A UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
AVAVEY TRIY u
av JULIO DE MESQUITA FILHO
u nesp INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO CLARO

Unesp

CIENCIAS BIOLOGICAS

CASSY ANNE DOS SANTOS RODRIGUES

ANALISE MORFOLOGICA DO CEREBRO DE
ABELHAS SEM FERRAO MELIPONA
SCUTELLARIS EXPOSTAS AO TIAMETOXAM

Rio Claro
2015



CASSY ANNE DOS SANTOS RODRIGUES

ANALISE MORFOLOGICA DO CEREBRO DE ABELHAS SEM
FERRAO MELIPONA SCUTELLARIS EXPOSTAS AO TIAMETOXAM

Orientador: Prof. Dr. Osmar Malaspina

Co-orientador: Dra. Priscila Cintra Socolowski

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao Instituto de Biociéncias da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” -
Campus de Rio Claro, para obtencéo do grau de
bacharela em Ciéncias Bioldgicas.

Rio Claro
2015



595.799 Rodrigues, Cassy Anne dos Santos

R696a

Andlise morfol6gica do cérebro de abelhas sem ferrdo
melipona scutellaris expostas ao timetoxam / Cassy Anne dos
Santos Rodrigues. - Rio Claro, 2015

28f.:il., figs, gréfs., tabs., fots.

Trabalho de conclusdo de curso (bacharelado - Ciéncias
Bioldgicas) - Universidade Estadual Paulista, Instituto de
Biociéncias de Rio Claro

Orientador: Osmar Malaspina

Coorientador: Priscila Cintra Socol owski

1. Abelha. 2. Inseticida. 3. Neurotoxicidade. 4. Urugu. 5.
Toxicidade. 6. Neonicotindide. |. Titulo.

Ficha Catal ogréfica elaborada pela STATI - Bibliotecada UNESP
Campus de Rio Claro/SP




A minha mée Aparecida (in memoriam) que
me ensinou a sonhar. Toda conquista em
minha vida sera sempre dedicada a ela, pois
ao me cobrir com 0 seu amor me preparou
para cada passo que eu tiver que dar na
busca pelos meus sonhos. Nenhuma licdo
sera tao valiosa quanto a que ela me
ensinou, a do amor.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradego a Deus, que me concedeu a vida e me permitiu
alcancar este objetivo. Ao Dr. Osmar Malaspina, pela oportunidade de trabalho no
Centro de Estudos de Insetos Sociais. A Dra. Priscila, pela co-orientagéo e total
apoio na realizagdo deste trabalho, sou muito grata por todo conhecimento
transmitido, treinamento, paciéncia e amizade. Ao Centro de Estudos de Insetos
Sociais (CEIS) e ao Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias da UNESP
de Rio Claro, seus professores e funcionarios, por permitirem a utilizacido de suas
instalagdes para a execucéo deste trabalho. Ao técnico do Biotério, Antdnio Sérgio
Pascon, pela ajuda nas coletas e ensinamentos com manejo de abelhas. A Itamar e
Marcela que tornaram meus dias de trabalho muito mais faceis estando sempre
dispostas a ensinar e ajudar. A querida Mayara que é a definicdo da palavra
parceira, pois se colocou sempre pronta a ajudar em cada etapa deste trabalho,
além de ser uma amiga para toda a vida. A equipe do Laboratério de Ecotoxicologia
e Conservacao de Abelhas - LECA, especialmente ao Rodrigo e a Clara, que sao
pessoas excepcionais, generosas, atenciosas e muito profissionais, devo muito a
vocés. Agradego ao meu pai Luiz e aos meus irméaos Marcelo e Dany que s&o meu
esteio, meu Norte, meu dia a dia, meu aconchego, que sao lar. Nada teria sentido se
ndo houvesse eles para compartilhar deste momento comigo. A Dany, um
agradecimento especial, pois ninguém no mundo acreditou tanto em mim quanto ela
e isso foi fundamental para que eu chegasse até aqui. A Regina e ao Guilherme que
tem o meu carinho e sdo familia. A minha pequena que ja ndo est4d mais ao meu
lado, mas foi minha grande companheira e alegrou com toda a sua ternura os meus
dias, minha Pituka. Ao meu melhor amigo Anderson, que ha tantos anos suaviza
minha vida com seu jeito doce e afetuoso e hoje se tornou a melodia de paz dos
meus dias. A minha querida amiga Cida, que me é tao especial, por todo o carinho,
protecao e orientacdo. A todos os amigos do CBN 2011, que me proporcionaram 0s
momentos mais divertidos, engragados e emocionantes destes 5 anos de faculdade,
vocés sao inesqueciveis. A todos os membros do Projeto Tomba-latas, que ajudaram

