIRO; FREITAS, 2010; ALIOUANE et al, 2009) e olfativa
(DECOURTYE et al,2005; EL HASSANI et al, 2005), perda de memdéria (ALIOUANE
et al, 2009) e deficiéncia locomotora (COLIN et al, 2004).

Como o processo de forrageamento envolve a integracdo de habilidades
complexas, como orientagdo, memdria, aprendizado, comunicacdo e outros,
(AAJOUD et al, 2003; COLIN et al,2004) sédo necessarios estudos sobre possiveis
alteracdes nas regides cerebrais onde ocorre o processamento destas informacdes.
Os corpos pedunculados (CP) sé@o conhecidos por serem estes centros de
integracdo, e seu desenvolvimento estd relacionado com a complexidade
comportamental em insetos sociais (MOBBS,1982; FARRIS et al, 2001).

Na literatura € possivel verificar um numero consideravel de pesquisas
associando os CP com a fisiologia e controle do comportamento de insetos (MOBBS,
1982; OLESKEVICH et al, 1997; ZARS, 2000; KIYA, et al, 2007), sendo necessarios
estudos sobre os efeitos morfolégicos nas células neurais apos a intoxicacao destes,
com baixas doses de fipronil. Buscando compreender melhor os efeitos de doses
subletais desse inseticida sobre as abelhas sem ferrdo, este trabalho analisou por
microscopia de luz e eletrbnica de transmissdo a regido cerebral dos corpos
pedunculados a fim verificar possiveis alteracées morfologicas da area tida como

local de integragéo de informagdes nos insetos.

5.3 METODOLOGIA

5.3.1 Materiais e Métodos
Material Bioldgico

Foram utilizados exemplares de operarias forrageiras de S. postica, coletados
no meliponario do Departamento de Biologia— Instituto de Biociéncias - Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP - Campus de Rio Claro. Os
exemplares foram coletados diretamente da entrada do ninho, sendo utilizadas 12
abelhas para cada dose e tempo testados.

O inseticida utilizado durante os experimentos foi uma formulacdo técnica do

Fipronil 95%, fornecido pela Bayer CropScience Ltda.
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5.3.2 Contaminacéo topica

O inseticida fipronil foi diluido em 1mL do solvente acetona, sendo preparadas
uma solucdo de concentragao inicial de 1ug/abelha e realizada sucessivas dilui¢des
até as concentracbes de DLso/2, DLsg € DLsox2, 0.27, 0.54 e 1.08 ng/ abelha
respectivamente, doses estas estabelecidas a partir da dose letal média
estabelecida por JACOB (2012). Para cada abelha foi aplicado 1uL da solug¢ao
correspondente na regiao do pronoto com o auxilio de uma microseringa. As abelhas
foram coletadas para dissecacdo 30 minutos, 6, 12, 24 e 48 horas ap6s cada
tratamento. Neste experimento foi utilizado um grupo controle com aplicacao apenas

do solvente acetona.

5.3.3 Contaminacao por ingestéo

O inseticida fipronil foi diluido em 1mL do solvente acetona, sendo preparadas
uma solugéo de concentracao inicial de 1ug/abelha e realizadas sucessivas diluicoes
em alimento (candi e gelatina) até as concentracdes de CLso/2, CLspe Clsox2, 0.12,
0.24 e 0.48 ng/ pL de dieta respectivamente, doses estas estabelecidas a partir da
concentragdo letal média estabelecida por JACOB (2012). As abelhas foram
mantidas em jejum durante 1 hora e 30 minutos e posteriormente fornecido o
alimento contaminado com as diferentes doses. As abelhas foram coletadas para
dissecacdo 30 minutos, 6, 12 e 24 e 48 horas ap0s cada tratamento. Neste
experimento foi utilizado um grupo controle, o qual recebeu alimento sem

contaminacgao.

5.3.4 Microscopia de Luz (ML)

As abelhas foram dissecadas e seus cérebros fixados em paraformaldeido a
4% e posteriormente foram lavados em tampéao fosfato de sédio 0.1M (pH 7.4). O
material biologico foi desidratado em série crescente de alcodis (15% a 95%) e
transferidos para a resina de embebic&o (overnight). Ap6s a embebicao, os 6rgaos
foram incluidos em historesina (Leica). As secc¢des histolégicas de 6um de
espessura obtidas, foram estendidas sobre lamina de vidro e secas em temperatura
ambiente. As secc¢les histologicas foram coradas com hematoxilina e eosina e

posteriormente, preparadas para analise em microscopio de luz.
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As fotomicrografias foram adquiridas por meio de uma camera digital,
Olympus DP-71, adaptada a um microscopio, Olympus BX51, e a um computador

Dell. Para a aquisi¢ao foi utilizado o software DP Controller.

5.3.5 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As abelhas foram dissecadas e seus cérebros fixados em glutaraldeido 2.5%
com tampédo cacodilato de sodio 0.2M, pH 7.4, por 2h e lavadas em tampéao
cacodilato de sodio 0.2M. Posteriormente, o material foi fixado em tetréxido de osmio
1%, por 2 horas e lavado em tampao cacodilato (duas vezes de 5 minutos cada),
desidratado em uma serie crescente de alcool (30%- 100% e é6xido de propileno),
embebido e incluido em resina Epon-Araldite. O material foi seccionado com
aproximadamente 2 ym de espessura, os cortes recolhidos em grades de cobre e
contrastados com solucao saturada de acetato de uranila 2% em alcool e citrato de
chumbo 0.4%. As observacdes foram realizadas em Microscépio Eletrbnico de
Transmisséo, no Laborat6rio de Microscopia Eletrénica da UNESP de Rio Claro-SP
e da USP de Piracicaba-SP (Esalq), para andlise de ultraestrutura.

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na regido de foco do estudo, os corpos pedunculados, foram observados nas
células do interior do calice, as células de Kenyon (CK) (FIGURA 1 A e B), nucleos
com um grande numero de nucléolos(FIGURA 1 C), demonstrando alta atividade
sintética nestas células.

Ao compararmos sob microscépio de luz, os resultados obtidos com as trés
doses do tratamento topico (0.27, 0.54 e 1.08ng) em diferentes tempos de exposicao
ao inseticida fipronil, com o grupo controle (FIGURAS 2 e 3 A), nota-se que na dose
de 0.27ng/abelha (DLso/2) os CP apresentaram células com alteracdes morfoldgicas
a partir de 12 horas (FIGURA 2 B) e 24 horas de exposicéo ao fipronil (FIGURA 2
D), apresentando nucleos picnéticos (FIGURA 1 D) e cromatina condensada
marginalizada (FIGURA 1 E), o que sugere a ocorréncia de morte celular. Ja nas
doses de 0.54 e 1.08ng/abelha (FIGURAS 2 C) (DLsy e DLsg X 2, respectivamente)
estas alteracGes nucleares podem ser observados em material coletado 30 minutos
apos aplicacdo do inseticida, com um aumento no numero de células com tais

caracteristicas conforme o tempo de exposicao (6 e 12 horas) (TABELA 1).
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TABELA 1: Alteracdes morfoldgicas apds tratamento tépico de operarias forrageiras de
abelhas sem ferrdo S. postica.

CROMATINA
CONDENSADA
MARGINALIZADA

DOSES NUCLEO
(ng/abelha) PICNOTICO

TEMPOS

24 horas

Auséncia de nucleos picnéticos e cromatina condensada marginalizada (-), presenca de nucleos
picnoticos e cromatina condensada marginalizda (X) e auséncia de exemplares para coleta (J).

