UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

Impacto da concentracao residual do inseticida ciantraniliprole em larvas da
abelha Apis mellifera: alteracoes histologicas e no estresse oxidativo

Laryssa Lemos da Silva
Magister Scientiae

VICOSA - MINAS GERAIS
2025



LARYSSA LEMOS DA SILVA

Impacto da concentracao residual do inseticida ciantraniliprole em larvas da
abelha Apis mellifera: alteracoes histologicas e no estresse oxidativo

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Biologia Celular e
Estrutural, para obtencdo do titulo de
Magister Scientiae.

Orientador: Jose Eduardo Serrao

Coorientadora: Carolina Goncalves
Santos

VICOSA - MINAS GERAIS
2025



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vicosa - Campus Vicosa

S5861
2025

Lemos da Silva, Laryssa, 1998-

Impacto da concentracdo residual do inseticida
ciantraniliprole em larvas de abelha Apis mellifera: alteragoes
histoldgicas e no estresse oxidativo / Laryssa Lemos da Silva. —
Vicosa, MG, 2025.

1 dissertagdo eletronica (72 f.): il. (algumas color.).

Inclui apéndices.

Orientador: José Eduardo Serrao.

Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa,
Departamento de Biologia Geral, 2025.

Referéncias bibliogréficas: f. 52-68.

DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2025.191

Modo de acesso: World Wide Web.

1. Abelhas - Efeito dos inseticidas. 2. Ciantraniliprole
(Inseticida). 3. Estresse oxidativo. I. Serrao, José Eduardo,
1965-. II. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de
Biologia Geral. Mestrado em Biologia Celular e Estrutural.
III. Titulo.

CDD 22. ed. 638.159

Bibliotecario(a) responsdvel: Euzébio Luiz Pinto CRB-6/3317




LARYSSA LEMOS DA SILVA

Impacto da concentracao residual do inseticida ciantraniliprole em larvas da
abelha Apis mellifera: alteracoes histologicas e no estresse oxidativo

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das exigéncias
do Programa de Pés-Graduacdo em Biologia
Celular e Estrutural, para obtengao do titulo de
Magister Scientiae.

APROVADA: 24 de fevereiro de 2025.

Assentimento:

Laryssa Lemos da Silva
Autora

Jose Eduardo Serrao
Orientador

Essa dissertacao foi assinada digitalmente pela autora em 10/04/2025 as 20:32:33 e pelo orientador
em 11/04/2025 as 07:44:14. As assinaturas tém validade legal, conforme o disposto na Medida
Proviséria 2.200-2/2001 e na Resolugdo n? 37/2012 do CONARQ. Para conferir a autenticidade,
acesse https://siadoc.ufv.br/validar-documento. No campo 'Cédigo de registro', informe o cédigo
R7GH.MM3N.11LV e clique no botao 'Validar documento'.



Dedico este trabalho aos meus pais, Conceicdo e Sérgio, por todo o suporte e
interesse por este trabalho e ao meu cachorro e melhor amigo Fred, que me deixou
cedo demais.



AGRADECIMENTOS

Os melhores espectadores e maiores torcedores das minhas conquistas e
objetivos sdo meus pais, aqueles que me ligam todas as noites por video chamada,
que reclamam quando passo muito tempo sem os visitar e que sempre reafirmam
qgue estdo aqui por mim, independente do que acontega. Obrigada méae por tudo o
que tem feito por mim, mas a senhora pode comecar a descansar mais e a cuidar da
salde, ndo precisa mais ter essa rotina intensa para garantir que eu tenha o que
preciso, ter vocé comigo ja basta. Obrigada pai por mesmo sem entender nada de
ecotoxicologia sentou e tentou calcular a dieta comigo e sempre que eu apresentava
algum desafio vocé tentava do seu jeito pesquisar uma resposta para me ajudar.

Obrigada Fred, meu eterno melhor amigo, aquele que sempre esteve ao meu
lado, que ficava sentido quando eu demorava mais que duas semanas para voltar
para casa, que passava horas deitado ao meu lado enquanto eu estudava e que foi
0 primeiro a saber que passei no mestrado enquanto eu chorava de alegria. Nesses
17 anos e 5 meses vocé me ensinou outro significado para a palavra amor, lembra o
que eu sempre te dizia quando voltava para Vigosa? O beijo na testa e enquanto te
fazia carinho dizia olhando em seus olhos que eu te amo e que nunca te
abandonaria porque ndo abandonamos quem amamos. Naquela quarta-feira eu
sentia e sabia 0 que ia acontecer, vocé me ensinou mais uma coisa sobre o amor,
vocé me ensinou que amar também € deixar quem amamos partir e sua auséncia
ainda ddi. Vocé foi e sempre sera o meu filhote.

Obrigada Alvaro e Giovanna por todo o companheirismo, risadas, abracos e cafés
durante o mestrado. Obrigada por terem visto e acolhido uma Laryssa que tentei a
todo custo esconder, obrigada por estarem l4. Mais do que um momento doce,
aquele bolo azul de aniversario e o livro de colorir viraram uma daquelas lembrancas
que é impossivel esquecer devido a todo o significado dela. Acho que somos mesmo
“cabecas de algas”, mas com o diferencial que conseguimos nos comunicar sem
precisar dizer uma palavra.

Agradeco ao meu orientador, José Eduardo Serrdo, por toda a paciéncia e
acolhimento durante esses anos, sei que dou trabalho quando fico ansiosa demais.
Obrigada por me ouvir quando eu dizia o que me incomodava durante o
desenvolvimento do projeto. Temos o privilégio de ter o senhor como orientador,
sempre presente, nos guiando com toda a calma e paciéncia que s6 o senhor tem.
Mais do que um mentor académico, somos privilegiados por ter um orientador que
senta CONoSco



para tomar um café, conversar e rir das loucuras que aprontamos.

Gostaria de agradecer aos companheiros de laboratério de Ultraestrutura celular
por todas as risadas e por tentarem responder as minhas iniUmeras perguntas.
Prometo que vou tentar parar de pensar demais e de fazer perguntas dificeis.

Por fim, agradeco a todos que fizeram essa pesquisa ser possivel, a Universidade
Federal de Vicosa pelo apoio, aos professores do departamento de Biologia Geral
que de alguma forma contribuiram com a minha formagéao docente e as agéncias de
financiamento pelo auxilio com a pesquisa.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagao de Aperfeigoamento
de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de Financiamento 001.

A Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) pela
concessao da bolsa de estudos.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pelo
apoio financeiro ao laboratério.



RESUMO

SILVA, Laryssa Lemos da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2025. Impacto da concentracao residual do inseticida ciantraniliprole em larvas
da abelha Apis mellifera: alteracoes histolégicas e no estresse oxidativo.
Orientador: Jose Eduardo Serrao. Coorientadora: Carolina Goncalves Santos.

Abelhas sao importantes polinizadores que estdo em declinio populacional devido a
diversos estressores, incluindo os inseticidas. Novos inseticidas tendem a apresentar
lacunas de conhecimento sobre a interagdo abelha-inseticida e seus efeitos toxicos,
principalmente os subletais. Ciantraniliprole é um inseticida da classe das diamidas
antranilicas que interagem com os receptores de rianodina, liberando grandes
quantidades de ions célcio das células musculares, causando paralisia e morte dos
insetos. Este estudo avaliou os efeitos da concentragao residual de ciantraniliprole
encontrado nos graos de pélen (1,93 mg/kg) nos 6rgaos intestino médio, corpo
gorduroso e sua relacdo com os marcadores relacionados ao estresse oxidativo em
larvas de Apis mellifera. A exposicdo das larvas através da alimentacdo seguiu o
protocolo da Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD) n°
239. Os resultados demonstram que a concentracao de ciantraniliprole usada néo
altera o peso corporal, mas causam alteragdo no epitélio do intestino médio das
larvas tratadas com o inseticida, incluindo desorganizagcdo da borda estriada,
vacuolizacao citoplasmatica, protusdes apicais e liberacdo de fragmentos celulares
para o lumen. Além disso, o corpo gorduroso apresentou a ocorréncia de picnose
nuclear nas primeiras 72 horas de exposi¢cdo ao inseticida. A histoquimica néo
indicou alteragdo na concentragdo de proteinas no intestino médio e corpo
gorduroso, enquanto os polissacarideos tiveram reacdo mais fraca na borda estriada
do epitélio do intestino médio e aumento de concentragdo no corpo gorduroso das
larvas tratadas com o inseticida. A concentragdo residual de ciantraniliprole
aumentou a capacidade antioxidante total e a formagdo de proteinas carboniladas
Estes resultados indicam que o ciantraniliprole é capaz de produzir danos colaterais
nos 6érgdos nao alvo, intestino médio e corpo gorduroso e induzir o estresse
oxidativo durante o desenvolvimento pds-embrionario de A. mellifera, podendo
comprometer aspectos fisioldgicos e impactar esse importante polinizador.

Palavras-chave: histopatologia; pesticidas; estresse oxidativo; diamida



ABSTRACT

SILVA, Laryssa Lemos da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2025.
Impact of residual concentration of the insecticide cyantraniliprole in larvae of
the honey bee Apis mellifera: histological changes and oxidative stress.
Adviser: Jose Eduardo Serrao. Co-adviser: Carolina Goncalves Santos.

