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“Se as abelhas desaparecerem da face da terra, a humanidade tera apenas
mais quatro anos de existéncia. Sem abelhas ndo ha polinizacéo, ndo ha
reproducao da flora, sem flora ndo ha animais, sem animais ndo havera raca

humana.”

Albert Einstein
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EFEITO OXIDANTE DO IMIDACLOPRIDO EM ABELHAS MELIFERAS (Apis
mellifera L.) E POTENCIAL ACAO ANTIOXIDANTE DA CAFEINA

RESUMO - Pesticidas sdo considerados um dos principais fatores do declinio
populacional das abelhas e substancias antioxidantes podem auxiliar na
protecdo desses insetos contra esses produtos. Foram avaliados o efeito
oxidante do imidacloprido em abelhas meliferas (Apis mellifera L.) e a acéo
antioxidante da cafeina. Foram usadas seis dietas a base de xarope (dgua e
acucar 1:1), controle (apenas xarope); xarope com adicdo de 0,1 ng de
imidacloprido/abelha; xarope com adicdo de 0,3 ng de imidacloprido/abelha;
xarope com 5 pg/mL de cafeina; xarope com adi¢ado de 5 pg/mL cafeina e 0,1
ng de imidacloprido/abelha; xarope com adigdo de 5 pg/mL cafeina e 0,3 ng de
imidacloprido/abelha. Apdés 72 horas da alimentacdo, foi preparado
homogenato do térax e avaliados: atividade das enzimas glutationa peroxidase
(GPx) e catalase (CAT), concentracdes de glutationa reduzida (GSH),
glutationa oxidada (GSSG), estado oxidativo dos nucleotideos de piridina
(NAD(P)H) e grupos tidis de proteinas, além da formacdo de malondialdeido
(MDA), um indicador de lipoperoxidacdo. Foi avaliada a sobrevida média de
360 abelhas recém-emergidas (1°dia), alimentadas com as dietas
experimentais até as 72 horas, e o consumo médio da dieta por abelha. O
imidacloprido aumentou a atividade da GPx em relagdo ao controle nas duas
doses testadas, apresentando um efeito dose-dependente, e 0 mesmo foi
observado com a cafeina. A adicdo de cafeina juntamente com 0,3 ng de
imidacloprido/abelha, estimulou ainda mais a atividade da enzima. Observou-se
também aumento na atividade da CAT pelas duas doses do imidacloprido e
pela cafeina em relagdo ao controle. A adicdo da cafeina nédo alterou o efeito
das doses do inseticida sobre a CAT. Nenhum dos tratamentos alterou a razéo
entre as concentracdes de GSH e GSSG (GSH/GSSG) ou a concentracao de
NAD(P)H. Foi observada uma reducao significante na concentracdo de grupo
tidis de proteinas em relacdo ao grupo controle nas abelhas tratadas com as
duas doses do imidacloprido, e a adicdo de cafeina protegeu contra a oxidacao
desses grupos. Para a concentracdo de MDA, observou-se aumento dose-
dependente do imidacloprido em relagdo ao controle. A cafeina diminuiu
parcialmente esse efeito, indicando que inibiu a lipoperoxidacéo. A sobrevida
média das abelhas durante 72 horas nao foi alterada por nenhum dos
tratamentos. O consumo das dietas foi maior para as abelhas tratadas com 0,3
ng de imidacloprido/abelha. Os resultados do presente estudo indicam que o
imidacloprido provocou danos oxidativos nas abelhas meliferas, enquanto que
a cafeina atuou como antioxidante, e ainda, que as abelhas meliferas tém o
consumo estimulado quando o alimento estiver intoxicado com o imidacloprido.

Palavras-chave: apicultura; estresse oxidativo; inseticidas; lipoperoxidacéo.



OXIDANT EFFECT OF IMIDACLOPRID IN HONEY BEES (Apis mellifera L.)
AND POTENTIAL ANTIOXIDANT ACTION OF CAFFEINE

ABSTRACT- Pesticides are the main factors in the population decline of bees
and antioxidant substances may aid in protecting these insects against these
products. The oxidizing effect of imidacloprid in honey bees (Apis mellifera L.)
and the antioxidant action of caffeine were evaluated. Six diets based on syrup
(water and sugar 1: 1), control (syrup only) were used; syrup with addition of 0.1
ng imidacloprid/bee; syrup with addition of 0.3 ng imidacloprid/bee; Syrup with
0.5 pg/mL caffeine; syrup with addition of 5 pg/mL caffeine and 0.1 ng
imidacloprid/bee; syrup with addition of 5 ug/mL caffeine and 0.3 ng
imidacloprid/bee. After 72 hours of use, the activity of glutathione peroxidase
(GPx) and catalase (CAT), concentrations of reduced glutathione (GSH),
oxidized glutathione (GSSG), oxidative state of pyridine nucleotides (NAD(P)H)
and thiol groups of protein, besides the production of malondialdehyde (MDA),
an indicator of lipoperoxidation. The longevity of 360 freshly emerged bees (1st
day), fed experimental diets, was evaluated. Imidacloprid increased GPx activity
compared to the control, in a dose-dependent manner, and the same and was
observed with caffeine. The addition of caffeine with 0.3 ng of imidacloprid/bee
stimulated the activity of the enzyme. There was an increase in CAT activity by
the two doses of imidacloprid in relation to the control and also by caffeine. The
addition of caffeine did not alter the effect of doses of the insecticide on the CAT
activity. The GSH:GSSG ratio or the NAD(P)H concentration were not affected.
A significant reduction in the concentration of thiol group of proteins was
observed in the two groups of imidacloprid relative to the control group, and the
addition of caffeine protected against the oxidation of these groups. Imidacloprid
caused a dose-dependent increase in the MDA concentration while the addition
of caffeine partially decreased this effect, indicating that it inhibited the
lipoperoxidation. The average survival of the bees during 72 hours was not
altered by any of the treatments. Diets consumption was higher for bees treated
with 0.3 ng imidacloprid/bee. The results of the present study indicate that
imidacloprid caused oxidative damage in honey bees, whereas the caffeine
acted as an antioxidant, and also that the consumption is stimulated when the
food is intoxicated with imidacloprid.