No tratamento por ingestdo nas trés doses utilizadas 0.12 (FIGURAS 3 C),
0.24 (FIGURAS 3 D) e 0.48 ng/uL de dieta (FIGURAS 3 B), quando comparadas ao
grupo controle (FIGURAS 3 A) nota-se a presenca de nucléolos, sugerindo aumento
na atividade sintética. O numero de células com caracteristicas de morte, ou seja, a
presenca de cromatina condensada na periferia do nucleo, aumentou apos a
ingestao das maiores doses do inseticida (0.24 e 0.48ng/ pL de dieta) (TABELA 2).
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TABELA 2: Alteracdes morfoldgicas apos tratamento por ingestdo de operarias forrageiras
de abelhas sem ferréo S. postica.

- CROMATINA
TEMPOS (DL?(iEtSa) PII\(IZLIJ\I%LTEISO CONDENSADA
H MARGINALIZADA

0,0 - -
. 0,12 - -
30 minutos 0,24 . X
0,48 X X
0,0 - -
0,12 X X
6 horas 0.2 X X
0,48 X X
0,0 = -
0,12 - X
12 horas 0.2 X X
0,48 (%] (]
0,0 - -
0,12 X X
24 horas 0.2 z z
0,48 (] 1]

Auséncia de nucleos picnéticos e cromatina condensada marginalizada (-), presenca de nucleos
picnoticos e cromatina condensada marginalizada (X) e auséncia de exemplares para coleta (D).

Stuchi (2009) verificou a presenca de células cerebrais com indicio de
apoptose ap0s contaminacgao por ingestdo da abelha nativa T. fiebrige por malathion,
ao contrario da contaminacdo tdpica que apresentaram ndcleos com relaxamento
da estrutura da cromatina, indicando, possivelmente, a transcricdo e sintese de
polipeptideos utilizados na detoxificagdo do organismo dos insetos.

Rossi (2011) ao trabalhar com o inseticida imidacloprido, obteve como
resultado a presenca de cromatina condensada, nucleos picnéticos e aumento da
sintese protéica nas células de Kenyon compactas e ndo compactas internas apos
tratamento cronico por ingestdo (DLsy/10) em abelhas africanizadas, estes
resultados foram verificados em grupos tratados para 3, 5, 7 e 10 dias de exposicao,
concluindo que a morte celular programada em insetos, além de estar presente
durante a metamorfose, pode ser observada também em Orgdos de animais
submetidos a exposicao com substancias toxicas.

Tais resultados foram notados também em microscopia eletronica de
transmissao (MET), onde se verificou para o tratamento topico um aumento na
presenca de nucleos com cromatina condensada proxima a membrana nuclear de

acordo com a dose e tempo de exposi¢cao ao inseticida fipronil. Sendo que a dose de
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1.08ng (FIGURA 4, 5 e 6 C) apresenta tais caracteristicas de forma mais evidente ja
no primeiro tempo testado (30 minutos) e a dose de 0.27ng (FIGURAS 4, 5 e 6 B)
apos 6 horas da intoxicacédo, quando comparados com o grupo controle (FIGURAS 4,
5e6A).

Ling (2011) relata resultados semelhantes ao observar sob MET o sistema
nervoso da cigarrinha marrom (Nilaparvata lugens) ap6s a contaminagao por fipronil,
onde foram utilizadas as doses de 10.3 e 24.9mg/L, durante 7 dias de tratamento.

Segundo este autor, o tratamento com a dose de 10.3mg/L causou
alteracbes nucleares e nas organelas, com condensacdo da cromatina e sua
marginalizacdo, a presenca de vacuolos citoplasmaticos e modificacdes
mitocondriais com auséncia de cristas, inchaco, distor¢do e ruptura de membranas,
sendo tais caracteristicas acentuadas na maior dose utilizada (24.9mg/L), além de
observar a presenca de autofagossomos, aumento no numero de nucléolos e
dilatacBes atipicas nas vesiculas do Golgi.

Na dose subletal (0.27ng/abelha) além da cromatina condensada, indicando
morte celular, verificou-se dilatagbes na membrana nuclear, alteragbes nas
organelas, com diminui¢do das cristas mitocondriais (FIGURA 7 A, B, C e F), Golgi
com vesiculas alteradas (FIGURA 7 D e E), a presenca de autofagossomos
(FIGURA 7 A, C, D e F) e corpos multivesiculares (FIGURA 7 B), um indicativo, este,
de que as células estao realizando a retirada de estruturas danificadas através de
fagocitose. Ling (2011) sugere que as mitocondrias podem ser o alvo principal ou o
alvo priméario de agao citotoxica do inseticida fipronil ao entrar na célula do tecido
nervoso, o que poderia explicar o aumento de mitocdndrias envoltas por
autofagossomo observado no presente estudo.

No tratamento por ingestdo, quando comparadas as doses de 0.12 (FIGURA
8 e 9 B) e 0.48ng/uL de dieta (FIGURA 8 e 9 C) com o grupo controle (FIGURA 8 e
9 A) a presenca de cromatina condensada nao foi evidente, porém nota-se que as
células neurais apresentam algumas alteracdes 6 horas apds tratamento com a dose
subletal do inseticida fipronil (0.12ng/pL de dieta). Com a presenca de dilatacdes na
membrana nuclear (FIGURA 10 A e D), alteragcbes em organelas com ruptura de
membrana e perda de cristas mitocondriais (FIGURA 10 B e D) e a presenca de
lisossomos (FIGURA 10 C). Estes resultados mostram que apesar do processo de
digestdo e metabolizacdo das moléculas do inseticida fipronil uma pequena

guantidade chegou ao cérebro, provocando danos celulares.
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5.5 FIGURAS

FIGURA 1: Fotomicrografia do corpo pedunculado (A) mostrando as regides do calice: Labio
(La), Corpo (Co), Base (Ba) e pedunculo (Pe) e as células de Kenyon: compactas internas
(CKc) e externas (CKe), ndo compactas internas (CKn), detalhe do corpo pedunculado (B)
com calice (Ca) e células de Kenyon compactas internas (CKc) e ndo compactas (CKn) e
detalhe das células de Kenyon (C)(aumento de 1000x) evidenciando os nucléolos (seta) e
nucleos picnéticos (D) (seta pontilhada) e nicleos com cromatina condensada (E) (seta).
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- Microscopia de Luz: Abelhas contaminadas por via tépica

FIGURA 2: Fotomicrografia do corpo pedunculado de operdrias de S. postica tratadas com
as seguintes doses e temposdo inseticida fipronil: 0.0-30 minutos (A), 0.27ng- 12 horas (B),
1.08ng- 6 horas (C) e 0.27ng- 24 horas (D), ap0s tratamento tdpico, evidenciando regido dos
nacleos com cronatina condensada marginalizada (seta) e nucleos picnéticos (seta
tracejada). Indicando as regifes do Cdlice (Ca), células de Kenyon (CK), células de Kenyon
compactas (Ckc) e células de Kenyon ndo-compactas (Ckn), coradas com hematoxilina e
eosina.
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- Microscopia de Luz: Abelhas contaminadas por ingestao

FIGURA 3: Fotomicrografia do corpo pedunculado de operéarias de S. postica tratadas com
as seguintes doses e tempos do inseticida fipronil: 0.0-12horas (A), 0.48ng/ L de dieta- 30
minutos (B), 0.12ng/ puL de dieta- 6 horas (C) e 0.24 ng/ yL de dieta- 6 horas (D) apos
ingestdo de alimento contaminado, evidenciando regido dos nulcleos picndticos (seta
tracejada). Indicando as regifes do Célice (Ca), células de Kenyon (CK), células de Kenyon
compactas (Ckc) e células de Kenyon ndo-compactas (Ckn), coradas com hematoxilina e
eosina.
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- Microscopia Eletrénica de Transmissao : Abelhas submetidas a contaminacgéo topica

FIGURA 4: Fotomicrografia eletrbnica de transmissdo de células de Kenyon do corpo
pedunculado de operarias de S. postica, submetidas ao tratamento tépico com doses de
0.0ng (A), 0.27ng (B) e 1.08ng(C) apdés 30 minutos de exposicdo ao inseticida fipronil,
evidenciando nucleo com cromatina condensada (seta pontilhada) e mitocondrias (seta).
Aumento de 5um.

