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RESUMO

As populações de abelhas estão ameaçadas por estressores como pesticidas,

redução de diversidade de recursos e patógenos. Alguns estressores podem atuar

fragilizando as abelhas a ação de outros estressores. Dentre os inseticidas,

ciantraniliprole atua em canais de cálcio ligantes de rianodina das células

musculares, causando a morte do inseto. O microsporídeo Nosema ceranae é

patógeno da abelha Apis mellifera responsável pela nosemose, sendo parasita

intracelular do epitélio do intestino médio, causando danos à s células, com

capacidade de reduzir a morte celular por apoptose, um mecanismo de defesa

contra patógenos intracelulares. A redução de apoptose por N. ceranae pode

inviabilizar um dos mecanismos fisiológicos pelos quais as abelhas contrapõem a

ação de pesticidas. O objetivo foi testar a hipótese da supressão da apoptose do

epitélio do intestino médio das abelhas por N. ceranae como mecanismo causal

responsável pela fragilização das abelhas a ação do inseticida ciantraniliprole.

Especificamente foram avaliadas supressão da apoptose e danos histopatológicos

no intestino médio de operárias de A. mellifera. Abelhas infectadas por N. ceranae

tiveram sobrevivência reduzida após a exposição a apenas uma das concentrações

subletais testadas de ciantraniliprole. Abelhas infectadas e expostas à concentração

subletal deletéria de ciatraniliprole apresentaram menor ativação da via apoptótica

na porção anterior do intestino médio que abelhas apenas expostas ao inseticida e

maior ativação da via na porção posterior que abelhas apenas apenas infectadas. As

porções medial e posterior do intestino médio de abelhas infectadas e expostas ao

inseticida em concentração subletal deletéria apresentaram menor ativação da via

apoptótica que abelhas apenas expostas ao inseticida. Esses resultados evidenciam

que o padrão diferencial de colonização do epitélio intestinal pelo patógeno

influencia a capacidade de redução de apoptose e o processo de interação do

hospedeiro com o pesticida, onde em regiões de maior colonização o epitélio é

incapaz de mitigar, com impactos histopatológicos, comprometendo a fisiologia do

órgão. Além disso, a associação deletéria entre patógeno-pesticida é concentração-

dependente. As implicações histopatológicas do trabalho indicam tanto que as

porções do intestino

RESENDE, Matheus Tudor Cândido Santos de, D.Sc., Universidade Federal de
Viçosa, fevereiro de 2025. Interação patógeno-abelha-pesticida: a supressão de
apoptose pelo patógeno Nosema ceranae no intestino médio suceptibiliza o
hospedeiro Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) na ação tóxica e
histopatológica do inseticida ciantraniliprole. Orientador: Jose Eduardo Serrao.
Coorientador: Jamile Fernanda Silva Cossolin.



médio precisam ser consideradas quanto que alguns parâmetros histopatológicos

como a vacuolização citoplasmática são responsivas ao efeito de ambos os

estressores associados, enquanto a fragmentação celular não. O índice de lesão se

mostrou uma métrica eficiente para avaliar o estresse do órgão, porém seu

significado é dependente da interpretação de cada um dos parâmetros utilizados em

seu cálculo. Em conclusão , N. ceranae tem potencial de fragilizar as abelhas a ação

do ciantraniliprole, tornando esse patógeno de abelhas chave em contextos de

múltiplos estressores nos quais as abelhas podem se encontrar inseridas .

Palavras-chave: Microsporídio; Intestino médio; Caspase-3; Histopatologia;

Associação patógeno-pesticida. 



ABSTRACT

Bee populations are threatened by stressors, including pesticides, reduced resource

diversity, and pathogens. Some stressors may weaken bees to the action of others .

Among insecticides, cyantraniliprole acts on ryanodine-binding calcium channels in

muscle cells, causing the death of the insect. The microsporidium Nosema ceranae is

a pathogen of the honeybee Apis mellifera responsible for nosemosis, being an

intracellular parasite of the midgut epithelium, causing damage to cells, with the

ability to reduce cell death by apoptosis, a defense mechanism against intracellular

pathogens. The reduction of apoptosis by N. ceranae may render unviable one of the

physiological mechanisms by which bees have to mitigate the action of pesticides.

The objective was to test the hypothesis that the apoptosis suppression in the midgut

epithelium of host bees by N. ceranae is a causal mechanism responsible for

increase the honeybee susceptibility to the insecticide cyantraniliprole. More

specifically, the apoptosis suppression and the histopathology in the midgut of the

bees were evaluated . Bees infected with N. ceranae present reduced survival after

exposure to only one of the tested sublethal concentrations of cyantraniliprole. Bees

both infected and exposed to a deleterious sublethal concentration of cyantraniliprole

have activation of the apoptotic pathway in the anterior midgut portion than bees only

exposed to the insecticide and higher apotosis activation o in the posterior midgut

than bees only infected. The medial and posterior midgut portions of bees infected

and exposed to the insecticide at a deleterious sublethal concentration present lower

apoptosis than bees only exposed to the insecticide. These results reveal that the

differential pattern of colonization of the midgut epithelium by N. cerananae

influences the ability to reduce apoptosis and the host interaction process with the

insecticide , where in regions of hig pathogen colonization the midgut is unable to

mitigate it effects, with histopathological impacts, compromising the physiology of the

organ. In addition, the deleterious association between pathogen and pesticide is

concentration-dependent. The histopathological implications of the study indicate that

the midgut portions need to be considered and that some histopathological

parameters such as cytoplasmic vacuolization are

RESENDE, Matheus Tudor Cândido Santos de, D.Sc., Universidade Federal de
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responsive to the effect of both associated stressors, while cellular fragmentation is

not. The lesion index proved to be an efficient metric for assessing organ stress, but

its significance depends on the interpretation of each of the parameters used in its

calculation. Therefore, N. ceranae has the potential to weaken honeybees to the

action of cyantraniliprole, making this pathogen key in contexts of multiple stressors

in which bees may find themselves.

Keywords: Microsporidium; Midgut; Caspase-3; Histopathology; Pathogen-pesticide

association
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1. Introdução
As abelhas são responsáveis por fornecer serviços de polinização críticos para os

ecossistemas naturais, sendo agentes fundamentais na conservação dos ecossistemas e

suas biodiversidades, dado que o declínio de polinizadores afeta negativamente a

qualidade dos ecossistemas (Kearns e Inouye, 1997, Ollerton et al., 2011, Giannini et

al., 2015, Doeke et al., 2015). Esses serviços são fundamentais para a flora, sendo

responsáveis pela reprodução de diversas espécies, nas quais em torno de 75%

(Ricketts et al., 2008) a 87,5% (Ollerton et al., 2011) das angiospermas são

dependentes de polinizadores. A relevância das abelhas se estende para ecossistemas

agrícolas, uma vez que Apis mellifera Linnaeus (Hymenoptera: Apidae) é a espécie

mais utilizada na polinização de cultivares comerciais, sendo responsável por até um

terço da alimentação humana dependente de polinização (McGregor, 1976; Williams,

1995; Williams, 2002; Johson, 2010). Além disso, essa abelha contribui com produtos

de importância econômica como mel, cera, própolis, geleia real e apitoxinas por meio

do setor apícola (Atkins, 1992; Danforth, 2007, Wolff, L. F., & Gomes, J. C. C., 2015;

Pires et al., 2016; Potts et al., 2016; Ismail, M. M., & Ismail, W. I. W. 2018,

Vapa-Tankosić, J. et al, 2020), indicando sua importância ecológica, econômica e

social.

O atual declínio das populações e da diversidade de polinizadores é causa de

preocupação, ocorrendo em abelhas tanto manejadas quanto silvestres (Stokstad, 2007;

Henry et al., 2012; Lee et al., 2015; Pires, et al., 2016; Seitz et al., 2016), incluindo

abelhas melíferas (Seitz et al., 2022). Os fatores responsáveis pelo declínio são de

natureza ecológica como competição interespecífica, qualidade do alimento coletado

no forrageio, perda e fragmentação de habitats, alterações climáticas, patógenos,

assim como o uso frequente de pesticidas na atividade agrícola (Goulson et al., 2015;

Lee et al., 2015). Um fenômeno contíguo é a Desordem do Colapso de Colônias

(CCD), inicialmente observado em 2006 nos Estados Unidos em regiões de manejo

agrícola intensivo, caracterizado pelo abandono das colmeias contendo a rainha, crias

e alimento pelas operárias e, portanto, sendo responsável por perdas massivas de

colônias sem causa evidente e sem presença de abelhas mortas ( van Engelsdorp et al.,

2009; Pires et al., 2016).

O CCD possui causa multifatorial (Henry et al., 2012), configurando-se como uma

síndrome de estresse (vanEngelsdorp et al 2009) em decorrência de múltiplas
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interações ecológicas negativas, como parasitismo pelos ácaros Varroa spp., infecção

por patógenos (DeGrandi-Hoffman et al., 2015), declínio da diversidade e qualidade

de pólen (Di Pasquale et al., 2013) e contato com pesticidas (Johnson et al., 2010; Zhu

et al., 2015). Esses fatores estressantes podem atuar individualmente ou em

concomitância, com ação aditiva ou sinérgica, o que intensificaria reciprocamente

seus efeitos, contribuindo para o estabelecimento da CCD, a redução da sobrevivência,

o aumento de mortalidade e declínio das populações de abelhas (Nazzi et al 2012;

Henry et al., 2012; Pettis, et al., 2012; Lee et al., 2015, Goulson, et al. 2015; Doublet

et al, 2015; Sánchez-Bayo, et al. 2016; Grassl, Julia, et al. 2018; T O’Neal et al., 2018;

Meeus et al., 2018; Harwood & Dolezal, 2020).