Bees are important pollinators whose populations are declining due to several
stressors, including insecticides. New insecticides tend to present gaps in knowledge
about bee-insecticide interactions and their toxic effects, especially sublethal ones.
Cyantraniliprole is an insecticide of the anthranilic diamide class that interacts with
ryanodine receptors, releasing large amounts of calcium ions from muscle cells,
causing paralysis and death of insects. This study evaluated the effects of residual
concentrations of cyantraniliprole found in pollen grains (1.93 mg/kg) on the midgut
and fat body organs and its relationship with markers related to oxidative stress in
Apis mellifera larvae. The larvae were exposed to food following the Organization for
Economic Co-operation and Development (OECD) protocol no. 239. The results
demonstrate that the concentration of cyantraniliprole used does not alter body
weight, but causes changes in the midgut epithelium of larvae treated with the
insecticide, including disorganization of the striated border, cytoplasmic vacuolization,
apical protrusions and release of cell fragments into the lumen. In addition, the fat
body showed nuclear pyknosis in the first 72 hours of exposure to the insecticide.
Histochemistry did not indicate changes in the concentration of proteins in the midgut
and fat body, while polysaccharides had a weaker reaction in the striated border of
the midgut epithelium and increased concentration in the fat body of larvae treated
with the insecticide. The residual concentration of cyantraniliprole increased the total
antioxidant capacity and the formation of carbonyl proteins. These results indicate
that cyantraniliprole is capable of producing collateral damage in non-target organs,
midgut and fat body and inducing oxidative stress during the post-embryonic
development of A. mellifera, which may compromise physiological aspects and
impact this important pollinator.

Keywords: histopathology; pesticides; oxidative stress; diamide
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1 INTRODUCAO

1.1 Abelhas e o declinio de polinizadores

Hymenoptera surgiu no Tridssico hd cerca de 230 milhdes de anos e conta
atualmente com, aproximadamente, mais de um milhdo de espécies, sendo tradicionalmente
dividida em dois grupos: Symphyta, com cerca de 5% dos himenoOpteros existentes, e
Apocrita, representando aproximadamente 96% das espécies como vespas, formigas e abelhas
(Huber, 2017; Gokhman, 2023). As abelhas com sua ampla distribui¢do global e riqueza de
espécies (Orr et al.,, 2021) contribuem para a polinizagdo de 90% das culturas globais
(Feketéné et al., 2023), uma relagdo que iniciou no Cretaceo e gera impactos em quase todos
os ecossistemas terrestres (Almeida et al., 2023).

Em termos econdmicos, a polinizacdo global por animais atinge a média de 153
bilhdes de euros (Khalifa et al., 2021). No Brasil, os servigos prestados pelos polinizadores
correspondem a cerca de 12 bilhdes de ddlares anualmente (Abati et al., 2021). Considerando
parte da América Latina, o valor desse servigo prestado pelas abelhas nos anos de 2013 a
2018 chegou a US$ 22.95 bilhdes (Basualdo et al., 2022), enquanto no cenario nacional o
montante atingiu o valor de US$ 810.000 em 2016, considerando apenas areas protegidas das
regides norte e sudeste (Khalifa et al.,, 2021). Além da poliniza¢do, as abelhas também
produzem mel, propolis, geleia real, cera e apitoxina com importancia alimentar e
farmacoldgica (Sonmez et al., 2023; Bava et al., 2024).

Dentre as abelhas, Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae) ¢ um
polinizador economicamente importante em todo o mundo, principalmente para monoculturas
em grande escala, por influenciar a qualidade e a quantidade de colheitas (Khalifa et al., 2021;
Feketéné et al., 2023). Sua importidncia nesse cendrio tem relagdo com o nivel de
domesticagdo, que comegou no Egito (Weber, 2013), o nimero de individuos, a facilidade no

transporte e a acessibilidade a esses organismos (Klein et al., 2007; Khalifa et al., 2021).
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O declinio de insetos polinizadores tem sido alvo de diversos estudos, indicando que
esse evento tem multiplas causas: a falta de alimentos e habitats para nidificagdo; as
mudangas climdticas; uso de produtos quimicos; doengas e as monoculturas que levam ao
estresse nutricional (Ravinder et al., 2023). Com relagdo a A. mellifera, entre 2006 ¢ 2007
ocorreu 0 Colony Colapese Disorder (CCD) que afetou de 50-90% das coldnias nos Estados
Unidos da América, sendo caracterizado pelo desaparecimento de abelhas adultas de colonias
contendo crias e estoques de alimentos, mas sem niveis prejudiciais de parasitas como
Varroa destructor Anderson e Trueman, 2000 (Mesostigmata: Varroidae) ou microsporideos
do género Nosema Négeli, 1857 (Dissociodihaplophasida: Nosematidae) (VanEngelsdorp et
al., 2009; Williams et al., 2010). Porém, ndo se tratava de um evento pontual, uma vez que as
perdas de coldnias continuaram nos anos seguintes, atingindo, anualmente, 40% das colonias
de 2018 a 2020 (Bruckner et al., 2023), 50,8% no periodo de 2020 a 2021 e 39,0% de 2021 a
2022 (Aurell et al., 2023). O colapso de coldnias ndo se restringiu apenas aquele pais, sendo
também documentado para outros paises da América do Norte, do Sul, Europa, Asia, Africa e

Oceania (Antinez et al., 2017; Pervez et al., 2022; Yang et al., 2023).

1.2 Desenvolvimento pos-embrionario

Abelhas s3o insetos holometabolos que passam por quatro estagios de
desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto (Cruz Landim, 2009). Apds a eclosdo do ovo
inicia-se o periodo pds-embriondrio, marcado pelo crescimento descontinuo da larva,
envolvendo a troca de cuticula e a obtencdo de uma nova forma denominada instar.
Geralmente a mudanca mais marcante no corpo do inseto ocorre entre a tltima muda larval e
o adulto, momento em que ocorre a metamorfose para a aquisi¢ao de caracteristicas do inseto
adulto (Champan, 2013).

As larvas de abelhas sdo apodas, eucéfalas e com tegumento pouco esclerosados
(Cruz Landim, 2009). Durante o desenvolvimento larval, a alimentacdo permite as larvas a

atingirem reservas nutritivas € um tamanho similar ao que sera o futuro adulto. Esse periodo ¢
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dividido em cinco instares com especificagdes para o didmetro da capsula cefélica e do peso
corporal (Michelette e Soares, 1993). Operarias de A. mellifera africanizada passam cerca de
17 horas no primeiro instar (L1), 20 horas no segundo (L2), terceiro (L3) e quarto instar (L4)
e 110 horas no quinto instar (L5), sendo o ultimo instar o periodo em que o intestino ¢
esvaziado e o casulo € tecido para a pupacao (Michelette e Soares, 1993)

Insetos holometabolos adquirem as caracteristicas de adulto durante o periodo de
pupa, as estruturas que estavam sendo desenvolvidas internamente, como as asas € 0S
apéndices, sdo evertidas e continuam o desenvolvimento externamente (Chapman, 2013). Na
maioria dos insetos a pupa fica imdvel e dentro de uma célula ou casulo que confere protecao,
essa estrutura ¢ construida, geralmente, com material produzido pelas glandulas salivares das
larvas (Silva-Zacarin et al., 2008). Em A. mellifera, o periodo de pupagdo tem duracio de
cerca de oito dias, podendo ser identificado sete fases de desenvolvimento conforme a
coloragdo dos olhos e do torax (Michelette ¢ Soares, 1993).

Apds a emergéncia dos adultos, com o passar dos dias as abelhas adquirem diferentes
funcdes dentro da coldnia até que possam sair em busca de pdlen e néctar. Em 4. mellifera as
abelhas nutridoras sdo responsaveis por alimentar as larvas, as demais abelhas da colonia e
cuidar da rainha (Johnson, 2010). Durante os primeiros trés dias, todas as larvas recebem
geleia real, um composto rico em proteinas, lipideos e carboidratos, sendo o pélen a fonte de
lipideos e proteinas para a producao da geleia real pelas glandulas hipofaringeas das operarias
(Bohme, et al. 2018). Apos esse periodo, as larvas de operarias sdo alimentadas com uma
mistura de geleia real, polen e mel, tendo uma qualidade nutricional menor do que o alimento
fornecido as larvas destinadas a serem rainhas (Wang et al., 2016), além de um volume menor
de alimento (Slater et al., 2020).

Nas larvas os 6rgdos mais desenvolvidos sdo o intestino médio e o corpo gorduroso,

envolvidos com a alimentagdo, reserva energética e o centro do metabolismo intermediario
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das larvas, respectivamente. Durante este estagio de desenvolvimento, o intestino médio ndo
apresenta modificagdes anatomicas, sendo composto pelos enterdcitos (células digestivas),
células regenerativas e enddcrinas. J o corpo gorduroso ¢ dividido em parietal, abaixo do
tegumento, e perivisceral, proximo aos o6rgaos, composto principalmente por trofocitos. Com
o desenvolvimento larval, a por¢ao perivisceral apresenta células maiores que o parietal e um
aumento na reserva de carboidratos, proteinas e lipidios devido ao acumulo de compostos
armazenados oriundos da alimentacdo (Cruz Landim, 2009; Roma et al., 2010.)

Durante o processo de metamorfose os insetos passam por uma remodelacao tecidual
que envolve morte celular, mudanga no formato celular e adi¢cdo de novas células para a
formacgao das estruturas necessarias no individuo adulto. Com relagdo ao intestino médio,
durante o desenvolvimento larval a passagem entre o intestino médio e posterior permanece
fechada, abrindo no final do quinto instar (Gongalves et al., 2017). Com a eliminagdo do bolo
fecal (meconium), a parede do intestino médio colapsa e a reorganizagdo tecidual inicia com
partes do epitélio sendo liberado para o limen intestinal. Os enterdcitos sdo repostos aos
poucos pelas células regenerativas. Este processo de reorganizagdo perdura por toda a fase de
pupacdo até que todo o epitélio intestinal tenha sido renovado (Martins et al., 2006; Cruz
Landim, 2009). J4 no corpo gorduroso, as modifica¢cdes na metamorfose alteram sua forma,
tamanho e fun¢do por meio de processos como a morte celular programada e desorganizacao
tecidial (Santos et at., 2015, Li et al., 2019). Com a dissociagdo celular, alguns trofécitos sao
rompidos liberando seu contetido na hemolinfa e os nutrientes armazenados sdo usados para a
formagdo e crescimento de novos tecidos nos insetos adultos (Cruz Landim, 2009; Li et al.,
2019). O que permanece do corpo gorduroso no adulto sdo poucos trofocitos, principalmente
da porg¢ao parietal do 6rgao (Cruz Landim, 2009).

