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RESUMO

O Brasil apresenta uma diversidade de espécies de abelhas sem ferrdo que sao
consideradas importantissimas para a conservagao da biodiversidade, além de serem
visadas como polinizadores em areas de cultivo. Por intermédio do forrageamento,
ato de ir a campo em busca de néctar e pdlen, as abelhas sdo expostas a uma
variedade de produtos quimicos, como agrotoxicos. Tais quimicos podem apresentar
efeito imediato e causar a morte, ou apresentar efeitos tardios, nesse caso afetando
a colonia toda. Devido ao aumento do uso de inseticidas em areas de cultivo e sua
agao em insetos nao alvo, as abelhas da espécie Melipona scutellaris se tornam alvos
vulneraveis de contaminagao. Além disso, o IBAMA divulgou uma nota técnica em
2017 reforgando a necessidade de estudar os efeitos dos agrotéxicos em abelhas sem
ferrdo e a importéncia de saber mais sobre a biologia basica desses individuos.
Portanto, com o intuito de avaliar a influéncia de doses subletais na sobrevivéncia, no
comportamento e na fisiologia dessas abelhas, o presente estudo observou os efeitos
do inseticida tiametoxam no cérebro e ventriculo de M. scutellaris através de técnicas
ultraestruturais e de coloracdo Hematoxilina Eosina. O método utilizado para avaliar
a toxicidade oral do tiametoxam foi baseado na OECD, e a partir dos bioensaios de
exposicao, a concentracao letal média foi calculada para abelhas campeiras, sendo o
valor encontrado de: 0,0543 ng de ingrediente ativo (i.a)./uL de alimento, para 24
horas apds contaminagdo. Como o intuito foi avaliar efeitos subletais do inseticida,
calculamos o tempo letal médio (Controle — 192 horas; CLso/10— 96 horas e CLso/100 —
264 horas) para determinar os dias de coleta dos 6rgaos, sendo eles 1, 4 e 8 dias. O
cérebro foi analisado devido a agcdo do inseticida no sistema nervoso central e o
ventriculo, pelo fato de ser o primeiro érgéo a entrar em contato com o inseticida via
oral. Em analises morfoldgicas utilizando microscopia de luz as células de Kenyon dos
corpos pedunculados apresentam-se alteradas na concentragdo subletal mais alta
(CLsor10) quando expostos por 8 dias ao inseticida, no entanto, analises ultraestruturais
mostraram que essa mesma concentracao altera nucleos e mitocondrias a partir do 4°
dia de exposig¢do. Contudo, a menor concentragao (CLsoi100) s apresentou essas
alteracdes em 4 dias de exposicio ao tiametoxam. No que diz respeito ao ventriculo,
ambas as concentracbes mostraram alteracdes para todos os dias observados em
microscopia de luz, ja em analises ultraestruturais da CLso/10 exposta por 4 e 8 dias os

nucleos apresentaram alteragcdes estruturais, enquanto que, a CLsoi100 exposta ao



inseticida por 8 dias mostrou alteragdes apenas no labirinto basal. Os dados obtidos
mostraram que, mesmo em concentragdes muito baixas, este inseticida causa danos
em orgaos de M. scutellaris, de modo que ocorra comprometimento na fisiologia e a

longo prazo, pode ser que afete toda a colonia.
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1 - INTRODUGAO

1.1 A abelha alvo do estudo: Melipona scutellaris

Acredita-se que as abelhas surgiram no periodo Cretaceo Médio devido o
surgimento das Angiospermas (plantas superiores com flores). Sao entéo
consideradas um grupo monofilético com origem a partir de vespas. Analises fésseis
de abelhas do periodo Eoceno possibilitam dizer que a maior parte dos grupos de
abelhas encontradas na atualidade ja existiam desde esse periodo (KERR;
CARVALHO; NASCIMENTO, 1996; ROUBIK, 2006; SILVEIRA; MELO; ALMEIDA,
2002).

A superfamilia Apoidea € constituida por treze subfamilias, divididas em cinco
familias, onde estao descritas quase 18 mil espécies de abelhas por todo o0 mundo,
contando com aproximadamente 5 mil espécies encontradas no Brasil. Apidae é a
familia mais comum e diversa, sendo formada por outras trés subfamilias:
Xylocopinae, Nomadinae e Apidae (MICHENER, 2000; MOURE; URBAN, 2002;
SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002).

Em seu modelo sistematico encontra-se a subfamilia Apinae abrangendo
dezenove tribos, onde localiza-se a tribo Meliponini. Esta tribo engloba as abelhas
chamadas de eussociais, ou seja, exibem habitos sociais avangados, contendo uma
rainha incumbida pela reprodugdo e operarias encarregadas por todas as outras
tarefas do ninho, como seguranca, limpeza, alimentagao da cria, construgdo de favos
ou potes de mel, construgao de favos ou discos de cria, e o forrageamento, que € uma
das fungdes mais importantes para a colbnia, pois consiste na busca por pélen, néctar
e outros materiais necessarios para a dindmica do ninho. Outra caracteristica
importante, € a presenca de curbicula nas fémeas, a tibia das pernas traseiras
apresenta uma concavidade onde € possivel transportar o pélen e outras substancias
para o ninho (IMPERATRIZ-FONSECA; NUNES-SILVA, 2010; KERR; CARVALHO;
NASCIMENTO, 1996; MICHENER, 2000; NOGUEIRA-NETO, 1997; SILVEIRA;
MELO; ALMEIDA, 2002).

A tribo dos Meliponineos é conhecida comumente por “abelhas nativas” ou
“abelhas sem ferrdo”, pois apresentam um ferrao vestigial que nao permite que as
mesmas ferroem. Costumam nidificar em troncos ocos, galhos de arvores, em buracos
no chéo, cupinzeiros abandonados e em ninhos de outros animais. Atualmente é

comum encontrar ninhos em buracos derivados de constru¢gées, como: muros, postes,



paredes etc. No que diz respeito a sua distribuicdo geografica, estdo situadas na
América Neotropical, sendo possivel também encontra-las na Africa, Australia, india,
ilhas do Caribe, no sudeste da Asia e em Taiwan (NOGUEIRA-NETO, 1997;
SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002).

Estima-se que existam mais de quatro mil géneros e cerca de 25 a 30 mil
espécies de abelhas distribuidas nas diferentes regiées do mundo (MICHENER,
2000). O Brasil, devido as suas proporgdes continentais e riqueza de ecossistemas,
pode ser considerado privilegiado neste aspecto, por abrigar cerca de cinco mil
especies de abelhas. Apenas no estado de Sao Paulo existem mais de 720 espécies,
sendo que destas, ao menos 400 espécies sao representadas por abelhas sem ferrao
(PEDRO; CAMARGO, 1999).

1.2 A importancia das abelhas na polinizagao

Aproximadamente 192 espécies descritas e 33 géneros de abelhas sem ferrdo
podem ser encontradas no Brasil, sendo de extrema importancia para a manutengao
da biodiversidade, pois sdo responsaveis por aproximadamente 40 — 90% da
polinizagdo de arvores nativas dependendo do ecossistema considerado, como o
Pantanal, Caatinga e Mata Atlantica, consequentemente, sdo responsaveis pela
producdo de frutos e sementes (KERR et al., 2001; SILVEIRA; MELO; ALMEIDA,
2002). Em areas agricolas, os meliponineos chegam a polinizar cerca de 66% das
1.500 espécies cultivadas no mundo, resultando em uma estimativa de 15 a 30% da
producdo mundial de alimentos (KREMEN; WILLIAMS; THORP, 2002). Alguns
exemplos de abelhas utilizadas no Brasil para fins agricolas 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).

Urugu ou urugu nordestina sdo nomes populares dados a espécie Melipona
scutellaris, oriunda do nordeste do Brasil. Esta espécie tem sido visada pelos grandes
produtores por apresentar um grande potencial como agente polinizador e produtor
de mel. Sua domesticagdo e manejo é facilitada devido a falta de ferrdo, e é uma das
trés espécies de Melipona mais manipuladas pelo homem (NOGUEIRA-NETO, 1997).
Dados historicos mostram que sua domesticacdo se deu através dos indios no

Nordeste do Brasil, que extraiam mel e o usavam como fonte de alimento



(EVANGELISTA-RODRIGUES et al., 2008; KERR et al., 2001; SILVEIRA; MELO;
ALMEIDA, 2002).