FIGURA 5: Fotomicrografia eletrébnica de transmissdo de células de Kenyon do corpo
pedunculado de operarias de S. postica, submetidas ao tratamento tépico com doses de
0.0ng (A), 0.27ng (B) e 1.08ng (C) apdés 6 horas de exposicdo ao inseticida fipronil,
evidenciando nucleo com cromatina condensada (seta pontilhada) e mitocondrias (seta).
Aumento de 5um.

FIGURA 6: Fotomicrografia eletrénica de transmissao de células de Kenyon do corpo
pedunculado de operarias de S. postica, submetidas ao tratamento tépico com doses de
0.0ng (A), 0.27ng (B) e 1.08ng(C) apdés 12 horas de exposicdo ao inseticida fipronil,
evidenciando nucleo com cromatina condensada (seta pontilhada) e mitocondrias (seta).
Aumento de 5um.
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FIGURA 7: Fotomicrografia eletrénica de transmissédo das organelas de células de Kenyon
do corpo pedunculado de operérias de S. postica, submetidas ao tratamento topico com
dose de 0.27ng apo6s 30 minutos (A), 6 horas (B, C e D) e 12 horas (E e F) de exposi¢do ao
inseticida fipronil, evidenciando mitocéndrias (Mt), Golgi (Gg), Autofagossomos (Af), Nucleo
(Nu) e Corpo multivesicular (Cmv). Aumento de 500nm.



Pagina |43

- Abelhas submetidas a contaminac¢ao por ingestao

FIGURA 8: Fotomicrografia eletrbnica de transmissao das organelas de células de Kenyon
do corpo pedunculado de operarias de S. postica, submetidas ao tratamento por ingestéo
com dose de 0,0 ng/uL de dieta (A), 0,12 ng/uL de dieta (B) e 0,48 ng/pL de dieta (C) apés
30 minutos de exposicdo ao inseticida fipronil, evidenciando cromatina condensada (seta
pontilhada). Aumento de 10um.

FIGURA 9: Fotomicrografia eletrébnica de transmissdo das organelas de células de Kenyon
do corpo pedunculado de operarias de S. postica, submetidas ao tratamento por ingestéo
com dose de 0,0 ng/uL de dieta (A), 0,12 ng/uL de dieta (B) e 0,48 ng/uL de dieta (C) apds 6
horas de exposicdo ao inseticida fipronil, evidenciando mitocéndrias (seta) e cromatina
condensada (seta pontilhada). Aumento de 10um.
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FIGURA 10: Fotomicrografia eletrénica de transmisséo das organelas de células de Kenyon
do corpo pedunculado de operarias de S. postica, submetidas ao tratamento por ingestéo
com dose de 0.12 ng/uL de dieta apés 6 horas (A e C), 12 horas (B) e 0.24ng/uL de dieta
apos 12 horas (D) de exposi¢do ao inseticida fipronil, evidenciando mitocondrias (Mt), Golgi
(GQ), Lisossomos (Ls), Nucleo (Nu). Aumento de 1um (B e C) e 2um (A e D).
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5.6 CONCLUSAO

Os dados obtidos neste trabalho mostraram que a contaminacéo de abelhas
sem ferrdo S. postica com o inseticida fipronil, seja por via tépica ou ingestao,
podem provocar a morte de células do sistema nervoso central de acordo com a
dose e o tempo de exposicéo.

A microscopia de luz permitiu a visualizagdo de alteragbes nucleares,
posteriormente comprovadas atraves da microscopia eletronica de transmisséo. Esta,
além de alteracbes nucleares, também possibilitou a constatacdo de alteracdes nas
organelas, a presenca de autofagossomos e lisossomos sugerindo a ocorréncia de
morte celular, mostrando a elevada toxicidade do inseticida fipronil, mesmo em

doses subletais, sobre estes importantes polinizadores.
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6. ARTIGO 03

ANALISE FISIOLOGICA DOS CORPOS PEDUNCULADOS DE
OPERARIAS FORRAGEIRAS DE ABELHA SEM FERRAO
Scaptotrigona postica (LATREILLE, 1807) (HYMENOPTERA,
APIDAE, MELIPONINI), APOS CONTAMINACAO COM DOSE
SUBLETAL DE FIPRONIL

6.1 RESUMO

O sistema nervoso de insetos sociais desperta interesse devido a sua simplicidade
estrutural e a capacidade de apresentar comportamentos complexos. Dentre as
regides estudadas estdo os corpos pedunculados, regides relacionadas com a
integracdo multissensorial, aprendizagem e memoria. A espécie mais utilizada
nesses estudos é a Apis mellifera, devido a sua importancia econdmica, seja pelos
produtos como mel, prépolis ou pela atividade de polinizagdo de areas cultivadas.
Devido a um declinio incomum observado nas colmeias de A. mellifera estudos
sobre os efeitos de doses letais e subletais de inseticidas estdo sendo realizados, ja
gue estes sdo um dos provaveis contribuintes para este colapso. Outro grupo de
grande importancia para a polinizagcdo de areas cultivadas e na manutengcdo da
vegetacao silvestre sdo os meliponineos. Estas abelhas também estdo expostas aos
agrotoxicos e sdo muito importantes nos tropicos. Com este fato em foco, os
objetivos deste trabalho foram analisar alteracdes fisioldgicas na regido dos corpos
pedunculados, apos contaminacéo de operarias forrageiras de abelhas sem ferrédo S.
postica com doses subletais. Os resultados mostraram através da técnica de
marcacao para a enzima citocromo oxidase que houve uma alteragédo observada nos
grupos submetidos ao tratamento tépico, sugerindo um aumento na atividade neural
com a finalidade de desintoxica¢ao, ja 0s grupos tratados com alimento contaminado
ndo demonstraram marcacdo evidente para esta enzima, possivelmente devido a
metabolizacdo do inseticida durante o processo de digestdo. Para caspase-3
observou-se marcacéo positiva em ambos 0s grupos de tratamento, indicando que a
contaminacéo pelo inseticida fipronil, causa danos e pode levar a morte de células
neurais. A comparacdo de dados apos teste estatistico mostrou que tanto a DLsg

como a CLsp apresentaram significancia entre as marcagdes positivas para caspase,



Pagina |49

as doses subletais apesar de mostrarem marcacao positiva, ndo foram suficientes
para um resultado significativo quando comparado com o grupo controle. No entanto,
através deste trabalho foi possivel observar as alteracfes fisiologicas em células
neurais provocadas pela contaminacdo por fipronil, comprovando sua elevada

toxicidade para as abelhas S. postica.

Palavras- chave: Fenilpirazéis. Sistema nervoso central. Scaptotrigona postica.

Citocromo oxidase. Caspase-3.

6.2 INTRODUCAO

O Sistema Nervoso Central (SNC) de insetos, especificamente o das abelhas,
€ um importante modelo para estudos neurobiolégicos, por apresentar uma
organizacdo simples, quando comparados aos dos mamiferos, combinado com um
comportamento social complexo (RIBI et al, 2008).

Em 1850, Dujardim descreveu pela primeira vez a regido dos corpos
pedunculados (CP), o qual estaria envolvido com a ‘“inteligéncia” dos insetos
(MOBBS, 1982). Pesquisas posteriores revelaram que esta regido cerebral esta
associada com o processamento de informagdes captadas do ambiente, assim como,
a capacidade de aprendizagem e memodria, sendo sua estrutura anatdbmica
relacionada aos diferentes estilos de vida e comportamento existente entre 0s
diferentes taxons (FARRIS et al, 2001). Os CP séo estruturas que apresentam certa
plasticidade, passando por mudancgas de acordo com a experiéncia comportamental
do inseto, assim, insetos sociais, apresentam esta regido mais desenvolvida
(HEISENBERG, 1998; GROH, 2004).