a construir uma das coisas que mais me orgulho na minha trajetéria na UNESP, este



projeto foi um sonho que se tornou uma exaustiva, porém gratificante realidade. Ao
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) pela

concessao da bolsa.



“Felicidade so é real quando compartilhada”.
Christopher McCandless



RESUMO

A espécie de abelha sem ferrdo Melipona scutellaris apresenta alto potencial
como polinizador, significativa produ¢cdo de mel entre os meliponideos e é essencial
para algumas plantas do género Solanaceae, de grande destaque agricola, pois
apresenta “polinizacdo por vibragdao”. O tiametoxam €& amplamente utilizado em
culturas agricolas, ocasionando exposi¢gao durante o forrageio ou através do pdlen
contaminado levado pelas operarias a colénia. Este trabalho teve por objetivos
determinar a DL50 de tiametoxam para a espécie M. scutellaris e avaliar a morfologia
das células presentes nos corpos pedunculados dos cérebros de abelhas dessa
espécie expostas a doses subletais do inseticida tiametoxam. Os procedimentos
para a determinagdo da DL50 seguiram o protocolo da OECD. As forrageiras foram
coletadas na saida de 3 colmeias diferentes. Os individuos (3 grupos de 10) foram
anestesiados com CO2 e receberam 1.0 uL de solugéo de inseticida no pronoto com
doses previamente estabelecidas (0.75, 1.5, 3.0, 6.0, 12.0ng de tiametoxam/uL de
solugéo) e 1.0 pyL de acetona (grupo controle solvente). Apds a aplicagdo foram
contabilizadas as abelhas mortas para cada concentragao e para os grupos controle
e controle solvente, ao final de 24 horas. Para a determinagdo da DL50 os dados
foram analisados através do método Probit utilizando o programa BioStat. Obteve-se
a DL50 no valor de 2.51 ng/abelha. Realizaram-se bioensaios com as doses
subletais DL50/10 e DL50/100 para analise morfolégica das células dos corpos
pedunculados. As dissec¢des dos cérebros aconteceram 24 e 48 horas apds cada
tratamento. Os cérebros foram processados através das técnicas histologicas,
cortados em microtomo e ao final foram corados com Hematoxilina-Eosina.. Os
cortes evidenciaram aumento nos espacos intercelulares das células de Kenyon nos
corpos pedunculados dos cérebros em abelhas expostas ao inseticida, quando
comparadas aos grupos controle e controle solvente, sugerindo rompimento do
contato celular, o que representa desorganizagdo tecidual que € indicativo de

apoptose celular.

Palavras-chave: urugu, toxicidade, neoniticotindide.
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1 INTRODUGAO

1.1 Importancia ecolégica e econémica das abelhas

As abelhas sdo os mais importantes agentes polinizadores, destacando-se
dentro da ordem Hymenoptera da qual também fazem parte formigas e vespas.
Responsaveis pela polinizagdo de 70% das culturas agricolas e de um terco de
todas as angiospermas, as abelhas sido fundamentais para o equilibrio do
ecossistema e também para a manutengdo da produgado agricola (KEVAN, 1999).
Para que as plantas realizem reprodugdo sexuada, principalmente os vegetais
superiores, € essencial que haja polinizagdo. Quando esta é insuficiente ou ausente,
ocorre perda de variabilidade genética, redugdo da produgéo agricola, aumento de
frutos deformados e em casos mais severos € possivel que ocorra extingao de
plantas com consequente reducdo de animais dependentes de seus produtos,

alteragdes no solo e nos regimes de agua (NOCELLI et al, 2012).