1.3 Corpo gorduroso e Intestino médio

O canal alimentar dos insetos ¢ dividido em trés porcdes: intestino anterior, médio e

posterior, tendo diferentes fungdes, caracteristicas e origens embrionarias (Chapman, 2013). O
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tubo digestorio € composto por um epitélio simples sustentado por uma membrana basal e
circundado por duas camadas musculares, a interna circular e a externa longitudinal. Devido a
sua origem ectodérmica, os intestinos anterior e posterior tém uma cuticula luminal,
diferentemente do intestino médio que tem origem endodérmica e ndo apresenta cuticula
(Cruz Landim, 2009).

O intestino médio das abelhas ¢ formado por um epitélio simples com células
prismaticas e borda estriada. Existem diferentes tipos de células no intestino: os enterdcitos,
ou células digestivas, cuja funcdo ¢ a de producdo de enzimas digestivas, componentes da
matriz peritrofica e absor¢do de nutrientes; as células regenerativas presentes na base do
epitélio, organizadas em pequenos agrupamentos denominados ninhos e tendo como fung¢ao a
reposi¢do dos enterdcitos e as células endocrinas que intercalam com os enterdcitos e atuam
no controle do processo digestorio através da secrecao de peptideos hormonais (Cruz Landim,
2009; Santos, 2022). Devido a sua participagdo na produgdo de peptideos antimicrobianos
(AMPs), espécies reativas de oxigénio e regulacdo da microbiota intestinal, o intestino médio
¢ considerado o segundo 6rgao imunologico, sendo o corpo gorduroso considerado o principal
nessa fungao (Caccia, et al. 2019).

Protegendo o epitélio intestinal do atrito com o alimento no limen existe uma
barreira formada por camadas concéntricas, a matriz peritrofica, composta por uma rede de
fibrilas de quitina imersas em uma matriz proteica que, em Hymenoptera, ¢ produzida ao
longo de todo o intestino médio (Marques-Silva et al., 2005, Teixeira et al., 2015). Outras
fun¢des da matriz envolve a delimitacdo do local de acdo de enzimas hidroliticas, evitar o
contato de patogenos com o epitélio intestinal (Caccia, et al. 2019) e toxicidade quimica
associada a ingestdo de alimento (Guo et al., 2019; Hegedus et al., 2019).

O corpo gorduroso ¢ um tecido que preenche as cavidades dos insetos, sendo

composto por trofocitos que estdo em contato direto com a hemolinfa, mas também podendo
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estar presente os urodcitos, trofocitos especializado no armazenamento de uratos (Chapman,
2013; Furtado et al., 2013). Os trofocitos sdo as principais células do corpo gorduroso,
atuando no armazenamento de proteinas, lipideos e carboidratos, ajudando a suprir as
necessidades metabolicas imediatas do inseto. O nivel de reserva acumulada nesse 6rgao
coordena o desenvolvimento do inseto, 0 momento da metamorfose € o desenvolvimento do
ovo (Arrese e Soulages, 2010). No corpo gorduroso das abelhas ¢ comum a ocorréncia de
outro tipo celular, os endcitos, que sdo células grandes com citoplasma acidofilo que ficam
espalhadas entre os trofocitos, sendo responsaveis pela producdo de hidrocarbonetos
incorporados na epicuticula (Cruz Landim, 2009).

O corpo gorduroso € o centro do metabolismo intermediario dos insetos, atuando no
metabolismo de lipideos, carboidratos, nitrogénio e na sintese de proteinas, como, por
exemplo, a vitelogenina (Arrese e Soulages, 2010). Este 6rgdo ¢ um local importante para
processos de desintoxicacdo dos insetos, com a¢do das enzimas glutationa S-transferases
(GSTs), monooxigenases P450 (P450s, CYPs) e carboxilesterase (CarEs) (Zhao et al., 2020),
e atuagdo na imunidade inata dos insetos produzindo pepitideos antimicrobianos (AMPs) e

peptideos que contribuem para a fagocitose de hemdocitos (Li et al., 2019).

1.4 Ciantraniliprole e o uso de inseticidas

O primeiro registro do uso de inseticidas para o controle de populacdes de insetos foi a
cerca de 4.500 anos atras pelos Sumérios (Araujo et al., 2023), atualmente, o consumo global
esta na escala de quase 2 milhdes de toneladas por ano (Sharma, A. et al. 2019; Rajan et al.,
2023). O Brasil, em 2018, ocupava a quinta posicdo entre os paises que mais usaram
inseticidas (Sharma, A. et al. 2019), em 2020 o pais atingiu a segunda posi¢ao, com um total
de 0,377 milhdes de toneladas de inseticidas utilizados (Rajan et al., 2023). Com os
produtores visando o aumento de suas colheitas e diminuir suas perdas no campo, como 0s
inseticidas s3o uma fonte rapida e pratica para o controle de insetos pragas, a tendéncia ¢ se

usar cada vez mais inseticidas nas plantacdes (Araujo et al., 2023).
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Apesar de terem como alvo determinados organismos, os inseticidas podem agir
indiretamente em organismos nao alvos, afetando diferentes aspectos de sua fisiologia (Serrdo
et al., 2022). No Brasil, o uso indiscriminado de pesticidas ¢ tido como o principal agente
relacionado a perda de colonias de A. mellifera e abelhas nativas (Castilhos et al., 2019).
Durante a coleta de recursos, as abelhas podem percorrer 9,5 km (Beekman e Ratnieks, 2000),
e as vezes até mais que 15 km (Janzen, 1971; Couvillon et al., 2014; Griiter e Hayes, 2022),
estando expostas as rotas de contaminagdo por inseticidas envolvendo particulas presentes no
ar, compostos coletados como néctar, pdlen e resina e contato com fluidos de gutacio (Zioga,
et al., 2020).

A exposicdo aos inseticidas pode gerar efeitos letais levando a morte, ou efeitos
subletais, com mudan¢as comportamentais, bioquimicas e fisioldgicas dos insetos (Serra et
al., 2021; Ibrahim et al, 2023), alterando sua atividade motora, alimentacao,
desenvolvimento, sistema reprodutor, aprendizagem, memoria, mecanismos enzimaticos e
imunidade (Murawska et al. 2021). A exposi¢cdo aos inseticidas pela rota envolvendo o
consumo de polen e néctar ¢ comum e tem alto impacto sobre a colonia. Como as operarias
forrageiras transportam esses materiais para a coldnia, o contato com as provisdes
armazenadas e outros materiais da colmeia pode expor toda a colonia ao inseticida (Zioga, et
al., 2020). Uma forma de se analisar uma exposi¢do realista de campo ¢ através das
concentragdes residuais de inseticidas presente no polen e no néctar, que fazem parte da
alimenta¢do de toda a colonia e podem gerar efeitos subletais nas abelhas (Mullin et al., 2010;
Zioga, et al., 2020; Wang et al., 2022).

Apesar do foco dos estudos com inseticida ainda ser com individuos adultos, nos
ultimos anos tem se observado um aumento no nimero de pesquisas envolvendo a interagao
de inseticidas com as larvas de abelhas, analisando, por exemplo, como o xenobiotico afeta as

rotas metabolicas (Derecka et al. 2013), o desenvolvimento larval (Wade et al. 2019; Kast e
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Kilchenmann, 2022; Li et al., 2024), o estresse oxidativo e a expressao génica (Qi et al., 2020;
Lu et al., 2023). O consumo de pesticidas durante o estidgio larval pode afetar o
desenvolvimento do adulto e seus processos de aprendizagem e memoria (Dorneles et al.,
2021; Ke et al., 2023) e capacidade de absorver e estocar nutrientes (Carneiro et al., 2023).
Estudos envolvendo esse estagio de vida do organismo sdo importantes, uma vez que as larvas
serdo as proximas geragdes de abelhas adultas que atuardo na manutencao e sobrevivéncia da
colonia.

Dentre os inseticidas, a classe dos neonicotindides e piretrdides, inseticidas que atuam
no sistema nervoso € nos musculos, respectivamente, apresentam amplo uso no mercado
global devido ao seu efeito contra um amplo espectro de insetos pragas (Aznar-Alemany e
Eljarrat, 2020; Klingelhofer et al., 2022). Novas classes de inseticidas desenvolvidos para
serem alternativas aos neonicotindides e piretrdides buscam diminuir os riscos para o
ambiente e para organismos nao alvos, principalmente os polinizadores (El-Sheikh e Ashour,
2022).