As abelhas estão expostas a diversos pesticidas aplicados próximos a seus locais

de nidificação ou a matrizes apícolas (Bogdanov, 2006) como também, em

decorrência de seus hábitos de forragear amplas áreas buscando recursos como néctar,

pólen e água, entrando em contato com pesticidas e transportando-os para a colmeia

onde contaminam as demais abelhas, as crias, mel e cera. O comportamento das

abelhas reforça, portanto, a hipótese da relação causal dos pesticidas com o declínio

das populações de abelhas e CCD (revisado por Blacquiere et al., 2012;

Calatayud-Vernich, 2018).

A agricultura intensiva é dependente do uso de pesticidas, uma vez que a prática

ampla da monocultura torna os campos de cultivo particularmente susceptíveis a

pragas e doenças (Sattle, 2007). Além disso, contaminações por pesticidas foram

reportadas em diversas localidades onde não foram diretamente aplicados, incluindo

águas superficiais, pluviais, fluviais e subterrâneas (Ritter et al., 1990; Sankhla et al.,

2018), e até mesmo em regiões atmosféricas distantes de campos agrícolas

(Espallardo et al., 2012; Galon et al., 2021; Mayer et al., 2024).

Dentre os pesticidas, os inseticidas são amplamente usados, e quando utilizados

em quantidades letais afetam as colônias, dado que causam redução das populações

totais de abelhas em campo (Johnson et al., 2010; Zhu et al., 2015; Seitz et al., 2022).

Os efeitos subletais também causam impacto gerando alterações de curto e longo

prazo na morfologia, fisiologia e comportamento das abelhas por meio de

perturbações olfativas, capacidade de aprendizado, memória, paralisia, redução da

sobrevivência e desorientação, fenômenos que comprometem os serviços de

polinização e manutenção da colônia (Basu & Chakrabarti et al., 2019). Outros efeitos

verificados são aumento de estresse oxidativo (Di Noi et al., 2021) e aumento da
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susceptibilidade a patógenos com redução de imunocompetência (Desneux et al.,

2007, Brandt et al., 2016, Tarek et al., 2018). Os efeitos subletais decorrentes de

baixas concentrações de pesticidas por exposição aguda e crônica estão recebendo

cada vez mais foco dos pesquisadores (vanEgelsdorp e Meixner, 2010; de Castro et al.,

2020), uma vez que estudos utilizando quantidades não campo-realistas, geram

incerteza sobre a relevância de seus dados (Blacquiere, 2012), de modo que estudos

com concentrações campo-realistas em exposições crônicas são cada vez mais

prementes.

A despeito das causas de declínio das abelhas não terem sido inequivocamente

estabelecidas, o uso em larga escala de pesticidas tem sido implicado como um dos

principais contribuintes (Hienry et al. 2012; Fairbrother et al., 2014, Woodcock et al.,

2016). Dentre os pesticidas, uma nova classe de inseticidas foi proposta para um

controle eficiente de pragas, a das diamidas antranílicas ou antranilamidas (Lahm et.

al., 2005). Dentre as diamidas antranílicas, a ciantraniliprole, é sistêmico e com

eficiência para controle de Bemisia tabaci, Anticarsia gemmatalis e Leucoptera

coffeella, importantes pragas das culturas da soja e do café, ambas polinizadas por

abelhas melíferas. Esses compostos possuem como alvo primário o receptor de

rianodina dos canais de cálcio, abrindo-os como um novo alvo para desenvolvimento

de inseticidas, o que é fundamental para a ampliação da rotação de inseticidas no

controle de resistência no manejo integrado de pragas (Lahm et. al., 2005).

Os canais de cálcio possuem particular importância na fisiologia da contração

muscular, havendo os canais de cálcio dependente de voltagem e os canais de cálcio

com receptor de rianodina (Lahm et. al., 2005). Os canais de cálcio dependentes de

voltagem regulam a entrada de cálcio na célula pela membrana plasmática, e os canais

de cálcio com receptor de rianodina regulam a passagem de cálcio interno do lúmen

de organelas para o citosol, portanto presentes no retículo sarcoplasmático de células

musculares (Cordoba et al., 2006). Por consequência, células musculares são

consideradas o alvo primário, pois os canais no retículo sarcoplasmático são um dos

alvos onde as diamidas antranílicas se ligam e liberam descontroladamente os íons de

cálcio desregulando a homeostase (Lahm et. al., 2005; Cordoba et al., 2006). A

sintomatologia em insetos inclui interrupção da alimentação, paralisia e morte (Lahm

et. al., 2005).

Embora os canais de cálcio sejam elementos centrais na contração muscular, a

homeostase do cálcio participa de múltiplas funções celulares essenciais (Lahm et. al.,
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2005), e sua atuação se estende por diversos tipos e funções celulares (Patel et al.,

2010; Stiber et al, 2011; Morio et al., 2021; Malci et al., 2022). Nesse sentido,

apresenta papel na sinalização celular (Patel et al., 2010) ou mesmo nas funções

neuronais (Malci et al., 2022) com sua desregulação implicada em neurodegeneração

(Lim et al., 2021). Além disso, canais de cálcio com receptores de rianodina estão

presentes em outras organelas além do retículo endoplasmático, como mitocôndrias,

outro importante compartimento de armazenamento do cálcio nas células (Lim et al.,

2021; Morio et al., 2021; Rosenberg, 2022). As características morfológicas das

mitocôndrias e suas distribuições e co-localizações com retículo endoplasmático estão

relacionadas a homeostase do cálcio celular (Sánchez-Vázquez et al., 2022). A quebra

da homeostase de cálcio desregula diversos outros eletrólitos intracelulares, como o

cloro, devido as interrelações entre os gradientes eletroquímicos e suas influências

celulares mútuas, principalmente em contexto de lesão celular (Buja et al., 1998).

Assim, há evidências que o modo de ação das diamidas antranílicas é, embora um

alvo molecular muito específico, amplo, devido às múltiplas funcionalidades em

diversos tipos celulares desse mesmo alvo, diferentemente do que ocorre em alvos de

inseticidas neonicotinóides (Lundin et al., 2015; Nauen et al., 2019), por exemplo.

Portanto, reduzir o alvo primário ao músculo ou células musculares pode representar

um recorte teórico precário e uma interpretação superficial das evidências disponíveis

desse grupo de inseticidas. De fato, efeitos citotóxicos devido a diamidas antranílica

clorantraniliprole foram evidenciados em órgãos e tecidos considerados como

não-alvos como o epitélio do intestino médio em Anticarsia gematalis (Castro e

Castro et al., 2021).

Danos em órgãos não-alvos, como intestino médio são preocupantes, uma vez que

esse participa, além da digestão e absorção, do sistema de detoxificação das abelhas

(Smagghe et al., 2001; Gong & Diao, 2017). Esse sistema é importante para a

metabolização de compostos tóxicos endógenos e exógenos (Gong & Diao, 2017),

com a ação de famílias de enzimas carboxilesterases (COEs) e monooxigenases do

citocromo P450 (P450s) atuando na fase I, e glutationa transferase (GSTs) na fase

tanto I quanto fase II, além da contribuição central do túbulo de Malpighi na fase III.

Estudos apontam as famílias das enzimas P450, COE ou GST na biotransformação de

pesticidas (Johnson et al. 2010, 2015; Feyereisen, 2012; Gong & Diao, 2017; Lu et al,

2021). Entretanto, embora o sistema deos processos de detoxificação podem não ser
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capazes de impedir toxicidade de pesticidas em alguns órgãos de insetos (Martínez et

al., 2018; Santos-Junior et al., 2019).

O intestino médio, ou mesêntero, é parte do sistema digestório junto com os

intestinos anterior (estomodeu) e posterior (proctodeu), apresentando como funções,

além da detoxificação (Smagghe et al., 2001; Gong & Diao, 2017), a digestão e

absorção de nutrientes (Caccia et al., 2019). Para tanto, produz enzimas digestivas e

possui microvilosidades em seu epitélio para aumento da área de superfície absortiva

(Cruz Landim, 2009; Caccia et al. 2019). Diferentemente dos intestinos anteriores e

posteriores, é de origem endodérmica, não apresentando íntima quitinosa, em

contrapartida apresenta a matriz peritrófica, formada por uma rede de quitina

associada a proteínas, gerando compartimentalização funcional da digestão no lúmen

em espaço endoperitrófico e ectoperitrófico (Hegedus et al., 2019; Liu et al., 2019),

além de atuar como mecanismo de defesa para patógenos cuja infecção se dá por via

oral, como o microsporídeo Nosema ceranae (Oliveira et al., 2023). Embora não

exista significativa distinção morfológica ao longo do intestino médio, existem

suficientes evidências metabólicas, bioquímicas e ultraestruturais a nível epitelial de

ser pacialmente regionalizado no desempenho de suas funções, apresentando assim

uma porção ou região anterior, medial e posterior. Isso significa que absorção,

secreção e digestão é algo observado em todo o seu epitélio, mas alguns fenômenos

celulares e histológicos ocorrem mais intensamente em uma ou mais dessas porções

do intestino médio (da Cruz Landim, 2009).