Keywords: apiculture; oxidative stress; insecticides; lipoperoxidation.
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1 INTRODUCAO

No Brasil existem mais de 1.500 espécies de abelhas nativas além da
Apis mellifera africanizada (MALASPINA, 1979; SILVEIRA et al.,, 2002). A
polinizacdo realizada por abelhas chega a até 90% em flora nativa,
dependendo do ambiente (KERR et al., 2001). Segundo Gallai et al. (2008), as
abelhas sdo os pilares da sustentabilidade, pois séo elas as responsaveis por
um terco dos alimentos provenientes da agricultura. No entanto, o0 uso
indiscriminado de pesticidas nas lavouras tem ocasionado uma reducédo
significante na populacdo das abelhas, causando impacto negativo na
producdo agricola e no forrageamento (JOHNSON et al., 2010; GILL et al.,
2012).

Em 2007 apicultores europeus tiveram perdas de até 80% das colmeias,
perdas essas que ocasionam a morte de toda col6nia, sendo essa por falta de
alimento ou cuidados com as crias. Esse fen6meno, ainda ndo totalmente
explicado, passou a ser conhecido como “desordem do colapso das colénias”
(GUIMARAES, 2007). Malaspina et al. (2008) relataram perdas de cerca de
400 colmeias em diferentes regides do Brasil, porém, na grande maioria dos
casos nao foi possivel a coleta de amostras para andlises visando a verificacao
de contaminacao por agentes quimicos.

O envenenamento das abelhas por pesticidas pode ocorrer por ingestao,
durante visitas das abelhas as flores ou por contato. Os pesticidas tém acéo
frequente no sistema nervoso das abelhas, acarretando paralisia do trato
digestoério, asas e pernas. Isso ocasiona a morte desses insetos por
dessecacdo ou por fome, pois 0s mesmos ndo se alimentam ou bebem agua
(CRANE; WALKER, 1983; MALASPINA; SILVA-ZACARIN, 2006).

Muitos pesticidas, mesmo em baixas concentracdes, podem ser
extremamente toxicos para as abelhas (THOMPSON, 2001; VAN DER STEEN,
2001; THOMPSON, 2002; GALLO, 2003; RORTAIS et al., 2005). Quando as
abelhas s&do expostas aos pesticidas, estes podem desencadear efeitos
subletais tais como a interferéncia na habilidade cognitiva, desorientacdo e
alteracdo comportamental (PHAN-DELEGUEH et al., 2002; RORTAIS et al.,
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2005) e ainda, podem causar mortalidade generalizada entre as abelhas de
diversas espécies (ROCHA, 2012).

Entre os pesticidas que apresentam elevada toxicidade para as abelhas,
esta o imidacloprido (DECOURTYE et al., 2003; 2004; FAUCON et al., 2005), o
qual € um principio ativo neonicotinoide utilizado em varias formulacdes para
controle de pragas em inumeras culturas agricolas no Brasil e no mundo
(PINHEIRO; FREITAS, 2010), sendo o terceiro inseticida mais consumido no
Brasil segundo dados do IBGE (2015). Os valores de DLsy, do imidacloprido
para as abelhas sdo 3,7 e 40,9 ng/abelha, por via oral e contato,
respectivamente (SCHMUCK et al.,, 2001). Nicodemo et al. (2014)
demonstraram que o imidacloprido pode afetar a producdo de energia pelas
mitocondrias das abelhas, porém, ainda ndo foram descritos os efeitos deste
inseticida sobre o sistema antioxidante celular nestes insetos.

A cafeina (1,3,7- trimetilxantina) é um alcaldide lipossolavel, integrante
da classe dos compostos conhecidos como metilxantinas (D'AMICIS e VIANI,
1993), que atua no sistema nervoso central (ALBINA et al., 2002) e € também
conhecida pelas suas propriedades antioxidantes (LEE, 2000; KRISKO, 2005).

Strachecka et al., (2014) estudaram o efeito da cafeina sobre a
longevidade e o sistema antioxidante de abelhas operarias expostas ao
patégeno Nosema spp., demonstrando que a substancia pode ser considerada
como um suplemento natural dietético para aumentar a resisténcia dos
enxames a fatores de estresse. Neste sentido, a inclusdo da cafeina na
alimentacéo das abelhas Apis mellifera pode ser uma alternativa na diminuicéo
da intoxicagao de colmeias por pesticidas, sendo importante o desenvolvimento
de pesquisas nessa area, para se buscar alternativas para o apicultor.

Diante do exposto acima, este estudo objetivou a investigacdo dos
efeitos do imidacloprido sobre o sistema antioxidante celular das abelhas
meliferas (Apis mellifera) e a potencial agdo antioxidante da cafeina.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. O papel das abelhas

O interesse dos humanos nas abelhas € muito antigo, especialmente
abelhas da espécie Apis mellifera L., sendo esse relacionamento demonstrado
por meio de desenhos em cavernas (CRANE, 1999).

As abelhas sé&o consideradas os principais agentes polinizadores dos
vegetais, sendo a mesma responsavel pela producdo de muitas culturas por
meio da polinizacdo. A polinizacdo consiste no transporte do grdo de podlen
para o estigma da flor ou com a transferéncia dos graos de pélen na antera de
uma flor para o estigma de outra flor de outra espécie ou da mesma espécie, e
como recompensa 0s vegetais e as flores produzem substancias adocicadas
para as abelhas. O pdlen é de extrema importancia para as abelhas, pois &
utilizada como fonte proteica na sua dieta (SOUZA, 2007).

As interacdes entre as abelhas e as plantas garantem aos vegetais o
sucesso na polinizacdo, aumentando o vigor das espécies e a producdo de
frutos e sementes (COUTO; COUTO, 2002). Segundo Gallai et al. (2008), as
abelhas sdo os pilares da sustentabilidade, sdo elas as responsaveis por um
terco dos alimentos provenientes da agricultura.

Além da polinizacdo, as abelhas também tém grande importancia na
agropecudria, pois existem muitos produtos produzidos pela colmeia tais como:

mel, geleia real, apitoxina, pélen apicola, cera e prépolis (ROCHA, 2012l).