A compreensao da importéncia ecolégica e econdmica das abelhas gera a
necessidade da aplicagdo de acbes de conservacao para esses polinizadores,
principalmente através de manejo adequado e uso sustentavel. Tais praticas
envolvem maior controle sobre o uso de defensores agricolas nas culturas; evitar o
manejo excessivo das coldnias; a ndo introdugdo de espécies exdticas; cuidado na
preparagao da terra para o plantio, a fim manter ninhos das abelhas sociais e
solitarias que ocorrem no solo e manutencado da vegetagcdo nativa nas bordas dos
plantios que possam oferecer recursos aos polinizadores. (JOHNSON,2010;
NOCELLI et al,2012).

A ndo aplicagdo de algumas dessas praticas tem sido apontada como
possivel causa para o desaparecimento inexplicado de 80% das colénias de abelhas
dos Estados Unidos e da Europa em 2006. O fenébmeno conhecido como Colony
Collapse Disorder — CCD, tem como uma das hipdteses para sua causa a
combinagao de fatores como uso indiscriminado de defensores agricolas, deficiéncia
nutricional provocada pela diminuicao de fontes alimentares devido principalmente a

monocultura, ataque por parasitas e outros fatores geradores de estresse que



comprometem o sistema imunoldgico dos individuos deixando-os mais suscetiveis a
CCD (JOHNSON,2010).

Dados para o Brasil apontam que entre 2008 e 2010 mais de cinco mil
colmeias de Apis mellifera africanizadas foram mortas pelo desaparecimento de
abelhas provocado por inseticidas, principalmente na regido central do estado de
Sao Paulo (MALASPINA et al.,2010).

Os prejuizos causados pela diminuicdo do numero de abelhas para a
producdo agricola mundial foram calculados apo6s a ocorréncia da CCD, quando se
passou a valorizar monetariamente o servigo de polinizagdo praticado pelo
ecossistema, e os valores encontrados mostram que esses prejuizos podem atingir
15 bilhdes de ddélares/ano (GALLAI,2009)

1.2 A abelha sem ferrao Melipona scutellaris

Dentre as mais de 50 espécies do género Melipona, destaca-se a espécie
Melipona scutellaris, popularmente conhecida como “urugu”.Endémica do nordeste
do Brasil, pertencente a tribo das abelhas sem ferrao, apresenta alto potencial de
polinizagdo, significativa producdo de mel entre os meliponideos, é de facil
domesticagcado e manipulagao, e é essencial para a polinizacao de flores de algumas
plantas de grande destaque agricola do género Solanaceae (como berinjela, jilo,
pimentdo, pimenta e tomate) por realizar “polinizagado por vibragdo” (NUNES-SILVA
et al., 2010).

As operarias dessa espécie (Figura 1) possuem corpo robusto (marrom e
preto), vértice marrom-amarelado, com pelos abundantes amarelo-ruivos,
frequentemente com alguns mais claros, cor de ouro. O clipeo, estrutura da cabeca
que liga as pecas bucais, é levemente convexo, e a face relativamente estreita. Seu
térax é preto no dorso, com pelos densos e amarelo-dourados, e face ventral, com
fina penugem acinzentada. O comprimento das operarias é de 10 a 12 mm. A Urugu

possui abdémen escuro, com cinco listras claras (NOGUEIRA-NETO,1997).
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Figura 1 - Individuos da espécie Melipona scutellaris: operaria, macho e rainha.

Fonte: Webbee, 2014.

O ninho de M. scutellaris tem sua entrada guardada por uma unica operaria e
suas passagens para o interior da colmeia s&o pegajosas e de odor desagradavel, a
fim de repelir invasores, ja que a defesa da espécie se limita a mandibulas fortes. O
interior do ninho (figura 2) é formado por varias lamelas do invélucro feitas de
cerume (mistura de cera com propolis), 0 mesmo material também é utilizado para a
construcao de todas as estruturas do ninho. A cria e o alimento sdo mantidos em
estruturas diferentes, os ovos sdo colocados em células de cria contendo todo o
alimento larval necessario para o desenvolvimento da larva. O favo é formado por
varias células de cria justapostas, quando a abelha nasce a célula de cria é
desmanchada e o cerume reaproveitado em outras constru¢cées no ninho. Os potes
de alimento medem 4 cm em média e armazenam o pdlen e néctar coletado das
flores. O pdlen e o néctar constituem as fontes de proteinas e de agucares para a
colénia e ddo origem ao alimento larval (WEBBE, 2014).