Entre os insetos sociais a abelha A. mellifera é utilizada como modelo, devido
a sua importancia econémica, na comercializacdo de produtos, como o mel, prépolis
e cera (CRANE,1996) e por realizar a polinizacdo de variadas espécies de plantas
cultivadas (THOMPSON, 2003; RORTAIS et al, 2005). Segundo estudos cerca de 35%
das culturas agricolas utilizadas na dieta humana, dependem direta ou indiretamente
dos servicos de polinizacdo prestado por abelhas (DEPLANE; MAYER, 2000;
STINDL; STINDL JR., 2010). Porém, esses servi¢cos estdo ameacados, devido a um
declinio observado nas colbnias dessas abelhas. Tal fenbmeno, nomeado por

Colony Collapse Disorder (CCD), tem origem desconhecida e ja foi notificado em
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todos os continentes (JOHNSON et al, 2009; STINDL; STINDL JR., 2010;
VanENGELSDORP, 2010). Sem uma origem definida, algumas hipéteses sao
levantadas como possiveis causas para o CCD, entre elas 0 uso de inseticidas
(VANDAME et al, 2010; ELLIS et al, 2010).

O fipronil € um dos inseticidas incluidos como possiveis causadores da morte
de abelhas. Ele foi o primeiro fenilpirazol introduzido no controle de pragas,
apresentando modo de acao diferente dos inseticidas mais antigos. Tem como alvo
de acédo os receptores do acido gama-aminobutirico (GABA), resultando na auséncia
de inibicdo sinaptica das células neurais e consequentemente na hiperexitacao,
paralisia e posterior morte do organismo (CONNELLY, 2001).

Inimeras pesquisas vem sendo realizadas a fim de avaliar os efeitos de
doses subletais do inseticida fipronil em abelhas meliferas. Autores como Menzel
(1993), Thompson (2003), Colin (2004), ElI Hassani (2005), Del Sarto (2009),
Aliouane (2009) e outros, relataram que tais doses podem comprometer a atividade
de forrageamento, por interferir em fungcdes como navegagao, comunicacdo e
diversas outras respostas flexiveis, além de comprometer a memaria, a capacidade
de aprendizado, fisiologia celular e o sistema imunolégico, alteracdes essas que a
longo prazo podem prejudicar a colénia como um todo (FRAZIER, 2008; DESNEUX,
2007).

Sendo o Brasil um pais extremamente agricola, um dos maiores
consumidores de agrotoxicos mundiais e apresentar grande diversidade de
polinizadores, tendo 720 espécies de abelhas s6 no Estado de Sao Paulo (PEDRO,
2008; IMPERATRIZ-FONSECA, [20-]4;p), € importante a realizacdo de estudos com
meliponineos.

Estas abelhas, também conhecidas como abelhas sem ferréo, s&o
encontradas em regides Neotropicais e embora pouco estudadas sdo as principais
polinizadores de diversas espécies de faner6gamas, sendo de extrema importancia
na manutencdo da biodiversidade de ecossistemas como a Caatinga, Pantanal,
Mata Atlantica e partes da Amazonia, contribuindo com cerca de 30-90% da
formacéo de frutos e sementes dessas regides (KERR, 1996; 2001; CASTRO et al,
2006; SANTOS et al, 2008). Sendo assim, sdo importantes os estudos com essas
abelhas a fim de avaliar os efeitos que os inseticidas provocam ndo apenas em seu
comportamento, mas aqueles que podem resultar de alteracGes fisiologicas nas

células cerebrais. O objetivo deste trabalho foi avaliar as altera¢cdes causadas pelo
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inseticida fipronil administrado via topica e ingestdo, sobre as células dos corpos

pedunculados de operarias forrageiras da abelha sem ferrdo S. postica.

6.3 METODOLOGIA

6.3.1. Material e Métodos

Material Bioldgico

Foram utilizados exemplares de operarias forrageiras de S. postica, coletados
no meliponario do Departamento de Biologia — Instituto de Biociéncias -
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP - Campus de Rio
Claro. Foram utilizadas 12 operarias forrageiras de S.postica, para cada dose e
tempo testados, sendo estas coletadas diretamente da entrada do ninho.

O inseticida utilizado nos experimentos foi uma formulacao técnica do Fipronil

95%, fornecido pela Bayer CropScience Ltda.

6.3.2 Contaminacdao topica

O inseticida fipronil foi diluido em 1mL do solvente acetona, sendo preparadas
uma solucdo de concentragao inicial de 1ug/abelha e realizada sucessivas diluicdes
até as concentracdes de DLso/2, DLsp € DLsox2, 0.27, 0.54 e 1.08 ng/ abelha
respectivamente, doses estas estabelecidas a partir da dose letal obtida por JACOB
(2012). Para cada abelha foi aplicado 1uL da solugéo correspondente na regido do
pronoto com o auxilio de uma microseringa. As abelhas foram coletadas para
dissecacdo 30 minutos, 6, 12, 24 e 48 horas apo0s cada tratamento. Neste
experimento foi utilizado um grupo controle com aplicacdo apenas do solvente

acetona.

6.3.3 Contaminacéao por ingestao

O inseticida fipronil foi diluido em 1mL do solvente acetona, sendo preparadas
uma solucéo de concentracao inicial de 1ug/abelha e realizadas sucessivas diluicoes
em alimento (candi e gelatina) até as concentracdes de CLs/2, CLspe Clsox2, 0.12,
0.24 e 0.48 ng/ pL de dieta respectivamente, doses estas estabelecidas a partir da
concentracdo letal obtida por JACOB (2012). As abelhas foram mantidas em jejum

durante 1 hora e 30 minutos e posteriormente fornecido o alimento contaminado com
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as diferentes doses. As abelhas foram coletadas para dissecacéo 30 minutos, 6, 12
e 24 e 48 horas ap0s cada tratamento. Neste experimento foi utilizado um grupo

controle, o qual recebeu alimento sem contaminacéo.

6.3.4 Andlise da atividade neural

Histoquimica para marcacdo da enzima citocromo oxidase

Esta técnica foi realizada segundo procedimento metodoldgico descrito por
Wong-Riley (1979) e Armengaud et al (2000). Os cérebros foram dissecados e
fixados em solucéo contendo paraformaldeido a 4% e tampao fosfato de sédio 0.1M,
por lhora e 30 minutos. Posteriormente, o fixador foi substituido por solucdo de
tampdo fosfato de sodio contendo 25% de sacarose, onde o0s cérebros
permaneceram durante 12 horas. Preparou-se um meio de incubac¢do contendo
0.02% de citocromo ¢, 0.06% de diaminobenzidina (DAB), 4.5% de sacarose em
tampéo fosfato 0.1M, onde o material foi incubado por 30 minutos. Decorrido este
tempo, o material foi entdo desidratado em uma série crescente de alcodis (15% a
95%) e, posteriormente, transferidos para a resina de embebicao (overnight). Apés a
embebicdo, os cérebros foram incluidos em historesina. As sec¢des histologicas de
6um de espessura obtidas, foram estendidas sobre laminas de vidro e secas em
temperatura ambiente e, posteriormente preparadas para analise sob microscopio

de luz.

6.3.5 Andlise de morte celular
Imunoistoquimica para marcacao da enzima proteolitica Caspase 3

As abelhas foram dissecadas e seus cérebros fixados em paraformaldeido a 4%
e posteriormente lavados em tampéo fosfato de sdédio 0.1M (pH 7.4). O material
bioldgico foi desidratado em série crescente de alcodis (15% - 100% e de alcool
butirico), trasferidos para dois banhos de 2 horas, cada, em paraplast Merck e
posteriormente incluidos para corte. Foram realizados cortes com 6um de espessura
e colocados sobre laminas pré-tratadas com polilisina. Para a desparafinizacdo
foram utilizados solucbes de xilol e &lcool com concentracbes decrescentes e
deixados em estufa para secagem.