2.2. Sumico das abelhas

Apicultores e pesquisadores tem se preocupado com a baixa diversidade
e guantidade de abelhas presentes no ambiente (FAO, 2004; WINFREE et al.,
2007). No ano de 2006, foi relatada por apicultores uma grande perda de
colonias de abelhas nos Estados Unidos, causando prejuizos sem precedentes
(JOHNSON, 2010). Casos semelhantes comecaram a acontecer no inicio de
2007 na Europa (DUPONT, 2007).

O fendbmeno do aumento da mortalidade das abelhas e abandono das

suas colmeias passou a ser conhecido como disturbio do colapso das col6nias,
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sendo que muitos estudos sobre 0 assunto sugerem como principais causas:
Varroa destructor, fungos, bactérias, nutricdo, clima, pesticidas e estresse
(AMARO, 2010).

O uso exacerbado de inseticidas pode acarretar em um desequilibrio
populacional das abelhas e causar prejuizos aos seres humanos em relacao a
alimentacao e saude (MALASPINA et al, 2008; MALASPINA; SOUZA, 2008).

Mesmo em baixas concentracdes os efeitos dos inseticidas sobre as
abelhas podem ser letais ou subletais (THOMPSON, 2003). Estudos sobre a
toxicidade de inseticidas nas abelhas comecaram a ser realizados nos paises
de clima temperado (PASCHOAL, 1979; MORAES et al; 2000), principalmente
na espécie Apis mellifera (Linnaeus, 1758) (Apidae), pela sua importancia na
polinizacdo (FREE, 1970; MCGREGOR, 1976; CRANE; WALKER, 1984) e pelo
impacto econdmico e social da apicultura (PHAM-DELEGUE et al., 2002).

O efeito que os inseticidas causa nas abelhas, pode ndo ser observado
imediatamente, sendo necessario o uso de doses subletais para futuros
estudos relacionados a sobrevivéncia, comportamento e fisiologia
(MEDRZYCHI et al., 2003).

2.3. Imidacloprido nas abelhas

Imidacloprido € um inseticida neonicotindide, utilizado em grande escala
no Brasil e no mundo pela eficiéncia no controle de pragas (Figura 1)
(PINHEIRO e FREITAS 2010). A exposicdo de abelhas a inseticidas
neonicotindides tem sido associada a desvio comportamental tal como a
dificuldade em regressar a colmeia (HIGES et al., 2009).

Em estudo realizado por BALIEIRA; NICODEMO (2013), sobre a
sobrevida média no regresso das abelhas meliferas as suas colonias apds o
fornecimento de dietas energéticas (xaropes de agua e agucar em iguais
propor¢des) contaminadas com o imidacloprido em diferentes doses (0, 1, 5, 10
e 20 ng/abelha), observou-se que a dose minima utilizada de 1 ng/abelha foi
toxica para as abelhas, sendo o efeito dose-dependente, ndo permitindo que as

abelhas completassem o seu ciclo de vida.
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Segundo Chambo et al. (2010) ha diminuicdo de visitas quando abelhas
Apis mellifera sdo expostas a acdo do inseticida imidacloprido e beta-ciflutrina
nas inflorescéncias de hibridos de girassol.

Efeitos de doses subletais de imidacloprido em doses de 100 ppb, 500
ppb e 1000 ppb foram testados no comportamento de forrageamento e retorno
a colbnia de abelhas Apis melifera, sendo que os resultados mostraram que as
abelhas tratadas com doses a partir de 500 ppb desapareceram da colonia
apos 24 horas (BORTOLOTTI et al.,2003).

Estudos realizados por Catae; Malaspina;, Roat (2016) avaliaram a
toxicidade oral do imidacloprido em abelhas meliferas, obtiveram como
resultados alteracBes bioquimicas como o estresse quimico, alteracdes no
suprimento de oxigénio, degeneracdo neuronal, deficiéncia no processo de

aprendizagem e altera¢cdes mitocondriais.

N
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Figura 1. Formula quimica do imidacloprido. Fonte: dominio publico.
2.4. Cafeina

A cafeina é uma metilxantina que atua no sistema nervoso central
(Figura 2) (COSTA, 1994). Ela esta presente em mais de sessenta espécies de
plantas, sendo encontrada em diversos alimentos e bebidas, tais como:
chocolates, guarand, cafés, chas, refrigerantes, bebidas energéticas, além de
estar presente em diversos medicamentos (MANDEL, 2002).

Segundo Nehling e Debry (1994), a cafeina age na mobilizacdo

intracelular do calcio do reticulo sarcoplasmatico, na inibicdo de
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fosfodiesterases em varios tecidos, musculos e adipOcitos e age como
antagonista na relagéo dos receptores de adenosina principalmente no SNC.

Estudos demonstraram que a cafeina apresenta uma significante
capacidade antioxidante, atuando como protetora das membranas contra 0s
danos oxidativos causados pelas espécies reativas de oxigénio (SHI; DALAL;
JAIN, 1991; DEVASAGAYAM et al., 1996; VIGNOLI; BASSOLI; BENASSI,
2011).

Os efeitos da cafeina em insetos sdo poucos estudados, porém Ishay;
Paniry (1979) estudaram em determinados comportamentos de vespas, e
concluiram que o efeito da cafeina estda associado a quantidade de tecido
adiposo, vespas operarias responderam ao tratamento mais cedo, pois
possuem baixa quantidade de gordura.

Abelhas suplementadas com 5 pg/mL de cafeina, apresentaram
influéncia positiva nos parametros relacionados a longevidade, niveis globais
de DNA, teor de proteinas, atividades proteoliticas e sistema antioxidante,
sugerindo assim o uso da cafeina em condicbes de estresse, doencas,
infestacBes por microrganismos e estresse oxidativo (STRACHECKA et al.,
2014).

i
N N O
|
N
N “CH
/ 3
HsC Y

Figura 2. Formula quimica da cafeina. Fonte: dominio publico.