Figura 2 - Favos de cria tipo horizontal com células em construgao, circundadas por
poucas lamelas de invélucro e alguns potes de alimento.
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1.3. Inseticidas e abelhas

Ainda que a principal fungdo dos agrotéxicos seja a protegdo das culturas
agricolas contra doencgas e pragas, seu uso pode levar a contaminagado dos solos,
das aguas e dos alimentos, bem como apresentar efeitos negativos em organismos
nao-alvos (SPADOTTO et al., 2004). Dentre os organismos nao-alvos afetados estéo
as abelhas. Além do efeito letal, os inseticidas podem apresentar efeitos subletais,
dificilmente detectaveis, que podem influenciar tanto a fisiologia quanto o
comportamento das abelhas, comprometendo o desenvolvimento e a estrutura social
da colénia (NOMINATO, 2012). A redugcdo da movimentacdo e da mobilidade,
diminuicdo da capacidade de comunicagdo e de aprendizagem, dificuldades de
retorno a colénia, no comportamento de forrageamento e na polinizacao foram
observados em abelhas tratadas com doses subletais de inseticidas (DECOURTYE
et al., 2005).

Dentre os varios tipos de inseticidas, os neonicotinoides estdo entre os mais
utilizados nas ultimas trés décadas (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2014).
O Tiametoxam (3-(2-chloro-1,3-thiazol-5-yImethyl)-5-methyl-1,3,5-oxadiazinan-4-
ylidene(nitro)amine; figura 3) faz parte deste grupo quimico, sendo aplicado via area
ou terrestre em diversas culturas, (como citros, café, cana-de-agucar, arroz,
abacaxi). Ele age de modo sistémico na planta, portanto ndo s6é as operarias como
toda a colénia pode ser contaminada pelo pdlen e néctar levados para dentro da
colmeia. E considerado um inseticida de classe Ill na classificacdo toxicoldgica
determinada pela ANVISA. Ele interfere nos receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChR) na membrana péds-sinaptica da juncdo neural (Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria, 2014).
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Figura 3 - Estrutura quimica do Tiametoxam.
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Um meétodo classico para avaliar o efeito letal de um inseticida é através da
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determinacao da toxicidade aguda medida pela DL50, ou seja, a dose capaz de
ocasionar 50% de mortalidade em animais testados. Johansen e Mayer (1990)
consideram inseticidas com uma DL50 < 2,0 pg/abelha como altamente toxicos para
esses insetos.

Diversas técnicas sao utilizadas para analisar os efeitos das doses subletais
dos inseticidas, abrangendo efeitos comportamentais e alteracbes morfofisiolégicas.
As analises morfofisiolégicas sdo fundamentais, pois as moléculas utilizadas nas
formulagbes dos pesticidas, bem como seus metabdlitos, sdo ingeridas e/ou
absorvidas pelo organismo das abelhas e podem exercer seus efeitos em diversos
orgaos, alterando os processos celulares normais, ativando os mecanismos de
detoxificagdo celular e, em ultima instancia, levar a morte da célula (NOCELLI et
al.,2012).

Alteracbes morfolégicas nos cérebros de abelhas provocadas por inseticidas
ja foram encontradas em diversos estudos, como o de Rossi (2008) que ao analisar
os corpos pedunculados de A. mellifera expostas ao Imidaclopride notou a presenga
de conglomerados de células com nucleos apresentando cromatina condensada. Ja
para abelhas Scaptotrigona postica expostas a doses subletais de Fipronil no estudo

de Jacob (2012), foi encontrado um aumento dos perfis picnéticos das células de
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Kenyon dos corpos pedunculados, o que indica morte celular.