Ciantroniliprole, também conhecido como Cyazypyr® ou Benevia®, ¢ um inseticida
de segunda geragdo da classe das diamidas antranilicas desenvolvido pela DuPont e
amplamente usado nos ultimos anos (El-Sheikh e Ashour, 2022; Mantzoukas et al., 2022).
Inseticidas diamidas atuam nos receptores de rianodina, liberando grandes quantidades de
ions célcio das células musculares, fazendo com que o musculo esteja continuamente
contraido, levando a paralisia e eventualmente a morte do inseto (Cordova et al., 2006;
El-Sheikh e Ashour, 2022). Esse inseticida ¢ de acdo sistémica na planta e por ingestdo e
contato nos insetos, agindo sobre um amplo espectro de insetos pragas, incluindo
representantes de Lepidoptera, Diptera, Hemiptera, Coleoptera e Thysanoptera (Barry et al.,
2015; Pes et al., 2020). Por atuarem nos receptores rianodina, as diamidas podem afetar os

fotorreceptores, musculos, cérebro e coracdo das abelhas (Kadala et al., 2019). Além disso,
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como esses receptores controlam a liberacdo de cdlcio intracelular, de forma indireta o
inseticida pode afetar diferentes rotas de sinaliza¢do, incluindo a expressao génica (Kadala et
al., 2019).

Com relacdo a toxicidade do ciantraniliprole para 4. mellifera, testes conduzidos com
diferentes formulagdes do inseticida sendo usadas como spray indicam que ¢ de baixo risco
para as abelhas adultas (Dinter e Samel, 2015; Costa et al., 2024). J4 as formulagdes inseridas
na dieta apresentam maior toxicidade e alto risco para as abelhas, tanto em estagio larval,
quanto em adultos (Kim et al., 2022; Costa et al., 2024). Segundo o relatorio apresentado pela
European Food Safety Authority (EFSA), ainda existe necessidade de mais estudos para
analise dos riscos da exposicdo do ciantraniliprole nas abelhas, tendo como recomendagao
evitar o uso do inseticida durante os horarios de voo destes insetos (EFSA, 2014). Por ser uma
classe relativamente nova de inseticida, existem poucos estudos analisando o impacto do
ciantroniliprole nas abelhas, especialmente nas larvas e seus efeitos subletais.

2 OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito histopatoldgico no intestino médio e
corpo gorduroso e no estresse oxidativo de larvas da abelha A. mellifera ap6s a ingestao

cronica do inseticida ciantroniliprole na concentragdo residual encontrada nos graos de pélen.
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3  MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das larvas

Larvas de primeiro instar de A. mellifera africanizada foram coletadas de quadros de
crias de cinco coldnias no Apiario Central da Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais,
Brasil (20° 45' N 42° 52' O) e transferidas para o laboratério onde foram mantidas a 34 + 1 °C
e 95% =+ 5% de umidade relativa. As colonias estavam sadias, sem sinais de infestagdo por
patdgenos e mantidas em area proxima a fragmento de Mata Atlantica com diversidade de

plantas fornecendo recursos alimentares poliflorais em area livre de uso de pesticidas.

3.2 Exposicio ao inseticida

A avaliagdo do efeito do inseticida nas larvas foi realizada através de bioensaios com
226 larvas de 4. mellifera no primeiro instar, sendo 113 para controle e 113 para o tratamento
com a formulagdo de ciantraniliprole (BENEVIA®, 100,00 g/L do ingrediente ativo e 871,55
g/L de outros ingredientes, FMC, Sao Paulo, Brasil), seguindo as orientacdes descritas pela
Organization for Economic Co-operation and Development (OECD 239, 2016). As larvas
foram coletadas e transferidas para células de cria artificiais (9 mm de didmetro e 8 mm de
profundidade) com 20 pL de dieta. As células de cria estavam acomodadas em placas de
cultivo de 48 pocos com algoddo umedecido com solugdo esterilizante (15% p/v glicerol e
cloreto de benzetonio a 0,2% p/v). A dieta larval consistiu em 50% de solucao de agucares
(D-frutose, D-glicose e extrato de levedura) e 50% de geleia real para o controle (OECD 239,
2016), sendo as mesmas proporcdes para o tratamento, mas acrescido de inseticida (Tabela 1).
Posteriormente, as placas foram transferidas para dessecador selado e mantidas a 34 +1°Ce
95 + 5% de umidade relativa. No primeiro dia todas as larvas receberam dieta livre de
inseticida e ndo foram alimentadas no segundo dia conforme o protocolo da OECD. Do
terceiro ao sexto dia do bioensaio, uma vez ao dia, as larvas foram alimentadas com dieta
artificial pura para as do controle e as do tratamento com dieta composta por 50% de geleia

real e 50% da solucdo de agtcares, extrato de levedura e inseticida conforme a Tabela 1.
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Tabela 1: Dieta oferecida diariamente para larvas de Apis mellifera africanizada (OECD 239,
2016), com as proporcoes de ciantraniliprole.

Dia Volume de Levedura | D-Glicose | D-Frutose | Geleia real | Ciantraniliprole
alimento/Larva (p/p) (p/p) (p/p) (p/p) 6,52x10® (g/mL)
(nL)
1 20 2 12 12 50 -
2 - - - - - -
3 20 3 15 15 50 9,32x10
4 30 4 18 18 50 1,39x10*
5 40 4 18 18 50 1,86x10%*
6 50 4 18 18 50 2,33x10%®

As concentragdes crescentes de ciantraniliprole foram proporcionais ao volume
diario de cada dieta, considerando que ao final do experimento a concentracao acumulada foi
de 6,52x10° g/L. Para os célculos foi considerado a concentragdo residual de 1,933 mg/kg de
ciantraniliprole encontrado em graos de polen (Dinter e Samel, 2015) e o consumo total de
polen durante a fase larval de 5,4 mg (Rortais et al., 2005) com a equacdo de Tadei et al.,
(2020):

_ Cp.Pc
Cd = =

Onde, Cd = concentragao estimada de inseticida na dieta (ng/mL), Cp = concentragao
encontrada no polen (ng/g), Pc = quantidade total de polen consumida durante a fase larval (g)

e Vd = volume total da dieta consumida durante a fase larval (mL).
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3.3 Histopatologia

A partir do terceiro dia até o sexto dia de exposicdo, cinco larvas foram coletadas
diariamente, do grupo controle e do tratamento, e as remanescentes foram alimentadas com as
concentragdes didrias de ciantraniliprole descritas na Tabela 1, para analise da histopatologia
com 12h, 24h, 48h, 72h e 96h de exposi¢ao ao inseticida.

As larvas foram pesadas em balanga analitica, seguidas da retirada das extremidades
do corpo, e transferéncia para a solucdo fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 24 h
em temperatura ambiente. Posteriormente as amostras foram desidratadas em série crescente
de etanol (70%, 80%, 90% e 100%) por 10 min em cada concentracdo. As amostras foram
embebidas em historesina (Leica) conforme instru¢des do fabricante, cortadas em micrétomo
com 3 um de espessura, coradas com hematoxilina (15 min), eosina (30 s), analisadas e

fotografadas em microscépio Olympus BXS53.

3.4 Histoquimica

As larvas de A. mellifera fixadas em Zamboni tiveram algumas secgdes histologicas
ndo sequenciais contendo o intestino médio e o corpo gorduroso submetidas aos testes
histoquimicos descritos a seguir para detec¢do de proteinas totais, polissacarideos neutros e
glicoconjugados.

3.4.1 Mercurio de Bromofenol - Proteinas

As amostras foram transferidas para solu¢do de mercurio de bromofenol (100 ml de
acido acético 2%; 0,05 g de azul de bromofenol; 1,5 g de cloreto de mercurio) por 2h15 min.
Posteriormente, foram lavadas com 4cido acético 0,5% por 10 min e em 4gua corrente por 15
min e analisadas em microscopio de luz.

3.4.2 Acido periédico-Schiff (PAS) — Polissacarideos neutros
As amostras foram transferidas para acido periddico 0,4% e mantidas durante 30

min, lavadas em agua destilada e expostas ao reativo de Schiff (Bancroft e Gamble 2008)
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durante uma hora no escuro. Apos esse periodo, as amostras foram lavadas em agua corrente
por 30 min e analisadas em microscépio de luz.
3.4.3 Quantificacdo dos componentes quimicos

Apo6s analisadas e fotografadas em microscopio Olympus BX 53 com objetiva de
40X e abertura numérica de 0.75. Dez imagens do intestino médio e do corpo gorduroso de
cada larva (cinco larvas por periodo de exposi¢dao) submetidas aos testes de PAS e mercurio
bromofenol tiveram a intensidade das reagdes analisadas em cinco regides aleatdrias com
areas de 64x64 pixels utilizando o software ImageJ/FIJI. As intensidades das reagdes foram
medidas usando a intensidade dos valores de cinza das imagens apos terem seus valores de
pixels convertidos da escala de cores RGB para a escala de cores de cinza (Urstadt, 2022;

Reis et al., 2024b).

3.5 Estresse oxidativo

Para a analise de estresse oxidativo 130 larvas (65 controles e 65 tratadas) de A.
mellifera foram aleatoriamente coletadas apés 12 h(n=13),24h (n=13),48 h(n=13),72h
(n=13) e 96 h (n=13) de exposi¢do ao inseticida, tendo 0 mesmo niimero de amostras para o
grupo controle. As larvas foram colocadas individualmente em microtibulos de 2,0 mL com
tampao fosfato de sodio 0,1 M e pH 7,4 (PBS) e homogeneizadas com homogeneizador
Tissue Master 125 (Omni International, Kennesaw, EUA). As amostras foram centrifugadas a
10.000 x g por 10 min a 4 °C, e o sobrenadante foi usado para analise de enzimas
antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo. A concentragdo de proteina foi determinada
a partir do método de Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino como padrdo e
leitura de absorbancia a 595 nm de comprimento de onda em espectrofotometro.

3.5.1 Catalase

A atividade da catalase foi determinada pelo método de reacdo de peroxido de

hidrogénio nao decomposto com molibdato de aménio (Hadwan e Abed, 2016).