Os cortes foram, entdo, tratados com 0.3% de peroxido de hidrogénio em
solucdo tampéo de fosfato de potassio (KPBS) + 0.3% de Triton, por cerca de 10
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minutos, sendo em seguida, incubados em soro normal de cabra para bloqueio de
sitios inespecificos. Decorrido 0 tempo necessério, os cortes foram incubados, por
48 horas, com o anticorpo primario policlonal anti-Caspase 3 (Calbiochem) feito em
coelho e 3% de soro normal de cabra em KPBS + 3% de Triton X-100, em
temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em KPBS e incubados, por 1 hora,
em anticorpo secundario biotinilado conjugado com FITC (1:1000), feito em cabra
contra coelho. Apos esses procedimentos as laminas histolégicas foram preparadas
para observacdo sob microscépio de fluorescéncia.

Para identificacdo de marcacdo de background, uma lamina do grupo que
recebeu a maior concentracdo passou pelo mesmo procedimento metodolégico,
porém nao foi exposta ao anticorpo anti-caspase 3.

Para a analise da atividade neural e marcacdo para caspase as
fotomicrografias foram adquiridas por meio de uma camera digital, Olympus DP-71,
adaptada a um microscopio, Olympus BX51, e a um computador Dell. Para a
aquisicao foi utilizado o software DP Controller.

Ao menos 3 fotomicrografias foram utilizadas para a contagem de células
marcadas com caspase-3, em aumento de 40 vezes, zoom de 25% e area tecidual
de 505 ym X 505 pym. A contagem de células foi realizada através do programa
Image Pré Plus 6.3 e posteriormente realizado uma analise de variancia através do
teste Kruskal-Wallis (Teste H), quando a estatistica H obteve valor de p
significativo,ou seja, p<0,05, foi realizado o teste de Dunn para verificar qual
tratamento apresentava diferencga significativa em relagédo ao grupo controle (AYRES
et al., 2007), utilizando o programa BioEstat 5.3 (2012).

6.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a avaliacdo de atividade neural foi utilizada a técnica de histoquimica da
citocromo oxidase (CO), esta técnica é geralmente utilizada em mamiferos como
marcador metabdlico de atividade neural para monitorar modificacdes patologicas,
revelar efeitos cronicos de cirurgias e consequéncias de tratamentos farmacolégicos
(ARMENGAUD et al, 2001).

ApoOs tratamento com o inseticida fipronil foram observados resultados
positivos para a marcacao da enzima CO nas células de Kenyon internas dos corpos
pedunculados, estando em maior evidéncia nos grupos tratados quando
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comparados com o grupo controle submetidos ao tratamento topico, (FIGURAS 4 A)
(TABELA 1).

Ao analisar os resultados obtidos, nota-se que para a dose de 0.27ng/abelha
a presenca da CO (FIGURA 4 B) é mais evidente (FIGURA 3 B) nos grupos com
exposicdo de 12, 24 e 48 horas apés aplicacdo do fipronil, diferentemente dos
grupos contaminados com 0.54 (FIGURAS 4 C) e 1.08ng/abelha (FIGURAS 4 D)
que apresentaram marcacdo 30 minutos apés aplicacdo, aumentando o numero de
células positivas a CO de acordo com o tempo de exposi¢do. Neste caso para a
dose de 1.08ng/abelha quando coletada apdés 12 horas a presenca de marcacgao
apresentou uma diminuicdo, este fato pode estar relacionado ao inicio de morte
celular.

Nos grupos submetidos ao tratamento por ingestdo as marcagdes positivas
nao foram muito evidentes (TABELA 2). Os grupos tratados com a dose de 0.12,
0.24 e 0.48 ng/uL de dieta apresentaram marcacao semelhante aos grupos controle,
com marcacao basal para CO (FIGURA 3 A) em todos os tempos testados, apesar
de ser possivel observar alguns sintomas de intoxicacdo, como paralisia, tremores
do corpo e asas, nos grupos de 6 horas tratados com dose de 0.48ng/uL dieta e 12
horas nas doses 0.24 e 0.48 ng/uL dieta. Nenhum dos grupos tratados sobreviveu
aos periodos de 24 e 48 horas de exposicdo, impossibilitando a coleta do material
biolégico.

No trabalho de Roat (2010) abelhas recém- emergidas e forrageiras, da
espécie A. mellifera, foram submetidas ao tratamento crénico com inseticida fipronil
na dose de 0.01ng (DLs¢/100), durante 3, 5 e 8 dias, sendo posteriormente
submetida a técnica de histoquimica da citocromo oxidase para avaliacdo de
atividade neural. Os resultados mostraram uma marcagdo basal nos grupos de
recém-emergidas tratadas durante 3 dias semelhante ao grupo controle, sugerindo
gue a atividade neural em abelhas nesta idade ndo é alterada pela presenca do
inseticida, embora tenham sido notados sintomas de intoxicacdo e alteracdes na
sobrevivéncia destes individuos. Uma marcacdo positiva, mais evidente, foi
observado apenas nos grupos de forrageiras tratados durante 3 e 5 dias,
demonstrando alteracdes no metabolismo celular.

Pridgeon et al (2009) utilizaram a técnica de PCR para verificar a expressao
da subunidade Il da CO, identificada por ser especialmente induzida pela presenca

de xenobidticos, para tal, submeteram mosquitos Aedes aegypti a contaminacao por
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permetrina e fipronil. Os dados obtidos demonstraram que a DLjo de permetrina
induziu um pico de expressao de CO lll, apds 4 horas de exposi¢ao, diferentemente
dos tratamentos com DLsy de permetrina e DLip € DLso de fipronil que induziram
diversos pequenos picos de expressao. Ao tratar os insetos com DL 1o de permetrina
verificou-se que 0s niveis transcricionais induzidos para a CO Ill ndo foram
significativos, inferindo que doses elevadas podem causar baixa expressdo da
citocromo oxidase, devido a alta taxa de mortalidade causada pelo rapido modo de
acao do inseticida.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que o inseticida
fipronil afeta o sistema nervoso central, mais especificamente a regido dos corpos
pedunculados, provocando alteragcbes no metabolismo celular através do aumento
na atividade respiratdria e consequentemente da atividade enzimética das
mitocondrias.

Os grupos controle demonstraram uma marcacao basal para a CO em todos
0S casos testados, assim como nos grupos submetidos ao tratamento por ingestao,
j& aqueles submetidos ao tratamento topico apresentaram marcacao positiva para a
enzima, de acordo com a dose e o tempo de exposicao.

No tratamento tépico as doses mais elevadas apresentaram nos primeiros
tempos uma maior marcacéo para a enzima CO, indicando assim, uma intoxicacao
aguda, levando a morte dos individuos tratados ap6s 24 horas, devido a
impossibilidade de detoxificacdo do organismo. Na dose subletal pode-se observar a
ocorréncia de intoxicacdo apoés um periodo maior de exposicéo, apresentando tanto
0 processo de recuperacao como de morte celular.

No tratamento de ingestdo os grupos tratados com as trés diferentes doses
(CLso/2, CLsp € CLsp X 2) apresentaram marcacao semelhante a basal em todos os
tempos testados, demonstrando que a atividade neural ndo sofreu alteracao
evidente ap6s contaminacdo pelo inseticida fipronil, embora sinais de intoxicacao
fossem observados. No entanto, isso ndo significa que o inseticida fipronil ndo seja
toxico as mesmas por essa via de entrada, uma vez que neste método de
tratamento, as abelhas ndo sobreviveram para a coleta de 24 e 48 horas, sugerindo
uma dificuldade na metabolizac&o e detoxificacdo do organismo.