2.5. Estresse oxidativo e mecanismo de prote¢&o antioxidante
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Estresse oxidativo é o desequilibrio entre a producao de radicais livres e
o grau de protecédo dos mecanismos antioxidantes (ONG; SHAN; CHIA, 2002).

Entre os radicais livres, estdo as espécies reativas de oxigénio (ERO),
sendo as mais importantes o radical hidroxila (OH’), o anion superéxido (O;) e
o peroxido de hidrogénio (H,0,). Dentre essas, 0 anion superoxido e o peréxido
de hidrogénio sdo as ERO formadas primariamente, sendo o H,O, gerado por
meio da dismutacdo (enzimatica ou ndo enzimatica) do anion superdxido
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Para se proteger contra o processo oxidativo, o organismo desenvolveu
mecanismos que recebeu como nome antioxidante. S&o classificadas como
agentes antioxidantes as vitaminas, minerais e enzimas, que podem
restabelecer o balanco entre as moléculas oxidantes e antioxidantes, mantendo
a integridade das membranas celulares e prevenindo danos oxidativo ao DNA
(WOUNG et al., 2000).

O sistema de protecdo antioxidante ndo enzimatico € composto pelas
vitaminas C e E, e pela glutationa reduzida (GSH). As vitaminas C e E, atuam
como protecdo das membranas lipidicas sobre o0s danos oxidativos
(BUETTNER, 1993). A GSH é um tripeptideo que esta presente na maioria das
células e é o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular (MEISTER;
ANDERSON, 1958). Sua capacidade redutora é determinada pelo grupamento
-SH, sendo que na inativacdo de um agente oxidante ocorre producdo de
glutationa oxidada (GSSG). Em situacdes em que o sistema antioxidante esta
integro, havera recuperacdo da GSH. Entretanto, sob condicbes de excesso de
agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema protetor, havera desequilibrio
entre o consumo de GSH e a producgéo de GSSG, 0 que caracteriza 0 estresse
oxidativo. Assim, a razdo GSH/GSSG pode ser usada como marcador do
estresse oxidativo (OWEN; BUTTERFIELD, 2010; ZITKA et al., 2012).

O sistema antioxidante enzimético inclui as enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa redutase (GR) e glutationa
peroxidase (GPx), de modo que o0 organismo mantém as concentracdes de
espécies reativas de oxigénio dentro dos limites fisiologicos (DANDEKAR et al.,
2002).

A enzima catalase tem papel importante sobre a eliminagdo do H,O
citosolico, promovendo a sua catalise até 4gua. Nas mitocondrias, o H,O, é
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convertido a H,O pela glutationa reduzida (GSH) por acdo da glutationa
peroxidase (GPx), sendo que a manutencdo dos niveis adequados de GSH é
feita a custa da atividade da glutationa redutase (GR), a qual utiliza
equivalentes redutores no NADPH, o qual é produzido pela Via das Pentoses

Fosfato ou por meio de enzimas transidrogenases (RIBEIRO et al., 2005)

(Figura 3).
2H,0 GSSG NADPH
GPx GR
H,0, GSHJ [ NADP+

GR = glutationa redutase GSH = glutationa reduzida
GPx = glutationa peroxidase (GSSG = glutationa oxidada

Figura 3. Sistema antioxidante enzimatico (RIBEIRO, 2005).
3 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do inseticida imidacloprido sobre o sistema antioxidante
celular em abelhas meliferas (Apis mellifera L.) e a potencial acdo protetora da

cafeina por meio de dietas experimentais.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar o efeito do imidacloprido sobre os parametros relacionados
ao estresse oxidativo nas abelhas.

- Determinar a atividade antioxidante da cafeina em abelhas tratadas
com o imidacloprido.

- Avaliar a relagdo entre o consumo do imidacloprido e da cafeina frente

a sobrevida média das abelhas.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1. Local do Experimento

O experimento foi realizado na FCAT — Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Tecnoldgicas - UNESP - Universidade Estadual Paulista, Campus
de Dracena, no Laboratério de Ecologia e Insetos Uteis e no Laboratério de
Bioquimica Metabdlica e Toxicoldgica (LaBMeT).

5.2. Reagentes

Em todos os ensaios foram empregados reagentes de maior grau de
pureza disponiveis comercialmente e as solu¢des foram preparadas com agua
ultra-filtrada em sistema purificador Millipore DirectQ-3® (Milli-Q®). O
imidacloprido foi cedido pela empresa Ourofino Agronegdcios (Cravinhos, SP,
Brasil) e a cafeina utilizada foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich Brasil Ltda
(CODIGO C0750).

5.3. Preparo das dietas e alimentagao

Foram utilizadas abelhas de colmeias modelo Langstroth, oriundas do
apiario experimental da FCAT - UNESP. Foram retiradas abelhas de quadros
de cria operculados (de uma mesma colbnia) e colocadas em gaiolas de
confinamento e introduzidas em estufa com temperatura (33°C) e umidade
(70%) controladas, para a emergéncia das operarias. Apés a emergéncia das
abelhas, amostras com 20 operarias recém-emergidas foram coletadas e
introduzidas em gaiolas de confinamento, local onde foram alimentadas com
diferentes dietas, sendo esse procedimento repetido por trés vezes para cada
tratamento.

As dietas oferecidas foram em funcao do tratamento, sendo preparados
seis tipos de dietas energéticas (xaropes de agua e acucar em iguais
proporc¢des), a saber:

e Controle (apenas xapore);

e Xarope com adicdo de 0,1 ng de imidacloprido/abelha;
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e Xarope com adigéo de 0,3 ng de imidacloprido/abelha;

e Xarope com 5 pg/mL de cafeina;

e Xarope com adicdo de cafeina e 0,1 ng de imidacloprido/abelha;
e Xarope com adicé@o de cafeina e 0,3 ng de imidacloprido/abelha.

Em cada gaiola foram fornecidos 3 mL da dieta embebida em algodao
de 0,60 g em recipiente de plastico com abertura frontal. As dietas
experimentais foram fornecidas por um periodo de 24 horas. Em seguida, foi
fornecido apenas xarope de agua e agucar (1:1). As analises foram realizadas
72 horas ap6és o oferecimento das dietas experimentais.