Resumidamente, 5 pL. de amostra foi adicionada para 100 mL de peroxido de hidrogénio 40
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mM e apds 3 minutos, a reacdo foi inibida por 150 pL. de molibdato de amoénia 32 mM. A
seguir o complexo amarelo de molibdato e peroxido de hidrogénio foi avaliado a 374 nm de
comprimento de onda em relagdo ao branco e atividade expressa em unidades por miligrama
de proteina (U/mg).
3.5.2 Superoxido dismutase

A atividade da superdxido dismutase foi analisada baseada na dismutagdo de radicais
superoxido (O,) em peroxido de hidrogénio (H,0,), reduzindo a auto-oxidag¢ao do pirogalol
(Marklund e Marklund, 1974). Para essa rea¢cdo foram utilizados 10 pL. de amostra com 170
uL de PBS em microplaca de poliestireno. A reagdo teve inicio com a adi¢do de 20 pL de
pirogalol a 1 mM e apds 3 minutos, a reagdo final foi medida pela absorbancia a 320 nm de
comprimento de onda. A atividade foi expressa em unidades por miligrama de proteina
(U/mg).
2.5.3. Peroxidacao lipidica

A peroxidagdo lipidica foi analisada considerando a reacdo do malondealdeido
(MDA) com o acido tiobarbiturico (TBARS) formando um composto que foi quantificado por
espectrometria a 532 nm de comprimento de onda (Buege e Aust, 1978). Para a reagdo, foram
utilizados 50 pL de amostra com 400 pL de solu¢do de TBARS (4cido tricloroacético 15%,
acido tiobarbiturico 0,375% e 4cido cloridrico 0,25 M), essa mistura foi agitada em vortex por
10s, aquecida em banho maria por 1 hora a 90°C. A seguir foram adicionados 450 pL de
n-butanol, seguido de centrifuga¢do a 5000 x g por 10 min e o sobrenadante resultante teve
sua absorbancia analisada em um espectrofotometro. A concentragdo de MDA foi expressa
em micro molar por miligrama de proteina (WM/mg).
3.5.3 Proteinas carboniladas

A oxidacdo de proteinas foi analisada através da concentracdo de proteinas

carboniladas pelo método DNPH (2,4-dinitrofenil-hidrazina a 10mM; Levine et al., 1990).
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Foram utilizados 50 pL de amostra incubadas com 500 pL de uma solugdo de DNPH a 10
mM em 2M de HCI, agitadas em vortex e incubados no escuro por 30 minutos.
Posteriormente foram adicionados 500 pL de é4cido tricloroacético a 40% e centrifugagdo a
10000 x g por 10 minutos a 4°C. Os precipitados foram lavados com 1 mL de solucdo de
etanol: acetato de etila (1:1), centrifugados 10000 x g por 10 minutos a 4°C, novamente
lavados com 1 mL de uma solugdo de etanol: acetato de etila e centrifugados a 10000 x g por
10 minutos a 4°C. O precipitado final foi suspenso em 1 mL de dodecil sulfato de so6dio a 6%,
centrifugados a 10000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante teve a absorbancia medida a
370nm de comprimento de onda. A carbonilagdo proteica foi expressa em nmol/mg de
proteina.
3.5.4 Oxido nitrico

A concentracdo de 6xido nitrico (NO) foi determinada usando o método de Griess
(Tsikas, 2007). Em 50 pL da amostra foram adicionados 100 pL do reagente de Griess
(sulfanilamida 1% em H;PO, 2,5%, naftiletileno amida dihidroclorido 0,1% em H;PO,2,5%),
com leitura da absorbancia a 570 nm de comprimento de onda apds 10 min. A concentragdo
de NO foi expressa em uM/mg de proteina.
3.5.5 Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total (TAC) foi medida usando o método do poder
antioxidante redutor férrico (FRAP; Benzie e Strain, 1996). Em 10 pL de amostras, foram
adicionados 190 pL da solucdo FRAP [tampdo acetato 30 mM pH 3,6; 2,4,6-Tris-s-striazine
(TPTZ) 10 mM em HCI 40Mm,; cloreto férrico (II1) hexahidratado (BDH) 20 mM], incubados
por 30 minutos no escuro seguido de medida da absorbancia a 593nm de comprimento de
onda. O potencial antioxidante das amostras foi determinado utilizando a quantidade em uM

de Fe,".
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3.6 Estatistica

O peso das larvas de cada grupo, os dados obtidos pela quantificacdo de pixel dos
testes histoquimicos, € os dados de estresse oxidativo foram submetidos aos testes de
normalidade e homogeneidade pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. As
amostras que nao atenderam aos pressupostos de normalidade e homogeneidade foram
submetidas ao teste ndo paramétrico U-Mann Whitney, enquanto as amostras paramétricas ao
teste t-Student. Nas analises de estresse oxidativo, os outliers extremos foram removidos antes
dos testes estatisticos. Todas as analises foram realizadas no software R (R Core Team, versao

4.4.2,2024) com 5% de significancia.



25

4 RESULTADOS

4.1 Peso das larvas

Larvas de operarias de A. mellifera expostas a concentragdo residual de
ciantraniliprole presente no pdlen apresentaram pesos semelhantes aquelas do controle apos

96 h, correspondendo ao ultimo instar do desenvolvimento larval (W = 252, p = 0.4641; Fig.
1).

Peso das larvas

ns

100

Peso (mg)

Controle Tratamento

Figura 1: Peso (média = SD) de larvas de 4. mellifera do grupo controle e tratamento com

ciantraniliprole em 96 horas. ns — nao significativo pelo teste Mann Whitney (p = 0.4641).

4.2 Histopatologia

Larvas de operarias de 4. mellifera do grupo controle apresentaram intestino médio
com epitélio simples formado por células cubicas com nucleo rico em cromatina
descondensada, borda estriada apical uniforme e bem desenvolvida (Fig. 2A-E) e a presenca

de ninhos de células regenerativas na porg¢ao basal do epitélio (Fig. 2C-E).
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Figura 2:Micrografias de luz do intestino médio de larvas controle de Apis mellifera em

diferentes fases do desenvolvimento mostrando o epitélio formado pelas células digestivas
(dc), nucleos com cromatina descondensada (n), borda estriada desenvolvida (bb), ninhos de
células regenerativas (nr) e a matriz peritrofica (seta preta). tb: corpo gorduroso, L: [imen; m:
musculo, mt: tibulos de Malpighi. A) controle com 12 h; B) 24 h; C) 48 h; D) 72 h; E) 96 h.

Barras de escala = 50 pm.
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As larvas tratadas com dieta contendo ciantraniliprole apresentaram danos
histopatologicos no epitélio do intestino médio ao longo de todo o experimento. Com 12
horas de exposicao o epitélio intestinal apresentou desorganizagdo da borda estriada e o inicio
da formagao de protusdes citoplasmaticas apicais (Fig. 3A). A partir de 24 horas de exposi¢ao
as protusdes citoplasmaticas foram comuns ao longo do epitélio intestinal (Fig. 3B), e com 48
horas iniciou-se a perda de contato celular com o epitélio, vacuolizacdo citoplasmatica e
liberagdo de fragmentos celulares para o lumen (Fig. 3C). Com 72 horas de exposi¢do ao
inseticida a desorganizacdo do epitélio continuou com a presenca de fragmentos celulares e
secrecao apocrina (Fig. 3D). Em 72 horas e 96 horas alguns ninhos de células regenerativas
apresentaram vacuolos e ocasionalmente picnose nuclear (Fig. 3E) e com 96 horas o epitélio
intestinal ainda apresentava vacuolizagdo citoplasmatica e protusdes citoplasmaticas (Fig. 3F).

O corpo gorduroso das larvas controle foi composto majoritariamente por trofocitos,
caracterizados por um nucleo central com cromatina descondensada, e citoplasma rico em
gotas lipidicas. Estas células aumentam seu tamanho e a abundancia de goticulas lipidicas
com o decorrer do desenvolvimento larval (Fig. 4A-E,). Além dos trofécitos, ocorreram
alguns endcitos, células esféricas de contorno bem definido com citoplasma uniformemente
baso6filo e nlicleo com cromatina descondensada (Fig. 4A), sendo também encontrados
ocasionalmente, com o avan¢o do desenvolvimento, urocitos, células com nucleo rico em

cromatina descondensada e citoplasma preenchido com depositos de urato (Fig. 4C e E).
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Figura 3: Micrografias de luz do intestino médio de larvas de Apis mellifera em diferentes
fases do desenvolvimento exposta ao inseticida ciantraniliprole. A) alteragdes na borda
estriada (circulo) e formacdo de protrusdo apical (ponta de seta). B) aumento no niumero de
protusodes apicais (ponta de seta). C) liberacdo de fragmento celular (seta branca), protrusao
(ponta de seta) e vacuolizagdo citoplasmatica (v). D) liberagdo de fragmentos celulares (seta
branca) e secrecdo apocrina (S). E) A partir de 72 horas ninhos de células regenerativas (nr)
com vacuolos (v) e eventualmente picnose nuclear (ponta de seta branca). F) Vacuolizacio

citoplasmatica e protrusdo citoplasmatica (ponta de seta). dc: célula digestiva, fb: corpo
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gorduroso, L: lamen, m: musculo, n: nucleo, seta: matriz peritréfica. A) 12 h; B) 24 h; C) 48

h; D) 72 h; E) 72 h e 96 h; F) 96 h. Barras de escala A-D, F= 50 um, E =20 um.