E ainda considerada uma espécie potencial para reproducdo em larga escala
para ser utilizada como polinizador em ambiente protegido ou campo aberto, por ser
um polinizador eficaz e pela facilidade de se manter colmeias racionais fortes, que
podem ser facilmente transportadas e multiplicadas (IMPERATRIZ-FONSECA,
SARAIVA; JONG, 2006). Além dessas justificativas para o uso desta espécie, M.
scutellaris tem a capacidade de fazer a “polinizagao por vibracdo”, o ato consiste em
vibrar a musculatura toracica para agitar as anteras, o que possibilita a saida do podlen.
Esse tipo de polinizagao € essencial para plantas com anteras poricidas, onde o pélen
apenas é liberado por poros apicais (HEARD, 1999; NUNES-SILVA; HRNCIR;
IMPERATRIZ-FONSECA, 2010).

A relacgao entre polinizador e planta é essencial para a existéncia de ambos. Os
agentes polinizadores s&o atraidos pela cor ou odor liberados pelas flores, assim
como, diversos grupos de plantas fornecem recompensas para seus polinizadores,
sendo estas consumidas em forma de alimento (BIESMEIJER et al., 2006). Os
agentes polinizadores bidticos s&o visitantes florais obrigatérios porque estéo sujeitos
a usar esses recursos ao longo de todo seu ciclo de vida em forma de alimento, como
o pélen das flores que é rico em proteinas e o néctar que é uma fonte de acucares
(IMPERATRIZ-FONSECA; NUNES-SILVA, 2010).

Dentre os diversos agentes polinizadores existentes, como passaros,
morcegos, borboletas, besouros, moscas etc., as abelhas destacam-se. Sao
conhecidos cerca de 40 mil insetos polinizadores (FREITAS; PEREIRA, 2004) e
dentre esse numero, aproximadamente 25 mil estdo representados por abelhas
(PEDRO; CAMARGO, 1999) as quais, estas séo responsaveis por 73% da polinizagao
de culturas agricolas. Dessa maneira, as abelhas s&o consideradas os mais
importantes agentes polinizadores, fazendo parte da base das cadeias tréficas, pois
participam da manutengdo do fluxo de energia para outras espécies animais
(FREITAS; PEREIRA, 2004; PRONI, 2000). Além disso, a polinizagdo possibilita a
troca dos gametas, permitindo a fecundagao cruzada, o que resulta ha manutengao
da variabilidade genética e por consequéncia aumenta a fertilidade e produtividade da
maioria das plantas que dependem da polinizagao, e ainda contribui para a producao
de alimentos para humanos (KLEIN et al., 2007; PRONI, 2000).
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Destacando-se a importancia da polinizagcédo por abelhas, estima-se que cerca
de 352 mil espécies de plantas com flores necessitam dos servigos prestados pelos
agentes polinizadores, mas cerca de 308 mil espécies de fato mantem essa relagao
de dependéncia com estes agentes, representando 87,5% de todas as plantas
(OLLERTON; WINFREE; TARRANT, 2011). Temos ainda, que 70% das culturas
agricolas responsaveis por alimentar praticamente quase todos os paises do mundo
sao polinizadas por abelhas, onde nota-se uma melhor qualidade e maior quantidade
de frutos (KLEIN et al., 2007). Porém, mais importante ainda é essa forte relagao entre
planta e abelha, onde a nao-polinizacdo de uma espécie vegetal pode até causar
extingdo em sua populagdo, atingindo também a fauna dependente, e gerando
desiquilibrio ecoldgico entre as espécies que participam dessa interagao ecoldgica
(KERR et al., 2001; KEVAN, PETER G; IMPERATRIZ-FONSECA, 2002).

O servigo ecossistémico prestado pelas abelhas, assim como, sua valorizacéo
como agente polinizador é destacada mais recentemente, pois era considerado um
servico gratuito. Somente nos ultimos anos € que a sociedade tem observado que
esses servigos ecossistémicos séo limitados e que estdo ameagados pelo proprio
homem, em virtude a sua atuacado na biosfera, que alterou e ainda altera muito o
funcionamento dos ecossistemas, diminuindo sua eficacia em fornecer servigos
primordiais para nossa sobrevivéncia (IMPERATRIZ-FONSECA, 2004). Somente com
o desaparecimento inexplicado de cerca de 80% das colénias dos Estados Unidos e
da Europa, apdés 2006, que o servico ambiental de polinizacdo foi devidamente
valorizado, ao mostrar suas consequéncias econémicas e ecoldgicas (BIESMEIJER
et al., 2006; FIORAVANTI, 2010; GUIMARAES, 2007).

1.3 As abelhas e os agrotéxicos

Desordem do Colapso das Coldnias (CCD- Colony Collaspe Disorder) foi o
nome dado ao desaparecimento inexplicado das abelhas nos Estados Unidos. Este
fendmeno foi caracterizado por apresentar a auséncia de abelhas mortas nas colénias
ou apiario, ninhos intactos, com poucas abelhas, apenas rainha e algumas operarias
jovens presentes na colbnia, alimento e favos de cria se mantem intactos por algumas
semanas apos o colapso. A CCD ocorre em abelhas do Género Apis, no entanto, ja
existem diversos relatos onde outras espécies de abelhas, como as sem ferrao,
também estdo desaparecendo (JOHNSON, 2010; OLDROYD, 2007).
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As causas da CCD ainda nao foram completamente definidas, sendo que, até
o presente momento o motivo do desaparecimento das abelhas é baseado em
hipéteses. Acredita-se que este fendmeno relacionado com os efeitos do uso de
agrotéxicos, um novo patdégeno ou parasita, problemas nutricionais derivados da
diminuicdo de fontes de alimentos que poderiam comprometer entdo o sistema
imunologico das abelhas, alteragbes climaticas, manejo excessivo e inadequado das
colmeias, aumento das areas de monocultura, a introdugcéo de espécies vegetais ou
animais causa um aumento na competicdo de alimento e sobrevivéncia. As areas
desmatadas para agricultura e pastagem diminuem as possibilidades para encontrar
um local para nidificar, acasalar ou até mesmo repousar e forragear. Neste ultimo caso
pode acarretar em um déficit nutricional por ndo ter a disposicdo uma gama de
variedades florais para forrageamento (BIESMEIJER et al., 2006; JOHNSON, 2010;
NEUMANN; CARRECK, 2010).

Ao longo desses anos, com o0 avango das pesquisas, atribui-se que as causas
da CCD nao estao relacionadas a uma unica condicdo. No momento os cientistas
exploram a possibilidade de existir a interagcdo de diferentes fatores, atuando em
sinergia para causar a sindrome (JOHNSON, 2010)

O uso de inseticidas esta atrelado ao aumento das areas voltadas para a
agricultura. Scolari (2006), afirma que o percentual da area total existente no mundo
utilizado pela agricultura é 38,3%, sendo que ao analisar dados relacionados com a
fragmentagao dos habitats, estima-se que houve uma redugao de 2,37% nas areas
florestais, perdendo entdo 104,06 milhdes de hectares, e de 9,06% em areas sob
outros usos, ou seja, diminui¢cao de 377,99 milhdes de hectares (WOOD; STEDMAN-
EDWARDS; MANG, 2000). Todos esses fatores causaram uma grande alteragao na
paisagem, gerando uma diminui¢do consideravel nas regides de vegetagao natural
(WILCOCK; NEILAND, 2002). Por consequéncia do aumento das areas destinadas a
monocultura houve uma maior dependéncia do uso de produtos quimicos para
controlar plantas daninhas, fungos e insetos pragas para assegurar a produtividade,
causando um aumento no consumo de agrotoxicos.