A marcacao basal para a enzima citocromo oxidase nos grupos submetidos
ao tratamento por ingestdo deve-se, possivelmente, ao processo de digestdo que

transformaria as moléculas de inseticida em metabdlitos sem toxicidade ou em
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metabdlitos menos téxicos ao organismo, ou em substancias mais propensas a
excrecdo, resultando numa marcacdo positiva de menor intensidade a enzima CO
na regido dos CP.

Tanto vertebrados como invertebrados apresentam sistemas de detoxificacao,
ou seja, mecanismos de protecdo contra dietas e ambientes toxicos (DENISON;
WHITLOCK JR, 1995). Duas das principais enzimas que agem com esta funcdo no
organismo de insetos sao a citocromo P450 (P450s) e a glutadiona-S-transferase
(GST) (JOHNSON et al, 2006), estas enzimas sao encontradas principalmente no
intestino, corpo gorduroso e tubulos de Malpighi uma vez que estes sdo 0s principais
orgdos  responsaveis, respectivamente, pela digestdo, metabolizacéo,
osmorregulacdo e excrecdo do inseto (KRANTHI, 2005; DIAO et al, 2006;
FEYEREISEN, 1999; SHAH et al, 2011).

A citocromo P450 catalisa a fase inicial da detoxificacdo do organismo
(DENISON; WHITLOCK JR, 1995). Segundo a literatura, esta enzima possui a
funcdo de metabolizar horménios, feromonios e lipidios, porém, o metabolismo de
xenobiodticos € a funcdo estudada em maior detalhe, devido a sua associacdo com a
resisténcia de insetos praga aos inseticidas utilizados atualmente na agricultura
(SNYDER et al, 1995; SCOTT; WEN, 2001). Estudos avaliaram uma elevada
expressdo de genes da superfamilia P450 associada a resisténcia metabolica de
inseticidas piretréides em mosquitos Anopheles gambiae (DAVID et al, 2006), Musca
domestica, Drosophila melanogaster (CARINO et al, 1994) e A. mellifera (PILLING
et al, 1995).

Johnson et al (2006) tratou abelhas com trés inseticidas piretrdides diferentes
(cyfluthrin, lambda-cialotrina e tau-fluvalinate), sendo que um grupo foi tratado com
um inibidor da enzima P450. Os resultados demonstraram que a toxicidade destes
inseticidas foram mais significantes com o pré-tratamento, sugerindo que esta
enzima € importante na tolerancia das abelhas aos inseticidas piretroides.
Resisténcia aos inseticidas neonicotindides, organofosforados, reguladores de
crescimento e ao DDT também foram relacionados a P450, sendo ela capaz de
metabolizar diversos inseticidas de estruturas diferentes, sugerindo uma ampla
resisténcia associada a genes desta superfamilia (SHAH et al, 2011).

Além da citocromo P450 a enzima GST também apresenta importante funcao
neste processo, participando a fase Il do sistema de detoxificacdo envolvendo
reagOes de conjugacdo (PAPADOPOULOS et al, 2004; DIAO et al, 2006). Este
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sistema é responsavel pela resisténcia a inseticidas organofosforados e piretréides.
Segundo um estudo sobre a distribuicdo da enzima GST no organismo de duas
espécies diferentes de abelhas, realizado por Diao et al (2006), a abelha A. mellifera
apresenta cerca de 35% da atividade enzimética na regido do intestino, enquanto A.
cerana possui 51%, sendo encontrada em maior quantidade em operarias,
demonstrando importante funcdo enzimética nos adultos.

Diferentemente do tratamento topico, que apds atravessar a cuticula chega
diretamente a hemolinfa, atingindo os 6rgdos de maneira aguda, a contaminagao
através do alimento permite que o organismo ative sistemas de detoxificacdo,
provocando uma resposta a intoxicacdo de modo menos intenso e mais tardio como
demonstrado no presente estudo.

Além de alteragBes na atividade neural foram observadas através da técnica
de marcacdo para enzima proteolitica caspase-3, a presenca de morte celular,
sendo esta uma das principais enzimas com funcéo central na execu¢do de morte,
presentes em células apoptéticas.

A morte celular programada ou apoptose é um processo fisiolégico normal
controlado geneticamente, ocorrendo durante respostas inflamatorias, eliminacéo de
células danificadas, metamorfose, homeostase do tecido, envelhecimento e outros
(JOZA et al, 2001; GRIVICICH et al, 2007; FAN, 2005). Um papel importante na
iniciagdo e progressdo de apoptose tem sido atribuida aos membros da familia de
caspase, entre elas a caspase-3. Esta € um dos principais efetores de apoptose,
geralmente ativado pelas caspases -8 e -9 (caspases iniciadoras). A caspase-8 é
ativada quando ocorre diminuicdo da expressdo de receptores da membrana
plasmatica e a caspase-9 quando ocorre uma sinalizacdo mitocondrial com
lancamento de moléculas pro-apoptéticas no interior celular (KERN; KEHRER, 2002).

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam alteracdes na marcacao
de caspase-3 ap0s tratamento de operarias de abelhas sem ferrdo com o inseticida
fipronil, tanto para a contaminacéao topica (TABELA 1) como por ingestdo (TABELA
2).

Ao comparar os dados com o grupo controle (FIGURA 5 A), nota-se que as
células de Kenyon dos CP de abelhas do grupo intoxicado com as maiores doses
durante o tratamento topico, 0.54 (FIGURA 5 C) e 1.08ng (FIGURA 5 D) (DLso €
DLsox2, respectivamente), apresentaram uma marcacao positiva evidente apos 30

minutos do inicio dos testes, diferentemente da dose subletal de 0.27ng (DLso/2)
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(FIGURA 5 B), onde a marcacao positiva pode ser observada 12 horas apos o
tratamento. Sugerindo uma relacéo para o aumento de morte celular, por apoptose,
entre dose e tempo de exposicdo. Para a dose de 1.08ng foi observado uma queda
nesta marcacao apoés o tempo de 12 horas o que, possivelmente, estaria relacionado
com um estagio avancado de morte celular como mencionado anteriormente.

No tratamento por ingestdo ao se comparar 0s resultados obtidos para o
grupo controle (FIGURA 6 A) com os tratados, verificou-se que a dose subletal de
0.12ng/ puL de dieta (CLso/2) (FIGURA 6 B) apresentou marcacao positiva para
caspase-3, 12 horas apds o tratamento e as maiores doses 0.24 (FIGURA 6 C) e
0.48ng/ pL de dieta (FIGURA 6 D) (CLsp e CLsox2, respectivamente), mostraram tal
resposta no primeiro tempo testado, com maior evidéncia conforme a dose
ministrada e/ou tempo de exposicdo ao inseticida era aumentada, assim como
observado para o tratamento topico.

Os resultados observados para a marcacdo de caspase-3, no tratamento
topico, foram semelhantes aos obtidos para a marcacdo da enzima citocromo
oxidase, sugerindo que as mitocondrias , possivelmente, estdo relacionadas com tal
resultado.