As doses de imidacloprido usadas neste estudo foram selecionadas por
meio de um estudo piloto no qual as abelhas foram submetidas a diferentes
doses do inseticida (0,1, 0,3 e 0,5 ng/abelha), sendo que, na maior dose
testada (0,5 ng/abelha) as abelhas ndo sobreviveram enquanto que nas doses
de 0,1 e 0,3 ng ndo houve mortalidade. A dose da cafeina foi selecionada a

partir de estudo prévio realizado por Strachecka et al. (2014).

5.4. Obtencdo do homogenato de torax

Foram coletadas 20 abelhas por tratamento para a obtencédo de musculo
toracico. O térax foi dissecado e o homogenato foi preparado de acordo com
Hoskins et al. (1956), com modificacbes. ApOs a separacdo da cabeca e
abdbémen, o torax foi adicionado em grau de porcelana contendo 20 mL de
meio gelado composto por sacarose 250 mM, EGTA 0,2 mM, EDTA 0,1 mM,
HEPES-KOH 5 mM (pH 7,4) e BSA (albumina de soro bovino) 0,1% e,
posteriormente, macerado com pistilo de porcelana e filtrado em gaze dobrada

8 vezes (Figura 4).
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Figura 4. Preparacdo do homogenato do musculo toracico das abelhas.

Fonte: elaborado pelo autor.

5.5. Dosagem de proteinas no homogenato de torax

A quantificacéo total de proteinas foi realizada pela reag¢éo do biureto, de
acordo com Cain e Skilleter (1987), e a construcdo da curva padréo foi

realizada utilizando albumina sérica bovina (BSA) (Figura 5).

Figura 5. Preparacdo da dosagem de proteinas, do homogenato do

musculo toracico. Fonte: elaborado pelo autor.
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5.6. Atividade das enzimas antioxidantes no homogenato de térax

5.6.1. Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da enzima GPx foi determinada por um método indireto
baseado na oxidacdo da glutationa reduzida (GSH) para glutationa oxidada
(GSSG), catalisada pela GPx e a consequente oxidacdo da NADPH pela
GSSG (FLOHE, GUNZLER, 1984). O sistema de reacéo foi composto de 1,5
mL contendo: GSH 1,0 mM, NADPH 0,2 mM, H,0, 0,25 mM, EDTA 0,5 mM e
tampéo fosfato de sédio 0,10 M (pH 7,6) e homogenato de torax (1 mg de
proteina/mL). A atividade enzimatica foi avaliada a 30°C em um
espectrofotometro Beckman-Coulter modelo DU-800 no comprimento de onda
de 340 nm e a oxidacao de 1 pmol of NADPH/min foi usada como uma unidade
de glutationa peroxidase. A atividade especifica foi expressa como unidade por

mg de proteina/minuto (Figura 6).

Figura 6. Determinacdo da atividade da enzima glutationa peroxidase

(GPx), pelo espectrofotometro Beckman-Couter. Fonte: elaborado pelo autor.



24

5.6.2. Atividade da enzima catalase (CAT)

A avaliacdo da atividade da enzima catalase foi realizada com o
homogenato de térax (1 mg de proteina/mL) em 1,75 mL de tamp&o fosfato de
potéssio (50 Mm pH 7). A reacéo foi iniciada pela adigdo de 200 pL de H,0O, 10
mM. A atividade da catalase foi definida como a quantidade da enzima
requerida para decompor 1 pmol de H,O, por minuto, a 25°C e pH 7. A
absorvancia foi lida em espectrofotdmetro Beckman-Coulter modelo DU-800 a
230 nm. A atividade especifica foi expressa como unidade por mg de
proteina/minuto (AEBI; BERGMEYER, 1974).

5.7. Determinacéo da concentracdo de glutationa reduzida (GSH)

A determinacdo da concentracdo de GSH no homogenato de térax foi
realizada de acordo com Hissin e Hilf (1976) utilizando-se tubos do tipo
“eppendorf” de 2 mL. Ao homogenato (1 mg de proteina), foi adicionado meio
contendo sacarose 125 mM, KCI, 65 mM e HEPES-KOH 10 mM, pH 7,4 para
completar 1 mL e ap6s uma leve homegeneizagédo foram adicionados 500 pL
de &cido tricloroacético 13%. A mistura foi agitada e centrifugada a 9000 g por
3 min. Em tubos de ensaio de 5 mL foram adicionados 1800 uL de tampé&o
contendo NaH,PO,4 0,1 M, pH 8,0, com EDTA 5 mM, 100 uL do sobrenadante
obtido da centrifugagédo e 100 uL de OPT (o-ftalaldeido) 1 mg/mL. Em seguida
os tubos foram agitados e mantidos por 15 minutos no escuro a temperatura
ambiente. Foi efetuada a leitura em espectrofluorimetro Shimadzu modelo
RFPC 5301 com comprimento de onda de 350 e 420 nm para emissao e

excitagdo, respectivamente, com abertura de fenda 3 em ambos os casos.

5.8. Determinacao da concentracédo de glutationa oxidada (GSSG)

Para a dosagem de GSSG, 250 pL do sobrenadante inicial foram
tratados com 250 pL de N-etilmaleimida (NEM) 0,04 M e submetidos ao mesmo
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procedimento de mistura com o OPT. As concentracbes de GSH e GSSG

foram estimadas por meio de uma curva padréo.

5.9. Estado oxidativo dos nucleotideos de piridina (NAD(P)H)

A determinacdo do estado oxidativo da NAD(P)H foi realizada no
homogenato de térax. Amostras de homogenato (1 mg de proteina/mL) foram
adicionadas a um meio de reagao contendo sacarose 125 mM, KCI| 65 mM e
HEPES-KOH 10 mM, pH 7,4 (volume final de 2 mL) e a leitura foi realizada em
espectrofluorimetro Shimadzu modelo RFPC 5301, usando-se 366 e 450 nm
para excitacdo e emissao, respectivamente. Os resultados foram expressos

como Unidade Relativa de Fluorescéncia (URF) (Figura 7).

Figura 7. Aparelho de espectrofluorimetro Shimadzu modelo RFPC
5301. Fonte: elaborado pelo autor.