O Brasil lidera a lista de paises com relagdo ao uso de agrotoxicos. Cerca de
300 mil toneladas de inseticida sdo consumidas anualmente no Brasil, o que
representa um aumento no consumo de inseticidas de 700% com relagao aos ultimos
quarenta anos (SPADOTTO et al., 2004; KUSSAMA, 2012). O uso de agrotdxicos

causa riscos a saude humana e ao meio ambiente através da contaminagao do solo,
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das aguas e dos alimentos que seréo produzidos. Vale ressaltar que, os agrotdxicos
afetam organismos ndo alvo, como as abelhas, insetos benéficos para as lavouras e
para 0 meio ambiente que quando saem em busca de polen se tornam altamente
vulneraveis a contaminacédo (SPADOTTO et al., 2004).

Os neonicotindides séo os inseticidas mais utilizados recentemente, de modo
que, pertencentes a estd classe, destacam-se acetamiprido, clotianidina,
imidacloprido, tiacloprido e tiametoxam. O tiametoxam, pertence a segunda geragao
de inseticidas resultantes da molécula de nicotina, cuja formula é CsH10CIN503S
(MAIENFISCH et al., 2001; TOMIZAWA; CASIDA, 2005).

Os neonicotindides sdo vistos como uma nova e distinta classe de inseticidas,
sao imediatamente absorvidos pelas plantas, apresentam notaveis caracteristicas
quimicas e biolégicas que se mostram bem eficazes contra pragas agricolas
(MAIENFISCH et al., 2001). Quando aplicados nas sementes, solo ou folhagens se
deslocam em seu interior promovendo uma protegéo a longo prazo contra os insetos-
pragas (FORD; CASIDA, 2008; MAIENFISCH et al., 2001; TOMIZAWA; CASIDA,
2005). A absorgao dos inseticidas produz residuos que podem ser encontrados no
polen e néctar das plantas, quando as abelhas saem em busca destes recursos sao
expostas a estes residuos. Com isso, toda coldnia fica exposta aos agentes toxicos,
pois os demais individuos se alimentam do material coletado contaminado (WOLFF;
REIS; SANTOS, 2008).

El Hassani e colaboradores (2008), destacam que o0s neonicotindides
apresentam grande seletividade para atuar nos receptores nicotinicos dos insetos,
sendo que seu principio ativo age diretamente no sistema nervoso que entra em
colapso porque os neonicotindides mimetizam a agao da acetilcolina nos receptores
nicotinicos durante as sinapses. Contudo, a acetilcolina é degradada pela
acetilcolinesterase, ja os compostos oriundos dos inseticidas ndo sdo degradados
(CHAPMAN, 2003). A hiperexcitabilidade nervosa é causada a partir do momento em
que a ativacdo dos receptores de acetilcolina é prolongada de forma anormal,
proporcionando uma transmissao continua e descontrolada de impulsos nervosos, 0
que futuramente resulta no colapso.

A acetilcolina € um neurotransmissor fundamental no cérebro de insetos. As
abelhas apresentam amplos sitios de ligagao para este neurotransmissor (BICKER,
1999), englobando areas relacionadas com processos de aprendizagem e memodria,

como por exemplo, os calices dos corpos pedunculados (BICKER, 1999). Sabendo-
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se que doses subletais afetam as abelhas, mesmo que seus efeitos sejam sutis, a
colénia pode ser afetada a partir dos efeitos nas células, que podem alterar a fisiologia
e o comportamento das abelhas (BICKER, 1999; EL HASSANI et al., 2008). Nem
sempre o efeito dos inseticidas é rapidamente notado, portanto € necessario analisar
doses subletais, onde € possivel observar sua influéncia na sobrevivéncia, no
comportamento e na fisiologia como: paralisia, desorientagcdo ou mudangas
comportamentais, que sdo menos detectaveis mas podem afetar toda populagéo
(PHAM-DELEGUE et al., 2002; MEDRZYCKI et al., 2003; VANENGELSDORP;
MEIXNER, 2010).

1.4 Cérebro e Ventriculo das abelhas em estudos toxicolégicos

O cérebro das abelhas é o objeto de estudo para observar os efeitos causados
pelos neonicotindides, ja que estes atuam no sistema nervoso. Daly, Doyen e Purcell
[ll, (1998), descreve o cérebro das abelhas contendo trés massas ganglionares:
protocérebro (maior e mais complexa regiao, formada por corpos pedunculados, ponte
protocerebral, corpo central e lobos acessorios), deutocérebro (composto pelos lobos
antenais e axénios motores e sensoriais das antenas) e o tritocérebro (contendo os
centros tritocerebrais).

Em insetos com comportamento e aprendizado mais complexos os corpos
pedunculados apresentam-se como estruturas volumosas e com maior numero de
células e sinapses (CRUZ-LANDIM, 2009). Os corpos pedunculados sdo o centro
mais importante de meméria, formados por inumeros neurdnios (células de Kenyon)
que constituem os calices com seus dendritos, pedunculo e os lobos com seus axénios
(DALY; DOYEN; PURCELL, 1998; FAHRBACH, 2006; FARRIS, 2005).

Mesmo que o alvo dos neonicotindides seja o cérebro, ndo € apenas o sistema
nervoso que € afetado durando a exposi¢cdo ao tiametoxam. Quando o ingrediente
ativo entra em contato com alimento contaminado, este atinge o trajeto de
metabolizagdo do composto no organismo da abelha. Portanto faz-se necessario
analisar o intestino por ser uma das primeiras fontes de contato com o tiametoxam e
por ser um 6rgao de absorg¢ao. Os insetos apresentam o canal alimentar dividido em
trés regides: estomodeu ou intestino anterior; meséntero ou intestino médio
(ventriculo); e proctodeu ou intestino posterior (CRUZ-LANDIM, 2009).

Grande parte da absorcédo dos produtos da digestao ocorre no ventriculo, por

isso este é classificado como estomago funcional dos insetos. Segundo Cruz-Landim
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(2009), o ventriculo é visivel como sendo um tubo cilindrico, longo e grosso, que se
dobra em forma de arco, no interior da cavidade abdominal. Uma caracteristica
comum entre as células dessa regido é a invaginagdo da membrana basal,
proporcionando um aumento na superficie seletiva de troca com a hemolinfa, e
microvilosidades. As células dessa regido estdo sendo regularmente renovadas uma
vez que ocorre um desgaste gerado por muita atividade secretora e absortiva. A
funcao destas células é produzir enzimas digestivas e absorver produtos na luz do
ventriculo e na hemolinfa.

O ventriculo apresenta trés tipos de células: digestivas (constituem o epitélio
ventricular, atuam na sintese de enzimas digestivas e absor¢do de nutrientes),
enddécrinas (produzem horménios e estdo espalhadas na parede do 6rgéo) e
regenerativas (reestruturam o epitélio e se agrupam em ninhos na regido basal do
epitélio). O processo de substituicdo de uma célula morta para recompor o ventriculo
se da através de células regenerativas, que se diferenciam e geram uma nova célula
digestiva que ocupara o lugar da célula que foi eliminada na luz do ventriculo (CRUZ-
LANDIM, 1999; CRUZ-LANDIM, SILVA-DE-MORAES, SERRAO, 1996; BOWEN,
BOWEN, JONES, 1998).

Assim, conforme exposto, as pesquisas a respeito do impacto de inseticidas
agricolas sobre espécies de abelhas sem ferrdo sdo escassas, ja que costuma-se
encontrar com maior facilidade dados para a espécie Apis Mellifera (Hymenoptera,
Apidae). Com isso, mostra-se necessario o desenvolvimento de estudos sob este
panorama para que se conheca o efeito destes compostos quimicos nestes insetos
benéficos, gerando dados que possam contribuir para um melhor entendimento a
respeito da agao toxica do tiametoxam as abelhas sem ferrao, fornecendo argumentos

para bioconservacgao de polinizadores.
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2 - OBJETIVOS

Sendo o tiametoxam um inseticida amplamente aplicado em areas agricolas no

Brasil e seu consumo pode acarretar na intoxicagao de abelhas nativas, M. scutellaris,

o presente trabalho tem por objetivos:

Determinar a Concentracado Letal média (CLso) do inseticida tiametoxam para
abelhas campeiras M. scutellaris;

Calcular o tempo de sobrevivéncia de abelhas alimentadas com dieta contaminada
correspondendo as concentragdes subletais CLso/10 € CLso/100;

Analisar alteragées morfolégicas nos corpos pedunculados e ventriculo de M.
scutellaris expostas as concentragdes subletais do inseticida tiametoxam, através
da técnica de coloragao Hematoxilina Eosina (H.E), utilizada para microscopia de
luz;

Analisar alteracdes ultraestruturais nos corpos pedunculados e ventriculo de M.
scutellaris expostas a CLsoto e Clsoi1oo do inseticida tiametoxam, utilizando

microscopia eletrbnica de transmissao (M.E.T);



16

3 - MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Exemplares de abelhas da espécie M. scutellaris foram coletadas a partir de
trés colbnias localizadas no meliponario do instituto de Biociéncias da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) campus Rio Claro. As coldnias
estdo sob os cuidados dos alunos do CEIS- Centro de Estudos de Insetos Sociais,
instaladas em uma sala fechada, porém com livre acesso ao meio externo através de
um tubo plastico que passa por um orificio na parede, permitindo a saida das abelhas

para o campo.