Figura 4: Micrografias de luz do corpo gorduroso de larvas de Apis mellifera coradas com
hematoxilina e eosina em diferentes fases do desenvolvimento mostrando trofdcitos (t),
endcitos (oe) e urdcitos (u). tr = traqueia. A) controle com 12 h; B) 24 h; C) 48 h; D) 72 h; E)
96 h. Barras de escala = 50 um.
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Micrografias de luz do corpo gorduroso de larvas controle de Apis mellifera em diferentes
fases do desenvolvimento, mostrando enocitos (oe), trofdcitos (t), traqueia (tr) e urdcitos (u).

A) 12 h; B) 48 h; E) 96 h. Barras de escala = 50 pm.

As larvas alimentadas com ciantraniliprole na dieta apresentaram trofocitos com
picnose nuclear, caracterizado pelo niicleo pequeno e com cromatina fortemente condensada,
até 72 horas (Fig. 5SA-D; Apéndice 3). Nenhuma alteragdo morfologica foi encontrada nos

endcitos (Fig. 5A, 5D) e urocitos (Fig. 5C).
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Figura 5: Micrografias de luz do corpo gorduroso de larvas de Apis mellifera em diferentes

fases do desenvolvimento exposta ao inseticida ciantraniliprole. A) presenca de trofocitos (t),
trofocito em picnose (seta preta) e endcitos (oe). B) aumento no nimero de trofocitos em
picnose (setas pretas). C) presenga de urdctios (u) entre os trofocitos (t). D) trofocitos (t) e
endcitos (oe). E) trofocitos (t). m: musculo; tr: traqueia. A) 12 h; B) 24 h; C) 48 h; D) 72 h;

E) 96 h de exposicao ao inseticida ciantraniliprole. Barras de escala = 50 pm.
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4.3 Histoquimica

O teste histoquimico para detecc¢ao de proteinas teve forte reacao positiva no epitélio
do intestino médio de 4. mellifera ao longo do desenvolvimento larval e reagdo mais fraca na
borda estriada do grupo controle (Fig. 6A-E). Entretanto, o epitélio intestinal das larvas
tratadas com ciantraniliprole apresentou reagdo irregular para proteinas ao longo do
desenvolvimento evidenciando alteragdes na forma celular (Fig. 7A-E), presenca de vacuolos
(Fig. 7A), protusdes apicais (Fig. 7A-B) e borda estriada (Fig. 7A-E) com fraca reagdo para

proteinas.
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Figura 6: Micrografias de luz do epitélio intestinal de larvas de Apis mellifera em diferentes
fases do desenvolvimento corados com azul de bromofenol demonstrando células digestivas
(dc), ntcleo com cromatina descondensada (n), borda estriada (bb) e matriz peritrofica (seta
preta). fb: corpo gorduroso; L: lumen. A) controle com 12 h; B) 24 h; C) 48 h; D) 72 h; E) 96

h. Barras de escala = 20 pm.
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Figura 7: Micrografias de luz do epitélio intestinal de larvas de Apis mellifera em diferentes

fases do desenvolvimento corados com azul de bromofenol. A) presen¢a de protrusdo
citoplasmatica (ponta de seta), vactiolo (v) e perda de contato celular com o epitélio (seta
branca); B) aumento no numero de protusdes citoplasmaticas (ponta de seta); D-E) presenca
de protusdes (ponta de seta). n = nucleo, dc = célula digestiva, L= lamen, fb = corpo
gorduroso, nr = ninhos de células regenerativas, m = musculo, bb= borda estriada. A) 12 h; B)
24 h; C) 48; D) 72 h; E) 96 h de exposicao ao inseticida ciantraniliprole. Barras de escala =20

um.
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A intensidade da reacdo de mercurio de bromofenol no epitélio do intestino médio de
A. mellifera através da analise da intensidade de pixel ndo apresentou diferenga entre o

controle e o tratamento (p > 0,05, Fig. 8, Apéndice 1).
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Figura 8: Densidade de pixels (média = SD) para proteinas no intestino médio de larvas de
Apis mellifera do grupo controle e tratamento com ciantraniliprole em 12 h, 24 h, 48 h, 72 he

96 h. ns: ndo significativo pelos testes t-Student e Mann -Whitney (p > 0,05).

O corpo gorduroso das larvas controle (Fig. 9A-E) e do tratamento (Fig. 10A-E)
apresentaram reagao positiva para proteinas distribuidas irregularmente pelo citoplasma,
ocorrendo principalmente na regido perinuclear. Da mesma forma, a intensidade da reagao no

corpo gorduroso foi semelhante entre controle e tratamento (p > 0,05, Fig. 11, Apéndice 1).
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Figura 9: Micrografias de luz do corpo gorduroso de larvas de Apis mellifera em diferentes
fases do desenvolvimento corados com azul de bromofenol demonstrando trofécitos (t),
nucleos (n) com nucléolos evidentes, presenga de goticulas lipidicas (seta branca) e endcito
(oe). A) controle com 12 h; B) 24 h; C) 48 h; D) 72 h; E) 96 h. Barras de escala A= 50 um,
B-C =20 um
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Figura 10: Micrografias de luz do corpo gorduroso de larvas de Apis mellifera em diferentes
fases do desenvolvimento corados com azul de bromofenol demonstrando trofécitos (t),
ntcleos (n) com nucléolos evidentes, presenca de goticulas lipidicas (seta branca), endcito
(oe) e traqueia (tr). A) 12 h; B) 24 h; C) 48 h; D) 72 h; E) 96 h de exposi¢do ao inseticida

ciantraniliprole. Barras de escala =20 pm.
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Figura 11: Densidade de pixels (média + SD) para proteinas no corpo gorduroso de Apis
mellifera do grupo controle e tratamento com ciantraniliprole em diferentes fases do

desenvolvimento. ns: Nao significativo pelos testes t-Student e Mann-Whitney (p > 0,05).

O teste histoquimico para detec¢do de carboidratos apresentou fraca reagdo positiva
no citoplasma das células do epitélio do intestino médio e forte reacdo na borda estriada de A.
mellifera do grupo controle com 12 e 24 horas (Fig. 12 A-B). A partir de 48 horas houve
aumento na intensidade de reagdo no epitélio (Fig. 12 C-E).

Nas larvas expostas ao ciantraniliprole, o epitélio intestinal apresentou fraca reacdo
até 48 horas (Fig. 13 A-B). A borda estriada apresentou forte reacdo ao PAS em 12 e 24 horas
(Fig. 13A), mas a partir de 48 horas a reacdo foi fraca (Fig. 13 B-D). Com 72 e 96 horas de
exposicdo ha reacdes positivas escassas no citoplasma das células digestivas, nas protusdes

apicais e nos fragmentos celulares (Fig. 13 C-D).
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Figura 12: Micrografias de luz do epitélio intestinal de larva de Apis mellifera corados com
acido periodico de Schiff demonstrando células digestivas (dc), nicleo com cromatina
descondensada (n), borda estriada (bb) com uma marcagdo um pouco mais intensa e matriz
peritrofica (seta preta). tb: corpo gorduroso; L: [uimen. A) controle com 12 h; B) 24 h; C) 48
h; D) 72 h; E) 96 h. Barras de escala =20 um.

Figura 12: Micrografias de luz do epitélio do intestino médio de larva controle de Apis

mellifera submetidas ao teste de PAS mostrando células digestivas (dc) com reagdo fraca,
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borda estriada (bb) e matriz peritréfica (setas) com reagdo forte. b = corpo gorduroso, L=

limen, n - ntcleo. A) 12 h; B) 24 h; C) 48 h; D) 96 h. Barras de escala =20 um.

Figura 13: Micrografias de luz do epitélio intestinal de larva de Apis mellifera corados com
acido periodico de Schiff. A-B) fraca reacdo nas células digestivas (dc) e forte reagdo na
borda estriada (bb). C) Fraca reagdo nas células digestivas (dc), desorganizacdo (circulo) e
fraca reacdo na borda estriada (bb). D) presenca de pontos com forte marcacdo nas células
digestivas (dc), na protusdo citoplasmatica (ponta de seta) e perda de contato celular (seta

branca). E) forte marca¢do nas células digestivas (dc), desorganizacao (circulo) e fraca reagao
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na borda estriada. n = ntcleo, seta preta = matriz peritrofica, fb = corpo gorduroso, L =
limen. A) 12 h; B) 24 h; C) 48 h; D) 72 h; E) 96 h de exposicao ao inseticida ciantraniliprole.
Barras de escala = 20 pm.

A intensidade da reagdo de PAS para polissacarideos neutros no epitélio do intestino
médio de A. mellifera foi similar entre o controle e o tratamento com ciantraniliprole (p >

0,05, Fig. 14, Apéndice 12).
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Figura 14: Densidade de pixels (média + SD) para polissacarideos neutros no intestino médio
de Apis mellifera do grupo controle e tratamento com ciantraniliprole em 12 h, 24 h, 48 h, 72

h e 96 h. ns: ndo significativo pelos testes t-Student ¢ Mann -Whitney (p > 0,05).

O corpo gorduroso das larvas controle apresentou reagdo positiva para
polissacarideos neutros por todo o citoplasma dos trofécitos (Fig. 15A-E), enquanto naquelas
expostas ao ciantraniliprole a reacdo foi aparentemente mais forte no citoplasma dos

trofocitos (Fig. 16A-E).
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Figura 15: Micrografias de luz do corpo gorduroso de larva de Apis mellifera corados com
acido periddico de Schiff demonstrando enocito (oe), nicleos (n) e trofocitos (t). A) controle

com 12 h; B) 24 h; C) 48 h; D) 72 h; E) 96 h. Barras de escala =20 pm
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Figura 16: Micrografias de luz do corpo gorduroso de larva de Apis mellifera corados com
acido periddico de Schiff demonstrando, endcito (oe), nucleos (n) com nucléolos evidentes e
trofocitos (t). A) 12 h; B) 24 h; C) 48 h; D) 72 h; E) 96 h de exposicdo ao inseticida

ciantraniliprole. Barras de escala =20 um.