5.10. Oxidacéao de grupos tidis de proteinas

A concentracao de grupos tidis (-SH) de proteinas foi determinado usando
o reagente de Ellman de acordo com Sedlak; Lindsay (1968) com algumas
modificacdes. Uma amostra do homogenato (5 mg de proteina) foi tratada com
1 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 5%, contendo EDTA 5 mM e submetida a
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centrifugagcédo a 2500 g por 5 minutos. O precipitado proteico foi lavado duas
vezes com a mesma solugdo de TCA-EDTA. As proteinas foram redissolvidas
em 3 mL de tampéao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,4, contendo EDTA 5 mM e dodecil
sulfato de sédio 0,5%. Aliquotas dessa solucdo foram tratadas com DTNB
(concentracao final 0,1 mM) dissolvido em 2 mL de tampéao Tris-EDTA, pH 8,6.
As amostras foram incubadas “no escuro” e a absorvancia foi medida em
espectrofotometro Beckman-Coulter modelo DU-800 a 412 nm e os valores
subtraidos de um “branco” obtido pelo tratamento das amostras com N-
etilmaleimida 5 mM antes da reacdo com o DTNB. A concentracédo de grupos
tidis foi determinada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 13.600 M™*

cm™,

5.11. Avaliacdo da lipoperoxidacao

A lipoperoxidacdo foi determinada utilizando o método do TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbitirico) (BUEGE; AUST, 1978). O
homogenato (5 mg de proteina) foi colocado em tubos de ensaio e adicionados
0,2 mL de dodecil sulfato de sédio (SDS) (8,1%), 1,5 mL de acido acético
(20%), 1,5 mL de acido tiobarbitdrico (TBA) (solucdo aquosa a 0,67%), o
volume foi completado até 4 mL com agua deionizada (milli-Q) e a mistura
colocada em banho-maria a 95°C por 60 min. ApGs o periodo de incubacgéo os
tubos foram retirados e resfriados em banho de gelo e adicionado 1 mL de
agua milli-Q e o complexo MDA-TBA foi extraido com 5 mL de n-butanol. Em
seguida os tubos foram centrifugados a 2000 g por 10 minutos, a parte
organica foi coletada e a absorvancia medida a 535 nm. A concentracdo de
lipoperoxidos foi determinada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de
1,56x10° M,

5.12. Avaliacdo da sobrevida média das abelhas

Foi verificada a sobrevida média de abelhas meliferas tratadas com as
dietas experimentais no dia de nascimento das abelhas. As 360 operarias

foram confinadas em 18 gaiolas, sendo trés gaiolas por tratamento. As gaiolas
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foram mantidas a temperatura (33°C) e umidade relativa (70%) controladas, em
estufa (Figura 8). Diariamente as abelhas mortas foram contadas e retiradas de
as gaiolas até completar-se o periodo experimental de 72 horas. ApGs o
periodo de 24 horas com as dietas experimentais disponiveis as abelhas, foi

fornecido o alimento controle ad libitum para todos os insetos.

Figura 8. Abelhas confinadas em gaiolas. Fonte: elaborado pelo autor.

5.13. Consumo das dietas

Foi avaliado o consumo de alimento pelas operarias. Antes do
oferecimento das dietas as abelhas, cada chumaco de algodéao ja embebido da
respectiva dieta (3 mL) foi pesado e entdo colocado na gaiola. Apdés 24 horas
do oferecimento da dieta, o chumacgo de algod&o foi novamente pesado para se
avaliar o consumo, o qual foi obtido pela diferenca entre o peso entre a primeira
e segunda pesagens (Figura 9). Os valores obtidos foram divididos pelo
namero de abelhas presentes na gaiola apos o periodo de fornecimento das
dietas.
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Figura 9. Abelhas confinadas em gaiolas, onde o alimento e a fonte de

agua foram oferecidos em chumacos de algodédo. Fonte: elaborado pelo autor.

5.14. Anéalises estatisticas

Foi utllizado o delineamento inteiramente casualizado com seis
tratamentos e trés repeti¢cdes por tratamento.

A significancia estatistica dos dados experimentais dos efeitos sobre o
sistema antioxidante foi determinada pelo teste de andlise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste Newman-Keuls a um nivel de
significancia de 5% (P<0,05). A significAncia estatistica dos dados
experimentais da sobrevida média das abelhas foi realizada pelo método ndo
paramétrico de Kaplan-Meier. O consumo das dietas foi submetido a analise de
variancia, e as médias comparadas pelo teste Tukey a um nivel de significAncia
de 5% (P<0,05). As analises foram realizadas por meio do programa GraphPad
Prism versdo 4.0 para Windows, GraphPad Software (San Diego, CA, USA
03/04/2003).

6 RESULTADOS

6.1. Atividade da Enzima Glutationa Peroxidase (GPx)

A analise da atividade da enzima GPx demonstrou que houve um
aumento significante na atividade desta enzima no homogenato de torax das
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abelhas nos grupos tratados com 0,1 ng imidacloprido/abelha e 0,3 ng
imidacloprido/abelha, sendo o efeito dose-dependente. Efeito semelhante foi
encontrado no grupo tratado com a cafeina. A adigdo de cafeina juntamente

com o imidacloprido ndo impediu 0 aumento na atividade da enzima (Tabela 1).

6.2. Atividade da ezima catalase (CAT)

Na analise da atividade da enzima CAT, observou-se um aumento
significante na atividade da enzima provocado pelas duas doses de
imidacloprido em relacdo ao grupo controle. Efeito semelhante foi encontrado
no grupo tratado com a cafeina. Nao foram observadas alteracdes no efeito
provocado pelo imidacloprido quando foi adicionada a cafeina (Tabela 1).

Tabela 1- Atividade das enzimas antioxidantes.