3.2 Métodos

3.2.1 Determinagao da concentragao letal média (CL50)

Todos os bioensaios foram realizados nos laboratérios do LECA- Laboratério
de Ecotoxicologia e Conservacdo de Abelhas, localizado no Centro de Estudos de
Insetos Sociais (CEIS) seguindo os padrbes da Organizacdo para Cooperagao e
Desenvolvimento Econémico (OECD, 1998a, 1998b) para avaliagdo de agrotoxicos
em abelhas A. mellifera, com adapta¢des para abelhas sem ferrdo. Cada grupo
experimental foi formado por trés repeticbes, composta por dez abelhas provenientes
de cada uma das trés coldnias, totalizando 30 abelhas por grupo experimental.

No periodo da manha, por volta das oito horas, as abelhas campeiras foram
coletadas em potes plasticos descartaveis (Figura 1 — A) na saida de cada uma das
coldnias para realizagdo do experimento (Figura 1 — B). As abelhas foram mantidas
nessas gaiolas plasticas descartaveis de 250 mL com um alimentador do tipo
eppendorf de 1,5 mL, com um orificio central e dois laterais contendo solugcéo de
sacarose a 50%, com ou sem contaminagdo com o tiametoxam (Figura 1 — C). As
gaiolas foram mantidas em estufas do tipo B.O.D, com temperatura ajustada em 29°
C +£1°C e umidade relativa de 70% +5% (Figura 1 — D).
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Figura 1 - Procedimentos para realizagdo do experimento. A — Gaiola plastica
descartavel com alimentador do tipo eppendorf. B — Coleta de M. scutellaris na saida
da coloénia. C — Alimento contaminado fornecido para abelhas campeiras de M.
scutellaris evidenciando o furo no eppendorf e a abelha se alimentando. D — Gaiolas
plasticas acondicionadas em estufa do tipo B.O.D. a 29° C +1°C e umidade relativa
de 70% +5%.

e |\

Fonte: elborado pelo autor
Durante os ensaios de intoxicagdo os grupos tratados receberam uma
alimentagao contaminada que continha a formulagao técnica do inseticida tiametoxam
em sua composi¢ao. Inicialmente o inseticida foi diluido em acetona (concentragao
final 1000 ng), sendo esta denominada de solugdo mae, mantida em um vidro escuro
e armazenada em uma camara fria. A partir dessa solucao foram realizadas diluicoes
em cascata, sendo as solugdes diluidas em solu¢do de sacarose em agua destilada

1:1, para obtengao das concentragdes desejadas (Figura 2).
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Figura 2 — Mapa para diluigdo em cascata usado para obtengdo da Concentragao
Letal Média.
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Fonte: elaborado pelo autor

Para a determinagéo da CLso oral do inseticida tiametoxam para campeiras de
M. scutellaris foram utilizadas cinco concentragdes: 0.2, 0.1, 0.05, 0.025 e 0.0125 ng
de tiametoxam/ yL de solugdo. Tais concentracbes foram baseadas na DLsp do
tiametoxam estabelecida para A. Mellifera africanizada, onde o valor encontrado por
Reis, A.L.M (2013 — Processo Fapesp 2013/21832-4) foi de 2.27 ng/abelha.

Os grupos que foram expostos ao inseticida receberam solugdes de sacarose
contaminada com as concentracdes determinadas, de forma que o unico contato com
a dieta contaminada foi através da alimentagéo.

Os bioensaios apresentaram dois grupos controles: controle com sacarose
contento acetona e um grupo controle com alimento normal. O grupo controle com
acetona recebeu solugéo sacarose a 2% de acetona (valor maximo da concentragéo
de acetona presente nas dietas contaminadas para determinagédo da CLso). O grupo
controle ndo recebeu nenhum tratamento contaminado, e permaneceu por todo o
experimento recebendo alimento puro. O alimento tanto para grupos expostos quanto

controles foi oferecido dieta ad libitum.
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Apos 24 horas o numero de abelhas mortas foi contabilizado e para determinar
a CLso esses dados foram submetidos a analise estatistica do tipo dose-resposta,

empregando-se o modelo log-logistic do programa BioStat 2008 Professional.

3.2.2 Ensaio de Sobrevivéncia de abelhas alimentadas com dieta contaminada
(Obtengao do Tempo Letal médio -TLso)

Nesse ensaio, foi estipulado o periodo de tempo em que 50% das abelhas
morreram, quando alimentadas com dietas contaminadas contendo concentragdes
subletais de tiametoxam. Este bioensaio foi realizado para a determinacdo e
padronizagcao de um periodo de exposicao ao inseticida, o qual serviu de referéncia
nos experimentos seguintes (analises morfologicas e ultraestruturais). Os grupos
experimentais foram alimentados ad libitum com uma dieta contaminada com
tiametoxam nas doses equivalentes a CLso10 € Clsoroo (Figura 3), exceto o grupo
controle que recebeu apenas dieta sem contaminagcdo. Os grupos experimentais e
controle tiveram 10 abelhas por gaiola, mantendo-se trés repetigdes por grupo. Assim
que se deu inicio a ingestao do alimento, as abelhas foram avaliadas nos periodos de
1,3,6, 9,12, 18, 24, 30, 42, 48, 54, 60, e 72 horas (Baptista et al., 2009). Apos este
periodo, se ainda é constatada a presenca de abelhas sobreviventes nos tratamentos
com doses subletais, sdo realizadas avaliagdes a cada 12 horas. O experimento
continuou até atingir 100% da mortalidade do grupo experimental e/ou 50% +1 da

mortalidade do grupo controle.
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Figura 3 — Mapa para diluicdo em cascata usado para obtengao das Concentracoes
Letal Média CLso/10 € CLsor100.
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Fonte: elaborado pelo autor

3.2.3 Analises morfolégicas - Coloragao com Hematoxilina e Eosina (H.E)

Para analises das possiveis alteragdes morfolégicas causadas pelo inseticida
tiametoxam no cérebro e ventriculo de M. Scutellaris, para cada grupo experimental,
foram coletadas 5 abelhas e dissecadas sob estereomicroscopio EZ4 (Leica) em
placas de Petri contendo Paraformaldeido. Os érgaos foram mantidos na mesma
solucao fixadora por 2 dias em camara fria, apos esse periodo foram transferidos para
a solugao tampao fosfato de sédio 0,1 M (pH = 7,4) e desidratados em graduagdes
crescentes de etanol (15%, 30%, 50%, 70%, 85%, 90%, 95% e 100%) a 4 °C, segundo
Silva-Zacarin et al. (2012). Em seguida, os 6rgaos foram embebidos em historesina
(Leica) e polimerizados em historesina com adi¢do do endurecedor catalitico, a 37 °C.
Os blocos de resina contendo os cérebros foram seccionados no micrétomo RM2255
(Leica) obtendo-se secgdes histologicas de 5 pym de espessura. As secgoes
histologicas foram colocadas sobre laminas de vidro e secas em estufa a 37 °C.
Laminas contendo as secg¢des do cérebro e ventriculo dos individuos de cada grupo
experimental foram submetidas a coloracdo com Hematoxilina e Eosina (HE) (TIMM,