Portanto, estudos que buscam identificar o alcance dos agrotéxicos no
ambiente e compreender melhor como 0s organismos reagem as doses subletais,
analisando alteragdes celulares morfolégicas que nos permitam verificar os danos no
inicio do processo de contaminacdo, sdo fundamentais para o processo de
conservacao das abelhas. Os impactos sobre as colbénias de abelhas podem
acarretar grandes prejuizos, desde a redugcdo no numero de polinizadores até a

perda de produtividade em culturas agricolas.
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2 OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivos determinar a DL50 de tiametoxam para a
espécie M. scutellaris e avaliar a morfologia das células presentes nos corpos
pedunculados dos cérebros de abelhas dessa espécie expostas a doses subletais

do inseticida tiametoxam.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para as analises propostas, foram coletados exemplares de abelhas da
espécie M. scutellaris nos ninhos com condigdes fisioldgicas adequadas e livre de
doencas, mantidos pelo CEIS- Centro de Estudos de Insetos Sociais, Departamento
de Biologia - Instituto de Biociéncias - Universidade Estadual Paulista - UNESP -
Campus de Rio Claro. As coletas ocorreram somente durante a estacdo quente,
entre setembro e maio. Os procedimentos para a determinagéo da DL50 seguiram o
protocolo da OECD (1998). As forrageiras foram coletadas na saida de trés colmeias
diferentes, consistindo para cada concentracdo de inseticida e para os grupos
controle e controle solvente trés repeticbes formadas por dez abelhas. Os individuos
transferidos para potes plasticos contendo dieta ad libitum, passaram por anestesia
com CO2 e receberam 1.0 yL de solugdo de inseticida no pronoto com doses
previamente estabelecidas (0.75, 1.5, 3.0, 6.0, 12.0ng de tiametoxam/uL de solugao)
e 1.0 yL de acetona (para o grupo controle solvente) aplicadas com uma micropipeta
automatica repetitiva. As abelhas foram mantidas em estufas bacteriolégicas
(B.O.D.) com temperatura de 32,5 °C £ 1,0 e com 70% = 5 de umidade relativa,
durante 24 horas apos a aplicagao, transcorrido esse periodo foram contabilizadas
as abelhas mortas para cada concentragdo e para os grupos controle e controle
solvente. Para a determinagdo da DL50 os dados foram analisados através do

método probit utilizando o programa BioStat (AnalysSoft, 2009).

A partir do valor da DL50 estabelecido foram conduzidos os bioensaios com as
doses subletais. O inseticida tiametoxam foi diluido em acetona, sendo realizadas
sucessivas diluicdes em cascata para atingir as concentragdes subletais de DL50/10
e DL50/100.As abelhas dos grupos experimentais receberam 1 pL de solugdo nos
pronotos, ja as abelhas do grupo controle receberam 1 uL de acetona. Para cada
grupo experimental e para os grupos controle e controle solvente foram realizadas 3
repeticoes com 10 abelhas cada. Todos os testes foram conduzidos em estufas
bacteriologicas (B.O.D.) com temperatura de 32,5 °C + 1,0 e com 70% + 5 de
umidade relativa. As dissecgbes dos cérebros ocorreram 24 e 48 horas apds cada
tratamento e foram realizadas com as abelhas sobre placas de Petri contendo
solugédo salina (Na2HPO4 20 mM /KH2PO4 [pH 7,4] e NaCl 130 mM) sob um

estereomicroscopio Zeiss, utilizando pingas de dissecgdo. Os 6rgaos foram fixados



16

em paraformaldeido a 4% . Subsequentemente, o material foi desidratado numa
série de etanol a 4 ° C, solugbes de concentragbes que se seguem:15, 30,50, 70, 85,
90, 95, e 100% .Cada passo da desidratagao durou 2 h. Apds a desidratagao, as
amostras permaneceram imersas historresina de embebig&do durante 7 dias e entao
processadas em micrétomo Leica do laboratério de Histologia do Departamento de
Biologia do Instituto de Biociéncias da Unesp de Rio Claro, originando cortes 6um de
espessura. Os cortes depositados em laminas foram corados com Hematoxilina-
Eosina. Posteriormente, obtiveram-se as fotomicrografias dos corpos pedunculados
dos cérebros de M. scutellaris no Laboratério de Biologia Estrutural e Zooquimica do
Centro de Estudos Sociais da UNESP de Rio Claro-SP por meio de uma camera
digital, Olympus DP-71,adaptada a um microscopio Olympus BX51, e a um
computador Dell. Para a aquisicdo das imagens utilizou-se o software DP Controller.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinag¢ao da DL 50

Os dados de mortalidade observados no bioensaio, apos 24 horas, para cada
uma das doses testadas foram submetidos a analise Probit, obtendo-se uma DL50
no valor de 2,51 ng/abelha com um intervalo de confianga de 1,59 a 3,75 ng/abelha
(tabela 1 e figura 4).