44

A intensidade da marcagdo do PAS no corpo gorduroso através da andlise de pixels
mostrou maior quantidade de polissacarideos nos trofocitos de larvas tratadas com o inseticida
por 72 horas que no controle (W= 1; p = 0.015), sendo semelhantes nos demais tempos de

exposicao (p > 0,05, Fig. 17, Apéndice 1).
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Figura 17: Densidade de pixels (média £ SD) para polissacarideos neutros no corpo
gorduroso de Apis mellifera do grupo controle e tratamento com ciantraniliprole em diferentes
fases do desenvolvimento. Asterisco — diferente pelo teste de Mann-Whitney (p = 0,01). ns —

nao significativo pelos t-Student e Mann — Whitney (p > 0,05).

4.4 Estresse oxidativo

As analises de estresse oxidativo, revelaram que a atividade enzimatica da catalase,
da superoxido dismutase, a peroxidagdo lipidica e a concentragdo de 6xido nitrico foram
semelhantes entre as larvas controle e expostas ao inseticida ciantraniliprole (p> 0,05; Fig.
18A-D, Apéndices 1-2). Entretanto, concentragdo de proteinas carboniladas (U = 37.0; p =

0.001) e a capacidade antioxidante total (U = 73; p = 0.003) foram maiores nas larvas
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expostas ao ciantraniliprole por 96h e similares nos demais tempos de exposicao (Fig. 18E-F,

Apéndice 3).
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Figura 18: Atividade da enzima catalase (A), superoxido dismutase (B), peroxidagao lipidica

(C), 6xido nitrico (D), proteina carbonilada (E) e capacidade antioxidante total (F) em larvas

de A. mellifera do controle e expostas ao inseticida ciantraniliprole. * = diferenga significativa

e ns: nao significativo pelos testes t e Mann-Whitney (p > 0,05).
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5  DISCUSSAO

As larvas de A. mellifera alimentadas durante seu desenvolvimento com a
concentragdo residual de ciantraniliprole encontrada nos graos de pdlen ndo apresentam
diferenga no peso em comparagdo com aquelas controle, similar ao reportado para o inseticida
dimetoato (Lopez et al., 2017), mas diferente do relatado para larvas desta abelha alimentadas
com dieta contendo glifosato (Dai et al., 2018) e o imidacloprido (Cook, 2019) e para o bicho
da seda Bombyx mori Linnaeus, 1758 (Leptdoptera: Bombycidae) exposto ao tiametoxam
(Chen et al., 2023) que apresentaram reducdo de peso, bem como para o piriproxifeno que
aumentou o peso das larvas de B. mori (Xu et al., 2022). Estes resultados indicam que como
os pesticidas afetam os insetos varia conforme o grupo quimico, sua concentragdo e da
espécie exposta.

Embora as larvas de A. mellifera expostas ao ciantraniliprole nao tenham apresentado
alteracdes no peso do ultimo instar de desenvolvimento, foram observadas alteracdes
histopatologicas no intestino médio ao longo do desenvolvimento pds-embriondrio e nos
primeiros estagios no corpo gorduroso.

No intestino médio as principais alteragdes foram a desorganizagdo da borda
estriada, vacuolizagdo citoplasmatica, formagao de protusdes apicais, liberacdo de fragmento
celular, secre¢do apocrina e picnose em ninhos de célula regenerativa, indicando que a
concentragdo residual de ciantraniliprole ¢ toxica para as larvas de A. mellifera. Danos
similares foram descritos em larvas de 4. mellifera expostas a concentracdo do inseticida
imidacloprido encontrada em graos de polen (Carneiro et al., 2023), assim como operarias
adultas expostas aos inseticidas espiromesifeno (Serra et al., 2021) e imidacloprido (Carneiro
et al., 2022), aos fungicidas iprodione (Carneiro et al., 2020) e azoxistrobina (Serra et al.,
2023) e ao acaricida cyflumetofen (Reis et al., 2024a; 2024b). Além de A. mellifera, danos

similares foram reportados no intestino médio da abelha sem ferrdo Partamona helleri
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(Friese, 1900) (Hymenoptera: Apidae) exposta ao herbicida tebutiuron (Farder-Gomes, et al.,
2024) e ao inseticida tiametoxam (de Oliveira Motta et al., 2024), e a lagarta Anticarsia
gemmatalis Hiibner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae) expostas a azamax (Farder-Gomes et al.,
2022) e ao inseticida flupiradifurona (Lima, et al., 2024). A presenca dos mesmos danos em
diferentes organismos, expostos a variadas concentra¢des de diversos xenobidticos quimicos,
indica que essa ¢ uma resposta fisiolégica comum nos insetos.

Alteragdes na borda estriada do epitélio do intestino médio, no inicio do
desenvolvimento larval com 12h e 24h de exposi¢do ao ciantraniliprole, podem comprometer
a absor¢do de nutrientes, uma vez que essas estruturas aumentam a superficie de absor¢ao das
células digestivas (Crawley et al., 2014) podendo chegar a 200x em algumas abelhas (Serrdo e
Cruz-Landim, 1995). Protusdes citoplasmaticas apicais sdo comuns no intestino médio de
abelhas, principalmente na porc¢do posterior (Cruz Landim et al., 1996), porém, em excesso e,
com a presenca de vacuolos, podem ser um indicativo de processos de detoxificacdo para
reduzir os efeitos do inseticida, liberando para o limen o composto toxico ou componentes
que precisam ser reciclados (Castro et al., 2021). A progressdo das alteragdes morfoldgicas,
desde a formagdo de protusdes citoplasmaticas, aparecimento de vacuolizacdo e liberacdao de
fragmento celular também sdo danos indicativos de apoptose (Hécker, 2000). A liberagdo de
fragmentos celulares com 48h e 72h de desenvolvimento larval causada pelo inseticida pode
ser considerada uma resposta ao aciimulo de danos irreversiveis, ou que seja energeticamente
alto para a célula reparar (Alberts et al., 2017). Porém, a liberacdo de secre¢do apdcrina em
larvas com 72h de exposi¢do ao ciantraniliprole pode indicar que vias de detoxificagdo ainda
poderiam estar ativas (Martinez et al., 2018), o que seria importante uma vez que também ha
danos nos ninhos de células regenerativas, e essas sdo as células responsaveis por repor as

células digestivas perdidas (Fernandes et al., 2010, Dias et al., 2024).
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Ha de se considerar que nesse periodo a larva estd encaminhando para os estagios
finais do desenvolvimento pos-embrionario e ainda precisa absorver nutrientes suficientes
para a metamorfose que envolve a reconstrucdo de diversos o6rgdos (Dobrovsky, 1951).
Portanto, ¢ plausivel sugerir que esse processo de detoxificagdo contribui para manter a
funcionalidade do epitélio, o que foi suportado pelos testes histoquimicos para deteccao de
proteinas e polissacarideos que foram semelhantes entre as larvas tratadas e controle.

Os danos histopatologicos observados no epitélio do intestino médio das larvas de A.
mellifera expostas ao ciantraniliprole, pode ser devido ao modo de a¢do deste inseticida, que
atua nos receptores de rianodina (RyR), liberando ions célcio do reticulo sarcoplasmatico das
c¢lulas musculares (Cordova et al., 2006; El-Sheikh e Ashour, 2022). Apesar de muito se
mencionar sobre os receptores de RyR e sua agdo no reticulo sarcoplasmatico de células
musculares, esses receptores também estdo presentes no reticulo endoplasmatico liso de
outras células (Sattelle et al., 2008), incluindo o epitélio intestinal (Xie et al., 2012; Wan et al.,
2014). Assim, uma vez que o mecanismo de acdo do inseticida ¢ a interagdo com RyR
causando liberagdo de ions Ca?', ele pode levar a alteragdes na homeostase do Ca**
intracelular, um importante sinalizador celular (Toprak et al., 2021), e afetar as células do
epitélio intestinal.

A presenca de picnose nuclear, foi a principal alteragdo nos trofocitos do corpo
gorduroso, principalmente em 24 horas de exposi¢do ao ciantraniliprole, indicando que o
composto quimico atravessa a barreira epitelial do canal alimentar. As alteragdes
morfoldgicas no nucleo e intensa condensagcdo da cromatina sdo caracteristicas de apoptose
(Burgoyne, 1999; Doonan e Cotter, 2008), um processo de morte celular regulado pela
ativacao de caspases (Nagata, 2018). A morte celular relacionada a via apoptdtica no corpo
gorduroso também foi relatado para a abelha sem ferrdo Scaptotrigona postica (Latreille,

1807) (Hymenoptera: Apidae) exposta a concentragdes subletais de imidacloprido,
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piraclostrobina e glifosato (Farder-Gomes et al., 2024). Esses resultados indicam que, mesmo
em concentragdes residuais e subletais, os pesticidas sdo capazes de afetar o corpo gorduroso,
um 6rgao ndo alvo desses compostos quimicos.