2005).
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3.2.4 Analise Ultraestrutural — Microscopia Eletrénica de Transmissao (M.E.T)

Seis abelhas representantes de cada grupo experimental — Controle, CLso/10 €
CLsor100 — foram dissecadas nos dias 1, 4 e 8 em placas de Petri, contendo solugéo
fixadora, com o auxilio de um estereomicroscopio EZ4 (Leica) para a retirada dos
cérebros e ventriculos. Os érgaos obtidos foram dispostos em solucédo fixadora de
glutaraldeido 2,5% em tamp&o cacodilato de sodio (0,1 M, pH = 7.4), lavados em
tampéao cacodilato de sodio (0,1 M, pH = 7,4) e pos fixados em tetroxido de ésmio 1%
por 2 horas. Na sequéncia os 6rgaos sao novamente lavados na mesma solugao
tampao, contrastados em acetato de uranila 1% dissolvido em alcool 10%, durante 2
horas e desidratados em alcool 70% e 100%, respectivamente. Depois de
desidratados, os 6rgaos foram embebidos em resina Epon-Araldite e polimerizados
em resina mais catalizador, a 60 °C. Apdés uma semana na estufa os blocos de resina
contendo os 6rgaos estavam prontos para serem seccionados no ultra micrétomo
Supernova (Reichert) em cortes ultrafinos, posicionados em grades de cobre e
contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo. Os corpos pedunculados e
os ventriculos foram analisados e fotografados no microscépio eletrébnico de
transmissao (JOEL-JEM1011), no NAP/MEPA — Nucleo de Apoio a Pesquisa em
Microscopia Eletrénica Aplicada a Agricultura da Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” (ESALQ), Piracicaba.
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4 - RESULTADOS

4.1 Concentragao Letal média (CLso) de tiametoxam para abelhas campeiras de
M. scutellaris

O valor da CLso para o inseticida tiametoxam obtido para operarias campeiras
da espécie M. scutellaris foi de: 0,0543 ng de ingrediente ativo (i.a)./uL de alimento,
para 24 horas (Figura 4 e tabela 1).

A partir desse dado, foram estabelecidas as concentragcbes subletais de
0,00543 ng de ingrediente ativo (i.a)./uL de alimento (CLso/10) € 0,000543 ng de
ingrediente ativo (i.a)./uL de alimento (CLsor00) , para serem utilizadas nos

experimentos posteriores (analises morfoldgicas e ultraestruturais).

Figura 4: Concentracao Letal Média (CLso) do inseticida tiametoxam para campeiras
de M. scutellaris indicando a mortalidade de abelhas 24 horas apds a exposigao oral.
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Fonte: elaborado pelo autor

Tabela 1: Resultado da analise estatistica pra obtengao da concentragao letal média
(CL50) do tiametoxam para campeiras de M. scutellaris.

N A B XZ DF LCso Intervalo de Confianca
lower upper
10 9,0374 3,1914 1,3148 3 0.0543 0.0425 0.696

N: Numero de Individuos; a: Coeficiente de Regressdo; B: Declinio; x2 Qui - Quadrado; DF: Graus de Liberdade; LCso, Intervalo
de Confianga: Inferior e Superior: ng/ant.



23

4.2 Tempo letal médio

Os valores obtidos do tempo letal (Figura 5) sdo: Controle — 192 horas; CLso/10
(0,00543 ng de ingrediente ativo (i.a)./uL de alimento) — 96 horas e CLso/100 (0,000543
ng de ingrediente ativo (i.a)./uL de alimento) — 264 horas. A partir destes valores ficou
estabelecido que o tempo de exposicao dos individuos para posteriores analises seria
de 1, 4 e 8 dias.

Figura 5. Tempo Letal Médio (TLso) do inseticida tiametoxam para campeiras de M.
scutellaris indicando a sobrevivéncia de abelhas apds a exposi¢éo oral.

Analise de Sobrevivéncia

J4k— Controle (192 horas)
—i— CLSO0/10 (96 horas)
—— CLS50/100 (254 horas)

Sobrevivencia

Fonte: elaborado pelo autor
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4.3 Controle acetona

Em todos os bioensaios realizados com os grupos controle acetona nao
houveram diferengas em seus resultados quando comparados aos grupos controle,
evidenciando que a acetona n&o foi toxica para forrageiras de abelhas M. scutellaris
durante o periodo testado, de forma que o solvente ndo interfere nos resultados
obtidos.

4.4 Analises morfoldgicas no cérebro a partir da técnica de coloragao por H.E

As analises morfoldgicas realizadas através da técnica de coloragéo por H.E
mostraram que os grupos controle 1 dia (Figura 6A-C), 4 dias (Figura 7A-C) e 8 dias
(Figura 8C) apresentaram corpos pedunculados sem alteragdes morfolégicas, com
células de Kenyon integras e com coloragéo normal.

A andlise dos resultados morfolégicos realizados no cérebro dos grupos
expostos ao inseticida por 1 dia, tanto CLs0/100 (Figura 6D-F) quanto CLso/10 (Figura 6G-
I) e por 4 (Figura 7D-1) e 8 dias (Figura 8D-F) expostas a CLso/100, nd0 mostraram
alteragdes evidentes nos corpos pedunculados. Ja os grupos expostos por 4 e 8 dias,
a CLsoo (Figura 8G-l), apresentaram espagamento entre as células de Kenyon

compactas do corpo pedunculado.
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Figura 6 — Fotomicrografias do corpo pedunculado, corado com H.E, de M. scutellaris
submetidas ou n&o ao tiametoxam. A, B e C - visdo geral e detalhe do corpo pedunculado do
grupo controle sem alteragdes morfoldgicas, expostas ao inseticida por 1 dia; D, E e F — viséo
geral e detalhe do corpo pedunculado de abelha exposta a CLsor100 por 1 dia, sem alteragbes
morfoldgicas significativas. G, H e | — visdo geral e detalhe do corpo pedunculado de abelhas
expostas a CLsor1o por 1 dia, sem alteragdes morfoldgicas significativas. Ba = base; Bo = borda;
Ce = compactas externas; Ci = compactas internas; Co = colar; Nc = ndo compactas.

Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 7 — Fotomicrografias do corpo pedunculado, corado com H.E, de M. scutellaris
submetidas ou ndo ao tiametoxam. A, B e C - visao geral e detalhe do corpo pedunculado do
grupo controle sem alteragdes morfologicas, expostas ao inseticida por 4 dias; D, E e F —
visdo geral e detalhe do corpo pedunculado de abelha exposta a CLsor100 por 4 dias, com
dilatacdo entre os espacgos intercelulares. G, H e | — visdo geral e detalhe do corpo
pedunculado de abelhas expostas a CLsoo por 4 dias, com dilatacdo entre os espacos
intercelulares. Ba = base; Bo = borda; Ce = compactas externas; Ci = compactas internas;
Co = colar; Nc = ndo compactas.

Fonte: elabdrado 7prelo autor
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Figura 8 — Fotomicrografias do corpo pedunculado, corado com H.E, de M. scutellaris
submetidas ou n&o ao tiametoxam. A, B e C - visdo geral e detalhe do corpo pedunculado do
grupo controle sem alteragdes morfolégicas, expostas ao inseticida por 8 dias; D, E e F — visao
geral e detalhe do corpo pedunculado de abelha exposta a CLsor100 por 8 dias, sem alteragdes
morfoldgicas significativas. G, H e | — visao geral e detalhe do corpo pedunculado de abelhas
expostas a CLso10 por 8 dias, com dilatagdes bem evidentes entre os espacos celulares. Ba =
base; Bo = borda; Ce = compactas externas; Ci = compactas internas; Co = colar; Nc = ndo
compactas.