Efeitos tóxicos foram verificados no intestino médio como órgão não-alvo, uma

vez que é o primeiro e principal órgão a entrar em contato com pesticidas por via oral,

dado que estes precisam atravessar a barreira intestinal para alcançar seus respectivos

alvos – frequentemente tecido neural (revisado por Denecke et al., 2018). A

penetração do pesticida através do epitélio pode se dar por via paracelular, ou seja,

entre as células, e por via transcelular, isto é, intracelularmente às células do epitélio,

em particular as células digestivas (Denecke et al., 2018). Assim, células do intestino

médio com núcleo picnótico, indicativo de eliminação celular, e intensificação da

vacuolização celular, já foram reportadas (Oliveira et al., 2024), sendo importantes

indicadores celulares de citotoxicidade (Malaspina & Zacarin, 2006). Evidências de

respostas histopatólógicas decorrentes de agentes citoestressores ocorrerem somente

ou mais intensamente em uma porção específica do intestino médio já foram

verificadas, como o maior número de protusões citoplasmáticas e liberação de
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fragmentos celulares na porção epitelial posterior (de Castro et al., 2020). Além disso,

danos ultraestruturais decorrentes de pesticidas já foram verificados, como alterações

do labirinto basal (Serra et al., 2021), degeneração de retículo endoplasmático e

desgaste de organelas, processos vinculados à autofagia (Rost-Roszkowka, 2008;

Gomez-Virgilio et al., 2022). Alterações ultraestruturais específicas, também já foram

verificadas regionalmente no intestino médio, como lesões mitocondriais em células

digestivas apenas da porção posterior (de Castro et al., 2020). O conjunto de danos

dessa natureza podem eliciar morte celular programada apoptótica, e o que alguns

autores consideram como morte celular autofágica (Liu & Levine, 2015).

A apoptose no intestino médio dos insetos possui diversas funções tanto no

desenvolvimento (Hakim et al, 2010), como na manutenção do tecido (Elmore, 2007;

Martin-Hernandezet et al., 2017). Neste aspecto, a apoptose é fundamental na

eliminação e descarte de células senescentes em decorrência do estresse por suas

atividades metabólicas intrínsecas no que é considerado como regeneração

homeostática do tecido (Kurze et al, 2018). Soma-se a isso o importante desempenho

na eliminação de células em decorrência de estressores exógenos, como agressores

mecânicos, patógenos e moléculas tóxicas (Hakim et al, 2010; Liu & Levine, 2015;

Farder-Gomes et al, 2021).

Patógenos intracelulares infectam as células, que podem ativar o programa de

morte celular obliterando tanto a célula comprometida quanto os microrganismos

infectantes internos antes do término de seu ciclo e multiplicação, a fim de

descartá-los para o lúmen do intestino (Hakim et al, 2010; Demarco et al., 2020). A

morte celular é relevante não só na defesa contra patógenos, mas em contextos

toxicológicos, onde o tecido possui três níveis de defesa. Cada nível possui uma

preponderância funcional, sendo mais requisitado quando o nível anterior teve sua

eficácia suplantada. Estes níveis de defesa são compostos por mecanismos alostáticos,

sendo o primeiro o sistema de detoxificação e o sistema antioxidante, o segundo nível

composto pelo sistema autofágico, e o terceiro nível constitui os programas de morte

celular (Moore et al., 2008a, 2008b). Células em contato com tóxicos ou toxinos,

como pesticidas e fitoquímicos deletérios, usualmente utilizam o sistema de

detoxificação para metabolizar e eliminá-los, entretanto dependendo da toxicidade e,

ou, quantidade, pode ter esse primeiro sistema de defesa suplantada (Moore et al.,

2008a, 2008b; Martínez et al., 2018; Santos-Junior et al., 2019). Neste cenário, a

célula apresenta característica citotóxicas, com danos ultraestruturais que podem, se
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acumulados em diversas células, repercutir em danos estruturais no tecido que

comprometem a homeostase tecidual (Martínez et al., 2018; Santos-Junior et al.,

2019). Assim, o sistema celular autofágico apresenta preponderância funcional para a

reciclagem de macromoléculas, estruturas supramoleculares e organelas danificadas

(Moore et al., 2008a, 2008b; Morishita & Mizushima, 2019). Todavia, na falha desse

sistema e o comprometimento celular, a apoptose é acionada como último mecanismo

de defesa, a fim de descartar as células comprometidas resguardando a capacidade

funcional do tecido (Elmore, 2007; Moore et al., 2008a, 2008b; Hakim et al., 2010;

Morishita & Mizushima, 2019; Bertherloot et al., 2021). Esse processo atua não só na

manutenção das funções do epitélio, pois também representa um importante processo

de defesa contra tóxicos, uma vez que participa da eliminação desses agentes tóxicos

ao eliminar as células contaminadas, intoxicadas e inviáveis, contribuindo para o

retorno da homeostase do tecido (Elmore, 2007; Moore et al., 2008a, 2008b;

Morishita & Mizushima, 2019; Bertherloot et al., 2021).

A redução de imunocompetência das abelhas é outro ponto preocupante (Tarek et

al., 2018), uma vez que os patógenos estão entre as hipóteses para explicar a redução

das populações de abelhas, principalmente pela associação com os pesticidas,

susceptibilizando-as aos efeitos tóxicos nas abelhas. Diversos patógenos infectam as

abelhas e estão relacionados ao seu declínio, e suas interações com pesticidas tem sido

elencadas como uma forte hipótese explicativa do declínio destes insetos (Tarek et al.,

2018). Dentre os vários patógenos que infectam abelhas, o microrganismo unicelular

Nosema ceranae é de emergência global (Klee et al., 2007; Grupe II & Quandt, 2020;

Marín-García et al., 2022), uma vez que pode acarretar na nosemose, alterações

comportamentais e de voo, redução de sobrevivência, causa de estresse oxidativo e

citotoxicidade (Keeling, 2009; Fries, 2010; Dussaubat et al., 2012; Goblirsch et al.,

2013). Esse patógeno pertence ao grupo monofilético Microsporidia, que por muito

tempo foi considerado um Protista, mas atualmente é pertencente ao reino

monofilético Fungi (Capella-Gutierrez et al., 2012), tendo sido reclassificada por

meio de filogenia molecular no gênero Vairimorpha (Tokarev et al., 2020), todavia no

presente trabalho será tratada por Nosema como é tradição na literatura especializada,

procedimento declarado por outros autores (Grupe II & Quandt, 2020).

Originalmente a nosemose era atribuída a espécie Nosema apis, entretanto

investigações em Apis ceranae identificaram uma nova espécie, Nosema ceranae

(Fries et al., 1996), capaz de infectar Apis mellifera (Martín-Hernández et al, 2018;
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Marín-Garcia et al., 2020). Apesar de infecções em A. mellifera tenham sido

originalmente detectadas no sec. XXI como infecção natural (Higes et al, 2006) e

induzida laboratorialmente (Higes et al, 2007), amostras históricas analisadas

posteriormente identificaram abelhas infectadas a partir da década de 70

(Martín-Hernández et al, 2018). Conquanto ambas as espécies, N. apis e N. ceranae,

causem a mesma doença, implicaram na classificação de dois subtipos da doença, a

nosemose tipo A e a nosemose tipo C, respectivamente (Martín-Hernández et al,

2018), uma vez que o tipo A é considerada oportunista por ocorrer somente em

colônias enfraquecidas, além de outras diferenças clínicas (Martín-Hernández et al,

2018; Marín-Garcia et al., 2020). Embora N. ceranae apresente maior multiplicação

que N. apis em culturas de células (Gisder et al, 2017), essa distinção não é

considerada relevante in vivo a ponto de explicar os maiores danos causados pelo tipo

C, uma vez que possuem virulência e causam mortalidade semelhantes em seus

hospedeiros (Forsgren & Fries, 2010). Infecções concomitantes são relatadas no leste

asiático (Marín-Garcia et al., 2020), sendo N. ceranae o agente infeccioso

considerado predominante em A. mellifera globalmente, mas em regiões como o norte

da Europa, N. apis ainda permanece prevalente. Nosema neumanii é outro

microsporídio descoberto recentemente em Uganda, porém não há quadro clínico e

sintomatologia associada, portanto ainda não se considera causador de nosemose

(Martín-Hernández et al, 2018).

A transmissão de Nosema spp. entre as abelhas é por via fecal-oral, trofalaxia,

allogroming (autolimpeza) e contato com fômites em água, mel, geleia real e pólen

(Marín-Garcia et al., 2020). Trata-se de simbionte parasita intracelular obrigatório,

infectante do epitélio do intestino médio (Keeling, 2009), sendo amplamente

encontrada em abelhas adultas, embora possam infectar larvas (Eiri et al., 2015;

BenVau & Nieh, 2017). No lúmen do intestino médio, os esporos evertem uma

estrutura chamada filamento polar pela qual introduzem seu esporoplasma nas células

digestivas, manipulando o metabolismo do hospedeiro de onde obtém recursos

energéticos (Keeling, 2009). No epitélio do intestino médio, apresentam preferência

pela porção posterior do órgão, não sendo normalmente encontradas na porção

anterior, e restringindo a infecção às células digestivas, não ocorrendo nas células

regenerativas (Panek et al., 2018). No curso da infecção, ocorrem outras alterações na

fisiologia do hospedeiro como manipulação de níveis de vitelogenina e hormônio

juvenil, supressão da imunocompetência e alteração de produção de feromônios (Fries,
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2010; Paris et al., 2018). A alteração dos títulos de vitelogenina e hormônio juvenil

bem como de feromônios são responsáveis por regular e avançar as abelhas nutrizes

para as funções seguintes dentro da divisão de trabalho por polietismo etário dentro da

colmeia (Marín-Garcia et al., 2020), e a redução de imunocompetência representa

uma adaptação a fim de driblar a imunidade do hospedeiro (Kurze et al, 2015; Tarek

et al., 2018).