Controle Cafeina Imidacloprido  Imidacloprido Imidacloprido Imidacloprido
0,1 0,3 0,1+Cafeina  0,3+Cafeina

GPx (Umg  033+00la 1,20t0,09b 0,77+0,07b  1,38+0,14b  1,29+0,28b  1,95+0,24 ¢
de proteina)

CAT (U/mg 1,2740,33a 3,55¢0,55b 3,20+0,47b  4,13+0,23b  3,78+0,44b  3,36+0,05b
de proteina)

Fonte: Elaborado pelo autor. Resultados expressos como média + erro padrdo da
média. Teste comparativo de Newman-Keuls. Letras diferentes na mesma linha
diferem entre si (P < 0,05).

6.3. Concentragédo de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG)

Os tratamentos com 0,1 ng imidacloprido/abelha e 0,3 ng
imidacloprido/abelha ou com a cafeina ndo apresentaram efeito sobre a
concentracdo de GSH em relagcdo ao grupo controle. Aumento significante do
tripeptideo na forma reduzida foi observado somente no tratamento com 0,3 ng
imidacloprido/abelha com a inclusdo da cafeina (Tabela 2). Efeito semelhante

foi observado com relacdo a concentracado de GSSG (Tabela 2).
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Apesar dos resultados citados acima, quando calculada a razéo entre as
concentracbes de GSH e GSSG (GSH/GSSG) observou-se que ndo houve
efeito de nenhum dos tratamentos sobre o estado oxidativo da glutationa
(Tabela 2).

6.4. Estado oxidativo nos nucleotideos de piridina (NAD(P)H)

N&o foram observadas alteracdes significantes na concentracdo de
NAD(P)H no homogenato do térax das abelhas em nenhum dos tratamentos
(Tabela 2).

6.5. Oxidacdo dos grupos tidis de proteina

Os tratamentos com imidacloprido promoveram redugao significante na
concentracdo de grupos tidis (-SH) de proteinas no homogenato de térax das
abelhas em relacédo ao grupo controle, indicando a oxidacdo desses grupos. A
adicdo de cafeina nos tratamentos com imidacloprido protegeu os grupos tiois
contra a oxidacao provocada pelo inseticida (Tabela 2).

6.6. Avaliacdo da lipoperoxidacéao

A lipoperoxidacdo foi avaliada pela medida da concentracdo de
malondialdeido (MDA). Todos os tratamentos apresentaram efeito sobre esse
parametro, aumentando a concentracdo de MDA em relagéo ao grupo controle.
Porém, observou-se aumento dose-dependente nos grupos tratados com
imidacloprido e quando adicionada aos tratamentos com o inseticida, a cafeina

diminui o efeito do mesmo (Tabela 2).
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Tabela 2- Concentracfes de parametros relacionados ao estado oxidativo.

Controle Cafeina . ) Imidacloprido Imidacloprido Imidacloprido
Imidacloprido
0,1 0,3 0,1+Cafeina 0,3+Cafeina
GSH
(nmol/mg 0,12+0,01 a 0,17+0,01ab 0,13+0,03ab 0,13+0,02ab 0,19+0,03ab 0,22+0,01 b
de proteina
GSSG

(nmol/mg 0,07+0,00 a 0,08+0,01 a 0,07+0,00 a 0,09+0,01 a 0,09+0,00 a 0,12+0,01 b

de proteina

GSHIGSSG  1,700,10 a 2210.13 a 2,25+0,029 a 1,22+0,18 a 1,83+0,39 a 2,04+0,03 a

NAD(P)H 11,33+2,31a 10,34+0,23a 9,39+0,87 a 7,78+0,18 a 9,04+1,76 a 5,82+0,39 a
(URF)
Grupos
tiéis (-SH)
(nmol/mg 0,94+0,09bc 1,05+0,09 c 0,50+0,05 a 0,47+0,01 a 0,78+0,04 b 0,69+0,02 ab
de proteina
MDA
(nmol/mg
de 0,04+0,00 a 0,06+0,01 b 0,10+0,00d 0,14+0,02 f 0,08+0,01 ¢ 0,13+0,00 e

proteina)

Resultados expressos como média + erro padrdo da média. Teste comparativo de
Newman-Keuls. Letras diferentes na mesma linha diferem entre si (P < 0,05). Fonte:

Elaborado pelo autor.

6.7. Avaliacdo da sobrevida média das abelhas

O tratamento das abelhas com as dietas experimentais ndo interferiu na
sobrevida média das abelhas durante as 72 horas de avaliagdo, inclusive

considerando-se a dieta controle (dados nao apresentados).

6.8. Consumo das dietas

O consumo foi maior para as abelhas tratadas com a dieta contendo
imidacloprido 0,3 ng/abelha em relagdo ao grupo controle (Tabela 3). N&o
houve diferenca de consumo entre os grupos de abelhas que receberam as
demais dietas.
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Tabela 3- Consumo médio das dietas (mg) por abelha.

Controle 14,57+4,41 b
Cafeina 11,98+2,92 b
Imidacloprido 0,1 13,3445,04 b
Imidacloprido 0,3 32,79+ 2,49 a
Imidacloprido 0,1+Cafeina 15,12+3,12 b
Imidacloprido 0,3+Cafeina 19,21+2,71 b

Resultados expressos como média + desvio padrédo. Teste
comparativo de Tukey. Letras diferentes na mesma coluna

diferem entre si (P < 0,05). Fonte: Elaborado pelo autor.

7 DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliado o efeito do inseticida imidacloprido sobre
o sistema antioxidante de abelhas meliferas (Apis mellifera L.) e o potencial
efeito protetor da cafeina. O imidacloprido aumentou a atividade das enzimas
antioxidantes GPx e CAT no torax das abelhas em ambas as doses testadas
indicando uma acao pro-oxidante. Estes efeitos estdo de acordo com os
descritos por Kapoor et al., 2010, os quais demonstraram um aumento na
atividade das enzimas GPx, CAT e superéxido dismutase (SOD) no figado e
cérebro e Kapoor; Srivastava; Srivastava, 2011, que demonstraram aumento
na atividade das mesmas enzimas no ovario de ratas submetidas ao
tratamento com 20 mg/kg de peso corporal/dia do inseticida durante 90 dias.
El-Gendy, 2010 também relataram um aumento na atividade das enzimas
antioxidantes GPx, CAT, SOD e glutationa transferase (GST) em camundongos
machos 24 horas apdés o tratamento com uma dose Unica de imidacloprido
(14,976 mg/kg de peso corporal).