Fonte: elaborado pelo autor
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4.5 Andlises ultraestruturais dos corpos pedunculados (M.E.T)

No presente estudo foi possivel observar que no grupo controle ndo houve
alteragdes morfolégicas no cérebro, mais especificamente no corpo pedunculado de
abelhas campeiras de M. scutellaris. Assim, neste grupo foram evidenciadas
caracteristicas ultraestruturais tipicas de células de Kenyon, tanto no grupo com 1 dia
(Figura 9A — C), 4 dias (Figura 10A— C), como 8 dias (Figura 11A — C), tais como
nucleos com formato esférico, com presenca de cromatina descondensada e com
regides de heterocromatina ocupando a periferia dos nucleos (Figuras 9A-B; 10A-B;
11A-B), citoplasma contendo mitocdndrias de formato alongado, sendo observadas
por todo o citoplasma, com cristas visiveis, mantendo-se integras (Figuras 9C, 10C e
11C).Esta mesma morfologia foi observada nas células de Kenyon de abelhas
expostas a CLso1o (Figura 9D— F) e CLsor100 do tiametoxam, por 1 dia (Figura 9G—I).

No entanto no grupo exposto a CLsoro por 4 e 8 dias foi possivel observar
algumas alteragbes nas mitocondrias como: perda de crista e presenga de regides
eletrolucida na matriz. Ja os nucleos apresentavam formato irregular e um aumento
da presenca de heterocromatina (Figura 10 — D, E e F), principalmente apés 8 dias de
exposi¢ao ao inseticida.

O grupo exposto a CLsoi100 ndo apresentou alteragdes ultraestruturais nas

células de Kenyon (Figura 11 — G, He l).



29

FIGURA 9 - Eletromicrografias de transmissado das células do cérebro de abelhas
campeiras de M. scutellaris, submetidas ou ndo ao tiametoxam. A, B e C -
Respectivamente: visdo geral, nucleo e mitocondria do grupo controle, ndo exposto ao
inseticida. D, E e F — Respectivamente: visdo geral, nucleo e mitocondria do grupo
CLso/10 expostas ao inseticida por 1 dia, sem alteragdes morfolégicas. G, H e | —
Respectivamente: visdo geral, nucleo e mitocdéndria do grupo CLsoi100 expostas ao
inseticida por 1 dia, sem alteragées morfologicas. N = nucleo e M = mitocéndria.
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Fonte: elaborado pelo autor
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FIGURA 10 - Eletromicrografias de transmissdo das ceélulas do cérebro de abelhas
campeiras de M. scutellaris, submetidas ou ndo ao tiametoxam. A, B e C -
Respectivamente: visdo geral, nucleo e mitocéndria do grupo controle, ndo exposto ao
inseticida. D, E e F — Respectivamente: visao geral, nucleo e mitocéndria do grupo CLso/10
expostas ao inseticida por 4 dia, com nucleos e mitocéndrias alterados. G, H e | —
Respectivamente: visdo geral, ndcleo e mitocéndria do grupo CLso/100 expostas ao inseticida
por 4 dia, sem alteragdes morfoldgicas. N = nucleo e M = mitocéndria.
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Fonte: elaborado pelo autor



FIGURA 11 - Eletromicrografias de transmissdo das células do cérebro de abelhas
campeiras de M. scutellaris, submetidas ou ndo ao tiametoxam. A, B e C —
Respectivamente: visdo geral, nucleo e mitocondria do grupo controle, ndo exposto ao
inseticida. D, E e F — Respectivamente: visdo geral, nucleo e mitocéndria do grupo
CLso/10 expostas ao inseticida por 8 dia, com nucleos e mitocéndrias alterados. G, H e |
— Respectivamente: visdo geral, nucleo e mitocdndria do grupo CLso/100 expostas ao
inseticida por 8 dia, sem alteragdes na mitocédndria, mas inicio de condensacgao
cromatinica no nucleo. N = nucleo e M = mitocéndria.

Fonte: elaborado pelo autor
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4.6 Analises morfolégicas no ventriculo a partir da técnica de coloragao por H.E

Em abelhas dos grupos controle, os ventriculos apresentaram morfologia tipica;
epitélio composto por células digestivas com nucleos elipticos ou esféricos com
cromatina geralmente descondensada. Além disso, foram observadas projecdes
citoplasmaticas, que se tratam de eliminagdo apdcrina de secregao, nucleos
picnoticos e halos pericromatinicos, que sao indicativos de morte celular. Uma leve
vacuolizagao citoplasmatica pdde ser visualizada em células saudaveis do epitélio,
podendo ser resultado de fusdes entre vesiculas secretoras que ainda ndo secretaram
seu conteudo no lumen. Na base do epitélio ventricular estdo dispostos os ninhos,
células regenerativas, com citoplasma fortemente corado e com nucleo apresentando
cromatina descondensada. Tais caracteristicas descritas para os grupos controles
podem ser visualizadas, em maior ou menor grau, em todos os grupos, expostos ou
nao ao tiametoxam.

Além das caracteristicas descritas acima as analises morfolégicas realizadas
nos grupos controle de 1, 4 e 8 dias — (Figuras 12A, D, G — respectivamente)
mostraram a presenca de esferocristais e, vilosidades intactas que apresentam
microvilosidades formando um bordo em escova bastante evidente nas células
digestivas do ventriculo.

Com 1 dia de exposicao ao inseticida, € perceptivel um aumento de
esferocristais no grupo exposto a CLso100 (Figura 12B), enquanto nos grupos expostos
a CLsoro, percebeu-se uma diminuigdo do bordo em escova, e desestruturacao das
vilosidades (Figura 12C).

No quarto dia de exposi¢ao ao inseticida, comparando-se 0s grupos expostos
com o controle, no grupo CLsooo (Figura 12E) as células digestivas apresentam
vilosidade com formato disforme, assim como, espagos entre ninhos e nucleos
compactados (Figura 12E). As vilosidades do ventriculo das abelhas dos grupos
expostos a CLsoro, aparentam-se desestruturadas, com perda de acidofilia
citoplasmatica das células digestivas, além de maiores espagos entre ninhos (Figura
12F).

No oitavo dia de exposigéo, os grupos expostos tanto a CLsor100 (Figuras 12H)
quanto a CLsor1o (Figura 121), além das alteragdes ja descritas, apresentaram também

aumento de secregao apdcrina e presenca de nucleos compactados.
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Figura 12 — Fotomicrografias do ventriculo corado com H.E de M. scutellaris submetidas
ou nao ao tiametoxam. A, D e G - visao geral do ventriculo do grupo controle, nos dias
1, 4 e 8 respectivamente, mostrando morfologia tipica deste 6rgao; B — visdo geral do
ventriculo de abelha exposta a CLsoi100 por 1 dia, mostrando um aumento de
esferocristais; C — visdo geral do ventriculo de abelhas expostas a CLsoi10 por 1 dia,
mostrando diminui¢do do Bordo em Escova com as vilosidades desestruturadas; E —
visdo geral do ventriculo de abelhas expostas a CLso/100 por 4 dias, mostrando redugao
do tamanho da vilosidade e longos espagos entre ninhos com nucleos compactados nas
células digestivas; F — visado geral do ventriculo de abelhas expostas a CLso/10 por 4 dias,
mostrando diminuigdo do tamanho das vilosidades e maiores espacamentos entre os
ninhos; H e | — visdo geral do ventriculo de abelhas expostas a CLso/100 € CLso/10 por 8
dias, mostrando um aumento de secregcbes e de nucleos compactados. Cd = célula
digestiva; Ce = célula eliminada; Cr = célula regenerativa; L = limen; e = esferocristais.
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Fonte: elaborado pelo autor
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4.7 Andlises ultraestruturais no ventriculo (M.E.T)

A analise realizada através de microscopia eletrénica de transmissao permitiu
observar detalhes ultraestruturais dos ventriculos de M. scutellaris. Assim foi possivel
visualizar que os grupos nao expostos ao tiametoxam — Controle 1 (Figura 13 A — D),
4 (Figura 14 A— D) e 8 (Figura 15 A — D) dias — apresentaram células digestivas
preservadas, com nucleos regulares, sem dilatagdes na regido perinuclear e
envoltorios pouco sinuosos. As mitocondrias puderam ser observadas com
membranas duplas, cristas conservadas e matriz homogénea, ou seja, as
mitocéndrias se mantiveram preservadas.