Um mecanismo de imunidade que é comprometido pelo patógeno, é a redução de

apoptose no intestino médio, principalmente na porção posterior, uma vez que a

apoptose é um dos mecanismos de defesa da imunidade inata de A. mellifera a

patógenos intestinais. Acredita-se assim, que a redução da apoptose é uma das

principais estratégias de N. ceranae para estabelecer uma infecção bem sucedida

(Higes et al., 2013; Kurze et al., 2015; Sinpoo et al., 2018; Paris et al., 2018; Kurze et

al. 2018), pois supressão de apoptose também ocorre em células de cultura de Bombyx

mori infectadas por Nosema bombicis (He et al., 2015). De fato, linhagens de A.

mellifera produzidas e que são tolerantes a N. ceranae não apresentam redução de

apoptose nas células do intestino médio (Kurze et al., 2015; Kurze et al., 2018),

evidenciando a centralidade da manipulação de apoptose por parte do microsporídio

para o sucesso da infecção intracelular. Tal descoberta é de alta relevância, uma vez

que a apoptose contribui para a detoxificação e homeostase do tecido (Elmore, 2007;

Moore, 2008; Morishita & Mizushima, 2019; Bertherloot et al., 2021). Portanto a

supressão de apoptose por N. ceranae encerra potencial de fragilizar as abelhas ou

mesmo amplificar o efeito de pesticidas por via oral. Entretanto, isso não está

totalmente claro uma vez que o estímulo a apoptose pelos próprios pesticidas (Moore,

2008; Liu et al., 2017; Carneiro et al., 2023; Sun, 2024) pode ser superior à supressão

exercida pelo microsporídio.

O processo de morte celular programada apoptótico pode ser dependente ou

independente de caspase, que são zimogênios (as procaspases) com propriedade

proteolítica (caspases clivadas e dimerizadas) quando ativadas (Lockchin e Zackeri,

2004; Madeo et al., 2009; Bertherloot et al., 2021; Sun, 2024). A apoptose suprimida

por N. ceranae em abelhas é dependente de caspase (Higes et al., 2013) e acredita-se

que da via intrínseca (Martin-Hernandez et al., 2017).

As caspases são funcionalmente distinguidas entre caspases iniciadoras à

montante das capases efetoras, onde estas são ativadas por aquelas (Sun, 2024). A via

de sinalização de apoptose dependente de caspase é funcionalmente distinguida em
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uma porção reguladora à montante e uma porção efetora à jusante. A porção

reguladora recebe os estímulos, os integra e processa, seguindo para a porção efetora,

onde há execução de apoptose propriamente dita (Sun, 2024). Canonicamente a

apoptose possui duas vias de ativação, a via extrínseca, onde sinais extracelulares

atuam em receptores na superfície celular, e a via intrínseca ou via mitocondrial, onde

sinalizações intracelulares por dano celular iniciam a via e desdobram-se no aumento

da permeabilidade da membrana externa mitocondrial e liberação de proteínas

pró-apoptóticas, principalmente o citocromo c, no citosol (Arancibia et al., 2021; Sun,

2024). Ambas as vias desembocam nas caspases iniciadoras, que são recrutadas para

plataformas de sinalização multiproteicas, e em uma cascata proteolítica ativam as

caspases efetoras, executoras da apoptose como a caspase-3 (Sun, 2024).

A importância da apoptose na regeneração tecidual homeostática, sua função na

regulação da homeostase, seja na reversão tecidual de danos por estresse oxidativo,

bem como combate a diversos patógenos intracelulares, regulação da autofagia, sua

atuação como mecanismo de resposta a pesticidas e mecanismo celular de

detoxificação do tecido, torna relevante a sua supressão por N. ceranae. Esse

fenômeno é mais grave no contexto de risco que as abelhas A. mellifera enfrentam,

dado a exposição a pesticidas, quando não todos esses fatores somados. Por

representar um dos mecanismos centrais na manutenção da homeostase tecidual do

intestino médio e demais órgãos, sua supressão ou redução fragiliza os tecidos, órgãos

e organismos. Qualifica-se, portanto, como potencial mecanismos subjacentes ao

fenômeno da CCD, possivelmente mediando a relação patógeno e pesticidas de

diversas classes e modos de ação. Essa mediação pode ser responsável por tornar

susceptível abelhas a pesticidas, ou aumentar a susceptibilidade, magnificando

alterações letais e subletais em nível celular, tecidual e fisiológico, fragilizando as

abelhas diante de outros múltiplos estressores bióticos e abióticos presentes em

habitats atuais, configurando uma síndrome de estresse.

Devido à importância ecológica, econômica e social das abelhas melíferas e o

declínio populacional das abelhas polinizadoras, tem se tornado premente

compreender os fatores e impactos que os pesticidas e suas relações com patógenos

podem exercer sobre elas. A possibilidade do efeito deletério pela associação

patógeno-pesticida e sua complexa rede de relações fisiológicas ainda é amplamente

desconhecida, de modo que investigar o mecanismo de apoptose das células

intestinais das abelhas e sua supressão por N. ceranae, é um importante passo para
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compreender como esse patógeno pode fragilizar as abelhas aos pesticidas,

contribuindo para a compreensão de como esse fenômeno pode estar relacionado com

a síndrome de estresse que acomete abelhas.

Este estudo tem como objetivo investigar se o patógeno N. ceranae fragiliza A.

mellifera a ação subletal do inseticida ciantraniliprole, avaliando a hipótese da

supressão da apoptose do epitélio do intestino médio das abelhas hospedeiras como

um mecanismo causal de mediação responsável pela fragilização das abelhas ao

pesticida.

2. Material e Métodos

2.1. Insetos
Abelhas operárias recém-emergidas de A. mellifera africanizada foram obtidas de

quadros de crias de cinco colônias no Apiário Central da Universidade Federal de

Viçosa (Viçosa, Minas Gerais, Brasil). As colônias foram criadas e manipuladas em

caixas Langstroth de ninho e sobreninho, totalizando por colônia 20 quadros padrão

com favos contendo mel operculado e não operculado, pólen, ovos, crias em estágios

larval e pupal, com rainhas fisiogástricas jovens e de idade aproximada entre as

colmeias. Os quadros foram avaliados quanto a qualidade da cera e idade das crias em

estágio de pupas em alvéolos operculados, e transferidos em estufa incubadora BOD a

34,5 ºC e 60-70% de umidade relativa para a emergência das abelhas adultas após 24h

(Williams et al., 2013).

As operárias adultas recém emergidas foram coletadas em gaiolas plásticas

ventiladas transparentes, mantidas a 30 ºC em 60-70% de umidade relativa e total

ausência de luz, condições em que os experimentos foram realizados para mimetizar o

ambiente interno da colônia (Fries et al., 2013; Williams et al., 2013). A alimentação

foi com solução de sacarose 50% (m/v) e água destilada, assim como pólen coletado

das corbículas das operárias (Williams et al., 2013). Os experimentos de inoculação

de N. ceranae foram realizados com abelhas de 2 dias de idade adotando protocolo

Standard methods for Nosema research (Fries et al., 2013), enquanto os toxicológicos

foram conduzidos em abelhas de três dias de idade seguindo padronização sugerida

pelas diretrizes do teste n° 213 da OECD (1998). Abelhas com malformações,

amputações e alterações de caminhamento e coloração não foram utilizadas. Por fim,

foi realizada amostragem aleatória de 50 abelhas entre as operárias recém emergidas

para analisar a possível presença de N. ceranae para verificar ausência de infecção

prévia das abelhas utilizadas. O pólen fornecido para as abelhas foi armazenado em
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congelador em frasco vedado para eliminar a infectividade e viabilidade de possíveis

esporos (Fries et al., 2013).

2.2. Bioensaio de concentração-mortalidade

O inseticida ciantraniliprole (100g.L-1, Benevia®) foi diluído em água destilada

contendo 50% (m/v) de sacarose. A seguir, procedeu-se com a feitura da concentração

da calda de campo recomendada na bula contra Bemisia tabaci para a cultura da soja

por aplicação aérea [50L ha-1 de calda com dose de 1250 mL .ha-1; 2500 ppm de

ingrediente ativo (i.a.)] e, a partir dela, realizou-se as diluições seriadas com fator 2

para a condução do experimento piloto de 24h a fim de encontrar a faixa de

concentração entre 90% e 10% de mortalidade, aproximadamente (Abbott, 1925). A

partir dessa faixa de concentração se estabeleceu uma série de diluição com 10

concentrações com fator de diluição 2 (1,25 mg/L; 0,62 mg/L; 0,31mg/L; 015mg/L;

0,078mg/L; 0,039mg/L; 0,019mg/L; 0,009mg/L; 0,004mg/L) e o controle para

correção de mortalidade (Abbott, 1925), a fim de avaliar a toxicidade aguda por 24h,

permitindo assim determinar os pontos toxicológicos relevante do inseticida. Não foi

observado mortalidade superior a 10% dos controles em tempos superiores a 24h até

96h (OECD, 1998).

Para o experimento, abelhas foram confinadas em grupos de 10 indivíduos em

gaiolas de plástico transparentes de uso único com 250 cm³ (Williams et al., 2013).

Cada grupo de abelha foi submetido a jejum de 2h, seguido de alimentação com uma

das 10 concentrações do inseticida em solução de 50% de sacarose para exposição per

os ad libitum por 4h (OECD, 1998). Experimento contou com cinco repetições, cada

uma advinda de uma colônia distinta. O controle foi realizado com alimentação com

solução de sacarose com água destilada 50%. O número de abelhas mortas foi

contabilizado por 24h após exposição ao pesticida, sendo a morte estabelecida pela

inexistência de movimento após repetidamente estimuladas por pinças.

2.3. Extração, purificação, contagem e análise de viabilidade para inoculação de

Nosema

Esporos frescos de N. ceranae foram obtidos de 45 operárias campeiras de três

colônias, maceradas em 1 mL/abelha de água destilada e o material então filtrado.

Para obter uma suspensão purificada, as amostras foram centrifugadas a 5000 g por 5

min por três vezes. Em cada centrifugação o sobrenadante foi descartado e o

precipitado homogeneizado. Após a última ressuspensão em 20 mL de água, alíquotas

foram analisadas para quantificação do número de esporos em câmara de Neubauer. A
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seguir foi preparada uma suspensão de esporos frescos viáveis com concentração de

10000 esporos/µL de solução de sacarose 50% em água destilada, segundo protocolo

Standard methods for Nosema research (Fries et al., 2013).