Os resultados obtidos com a contagem de células reativas a capase-3 para as
duas formas de contaminacéo pelo inseticida fipronil foram comparadas através da
andlise estatistica utilizando o teste de Kruskal-Wallis. A comparacéo foi realizada
entre o grupo controle e as diferentes doses utilizadas sendo 0.27, 0.54 e 1.08ng no
tratamento topico (H=16.3216; G.L.=4; p=0.0026- dados brutos e H=10.7125; G.L.=3;
p=0.0134- dados sem a marcacao inespecifica) (FIGURA 1) e 0.12, 0.24, 0.48ng/ uL
de dieta para o tratamento por ingestdo (H=12.2976; G.L.=4; p=0.0153- dados brutos
e H=8.5151; G.L.=3; p=0.0365- dados sem a marcacao inespecifica) (FIGURA 2).
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FIGURA 1: Marcacéo de caspase-3 das células de Kenyon dos corpos pedunculados de
abelhas operarias S. postica, ap0s tratamento tdpico com inseticida fipronil. Letras
mailsculas representam a comparacao entre os dados brutos e as mindsculas entre dados
sem a marcacdo inespecifica de caspase, letras diferentes indicam significancia (p<0.05)
entre a marcacao controle- dose e dose-dose. Bioestat 5.3, teste: Kruskal-Wallis, Dunn.
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FIGURA 2: Marcacgéo de caspase-3 das células de Kenyon dos corpos pedunculados
de abelhas operarias S. postica, apos tratamento de ingestdo com inseticida fipronil. Letras
mailsculas representam a comparacgdo entre os dados brutos e as minusculas entre dados
sem a marcacdo inespecifica de caspase, letras diferentes indicam significancia (p<0.05)
entre a marcacao controle- dose e dose-dose. Bioestat 5.3, teste: Kruskal-Wallis, Dunn
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Resultados significativos ocorreram entre 0 grupo controle e o grupo que
recebeu as doses de 0.54ng no tratamento tépico (p<0.05) e 0.24ng/uL de dieta no
tratamento por ingestdo (p<0.05), demonstrando que a DLsg e Clso foram mais
toxicas para as abelhas durante as 24 horas de duracédo do experimento.

Estudos apontam que as mitocondrias sejam as principais mediadoras de
morte celular, estas organelas seriam sensiveis a diferentes sinais indutores de
morte, 0 que resultaria no desacoplamento da cadeia respiratéria e
consequentemente na liberacdo de proteinas ativadoras de morte no citoplasma
celular, desencadeando uma cascata proteolitica formada por caspases (GRIVICICH
et al, 2007).

Estudos com neuroblastos humanos e fipronil, demonstrou que este inseticida
induz a neurotoxicidade através do estresse oxidativo, onde as espécies reativas de
oxigénio seriam os causadores da toxicidade e morte nesta linhagem celular
(SLOTKIN et al, 2010; LEE et al, 2011), além de demonstrar que o fipronil esta
envolvido com a ativacdo de caspase-3 por meio da liberacdo de citocromo c
mitocondrial (LEE et al, 2011).

Segundo Vidau et al (2011) o fipronil quando no organismo € rapidamente
distribuido entre os compartimentos lipofilicos, como a membrana mitocondrial, onde
sua atividade provoca o desacoplamento da cadeia respiratéria interrompendo a
producdo de energia e consequentemente o aumento na formacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROSs) iniciando a sinalizacdo para morte celular. Ao expor
durante 3 horas neuroblastos humanos ao inseticida fipronil estes pesquisadores
observaram rapido colapso mitocondrial, associando a citotoxicidade deste inseticida
com sua capacidade de impedir a producdo de ATP por desacoplamento, o que
levaria a liberacédo de citocromo ¢ no citoplasma contribuindo para a ativacdo das
caspases de iniciagao e execucao de morte celular, caspase-9 e -3, respectivamente.

Resultados semelhantes foram obtidos por Jia e Misra (2007) ao expor a
mesma linhagem celular aos inseticidas endosulfan e zineb, observando uma
relacdo entre a producdo de EROs e a citotoxicidade dos compostos, além do nivel
de enzimas antioxidantes diminuirem apds os tratamentos. Foram observados que
ambos inseticidas testados causaram morte celular por apoptose e necrose, onde
doses elevadas (>100uL) ou a mistura dos dois produtos levou a predominancia de
necrose. Além deste foram analisados a presenca da enzima caspase-3, sendo

observado um aumento significativo na atividade de caspase-3, 16 horas apds 0s
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tratamentos, porém uma mistura de endosulfan e zineb provocou a queda na
atividade de caspase-3, sugerindo uma substituicdo do processo de apoptose pelo
de necrose.

Tais resultados corroboram com os obtidos neste trabalho, mostrando que a
substituicdo da morte celular por apoptose pela necrose, estaria relacionada com a
diminuicdo da marcacéo para caspase-3 quando ministrado as maiores doses tanto

na contaminagéao topica como por ingestédo, apos 12 horas de exposicao.

6.5 FIGURAS E TABELAS

TABELA 1: Alteracbes fisiologicas de células da regido dos corpos pedunculados de
operarias forrageiras de abelha sem ferrdo S. postica ap6s tratamento tépico.

CITOCROMO
TEMPOS DOSES OXIDASE CASPASE-3
0,0 X X
: 0,27 X XX
30 minutos 0,54 XX XX
1,08 XX XXX
0,0 X X
6 horas 0,27 XX XX
0,54 XX XXX
1,08 XX XXX
0,0 X X
0,27 XX XXX
12 e 0,54 XX XXX
1,08 XX XX
0,0 X X
0,27 XX XXX
24 horas 0,54 z z
1,08 0] 1)
0,0 X X
0,27 XX XXX
48 horas 0,54 a z
1,08 (] @

Marcacao positiva, basal para a citocromo oxidase (X), marcacdo positiva de maior
intensidade (XX), marcacdo positiva para caspase-3 (X), aumento no nimero de células
com marcacao positiva para caspase-3 (XX e XXX) e auséncia de exemplares para coleta
(9).
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TABELA 2: Alteragbes fisiologicas de células da regido dos corpos pedunculados de
operarias forrageiras de abelha sem ferrdo S. postica apos tratamento por ingestao.

CITOCROMO
TEMPOS OXIDASE CASPASE-3

6 horas

0,0 X

0,12 X XX
24 horas 0.2 z z

0,48 (] 1]

Marcacao positiva, basal para a citocromo oxidase (X), marcagao positiva para caspase-3
(X), aumento no numero de células com marcagéo positiva para caspase-3 (XX e XXX) e
auséncia de exemplares para coleta (D).
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FIGURA 3: Fotomicrografia das células de Kenyon em detalhe, mostrando marcacéo basal
(A) e marcacéo positiva evidente (B)(seta) para enzima citocromo oxidase

- Atividade Neural: Abelhas submetidas a contaminacao topica

FIGURA 4: Fotomicrografia do corpo pedunculado de operéarias de S. postica tratadas com
as seguintes doses e tempos do inseticida fipronil: 0.0-24 horas (A), 0.27ng- 12 horas (B),
0.54ng-30 minutos (C) e 1.08ng- 6 horas (D), mostrando regido com marcac¢ao positiva para
técnica de atividade neural destacadas pelas setas. Demonstrando as regifes de Calice
(Ca), células de Kenyon compactas- internas (Ckc), células de Kenyon compactas-externas
(Cke) e células de Kenyon ndo-compactas (Ckn).
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- Morte celular: Abelhas submetidas a contaminacgao topica

FIGURA 5: Fotomicrografia do corpo pedunculado de operdrias de S. postica tratadas com
as seguintes doses e tempos do inseticida fipronil: 0.0-30 minutos (A), 0.27ng-24 horas (B),
0.54ng- 12 horas (C) e 1.08ng- 6 horas (D), apés contaminacao topica mostrando marcacao
para técnica de caspase-3 sob microscépio de fluorescéncia. Sendo as regides do Calice
(Ca), células de Kenyon compactas (CKc) e células de Kenyon ndo-compactas (Ckn).
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- Morte celular: Abelhas submetidas a contaminagao por ingestéo

FIGURA 6: Fotomicrografia do corpo pedunculado de operérias de S. postica tratadas com
as seguintes doses e tempos do inseticida fipronil: 0.0- 24horas (A), 0.12ng/ pL de dieta- 12
horas (B), 0.24ng/ uL de dieta- 6 horas (C) e 0.48ng/ pL de dieta- 30 minutos (D), ap6s
contaminagdo por ingestdo de alimento contaminado, mostrando marcagao para técnica de
caspase-3 sob microscopio de fluorescéncia. Sendo as regibes do Calice (Ca), células de
Kenyon compactas (CKc) e células de Kenyon ndo-compactas (Ckn).
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6.6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos com a contaminacéo de operarias de abelha sem ferrdo
S. postica pelo inseticida fipronil, indicam que tanto doses e concentracdes letais
(DLso e CLsp) como subletais causam alteragcfes nas células que compdem a regido
dos corpos pedunculados, sendo a contaminagéao topica a via de contaminacao mais
toxica para estes insetos.