Nao foram observadas alteragdes morfologicas nos enocitos e urdcitos nas larvas
expostas ao ciantraniliprole. Enocitos sdo células de origem ectodérmica que podem estar
distribuidos entre os trofocitos ou agrupados proximo a cuticula, responsaveis pela producao
dos hidrocarbonetos que compdem a epicuticula do inseto, lipideos e proteinas (Arrese e
Soulages, 2010). A exposicdo a inseticidas em alguns casos pode levar a alteracdes
morfoldgicas nos endcitos, como o aparecimento de vacuolos citoplasmaticos, nucleos
periféricos ou vacuolizados e alteracdo no tamanho e no contorno celular, conforme descrito
para A. mellifera expostas a tiametoxam (Domingues, et al., 2017) e a abelha solitaria
Tetrapedia diversipes Klug, 1810 (Hymenoptera: Apidae) exposta a imidacloprido (de Assis,
et al., 2022). Entretanto, o ciantraniliprole na concentracio residual encontrada nos graos de
pélen ndo causa danos nestas células, similar ao reportado para o imidacloprido em A.
mellifera (Carneiro et al., 2023) e em Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae)
(Marriel et al., 2016). Em todo caso, a presenca, ou auséncia, de alteragdes morfoldgicas
nessa célula pode estar relacionada com o modo de acdo do inseticida, o tempo de exposigdo e
a concentracao usada.

Urdcitos sdo trofocitos modificados presentes no ultimo estagio de desenvolvimento
larval que acumulam urato e residuos nitrogenados, compondo o sistema excretorio das larvas
durante a fase de substituicdo dos tiibulos de Malpighi larvais pelos do adulto (Cruz Landim,
2009; Furtado et al., 2013; Skowronek et al., 2021). Apesar de ter ocorrido liberagdo de
fragmentos celulares para o limen do intestino médio, presenca de picnose nuclear em alguns
trofocitos e oxidagdo proteica, os dois primeiros danos ocorreram em até 72 horas de

exposi¢do ao inseticida e a oxidagdo proteica foi significativa apenas em 96 horas, fase do
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desenvolvimento em que os urdcitos come¢am a ser frequentes por estar proximo ao final do
estagio larval. A degradagdo desses compostos antes do aparecimento dos urdcitos pode ter
sido metabolizada por outras vias, evitando altera¢cdes morfoldgicas pelo acimulo de residuos
nitrogenados provenientes dos acidos nucleicos e proteinas. Além disso, o ciantraniliprole foi
administrado em uma concentragdo residual e durante o periodo de exposicdo mecanismos de
defesa foram ativados para neutralizar o inseticida, conforme apontado pelos resultados da
capacidade antioxidante total, o que poderia explicar a auséncia de alteragdes nos urdcitos que
ndo sao células alvo do inseticida.

Embora ndo tenha ocorrido diferenga significativa no corpo gorduroso para a
presenga de proteinas, as larvas no grupo tratado com 72 horas de exposi¢do ao inseticida
apresentaram maior reserva de polissacarideos que aquelas do controle. No estdgio larval, o
corpo gorduroso tem como fun¢do principal o acimulo de reservas energéticas, sendo os
lipideos a primeira fonte energética a ser armazenada e os carboidratos a segunda sob a forma
de glicogénio (Cruz Landim, 2009). Parte dessas reservas sao mobilizadas a cada muda larval
e para atender as necessidades do organismo (Arrese e Soulages, 2010). O periodo em que
ocorreu intensa marcagdo no grupo tratado corresponde ao momento em que havia alta
liberacdo celular para o limen, além de estar proximo ao final do estagio larval. Dessa forma,
o acumulo de glicogénio pode ser uma resposta de sobrevivéncia para se proteger de
condi¢cdes adversas e ter energia suficiente para a reconstru¢do dos tecidos durante o periodo
de pupagdo. O acamulo de glicogénio nos trofécitos ja foi relatado para o besouro Sitophilus
zeamais Motschulsky, 1855 (Coleoptera: Curculionidae) resistentes a inseticida, em
comparacdo com os besouros suscetiveis (Guedes et al., 2006), como uma forma de
mobilizagdo de energia para a formagao de mecanismos de resisténcia.

As analises de estresse oxidativo revelam um aumento na capacidade antioxidante

total e de proteinas carboniladas nas larvas expostas ao ciantraniliprole no final do
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desenvolvimento, mas sem diferenga significativa para catalase, superoxido dismutase, 6xido
nitrico ¢ malondealdeido. A capacidade antioxidante total indica como o conjunto de
substancias antioxidantes reagem a determinadas situacdes no organismo e todas as larvas
foram alimentadas com geleia real, uma substincia secretada pelas glandulas hipofaringeas e
mandibulares das operarias que possui multiplas propriedades funcionais, dentre elas a agao
antioxidante (Martinello e Mutinelli, 2021). Como a tnica diferenga na alimentagdo das larvas
era a presenca do inseticida, o aumento na capacidade antioxidante total das larvas expostas
ao inseticida no final do desenvolvimento ¢ um indicativo de que esse tipo de defesa protege
parcialmente o organismo contra o ciantaniliprole em concentragdo residual, uma vez que nao
houve alteracdo nas enzimas e outros marcadores de estresse oxidativo, mas ndo ao ponto de
evitar a oxidacdo de proteinas, uma modificacdo irreversivel que pode levar a perda de funcao

das proteinas afetadas (Akagawa, 2021).

5 CONCLUSAO

A exposicao a inseticidas durante a coleta de provisdes, como o pélen, ¢ comum para
as abelhas, podendo levar a danos subletais, sendo que os impactos dessa interacdo com
larvas de abelha passaram a ser um topico de interesse nos ultimos anos, contribuindo
para um melhor entendimento de como esses compostos quimicos podem afetar o
comportamento, desenvolvimento e fisiologia desses organismos. Os resultados aqui
obtidos evidenciam que danos histopatologicos no intestino médio, alteragdo na
concentragdo de carboidratos no corpo gorduroso e aumento de marcadores de estresse
oxidativo indicam efeitos colaterais do ciantraniliprole nas larvas em concentragdo
campo-realista de residuos do ciantraniliprole em graos de pdlen. Estudos futuros
analisando se os efeitos da concentragdo residual consumidos durante o estagio larval

impactam as operarias adultas podem contribuir com a avaliagdo de riscos deste inseticida.
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APENDICE
Tabela 1: Valores de p em seus respectivos testes estatisticos por 6rgado e técnica
histoquimica.
, p p p p p
Histoquimica  Orgao Teste usado valor valor wvalor wvalor wvalor
12hs 24hs 48hs 72hs  96hs
Teste t (12h,
. . 24h, 48h, 96h)
ﬁf}fﬁe"ngf h;:leéscﬁgo 0.567 0.810 0.964 0420 0.593
Mann-Whitney
(72h)
Teste t (12h,
L. 24h, 48h, 96h)
ﬁirr‘r’l‘f;eongf Ofgl‘;fgso 0.702 0250 0.336 0.150 0.930
& Mann-Whitney
(72h)
Teste t (12h,
Intestino 24h, 48h, 72h)
PAS médio 0.184 0.591 0.990 0.928 1
Mann-Whitney
(96h)
Teste t (12h,
C 24h, 48h, 96h)
PAS oré);fgso 0.856 0.111 0.783 0.015 0.110
& Mann-Whitney
(72h)
Tabela 2: Valores estatisticos para catalase (CAT).
Horério Teste Estatistica DF p valor Resultado
estatistico
12h Teste t -0.799 8.53 0.446 N3io
significativo
24h Mann-Whitn 42 - 0.904 Nao
ey significativo
48h Teste t 1.71 15.7 0.107 N3io
significativo
72h Teste t 2.36 21.2 0.027 Niao
significativo
96h Mann-Whitn 106 - 0.370 Nio
ey significativo




Tabela 3: Valores estatisticos para superdéxido dismutase (SOD).

70

Horario Teste Estatistica DF p valor Resultado
estatistico
12h Teste t -0.895 6.85 0.401 Nao
significativo
24h Mann-Whitn 39 - 0.965 Nao
ey significativo
48h Mann-Whitn 80 - 0.649 Nao
ey significativo
72h Teste t -1.07 20.9 0.296 Nao
significativo
96h Mann-Whitn -0.216 -0.216 0.832 Nao
ey significativo
Tabela 4: Valores estatisticos para malonaldeido (MDA).
Horério Teste Estatistica DF p valor Resultado
estatistico
12h Teste t 0.417 11.406 0.683 Nao
significativo
24h Teste t 1.121 8.660 0.292 Nao
significativo
48h Teste t -0.207 10.304 0.839 Nao
significativo
72h Teste t 0.233 10.954 0.819 Nao
significativo
96h Mann-Whitn 36 - 0.164 Nao
ey significativo
Tabela 5: Valores estatisticos para 6xido nitrico (NO)
Horério Teste Estatistica DF p valor Resultado
estatistico
12h Teste t 0.856 8.048 0.416 Nao

significativo
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24h Mann-Whitn 27 - 0.474 Nao
ey significativo
48h Teste t -1.602 21.333 0.123 Nao
significativo
72h Mann-Whitn 94 - 0.649 Nao
ey significativo
96h Mann-Whitn 120 - 0.150 Nao
ey significativo
Tabela 6: Valores estatisticos para proteina carbonilada (PC)
Horério Teste Estatistica DF p valor Resultado
estatistico
12h Mann-Whitn 18 - 1.000 Nao
ey significativo
24h Mann-Whitn 56.5 - 0.321 Nao
ey significativo
48h Teste t -0.194 16.311 0.848 Nao
significativo
72h Mann-Whitn 79.5 - 0.817 Nao
ey significativo
96h Mann-Whitn 37 - 0.001 Significativo
ey
Tabela 7: Valores estatisticos para capacidade antioxidante total (TAC).
Horério Teste Estatistica DF p valor Resultado
estatistico
12h Teste t 0.199 7.898441 0.846 Nao
significativo
24h Teste t -0.168 12.650309 0.868 Nao
significativo
48h Mann-Whitn 99 - 0.119 Nao
ey significativo



72h

96h

Teste t

Mann-Whitn
ey

-2.126
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12.768720

0.053

0.003

72

Nao
significativo

Significativo