A viabilidade foi testada por teste de coloração fluorescente, o que permite

avaliação antes do uso. Alíquotas de esporos foram incubadas com iodeto de propídio

(PI) a 1mg/mL por 30 min e posteriormente com 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) a 2

mg/mL, por 30 min a 25°C ( adaptado de Fries et al., 2013; McGowan et al., 2016).

Para inoculação de uma dose de 50000 esporos maduros frescos e viáveis por

abelha nas operárias (Kurze et al., 2018), a administração individual foi feita por meio

de micropipeta, fornecendo 5µL da suspensão de esporos com 10000 esporos/µL. As

abelhas foram mantidas em gaiolas individuais de 1,5 cm3 e jejum de 2h; após a

administração mantidas separadas por 20 min, a fim de evitar trofalaxia e, então,

transferidas para as gaiolas (Fries et al., 2013).

2.4. Bioensaio de sobrevivência à exposição crônica
Estabelecidas as concentrações letais foi realizada a análise de sobrevivência por 8

dias (192h) para avaliar a exposição crônica do pesticida ciantraniliprole e a ação

concomitante sobre a abelha entre esse pesticida e o patógeno N. ceranae ao longo do

intercurso da infecção.

O número de abelhas mortas por gaiola foi registrado a cada 12h após o início do

experimento. Um total de sete tratamentos e o controle foram analisados: Cl50/10,

Cl50/100, Cl50/1000, Cl50/10+Nosema, Cl50/100+Nosema, Cl50/1000+Nosema, apenas com

inoculação com Nosema e o controle com solução de sacarose 50%. Todos os

tratamentos foram preparados com soluções de sacarose 50% e administrados per os

ad libitum a partir do terceiro dia de idade por oito dias, sendo que o tratamento com

N. ceranae recebeu solução de sacarose 50% ad libitum, assim como o controle. A

inoculação do patógeno seguiu o modelo indicado neste estudo (seção 4.4): inóculo

individual per os com 50000 esporos maduros frescos viáveis em 5 µL de solução de

sacarose 50%, totalizando 50 abelhas inoculadas individualmente para o tratamento

somente com Nosema e 150 abelhas para avaliar o efeito Nosema e pesticida em três

concentrações acima descritas. Cada tratamento e o controle contaram com cinco

potes de 250 cm3 com 10 abelhas cada, totalizando 400 abelhas. Para segregar o

momento da inoculação do início da exposição ao pesticida a fim de reduzir

interferências diretas entre ambos, a inoculação foi realizada em abelhas recém

emergidas com dois dias, e o início da exposição ao pesticida após 24h da inoculação,
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o que completa três dias mantendo a padronização adotada para estudos toxicológicos.

Esse procedimento foi necessário, pois inocular abelhas conjuntamente com a solução

de pesticida, preparando uma única suspensão, poderia afetar a viabilidade dos

esporos, além de exigir alimentação coletiva dos esporos aumentando sobremaneira o

erro amostral (Fries et al., 2013).

2.5. Imunofluorescência
Objetivando avaliar a influência da infecção por N. ceranae sobre a ocorrência de

apoptose no intestino médio, e a interrelação entre esses fenômenos e a influência de

pesticida, abelhas operárias foram submetidas a administração do patógeno e

exposição ao ciantraniliprole na concentração de CL50/10 por ser nessa concentração

que se verificou redução de sobrevivência por interação. Tanto a inoculação quanto a

exposição seguiram procedimento descrito para a sobrevivência crônica (seção 4.5).

Assim, três tratamentos foram realizados, a saber, exposição a Cl50/10, Cl50/10+Nosema

e apenas a Nosema, além do controle.

Para cada tratamento, cinco abelhas de diferentes gaiolas foram coletadas após

oito dias de exposição e crioimobilizados a - 4º C por 1 min. Ato contínuo, os

intestinos médios foram dissecados em microscópio estereoscópico utilizando solução

fisiológica para insetos (0,12 M de NaCl, 0,2M de KH2PO4 e 0,2 M de Na2HPO4; pH

7,2).

Para avaliar a intensidade da resposta celular de apoptose dependente de caspase

no intestino médio, os intestinos médios dissecados foram transferidos para solução

fixadora Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 1h. As amostras foram então lavadas 5

vezes por 10 min em tampão fosfato de sódio (PBS) 0,12M pH 7,2 e transferidas para

PBS contendo Tween-20 1% (PBST) por 15 minutos, incubadas por 72 h a 5ºC no

anticorpo primário anti-caspase-3 clivada (Asp175, #9664; 1:500) (Cell Signaling

Technology, Inc., Beverly, MA, USA; produzido em coelho) em PBS 0,12M. As

amostras foram então lavadas em PBS e incubadas por 24h a 5ºC com anticorpo

secundário anti-IgG de coelho conjugado a FITC (1:500) (Sigma-Aldrich Corp., St

Louis, MO, EUA), lavadas com PBS. Por fim, os núcleos serão contracorados

fuorescentemente com a 2 μg/mL 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Os intestinos

foram analisados e fotodocumentados em montagem total com o microscópio EVO

M5000 (Thermo Fisher) em modo de fluorescência para elaboração de pranchas

representativas em aumento de 200 vezes, permitindo discernir na imagem a

morfoanatomia da região.
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Para a contagem de marcações, cinco campos aleatórias para cada região, a saber,

regiões anterior, medial e posterior do intestino médio, foram consideradas em

aumento de 400 vezes, e o número de marcações foi contabilizado manualmente em

montagem total ao longo de todos os planos das 15 áreas selecionadas. Os tratamentos

foram comparados considerando as marcações totais por intestino médio, como

também segregado entre as porções anterior, medial e posterior do intestino médio

comparando cada região entre os tratamentos; por fim, o número de marcações entre

as regiões em cada tratamento também foi avaliado a fim de verificar a

homogeneidade da resposta do intestino médio.

2.6. Histopatologia
2.6.1. Preparação de amostras e cortes histológicos

Visando avaliar os impactos histopatológicos da associação do pesticida

ciantraniliprole com o patógeno N. ceranae no intestino médio de A. mellifera

africanizadas, abelhas operárias foram submetidas a administração do patógeno e

exposição ao pesticida ciantraniliprole na concentração CL50/10 onde se verificou

redução de sobrevivência. Além disso, abelhas operárias também foram expostas

somente ao pesticida, e somente infectadas, além de abelhas controle. A inoculação

do patógeno e a exposição ao pesticida ciantraniliprole CL50/10 seguiram o mesmo

procedimento da experimentação para análise de sobrevivência crônica e análise de

imunofluorescência.

Para cada tratamento, cinco abelhas operárias foram coletadas após oito dias de

exposição e crioimobilizadas a - 4ºC por 1 min. Em seguida seus intestinos médios

foram dissecados em microscópio estereoscópico e solução fisiológica para insetos

(0,12 M de NaCl, 0,2M de KH2PO4 e 0,2 M de Na2HPO4; pH 7,2) e então embebidos

em solução fixadora Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 48 h a 5ºC. Então, as

amostras foram lavadas em solução tampão fosfato de sódio (PBS) 0,12M pH 7,2,

desidratadas em série etanólica crescente (70, 80, 90, 95 e 99%), submetidas ao

processo de inclusão e emblocadas em historresina (Leica Biosystem Nussloch GmbH,

Wetzlar, Alemanha). Por fim, cortes histológicos de 3 μm de espessura foram obtidos,

corados com coloração padrão de hematoxilina e eosina, e analisadas em microscópio

de luz Olympus BX-60.

2.6.2. Parâmetros histopatológicos e índice de lesão
Para analisar semiquantitativamente os danos histopatológicos e compará-los entre

os grupos experimentais por regiões do intestino médio, bem como comparar entre
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essas regiões para cada grupo, um índice de lesão foi calculado para o intestino médio

inteiro a partir de parâmetros histopatológicos (Bernet et al. 2001; Grella et al., 2019).

Além disso, um índice de lesão foi calculado para cada porção do intestino médio, i.

e., anterior, medial e posterior, para avaliar o impacto localmente e comparar

semelhanças e diferenças com o estado de saúde global do órgão.

O método de cálculo do índice foi a adaptação para abelhas que Grella et al.(2019)

realizou do protocolo histopatológico para peixes de Bernet et al. (2001), porém

acrescido de alterações baseadas em Ribeiro et al.(2024) a partir de Velmuragan et al.

(2007), Monteiro et al. (2008) e Flores-Lopes e Thomaz (2011). Através da seguinte

equação Iorg = Σalt (a x w), onde Iorg é o valor do índice de órgão, “a” é o valor da

pontuação e “w” o fator de impacto ou importância (Bernet et al. 2001), entretanto,

distintamente de Grella et al. (2019) e Bernet et al. (2001), o valor de pontuação

adotado foi a proporção de células afetadas de um tipo célular em relação as células

totais desse mesmo tipo à semelhança do método de Ribeiro et al.(2024).

Considerando os tipos de alterações teciduais, o fator de impacto adotado

apresenta três níveis de importância, a saber: grau 1, lesões patológicas menores e

facilmente reversíveis; grau 2, lesões patológicas moderadas e com algum grau de

refratariedade em sua reversibilidade; grau 3, lesões patológicas graves e irreversíveis

(Bernet et al., 2001; Grella et al., 2019). Assim, os seguintes parâmetros

histopatológicos usados como biomarcadores de estresse foram identificados neste

trabalho e classificados quanto ao seu grau de impacto: fragmentos celulares (grau 1),

vacuolização (grau 2), picnose (grau 3) e eliminação celular (grau 3). Todos os

valores atribuídos seguiram Grella et al. (2019), com exceção de eliminação celular.

A identificação e quantificação consistiu em avaliar 8 cortes histológicos de cada

indivíduo selecionados a cada 4 cortes sequenciais em um total de 5 indivíduos.