Tabela 1 - Resultados da analise de probit para determinagdo da DL50 do inseticida
Tiametoxam aplicado em operarias de Melipona scutellaris.

n X2 G.L. LDso Intervalo de confianca
(ng/abelha) menor maior
50 0.915 3 2.51 1.59 3.75

n:nimero de individuos; x? qui-quadrado; G.L.: graus de liberdade; DLs, Intervalo de Confianga:
menor e maior.

Figura 4 - Regresséo realizada pela analise probit a partir da mortalidade registrada
para a determinacado da DL50 24 horas ap6ds a aplicagao tépica do Tiametoxam.
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Quando comparado esse resultado a DL50 para Apis melliifera (7.85 ng/abelha -
NOMINATO, 2012) e (17ng/abelha — PEREIRA, 2010) as abelhas da espécie M.
Scutellaris se mostraram mais sensiveis ao tiametoxam. Essa diferenca, segundo

Ahmad e Johansen (2010) pode estar associada a diversos fatores que podem
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diferir entre os grupos e assim alterar a estabilidade do ingrediente ativo no
organismo.Sao estes os fatores: tamanho corporal, niveis de gordura corporal e pH

da hemolinfa e desenvolvimento de enzimas de desintoxicagao.

Ja comparado a DL50 de Fipronil para M. scutellaris (0,41ng/abelha —
LOURENCO, 2012) o tiametoxam mostrou uma toxicidade 6,12 vezes menor. Essa
menor toxicidade do tiametoxam em relacao ao Fipronil corrobora com os resultados
obtidos para A. mellifera por Pereira (2010), que encontrou uma toxicidade para este

inseticida 8,9 vezes menor que a do Fipronil.

No Brasil ambos os inseticidas sdo amplamente utilizados em culturas
agricolas. O Tiametoxam é empregado através da aplicagdo direta no solo, em
sementes e diretamente nas folhas (ANVISA, 2008b). A aplicacéo de inseticidas na
maioria das vezes € realizada através da pulverizacdo, o que leva a uma maior
dispersao do principio ativo e acaba por atingir organismos nao alvos. Dependendo
do tipo de cultivo e da diluicdo dos produtos, as concentracbes das aplicagdes
podem atingir valores que variam entre 500 e 1000 ug/ml (PEREIRA,2010), que
excedem o valor da DLso para M. scutellaris, encontrado neste estudo, em 199,2 e

398,4 vezes, respectivamente.

Por tanto, testes de avaliagao de efeitos de tais produtos em organismos néo
alvos, como as abelhas, apontam-se como de grande importancia, uma vez que
oferecem base para discussdes acerca da comercializacdo e das normas de uso

destes produtos.

4.2. Analise morfoldgica

O 6rgéo escolhido para andlise neste estudo foi o cérebro, mais
especificamente os corpos pedunculados, estruturas presentes no cérebro das
abelhas que sao sitios relacionados a memoria e ao aprendizado e sao neles que
ocorrem mais células e sinapses neurais nos insetos. Nos corpos pedunculados
estdo estruturas constituidas de numerosos neurdnios, denominadas células de
Kenyon, que formam os calices com os seus dendritos e o pedunculo, e o lobo com
seus axbnios (SOUZA, 2009).
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Os cortes observados com microscopia de luz apresentaram maior ocorréncia
de dilatagao dos espacgos intercelulares das células de Kenyon nos tratamentos com
DL50/100 e DL50/10 apoOs 24 e 48 horas, quando comparados aos cortes dos grupos
controle e controle solvente (tabela 2 e figuras 5 e 6). Essa dilatagdo pode indicar
rompimento do contato celular, o que representa desorganizagéo tecidual. Hacker
(2000) aponta a reorganizagao dos limites externos da célula e a perda de contato
com as células vizinhas dentro do tecido como as mudangas mais marcantes

durante a morte celular por apoptose.