Alteracdes como aumento da atividade neural e a ocorréncia de morte celular
foram evidentes quando ministrados por via topica, diferentemente do tratamento por
ingestdo que provocou alteracbes de menor intensidade, quando observado pela
marcacgao da enzima citocromo oxidase.

Nesse caso foi possivel verificar valores significativos para morte celular por
apoptose, que foi demonstrado pela atividade da caspase-3. Tais alteracfes
fisiologicas estdo relacionadas com a toxicidade deste fenilpirazol, que demonstra
efeitos prejudiciais para insetos ndo alvo com grande rapidez e potencialidade.
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7. DISCUSSAO GERAL
O desenvolvimento deste trabalho permitiu a observacdo dos efeitos do

inseticida fipronil em uma espécie (S. postica) de abelha sem ferrdo. Este composto
se mostrou altamente toxico com DLsg topica de 0.54 ng/abelha e CLs de 0.24 ng/uL
de dieta para o tratamento por ingestdo, ambos com 24 horas de exposi¢cao. Tais
valores comprovam a diferenca de sensibilidade entre as abelhas meliferas e as
abelhas nativas brasileiras diante de um dos agrotéxicos mais utilizados em areas
de cultivo (TINGLE et al, 2003; ROAT et al, 2010).

Apés intoxicacdo dos grupos com diferentes concentracdes de fipronil,
alteracdes morfolégicas foram observadas, tanto na microscopia de luz como na
ultraestrutura, para ambos os métodos de entrada do inseticida no organismo. Foi
possivel observar alteracdes nucleares como dilatacbes de membrana, picnose e
condensacgéao de cromatina, bem como modificagdes mitocondriais, no aparelho de
Golgi além de autofagossomos e lisossomos, sugerindo que tais células estavam em
processo de morte celular. Tais resultados foram observados por Ling e Zhang
(2011) apos intoxicacdo de cigarrinhas pelo mesmo inseticida, demonstrando uma
relacdo entre dose e tempo de exposi¢do, assim como o presente estudo. Além de
alteragcbes morfologicas, alteracdes fisiologicas também foram observadas nas
células de Kenyon do interior dos corpos pedunculados.

A técnica de marcacdo para CO, possibilitou observar um aumento na
atividade neural para os individuos tratados por via topica, sugerindo uma tentativa
para a detoxificacdo do organismo. As marcacdes positivas evidentes foram
observadas para as maiores doses 30 minutos apés a intoxicagdo e 12 horas para
agueles que receberam a dose subletal. No tratamento por ingestdo os resultados
demonstraram uma resposta diferente ao tratamento, com auséncia de marcacéo
para todos as doses e tempos testados, isso possivelmente deve-se ao processo de
metabolizacdo do fipronil ao passar pelo trato digestorio, o que transformaria as
moléculas de inseticida em compostos de menor toxicidade.

Duas das principais enzimas que agem com a funcdo de detoxificagdo no
organismo de insetos sdo a citocromo P450 (P450s) e a glutadiona-S-transferase
(GST) (JOHNSON et al, 2006; DENISON; WHITLOCK JR, 1995), estas enzimas sao
encontradas principalmente no intestino, corpo gorduroso e tubulos de Malpighi
(KRANTHI, 2005; DIAO et al, 2006; FEYEREISEN, 1999; SHAH et al, 2011).
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No entanto, ao analisar o material submetido a marcacdo de morte celular,
através de caspase-3, foi observado que apesar do processo de digestdo este
inseticida ndo s6 chegou até as células neurais, mas também provocou danos que
levaram a desencadear a sinalizacdo para morte celular. Segundo os resultados do
teste estatistico, Kruskal-Wallis, Dunn, os dois meios de intoxicacdo apresentaram
uma aumento significativo na ocorréncia de morte quando comparado ao grupo
controle. Estudos apontam que a toxicidade do fipronil estaria relacionada com sua
capacidade de provocar estresse oxidativo, através da formacdo de espécies
reativas de oxigénio, que quando em grande quantidade na célula pode provocar a
morte. Além de sugerir que o fipronil esta, possivelmente, envolvido com a ativagéo
de caspase-3 através da liberacdo de citocromo ¢ mitocondrial (LEE et al, 2011,
VIDAU et al, 2011). A diminuicdo na marcacao de caspase-3 quando ministrada as
maiores doses de inseticida, sugere uma substituicdo entre morte celular por
apoptose, uma via dependente de caspase, pela morte por necrose, independente
de caspase.

Os resultados aqui obtidos podem ser utilizados como alerta quanto a
necessidade de preservacédo e de alteracdes relacionadas ao uso de agrotoxicos.
Foi demonstrado que este inseticida neurotoxico além de alteracdes
comportamentais, como relatado na literatura (DEL SARTO, 2009; EL HASSANI et al,
2005; DECOURTYE et al, 2005;2009) pode também causar danos que modificariam
o funcionamento em nivel celular. O aumento de atividade neural, assim como a
eliminacdo de células danificadas, podem apresentar tais proporcbes que,
possivelmente levariam o organismo a morte. Comprometendo ndo apenas as
interacBes existentes no interior da colénia, mas também a diversidade biolégica dos

diferentes ecossistemas conhecidos.
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8. CONCLUSAO GERAL

Este trabalho possibilitou estabelecer o valor de dose e concentracao letal
aguda do inseticida fipronil para operarias recém-emergidas de abelhas sem ferrao
S. postica em 0.54ng/abelha e 0.24ng i.a./yL de dieta, indicando que as mesmas sao
altamente sensiveis a este inseticida.

A exposicdo topica e por ingestdo de operarias forrageiras ao inseticida
fipronil mostrou alteracbes morfolégicas nos corpos pedunculados, com
modificacbes nucleares, nas organelas e a presenca de autofagossomos,
caracteristicas estas de morte celular.

Alteracbes metabdlicas significativas foram observadas para o tratamento
tépico, possivelmente, uma resposta a intoxicacdo aguda do organismo pelo
inseticida fipronil que induziriam um aumento na atividade enzimatica das
mitocondrias e consequentemente na atividade neural. Na exposi¢cdo por ingestao
nao foi observado alteracdes significativas na atividade neural, possivelmente devido
ao processos de digestédo e detoxificacdo que levam a degradacdo do composto em
produtos menos toxicos resultando em efeitos de menor intensidade.

Os resultados para a atividade da enzima proteolitica caspase-3, mostraram
gue tanto para a intoxicacdo tépica como por ingestdo houveram quantidades
significativas de morte celular, com uma relacdo entre dose-tempo de exposic¢éo,
indicando que além de toxico o fipronil chega rapidamente até as células cerebrais
provocando danos irreversiveis as mesmas.

Como os corpos pedunculados estdo associados aos processos de memoéria
e aprendizagem, os danos nessas estruturas podem provocar desorientacdo e
prejudicar a atividade de forrageamento das abelhas, comprometendo
temporariamente ou permanentemente toda a colonia, bem como a reproducdo dos

vegetais que séo polinizados por essa espécie.
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