Embora um número superior a 8 cortes pudesse ser selecionado para a região medial

do intestino médio, a espessura nas porções anterior e posterior é inferior, limitando a

oito cortes nessas regiões, portanto, a fim de equalização, a região medial seguiu o

mesmo padrão numérico. Foram identificados e contados vacuolização, fragmentos

celulares, picnose e eliminação celular em cada corte, e a proporção para os

parâmetros histopatológicos para cada tipo celular foi estabelecida para cada corte

histológico. A mediana dos valores dos 8 cortes foi adotada como medida de

tendência central para representar o indivíduo, pois sua maior refratariedade a valores

discrepantes observados em alguns cortes a torna um resumo do conjunto de dados
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mais representativo que a média, neste caso. Em decorrência disso, conquanto se

tenha identificado células digestivas com núcleo picnótico no epitélio, foram

encontradas em muito poucos cortes em todos os grupos experimentais, portanto seu

número não é indicador representativo da saúde geral do órgão dos indivíduos e, por

consequência, não sendo utilizado para o cálculo do índice de lesão, uma vez que a

mediana resultou em valores nulos.

A área de contagem foi definida com campo de visão de aumento de 200 vezes

estabelecendo um núcleo de uma celula epitelial como referência, sendo a contagem

realizada nessa área com o campo de visão de 400 vezes de aumento. Elementos

liberados no lúmen, como fragmento celular e células eliminadas, só foram contados

na cercania luminal do epitélio.

2.7. Estatística
Os dados de concentração-mortalidade foram avaliados quanto aos pressupostos

de normalidade (shapiro-wilk) e homocedasticidade (teste de Barret) e então

submetidos à análise Probit, gerando curva de concentração-mortalidade (Finney

1964), a concentração mais elevada não foi considerada por ter resultado em

mortalidade de todas as abelhas. As curvas de sobrevivência foram estimadas

utilizando o estimador de Kaplan-Meier e as diferenças entre as curvas foram

comparadas com o teste de Log-Rank com ajuste de Homer a significância de 0.001.

A análise de sobrevivência foi realizada utilizando os pacotes survival, survminer no

software R. Os dados de marcação de caspase-3 clivadas foram organizados com a

soma dos valores dos 5 campos de contagem de cada porção (anterior, medial e

posterior) do intestino médio e integralizados para o intestino médio ou apenas para

cada porção do intestino médio, a depender da análise. Para comparar as marcações

entre os diferentes tratamentos no intestino médio inteiro, bem como as análises

considerando suas diferentes porções, os dados foram submetidos ao teste de

normalidade de Skapiro-Wilk e avaliados quanto a homocedasticidade por meio do

teste de Levene, ambos com significância de 0.05. A presença de outliers também foi

verificada. Para identificar as diferenças, os dados foram testados para distintas

distribuições e por fim ajustados em modelo(glm) com distribuição Binomial

Negativa com correção para overdispersão. As comparações entre os tratamentos

foram feitas com o Teste Tukey com ajuste de Bonferonni utilizando o pacote

emmeans no software R. Para comparar as diferenças entre as porções do intestino

médio de cada tratamento em indivíduos do Controle e infectados por N. ceranae, os
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dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade, homogeneidade,

verificação de outiliers e modelagens anteriormente descritos, enquanto as diferenças

foram avaliadas com ANOVA e as comparações feitas com o teste TukeyHSD. Para

os dados dos indivíduos expostos a CL50/10 foi adotada uma análise não paramétrica

pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pela comparação múltipla com o teste de

Conover-Iman com ajuste de Bonferonni utilizando o pacote conover.test do software

R. Para os dados dos indivíduos expostos a CL50/10 e infectados com N. ceranae se

utilizou de ANOVA de Friedman seguida pela comparação por meio do teste de

Conover-Iman com ajuste de Bonferonni. Para avaliar os parâmetros histopatológicos,

se testou os dados para normalidade e homocedasticidade. Como os dados atenderam

o pressuposto de normalidade, se adotou análise paramétrica - ANOVA e teste Tukey,

sendo que para a eliminação celular houve violação do pressuposto de

homocedasticidade (p<0.05), por consequência a ANOVA teve ajuste para

homocedasticidade Welch-ANOVA.
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3. Resultados
3.1. Bioensaio de concentração-mortalidade

O modelo quantal de concentração-mortalidade Probit adotado foi adequado (χ2 =

12,20; P > 0,05), estimando as concentrações letais de ciantraniliprole após 24h ( T

abela 1). Não houve mortalidade no grupo controle.

Tabela 1. Concentrações letais após 24 horas da exposição (g.l.= 7; coeficiente

angular = 1,1063(~48º) ± ep = 0,1299856, inter.confi.inf. = 0,7989708, inter.confi.sup.

= 1,413803; coeficiente linear = 6,56113 ± ep = 0,1848491, inter.confi.inf. =

6,123965, inter.confi sup. = 6,998302).

Concentração

letal

Concentração

estimada (mg i.a. L-1.)

Intervalos de confiança

(95%) (mg i.a. L-1)

χ2

(Valor P)

CL10 0,002 0,001- 0,004

12,20

(0.90)

CL25 0,009 0,005 - 0,015

CL50 0,039 0,027 - 0,051

CL75 0,16 0,110 - 0,249

CL90 0,56 0,34 - 1,14

3.2. Bioensaio de sobrevivência em exposição crônica

A probabilidade de sobrevivência estimada por Kaplan-Meier revelou que o

tratamento com redução significativa da probabilidade de sobrevivência das abelhas

em comparação ao controle consistiu nas abelhas infectadas com o patógeno N.

ceranae e expostas a concentração CL50/10 do ciantraniliprole (Figura 1) . O

tratamento com abelhas apenas infectadas com o patógeno, o tratamento com abelhas

apenas expostas ao ciantraniliprole CL50/10 e os tratamentos com as demais

concentrações do ciantraniliprole com abelhas infectadas e não infectadas não

apresentaram diferença em relação ao controle (Figura 1).
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Figura 1: Curvas de sobrevivência de operárias de Apis mellifera expostas a

diferentes concentrações subletais do inseticida cinatraniliprole e infecção por

Nosema ceranae obtidas pelo estimador Kaplan-Meier (p>0.001). As cores

sombreadas são os intervalos de confiança (95%) correspondentes.

3.3. Detecção de Apoptose no intestino médio

3.3.1. Intestino médio total
A imunofluorescência para o marcador capase-3 clivada da ativação da via de

sinalização para apoptose ao longo de todo o intestino médio apresentou diferença

entre os tratamentos. As abelhas expostas a CL50/10 de ciantraniliprole apresentaram a

maior ativação da via de sinalização para apoptose no intestino médio, seguido

daquelas expostas a CL50/10+Nosema, enquanto nas abelhas apenas com Nosema foi

similar ao controle (Figura 2).
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Figura 2: Quantificação da ativação via de sinalização para apoptose pela caspase-3
clivadas no intestino médio de Apis mellifera expostas a diferentes tratamentos.

Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N:

abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CL50/10. CL50/10:

abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam erro-padrão e letras

distintas indicam diferença pelo teste Tukey com ajuste de Bonferonni.

3.3.2. Porções do intestino médio
Na porção anterior do intestino médio, as operárias expostas ao pesticida CL50/10

com e sem Nosema apresentaram maior quantidade de células em apoptose que nas

abelhas controle (Figuras 3 e 4). As abelhas apenas infectadas com N. ceranae

apresentaram menor quantidade de células em apoptose que aquelas expostas à CL50/10

de ciantraniliprole (Figuras 3 e 4).
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Figura 3: Quantificação da ativação via de sinalização para apoptose pela caspase-3
clivadas na porção anterior do intestino médio de Apis mellifera em condição controle

e expostas a diferentes tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas

infectadas com Nosema ceranae. CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e

expostas a ciantraniliprole CL50/10. CL50/10: abelhas apenas expostas a

ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam erro-padrão e letras distintas indicam

diferença pelo teste Tukey com ajuste de Bonferonni.
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Figura 4: Montagem total da região anterior do intestino médio de operárias de Apis

mellifera expostas a diferentes concentrações subletais do inseticida cinatraniliprole e
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infecção por Nosema ceranae mostrando imunomarcações positivas para caspase-3

clivada (setas). A-B: controle. C-D: infectado com Nosema. E-F: exposto a

concentração CL50/10 do pesticida. G-H: infectado com patógeno e exposto à

CL50/10 do pesticida. Es: estomodeu. Núcleos em azul corados com DAPI. Barra s de

escalas A,C,E,G: 150 μm. Barras de escala B,D,F,H: 75 μm.

Na região medial do intestino médio, as operárias submetidas ao tratamento

CL50/10 apresentaram número de células positivas para caspase-3 clivada superior a

todos os tratamentos e o controle, enquanto os demais tratamentos não apresentaram

diferença entre si e com o controle (Figuras 5 e 6). Este mesmo padrão foi observado

para a região posterior do intestino médio, onde as operárias expostas ao tratamento

CL50/10 apresentaram quantificação de caspases - 3 clivadas maior que todos os

tratamentos além do controle; os demais tratamentos e o controle não apresentaram

diferença significativa entre si (Figuras 7 e 8).

Figura 5: Quantificação da ativação via de sinalização para apoptose pela caspase-3

clivadas na porção medial do intestino médio de Apis mellifera em condição controle

e expostas a diferentes tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas

infectadas com Nosema ceranae. CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e
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expostas a ciantraniliprole CL50/10. CL50/10: abelhas apenas expostas a

ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam erro-padrão e letras distintas indicam

diferença pelo teste Tukey com ajuste de Bonferonni.
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Figura 6: Montagem total da região medial do intestino médio de operárias de Apis

mellifera expostas a diferentes concentrações subletais do inseticida cinatraniliprole e
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infecção por Nosema ceranae mostrando imunomarcações positivas para caspase-3

clivada (setas).A-B: controle. C-D: infectado com Nosema. E-F: exposto à

CL50/10 do inseticida . G-H: infectado com patógeno e exposto à CL50/10 do

inseticida . Es: estomodeu. Núcleos em azul corados com DAPI. Barra de escala

A,C,E,G: 150 μm. Barra de escala B,D,F,H: 75 μm.