Tabela 2 - Resultados das analises morfolégicas dos corpos pedunculados de
abelhas M. scutellaris.

Grupos Tempo (horas) Dilatacdo dos espacos

intercelulares

Controle 24 X
48 X
Controle solvente 24 -
48 X
DL50/100 24 XXXX
48 XXXX
DL50/10 24 XXXX
48 XX

— Ausente; (X) Pouco presente; (XX) Moderadamente presente; (XXX) Muito presente; (XXXX)
Intensamente presente.



Figura 5 - Fotomicrografias dos corpos pedunculados do cérebro de M. scutellaris
em aumento de 400x: A) Controle 24 horas; B) Controle solvente 24 horas; C)
Tratamento com DL50/100; D)Tratamento com DL50/10; As setas indicam dilatagéo
dos espacos entre células.
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Figura 6 - Fotomicrografias dos corpos pedunculados do cérebro de M. scutellaris
em aumento de 400x: E) Controle 48 horas; F) Controle solvente 24 horas; G)
Tratamento com DL50/100 48 horas; H)Tratamento com DL50/10 48 horas. As setas
indicam dilatagao dos espacos entre células.
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Os resultados corroboram os de estudos realizados por Soares (2012) com o
inseticida imidaclopride sobre o sistema nervoso de abelhas Scaptotrigona postica,
nos quais encontrou para as concentragdes mais elevadas das doses subletais
testadas (21.25, 42.50 e 85 ng/pL) dilatagdo dos espacgos intercelulares das células
de Kenyon. Técnicas complementares utilizadas por Soares, imunofluorescéncia e
microscopia eletronica, reforcaram os resultados obtidos na analise morfolégica.
Para tais concentragdes houve expressdo diferenciada da enzima caspase e
alteragdes celulares observadas em ultraestrutura, como condensagéo do material
genético e degeneracdo mitocondrial. Todos indicativos de alta toxicidade do
imidaclopride ao sistema nervoso, o que pode levar a alteragdes celulares graves e
até a morte dos neurdnios. Rossi (2012) em seus estudos, também com cérebro de
S. postica e o inseticida imidaclopride, observou a presenga de condensado de
células nos lobos 6pticos e nos corpos pedunculados, que também apresentaram
inchago das células, nas abelhas expostas a doses subletais e a reagao de Feulgen
evidenciou a presenga de células com nucleos picnéticos, ambos indicios de morte
celular, que foi confirmada através da técnica de imunocitoquimica. Jacob (2014)
também encontrou células de Kenyon com perfis picnéticos em abelhas S. postica
expostas a diferentes concentracdes de fipronil, além de dilatagdo da membrana
nuclear, perda das cristas com posterior ruptura da membrana mitocondrial,
vesiculas de Golgi atipicas e a presenga de autofagossomas no grupo tratado por
via topica e lisossomas no grupo tratado por via oral. No entanto, no presente
estudo, as analises revelaram nucleos preservados nas células, coloracdo uniforme
por Hematoxilina-Eosina, auséncia de células condensadas e quaisquer indicagdes
de inchago celular tanto para os grupos tratados quanto para os controles.

O estudo de Benzidane et al. (2011), também com imidaclopride, utilizando
culturas de células de Kenyon de Periplaneta americana concluiram que o inseticida
inviabiliza as células e pode contribuir para que ocorra a morte celular por necrose

ou apoptose.

A morte das células de Kenyon pode implicar em prejuizos para as colonias
de abelhas, que teriam seu funcionamento e manutengao afetados. Isso porque os
corpos pedunculados, onde estas células estdo localizadas, sao estruturas
relacionadas com a formag&o de memoaria, aprendizagem e distingdo olfativa, assim

danos a eles estdo associados a desorientagdo e anormalidades nas atividades de



forrageamento das abelhas.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo determinou o valor de 2,51 ng/abelha para a DLso de

tiametoxam para a abelha sem ferrdo Melipona scutellaris.

O inseticida tiametoxam provoca aumento da dilatacdo dos espacgos
intercelulares nas células de Kenyon dos corpos pedunculados de M. scutellaris

expostas a ele topicamente. O que sugere processo de morte celular por apoptose.
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