A cafeina também promoveu um aumento na atividade das enzimas GPx
e CAT. Esses resultados estdo de acordo com os descritos por Strachecka et
al., 2014, os quais constataram que o uso da cafeina na alimentacdo das

abelhas aumentou a atividade das enzimas antioxidantes: GPx, CAT, SOD e
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GST. A adicao de cafeina juntamente com o imidacloprido promoveu alteracéo
nos efeitos causados pelo inseticida somente na atividade da GPx, a qual foi
aumentada quando a cafeina foi adicionada a dose 0,3 ng/abelha,
provavelmente, devido a uma acéo sinérgica de ambos 0s compostos.

A GSH e a NADPH sao importantes componentes do sistema
antioxidante celular, fornecendo equivalentes redutores para a acao das
enzimas GPx e GR, respectivamente (RIBEIRO et al., 2005). O tratamento das
abelhas com o imidacloprido ndo apresentou efeito sobre as concentracdes de
GSH e GSSG em relacédo ao grupo controle, diferentemente ao encontrado em
outros estudos, os quais relataram diminuicdo da concentracdo de GSH em
diferentes tecidos animais ap0s tratamentos com o inseticida (EI-Gendy, 2010;
Kapoor et al., 2010; Kapoor; Srivastava; Srivastava, 2011). A cafeina também
nao promoveu alteracbes nas concentracbes de GSH e GSSG. Entretanto,
houve aumento significante nas concentragbes de GSH e GSSG na dose 0,3
ng imidacloprido/abelha com a inclusdo da cafeina. Porém, quando calculada a
razdo entre as concentracfes dessas substancias (GSH/GSSG) constatou-se
gue nao houve efeito significante de nenhum dos tratamentos usados no
presente estudo. Também ndo foi observada alteracdo significante na
concentracdo de NAD(P)H no homogenato do térax das abelhas em nenhum
dos tratamentos em relacdo ao grupo controle.

A acdo de substancias oxidantes sobre as proteinas pode levar a
oxidacdo do grupo tiol (-SH) do aminoécido cisteina, causando agregacao e
fragmentacao de aminoéacidos levando a desnaturacao proteica (ARKEZENOV;
MARKESBERY, 2001; LEICHERT; JAKOB, 2004). Esses efeitos podem
provocar a reducdo ou a inativacdo da atividade de enzimas, e ainda, causar
danos em receptores, vias de transducdo de sinais e de transporte
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Nas concentracdes do grupo tidis (-SH)
de proteinas, os grupos contendo imidacloprido promoveram reducdo
significante em relagédo ao controle, indicando que houve oxidagao desses
grupos. Este efeito esta de acordo com os resultados obtidos por Sauer et al.
(2014) que avaliaram o efeito dos neonicotinéides em figado de ratos. A adicéo
da cafeina nos tratamentos com imidacloprido protegeu os grupos tiis contra a
oxidagao, indicando um efeito antioxidante. Foi observada uma elevagéo dose-
dependente na formacdo de MDA no homogenato de térax das abelhas
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tratadas com o imidacloprido, indicando a ocorréncia da peroxidacao lipidica.
Resultado semelhante foi relatado por El-Gendy, 2010, Kapoor et al., 2010,
Kapoor; Srivastava; Srivastava, 2011 e Bal et al., 2012, os quais encontraram
aumento na concentracdo de MDA em diferentes tecidos animais apos o
tratamento com imidacloprido. A cafeina também induziu a lipoperoxidacao, o
que esta de acordo com o relatado em trabalhos desenvolvidos por Dianzane
et al., 1991 que descreveram a oxidacdo de lipidios de figado de ratos tratados
com cafeina e Glilcin, 2008, que relatou atividade prooxidante da cafeina sobre
acidos graxos em emulsdao em experimentos realizados “in vitro”. Quando
adicionada as dietas contendo imidacloprido, porém, a cafeina reduziu a
formacéo do MDA, o que indica uma atividade antioxidante da mesma. De fato,
varios estudos demonstraram uma reducdo na concentracdo de MDA no soro,
figado, coracao, cérebro e rim de animais tratados com cafeina (Devasagayam
et al.,, 1996; George et al., 1999; Lee, 2000; Karas; Chakrabarti, 2001; Al
Moutaery et al., 2003).

A sobrevida média de abelhas até as 72 horas experimentais, néo
interferiu negativamente na mortalidade dessas abelhas. Valores da DLsy de
imidacloprido para as abelhas séao de 3,7 ng e 40,9 ng/abelha, respectivamente
para via oral e contato (SCHMUCK et al., 2001). Esses dados evidenciam que
as doses oferecidas nas dietas ndo obtiveram mortalidade significativa, pois as
abelhas estavam intoxicadas, mas néo o suficiente para matar a metade da
populacao.

Kessler et al. (2015) observaram que as abelhas Apis mellifera sao
atraidas por neonicotindides, aumentando sua exposicdo a essas substancias.
Essa preferéncia foi semelhante aos resultados obtidos no consumo médio das
dietas, confirmando assim, que as abelhas tém preferéncia por alimentos
intoxicados com neonicotindides, 0s quais agem no cérebro das abelhas como
uma droga (KESSLER et al.,, 2015). Nossos resultados indicam que o0 uso
exacerbado de inseticidas pelo homem pode causar um vicio eminente nas
abelhas, sendo ele prejudicial, j& que foi constatada a preferéncia dessas
abelhas a esses alimentos intoxicados com o imidacloprido. Essa exposi¢céo
pode causar um declinio populacional das abelhas, afetando negativamente a

apicultura, ambiente e consequentemente a vida humana.
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8 CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos neste estudo pode-se concluir que o
imidacloprido afetou os parametros relacionados ao estresse oxidativo no torax
das abelhas meliferas (Apis mellifera L.) e que a cafeina atuou como
antioxidante, evitando parcialmente os danos causados pelo inseticida.

Abelhas meliferas tem o consumo estimulado quando o alimento é
intoxicado com o neonicotindide imidacloprido, sendo esse um motivo

preocupante para o declinio populacional das abelhas.
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