A analise ultra estrutural do grupo exposto a CLso/100 tiametoxam por 1 (Figuras
13 I-L) e 4 dias (Figuras 14 |-L) ndo apresentaram alteragdes morfolégicas. No
entanto, grupo exposto a CLso/1o do inseticida por 4 dias (Figuras 14 E-F) apresentou
células digestivas contendo nucleo com formato irregular e presenga de cromatina
condensada na periferia.

Os individuos expostos por 8 dias a CLso/10 do inseticida apresentaram nucleos
com alteragcdes no formato e condensacgao da cromatina (Figuras 15 E-F). Ja o grupo
CLsor100 (Figura 15 |-K) néo apresentou alteragées nas mitocondrias e nem em seus
nucleos, porém é possivel perceber que o labirinto basal esta desorganizado (Figura
15L).
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FIGURA 13 — Eletromicrografias de transmissdo das células do intestino de abelhas
campeiras de M. scutellaris, submetidas ou ndo ao tiametoxam. A, B, C e D —
Respectivamente: visdo geral, nucleo, mitocdndria e labirinto basal do grupo controle, n&o
exposto ao inseticida. E, F, G e H — Respectivamente: visdo geral, nucleo, mitocéndria e
labirinto basal do grupo CLsoo expostas ao inseticida por 1 dia, sem alteragbes
morfoldgicas. I, J, K e L — Respectivamente: visdo geral, nucleo, mitocdndria e labirinto
basal do grupo CLsor100 expostas ao inseticida por 1 dia, sem alteragbes na mitocéndria e
nucleo. N = nucleo, M = mitocéndria e LB = labirinto basal.
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FIGURA 14 — Eletromicrografias de transmissao das células do intestino de abelhas
campeiras de M. scutellaris, submetidas ou ndo ao tiametoxam. A, B, C e D -
Respectivamente: visdo geral, nucleo, mitocéndria e labirinto basal do grupo controle, ndo
exposto ao inseticida. E, F, G e H — Respectivamente: visdo geral, nucleo, mitocéndria e
labirinto basal do grupo CLso/10 expostas ao inseticida por 4 dias, com nucleos alterados. |,
J, K e L — Respectivamente: visdo geral, nucleo, mitocéndria e labirinto basal do grupo
CLsor100 expostas ao inseticida por 4 dias, sem alteragcdes na mitocéndria e nucleo. N =
nucleo, M = mitocondria e LB = labirinto basal.

Fonte: elaborado pelo autor
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FIGURA 15 - Eletromicrografias de transmissdo das células do intestino de abelhas
campeiras de M. scutellaris, submetidas ou ndo ao tiametoxam. A, B, C e D -
Respectivamente: visdo geral, nucleo, mitocondria e labirinto basal do grupo controle, ndo
exposto ao inseticida. E, F, G e H — Respectivamente: visao geral, nucleo, mitocondria e
labirinto basal do grupo CLso/10 expostas ao inseticida por 8 dias, com nucleos alterados.
I, J, K e L — Respectivamente: visdo geral, nucleo, mitocondria e labirinto basal do grupo
CLsor100 expostas ao inseticida por 8 dias, sem alteracées na mitocondria e nucleo, mas
com labirinto basal desorganizado. N = nucleo, M = mitocéndria e LB = labirinto basal.

Fonte: elaborado pelo autor
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5 - DISCUSSAO

Uma das formas de se avaliar os efeitos toxicos de agrotoxicos nos organismos
€ por meio da realizagao de testes de toxicidade aguda que sao utilizados para
determinar a concentragdo de uma determinada substancia que produz efeitos
deletérios em um grupo de organismos sob condi¢des controladas em um curto
periodo de exposi¢cao em relagdo ao periodo de vida do organismo (WALKER et al.,
2006). Assim uma abordagem interessante envolvendo as abelhas e os agrotéxicos €
estabelecer limites de substancias toxicas que sirvam de guia para as entidades
reguladoras para a tomada de decisoes.

Estudos da toxicidade e riscos dos pesticidas para abelhas em laboratério,
condi¢cbes de campo e semi-campo envolvem meétodos que seguem as orientagdes
de organizagbes como a OECD - Organizacao de Cooperacéao e de Desenvolvimento
Econdémico (GUIDELINES FOR THE TESTING OF CHEMICALS, 1998). A maneira
classica para avaliar o efeito letal de um inseticida para insetos n&o alvo, € através da
determinacgao da dose letal média (DLso) ou a concentragao letal média (CLso). A DLso
corresponde a uUnica dose do inseticida, administrada por ingestdo ou contato que
provoca a morte de 50% de abelhas do grupo exposto por 24 ou 48 horas e € expressa
em peso de ingredientes ativo por abelha. Ja a concentragéo letal média corresponde
a concentracao de inseticida presente no ambiente ou alimento que provoca a morte
de 50% da populagao em 24 ou 48 horas, sendo impossivel estabelecer a quantidade
absorvida pelo organismo (RORTAIS et al., 2005).

O presente estudo constatou que a CLso do tiametoxam para abelhas da
espécie M. scutellaris € de 0.0543 ng tiametoxam/uL de dieta. Estudos de toxicidade
em abelhas sem ferrao sao imprescindiveis, uma vez que atualmente é utilizada
apenas A. mellifera como organismo teste para estudos ecotoxicoldgicos em abelhas,
sendo que os agrotoxicos ainda nado tiveram seus valores maximos permitidos
estabelecidos para as diversas espécies de abelhas, incluindo abelhas sem ferrdo e
solitarias.

Oliveira e colaboradores (2012) obtiveram a concentragao letal para operarias
recém emergidas de A. mellifera africanizada no valor de 4,28 ng i.a./uL dieta.
Comparando-se esse dado com o valor obtido no presente estudo para campeiras de
M. scutellaris verifica-se que a CLso para esta espécie € aproximadamente 100 vezes
mais baixa, mostrando que M. scutellaris € mais sensivel a este inseticida que a

abelha africanizada. A alta toxicidade do tiametoxam para abelhas pode ser explicada
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levando-se em consideracdo que este inseticida pertence a classe dos
neonicotindides que apresentam agrupamento nitro em sua composigédo. Segundo El
Hassani (2008), os neonicotindides sao divididos em 2 grupos de acordo com o grau
de toxicidade que apresentam. Esta classificagcdo é baseada na presenga do
agrupamento nitro ou do agrupamento ciano. Deste modo, 0os neonicotindides com
agrupamento nitro sdo os mais toxicos, sendo eles o imidacloprido, clotianidina e
tiametoxam. Ja os neonicotindides que apresentam o agrupamento ciano apresentam
uma toxicidade menor sendo eles: acetamiprido e o tiacloprido.

Em um estudo de meta-analise, Arena e Sgolastra (2014), compararam a
vulnerabilidade de A. mellifera com outras espécies de abelhas e, quando comparados
os dados de neonicotindides, todas as outras espécies foram mais sensiveis do que
A. mellifera. Brittain e Potts (2011) complementam que a vulnerabilidade entre as
diferentes espécies de abelhas a inseticidas dependera de alguns elementos, tendo
como exemplo, o tamanho do corpo, a idade, a especializacao floral, o periodo de voo,
a socialidade e o comportamento do ninho.

A toxicidade de muitos compostos esta relacionada com o tempo de exposigao,
fato observado nos agrotéxicos, que também seguem esse padréo de dependéncia
com o tempo de exposi¢cdo. Os inseticidas continuam por algum tempo presentes no
organismo do individuo, mesmo que em doses subletais e em graus capazes de
promover efeitos toxicos (CHASIN E AZEVEDO, 2003). As moléculas que apresentam
um tempo letal médio alto podem causar maiores riscos ao animal ja que, apesar de
nao matar a abelha imediatamente, permite seu retorno para a colénia, aumentando
a contaminacdo. Assim sendo, o presente estudo mostrou que abelhas submetidas a
CLsor10 apresentam diminuicdo do tempo de vida em relagdo ao grupo controle,
enquanto a concentracao referente a CLso/100 ndo altera o tempo de sobrevivéncia das
abelhas. Os efeitos subletais podem incluir alteragdes na sobrevivéncia, no
comportamento e na fisiologia (MEDRZYCKI et al., 2003).