Figura 7: Quantificação da ativação via de sinalização para apoptose pela caspase-3
clivadas na porção posterior do intestino médio de Apis mellifera em condição

controle e expostas a diferentes tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas

infectadas com Nosema ceranae. CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e

expostas a ciantraniliprole CL50/10. CL50/10: abelhas apenas expostas a

ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam erro-padrão e letras distintas indicam

diferença pelo teste Tukey com ajuste de Bonferonni.
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Figura 8: Montagem total da região posterior do intestino médio de operárias de Apis

mellifera expostas a diferentes concentrações subletais do inseticida cinatraniliprole e
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infecção por Nosema ceranae mostrando marcação de caspase-3 clivada (setas). A-B:

controle. C-D: infectado com Nosema. E-F: exposto à CL50/10 do inseticida. G-H:

infectado com patógeno e exposto à CL50/10 do inseticida . Es: estomodeu. Tm:

túbulo de Malpighi. Núcleos em azul corados com DAPI. Barra de escala

A,C,E,G: 150 μm. Barra de escala B,D,F,H: 75 μm.

3.3.3. Intestino médio comparando porções em cada tratamento

A análise comparando a intensidade da resposta da via de sinalização de apoptose

entre as diferentes porções do intestino médio por grupo experimental evidencia

diferença apenas em abelhas infectadas com N. cereanae e expostas a CL50/10 de

ciantraniliprole. Nesse tratamento, a região anterior do intestino médio apresentou

quantificação superior às porções medial e posterior, estas sem diferença entre si. Os

demais grupos experimentais não apresentaram diferença significativa entre as

porções anterior, medial e posterior do intestino médio (Figura 9).

Figura 9: Quantificação da ativação via de sinalização para apoptose pela caspase-3

clivadas entre as porções anterior, medial e posterior do intestino médio de Apis

mellifera para o controle e os diferentes tratamentos. A: grupo controle. B: grupo

experimental de abelhas infectadas com N. ceranae. C: grupo experimental com
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abelhas expostas ao ciantraniliprole em concentração CL50/10. D: grupo experimental

com abelhas infectadas com N. ceranae e expostas ao ciantraniliprole em

concentração CL50/10. Barras indicam erro-padrão e letras distintas indicam diferença

estatística pelos testes de Tukey (A, B), Kruskal-Wallis (C) e Friedman (D).

3.4. Histopatologia

3.4.1. Vacuolização
3.4.1.1. Intestino médio total

A quantificação de proporção de células digestivas com vacuolização do epitélio

do intestino médio de operárias de A. mellifera revelou diferenças entre

todos os grupos experimentais. Abelhas com exposição ao ciantraniliprole CL50/10 e

infectadas com N. ceranae apresentaram maior proporção de vacuolização dentre

todos os tratamentos, seguido de abelhas apenas expostas ao ciantraniliprole CL50/10 e

abelhas apenas infectadas por N. ceranae e abelhas do grupo controle (Figura

10). Não foram identificadas células regenerativas com vacuolização citoplasmática.

Figura 10: Quantificação da proporção de células digestivas vacuolizadas para o

intestino médio total de Apis mellifera expostas a diferentes tratamentos. Nosema:

grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N: abelhas

infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CL50/10. CL50/10: abelhas

apenas expostas a ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam erro-padrão e letras

distintas indicam diferença por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).

3.4.1.2. Porções do intestino médio
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Na porção anterior do epitélio do intestino médio de operárias de A. mellifera, a

proporção de células digestivas com vacuolização revelou diferenças entre

alguns dos grupos experimentais. As abelhas do tratamento com exposição ao

ciantraniliprole CL50/10 são similares com aquelas do tratamento com exposição a

ciantraniliprole CL50/10 e infecção com N. ceranae, mas ambos os tratamentos

possuem proporções de células vacuolizadas superiores ao do controle e das abelhas

apenas infectadas com N. ceranae (Figura 11 e Anexo B: figura B1).

Figura 11: Quantificação da proporção de células digestivas vacuolizadas para a

porção anterior do intestino médio de Apis mellifera em condição controle e expostas

a diferentes tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N.

ceranae. CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole

CL50/10. CL50/10: abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam

erro-padrão e letras distintas indicam diferença por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).

Em sua porção medial do epitélio do intestino médio, a proporção de células

digestivas com vacuolização do tratamento com exposição ao ciantraniliprole CL50/10

e infecção com N. ceranae apresentou o maior valor entre todos os tratamentos,

seguida do tratamento apenas com abelhas expostas ao ciantraniliprole CL50/10,
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seguida do grupo controle e abelhas apenas infectadas com N. ceranae, que são

similares (Figuras 12 e Anexo B: figura B2).

Figura 12: Quantificação da proporção de células digestivas vacuolizadas para a

porção medial do intestino médio de Apis mellifera expostas a diferentes tratamentos.

Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N:

abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CL50/10. CL50/10:

abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam erro-padrão e letras

distintas indicam diferença por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).

Na porção posterior do epitélio do intestino médio, as proporções de células com

vacuolização dos tratamentos com CL50/10 com e sem infecção por N. ceranae não

possuem diferença estatística entre si, e foram superiores à s abelhas apenas

infectadas com N. ceranae e do grupo controle. As abelhas somente infectadas por N.

ceranae apresentaram média de proporções de vacuolização superior à s

abelhas do grupo controle (Figuras 13 e Anexo B: figura B3).
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Figura 1 3 : Quantificação da proporção de células digestivas vacuolizadas para

porção posterior do intestino médio de Apis mellifera expostas a diferentes

tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae.

CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CL50/10.

CL50/10: abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam

erro-padrão e letras distintas indicam diferença por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).

3.4.2. Fragmentação celular

3.4.2.1. Intestino médio total
A quantificação da proporção de fragmentos de células digestivas liberados na

cercania luminal do epitélio do intestino médio de operárias de A. mellifera,

revelou diferenças entre alguns grupos experimentais. Conquanto os tratamentos

expostos ao ciantraniliprole CL50/10 tanto com abelhas infectadas quanto não

infectadas por N. ceranae não tenham apresentados diferença entre si, apresentaram

valores superiores em relação ao grupo controle e ao tratamento com abelhas apenas

infectadas por N. ceranae (Figura 14).
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Figura 14: Quantificação da proporção de fragmentação de células digestivas para o
intestino médio total de Apis mellifera em condição controle e expostas a diferentes

tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae.

CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CL50/10.

CL50/10: abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam

erro-padrão e letras distintas indicam diferença por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).

3.4.2.2. Porções do intestino médio
A proporção de fragmentos celulares liberados na porção anterior do intestino

médio de operárias de A. mellifera apresentou diferenças entre alguns tratamentos. Os

grupos experimentais com operárias expostas ao ciantraniliprole CL50/10 com e sem

infecção por N. ceranae foram similares , mas suas proporções foram superiores ao

dos grupos controle e abelhas apenas infectadas por N. ceranae (Figuras 15 e Anexo

B: figura B1).
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Figura 15: Quantificação da proporção de fragmentação de células digestivas para a

porção anterior do intestino médio de Apis mellifera expostas a diferentes tratamentos.

Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N:

abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CL50/10. CL50/10:

abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam erro-padrão e letras

distintas indicam diferença por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).

Na porção medial do intestino médio, as proporções de fragmentos celulares

liberados pelos tratamentos com exposição o ciantraniliprole CL50/10 com e sem

infecção pela N. ceranae não apresentaram diferença entre si, mas foram superiores

ao controle. Além disso, o tratamento com infecção por N. ceranae e exposição ao

ciantraniliprole Cl50/10 também apresentou proporção de fragmentos celulares superior

estatisticamente das abelhas somente infectadas por N. ceranae (Figuras 16 e Anexo

B: figura B2).



47

Figura 16: Quantificação da proporção de fragmentação de células digestivas para a

porção medial do intestino médio de Apis mellifera expostas a diferentes tratamentos.

Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N:

abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CL50/10. CL50/10:

abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam erro-padrão e letras

distintas indicam diferença por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).

A porção posterior do epitélio do intestino médio apresentou proporções de

fragmentos celulares diferentes estatisticamente entre alguns grupos experimentais.

As abelhas expostas ao ciantranilirole CL50/10 apresentaram maior média de proporção

que o grupo controle e abelhas infectadas por N. ceranae, sem ter diferença com

abelhas infectadas e também expostas ao pesticida em CL50/10 (Figuras 17 e Anexo B:

figura B3).



48

Figura 17: Quantificação da proporção de fragmentação de células digestivas para a

porção posterior do intestino médio de Apis mellifera expostas a diferentes

tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae.

CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CL50/10.

CL50/10: abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam

erro-padrão e letras distintas indicam diferença por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).

3.4.3. Eliminação celular
3.4.3.1. Intestino médio total

A quantificação da proporção de células digestivas eliminadas na região do lúmen

próxima ao epitélio, no intestino médio de A. mellifera, revelou diferenças estatísticas

entre alguns grupos experimentais. O tratamento de abelhas com ciantraniliprole

CL50/10 e infecção por N. ceranae apresentou proporção superior aos demais grupos

experimentais. Já o tratamento apenas com ciantraniliprole CL50/10 possui proporção

superior de eliminação celular ao tratamento somente com infecção por N. ceranae e

o grupo controle (Figura 18). Em todos os grupos experimentais foram identificadas

células digestivas eliminadas no lúmen sem núcleo picnótico e com núcleo picnótico

(embora raras), algumas com borda estriada residual e, ou, vacuolizações. As células
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sem núcleo picnótico apresentaram graus variados de cromatina condensada (Figura

19).