Assim, as analises morfoldgicas utilizando a técnica de coloragéo por H.E foram
realizadas com o intuito de observar a nivel celular os efeitos das concentracdes
subletais. A partir dos resultados obtidos pode-se verificar que n&o ocorreram
alteragcdes morfoldégicas nos corpos pedunculados das abelhas expostas ao
tiametoxam, por 1 e 4 dias, quando comparadas as do grupo controle.

Nos corpos pedunculados das abelhas expostas por 8 dias a CLsoi1o do

tiametoxam, foi possivel observar espagamento entre as células de Kenyon
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compactas internas no interior dos corpos pedunculados. Essa dilatagado dos espacos
intercelulares pode representar uma perda de contato celular que indicaria a
ocorréncia de desorganizagao tecidual. De acordo com Hacker (2000), durante a
apoptose as mudancas mais marcantes estao relacionadas com reorganizagao dos
limites externos da célula, mudangas na forma e rompimento do contato com as
células vizinhas do tecido. Resultados similares foram observados por Soares (2013)
ao analisar o efeito do imidacloprido em corpos pedunculados de operarias de
Scaptotrigona postica (Latreille 1807 — Hymenoptera, Apidae, Meliponini).

Além disso, o presente estudo verificou que ocorrem alteragdes ultraestruturais
nas células de Kenyon dos corpos pedunculados de abelhas expostas ao tiametoxam.
No cérebro das abelhas expostas a CLsoo, verificou-se presenga de nucleos com
condensagao cromatinica e alteragcbes mitocondriais nas células de Kenyon de
abelhas submetidas a 4 e 8 dias de exposi¢cao ao inseticida. Foi possivel observar
também células apresentando nucleos com compactacado da cromatina. Alteracdes na
morfologia nuclear sdo consideradas uma caracteristica comum de morte celular
programada e s&o associadas com diminuicdo das atividades das células que irao
sofrer degeneracéao (SILVA-ZACARIN; GREGORC; DEMORAES, 2006).

Nas células de Kenyon as mitocondrias também apresentam importantes sinais
de degradacdo, como perda de matriz e cristas mitocondriais. E importante lembrar
que o tiametoxam € pertencente a classe dos neonicotindides e que atua diretamente
no sistema nervoso central; portanto os dados obtidos nesse estudo, principalmente
as alteragdes mitocondriais, evidenciam que a classe dos neonicotindides altera a
atividade neural. A liberacdo de neurotransmissores a partir de sinapses requer
grandes quantidades de energia, por este motivo, é essencial que as mitocéndrias
estejam funcionando normalmente (CHEN; CHAN, 2006). Nicodemo e colaboradores
(2014), mostaram que para abelhas africanizadas o fipronil e imidacloprido atuam
como inibidores da bioenergia mitocondrial, minimizando a eficiéncia da respiragao
celular, além de afetar a produgao de ATP dos neurénios. Dessa forma, como ha uma
relacdo de dependéncia entre neurbnios e suas mitocdndrias, as alteragdes
mitocondriais observadas no presente estudo podem indicar comprometimento da
funcdo desempenhada por estes neurdnios.

Como os corpos pedunculados estdo associados aos processos de memoria e
aprendizagem, os danos nessas estruturas podem provocar desorientacdo e

prejudicar a atividade de forrageamento das abelhas, o que pode comprometer
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temporariamente toda colbnia. Estudos realizados por Decourtye e colaboradores
(2004 a.b) comprovam, a partir do método de REP, que as abelhas submetidas a uma
dieta contendo dose subletal de imidacloprido apresentam uma diminui¢do no
desemprenho do aprendizado olfatério.

Apesar de o tiametoxam ser um inseticida neurotoxico, atuando principalmente
no cérebro, vale ressaltar a importancia da analise de seus efeitos no ventriculo das
abelhas, ja que esse 6rgao representa uma das primeiras vias de contato com o
inseticida, por meio da contaminagao através do alimento. Entre as células presentes
no epitélio do ventriculo, a que foi afetada pela exposicdo a doses subletais do
tiametoxam, foi a célula digestiva. Isso porque elas estdo em maior contato com o
limen e seu conteudo, além de possuirem uma zona de contato com a hemolinfa
constituida por invaginagdes da membrana plasmatica basal que, segundo Caetano e
colaboradores (1994), apresentam funcdo adicional de absorver substancias da
hemolinfa.

Os ventriculos de abelhas expostas ao tiametoxam apresentaram diversas
alteragdes morfoldgicas e ultraestruturais desde o primeiro dia de exposi¢ao, inclusive
no grupo exposto a uma concentragdo extremamente baixa, como a CLso100. Com
relagdo as analises, houve uma tendéncia a uma maior desorganizagao do epitélio
digestivo conforme aumento no tempo de exposigao ao inseticida e a concentragao a
qual o inseto foi submetido. Essa desorganizacao € notada pela desestruturagao das
vilosidades do ventriculo, além da perda do bordo em escova, aumento de secreg¢ao
apocrina e presenga de nucleos condensados nas células digestivas. Os nucleos das
células digestivas também mostraram alteragdes ultraestruturais.

Estudos que visam encontrar caracteristicas de morte celular programada
podem usar diferentes técnicas para comprovar a morte propriamente dita. Em
microscopia de luz conseguimos observar aspectos morfolégicos que corroborem com
o indicativo de apoptose, como por exemplo: nucleos reduzidos com aparente
condensagao da cromatina, alteragdes no volume celular, desaparecimento de
regides especializadas da membrana plasmatica, principalmente microvilosidades e
complexos juncionais que provocam mudangas no formato da célula (ALBERTS et al.,
2010). As analises ultraestruturais confirmam a presenca de células digestivas com
nucleos em formato irregular e condensagao cromatinica.

As células digestivas sao ricas em microvilosidades, que tem como funcgao

aumentar a superficie de contato com o lumen, facilitando a absor¢édo (CRUZ-
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LANDIN, 2009). Logo, alteragbes nas microvilosidades, como as observadas no
presente estudo, podem comprometer além da absorg¢ao, o bom funcionamento das
células digestivas, alterando a fisiologia de todo o 6rgao.

O aparecimento de secregbes apdcrinas pode estar relacionado com a
liberagcdo de enzimas digestivas para o lumen e o aumento dessas secre¢des pode
significar tentativa de desintoxicagdo, ja que as células empacotam e eliminam
substancias prejudiciais como agrotoxicos.

Alteragbes ultraestruturais nas células digestivas também foram encontradas
em estudos realizados por Catae e colaboradores (2014), porém a espécie de abelha
utilizada para o estudo foi a A. mellifera africanizada. A concentragao do tiametoxam
utilizada foi 10 vezes mais baixa do que a concentragao letal média e ja em 1 dia de
exposicao os nucleos foram observados em formato irregular.

Dessa maneira, através dos resultados obtidos € possivel dizer que o
tiametoxam é citotdxico para as células digestivas do ventriculo e para as células de
Kenyon dos corpos pedunculados das abelhas. As alteragdes ultraestruturais
observadas nas células de ambos 6rgéos dos grupos expostos a este inseticida
podem desencadear alteragdes fisioldgicas neste 6rgao e afetar a saude das abelhas

e da col6nia e comprometer a viabilidade da mesma.
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6 — CONCLUSAO

O tiametoxam causa alteragées morfologicas no cérebro, 6rgdo alvo da agao
deste inseticida, em abelhas campeiras de M. scutellaris. As células de Kenyon dos
corpos pedunculados tiveram a morfologia alterada somente na concentragdo mais
alta e durante o maior periodo de exposi¢cao avaliado.

O ventriculo, 6rgéao responsavel pela digestdo e metabolizagdo de compostos
ingeridos, sofreu diretamente com a agao do tiametoxam. Foi possivel observar uma
tendéncia na desorganizacao do epitélio digestivo conforme o aumento no tempo de
exposicao as concentragdes subletais de tiametoxam. Além disso, teve morfologia
alterada apenas dos nucleos expostos a concentracido mais alta e durante o maior
periodo de exposi¢cdo, mostrando que este inseticida € citotoxico para o sistema

digestorio de campeiras M. scutellaris.
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