Figura 18 : Quantificação da proporção de células digestivas eliminadas para o

intestino médio total de Apis mellifera em condição controle e expostas a diferentes

tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae.

CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CL50/10.

CL50/10: abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam

erro-padrão e letras distintas indicam diferença por Welch-ANOVA e teste Tukey

(p<0.05).
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Figura 19: Histologia de operárias de Apis mellifera evidenciando a presença e

mostrando detalhe de células digestivas eliminadas para o lúmen do intestino médio
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com e sem núcleo picnótico em todos os tratamentos. A-B: grupo experimental

controle. C-D: grupo experimental infectado com Nosema. E-F: grupo experimental

exposto a concentração CL50/10 do inseticida. G-H: grupo experimental infectado com

patógeno e exposto a CL50/10 do inseticida . cep: células eliminadas com núcleo

picnótico. ce: célula eliminada com núcleo com graus variados de condensação geral

da cromatina, porém não picnótico. fc: fragmento celular. v: vacuolização. ep: epitélio.

b: borda estriada. Barra: 10 μm.

3.4.3.2. Porções do intestino médio

O cálculo da proporção de células digestivas eliminadas para o lúmen na porção

anterior do intestino médio de operárias de A. mellifera em diferentes grupos

experimentais apontou algumas diferenças estatísticas. As operárias dos tratamentos

com exposição ao ciantraniliprole CL50/10 com e sem infecção com N. ceranae não

possuem diferença entre si, mas apresentaram proporções superiores ao grupo

controle e as abelhas apenas infectadas por N. ceranae (Figuras 20 e Anexo B: figura

B1).

Figura 20 : Quantificação da proporção de células digestivas eliminadas para a

porção anterior do intestino médio de Apis mellifera expostas a diferentes tratamentos.

Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N:

abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CL50/10. CL50/10:
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abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam erro-padrão e letras

distintas indicam diferença por Welch-ANOVA e teste Tukey (p<0.05).

Na porção medial e posterior do intestino médio, a média das proporções de

células eliminadas no tratamento com exposição ao ciantraniliprole Cl50/10 é superior

aos demais grupos experimentais. As operárias infectadas por N. ceranae e expostas

ao ciantraniliprole CL50/10 possuem média superior a dos grupos controle e abelhas

apenas infectadas com N. ceranae, que não possuem diferença estatística entre si

(Figuras 21 e Anexo B: figura B2; Figuras 22 e Anexo B: figura B3).

Figura 21 : Quantificação da proporção de células digestivas eliminadas para a

porção medial do intestino médio de Apis mellifera, expostas a diferentes tratamentos.

Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N:

abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CL50/10. CL50/10:

abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam erro-padrão e letras

distintas indicam diferença por Welch-ANOVA e teste Tukey (p<0.05).
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Figura 22 : Quantificação da proporção de células digestivas eliminadas para a
porção posterior do intestino médio de Apis mellifera expostas a diferentes

tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae.

CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CL50/10.

CL50/10: abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam

erro-padrão e letras distintas indicam diferença por Welch-ANOVA e teste Tukey

(p<0.05).

3.4.4. Índice de lesão

3.4.4.1. Intestino médio total
O cálculo do índice de lesão para o epitélio do intestino médio inteiro das

operárias de A. mellifera revelou valores com diferença estatística de todos os

tratamentos em relação ao grupo controle. As abelhas do tratamento com exposição

ao ciantraniliprole CL50/10 bem como as abelhas do tratamento com exposição do

ciantraniliprole CL50/10 e inoculadas com o patógeno N. ceranae não apresentaram

diferença estatística entre si, ambos os tratamentos com os maiores valores de índice

de lesão dentre todos os grupos experimentais. Já as abelhas do tratamento apenas

com infecção por N. ceranae obtiveram valor superior de índice de lesão em relação

ao grupo controle (Figura 23).
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Figura 23: Cálculo do índice de lesão para o intestino médio total de Apis mellifera

expostas a diferentes tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas

com N. ceranae. CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a

ciantraniliprole CL50/10. CL50/10: abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CL50/10.

Barras indicam erro-padrão e letras distintas indicam diferença por ANOVA e teste

Tukey (p<0.05).

3.4.4.2. Porções do intestino médio

Nas porções anterior e medial do epitélio do intestino médio, o cálculo do índice

de lesão de A. mellifera operárias obteve valores para cada um dos grupos

experimentais e foram identificadas diferenças estatísticas. As abelhas expostas ao

ciantraniliprole CL50/10 tanto do tratamento com infecção por N. ceranae quanto do

tratamento sem infecção não possuem diferença entre si, mas possuem maior média

de índice de lesão que as abelhas do grupo controle e aquelas apenas infectadas com

N. ceranae (Figura 24 e Anexo B: figura B1; Figura 25 e Anexo B: figura B2).
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Figura 24: Cálculo do índice de lesão para a porção anterior do intestino médio de

Apis mellifera expostas a diferentes tratamentos. Nosema: grupo experimental de

abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e

expostas a ciantraniliprole CL50/10. CL50/10: abelhas apenas expostas a

ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam erro-padrão e letras distintas indicam

diferença por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).
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Figura 25: Cálculo do índice de lesão para a porção medial do intestino médio de

Apis mellifera expostas a diferentes tratamentos. Nosema: grupo experimental de

abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e

expostas a ciantraniliprole CL50/10. CL50/10: abelhas apenas expostas a

ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam erro-padrão e letras distintas indicam

diferença por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).

Na porção posterior do epitélio do intestino médio, o índice de lesão das operárias

expostas ao ciantraniliprole CL50/10 com e sem infecção com N. ceranae não possuem

diferença estatística entre si, mas com valores superiores dos demais grupos

experimentais. O tratamento com abelhas apenas infectadas com N. ceranae possui

índice de lesão intermediária entre os valores das abelhas expostas ao ciantraniliprole

com e sem infecção com Nosema e o grupo controle, cuja o índice de lesão é o menor

(Figuras 26 e Anexo B: figura B3).

Figura 26: Cálculo do índice de lesão para a porção posterior do intestino médio de

Apis mellifera expostas a diferentes tratamentos. Nosema: grupo experimental de

abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e

expostas a ciantraniliprole CL50/10. CL50/10: abelhas apenas expostas a

ciantraniliprole CL50/10. Barras indicam erro-padrão e letras distintas indicam

diferença por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).
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4. Discussão
Neste estudo, o resultado obtido no bioensaio de mortalidade corrobora a

toxicidade aguda do ciantraniliprole em operárias de A. mellifera africanizadas. A

curva de concentração-resposta é uma estimativa do comportamento sigmóide de

incremento da toxicidade com resposta de mortalidade à medida do incremento da

concentração do ciantraniliprole, indicando seu caráter dependente da concentração.

O valor de concentração letal mediana (CL50) 0,039 mg L-1i.a. está dentro da faixa de

concentração de aplicação desse pesticida na atividade agrícola, sendo uma

concentração campo-realista para toxicidade aguda letal. Em Bombus impatiens, o

teste de toxicidade aguda com ciantraniliprole não encontrou ajuste ao modelo

dose-dependente em quantidades de ciantraniliprole aplicadas em campo, sugerindo

que esse pesticida não apresenta risco para abelhas no ambiente (Mundy-Heisz et al,

2022). Entretanto, teste de toxicidade aguda com ciantraniliprole já foi realizado para

fase larval de Apis mellifera indicando a toxicidade do pesticida e seu ajuste ao

modelo dose-dependente em níveis praticados em aplicações de campo (Kim et al.,

2022), assim como para abelhas adultas A. mellifera e Bombus terrestris em

condições de laboratório e campo (Dinter e Samel, 2014). Embora esses estudos junto

ao presente trabalho não permitam comparações quanto a sensibilidade das diferentes

populações de abelhas ao ciantraniliprole por não serem todos

concentração-dependentes ou dose-dependentes, seus resultados convergem para a

relevância da toxicidade aguda do ciantraniliprole para abelhas em contexto de

aplicações campo-realista.

A análise de sobrevivência crônica indicou que o tratamento com o menor tempo

letal mediano consistiu na concentração Cl50/10 de ciantraniliprole associada a infecção

pelo patógeno N. ceranae. Assim, a exposição crônica com concentração subletal

mais elevada de Cl50/10 em abelhas infectadas com N. ceranae é onde se verifica uma

associação deletéria na sobrevivência de A. mellifera africanizada entre o pesticida e o

patógeno, com os tratamentos com concentrações inferiores não apresentando

diferença significativa em relação ao controle. A associação deletéria entre o pesticida

e o patógeno sobre A. mellifera pode ser explicada pela fragilização das abelhas ao

pesticida por meio do patógeno. A fragilização das abelhas a pesticidas por parte de N.

ceranae já foi observado em outros estudos (Vidau et al., 2011; Pettis et al., 2012;

Retsching et al., 2015; Zheng et al., 2024), embora não seja um fenômeno que se

verifique em todos os casos (Gregorc et al., 2016; Tadei et al., 2020), possivelmente
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em decorrência do grau de toxicidade de cada pesticida. Além disso, a presente

pesquisa demonstra que o efeito deletério associado entre o patógeno e o

ciantraniliprole é dependente da concentração do pesticida. Assim, o uso da

abordagem geométrica como a adotada nesta pesquisa para identificar faixas de

concentração onde há associação deletéria ainda não é uma prática adota na literatura

especializada, por conseguinte, as concentrações utilizadas nesses estudos (Gregorc et

al., 2016; Tadei et al., 2020) podem ser valores onde não há efeito conjunto dos

estressores que seja discriminável.

O elo causal entre os estressores N. ceranae e o pesticida ciantraniliprole

responsável pela fragilização das abelhas a ação de pesticida tem sido investigado.

Alguns autores consideram que N. ceranae causa estresse energético, o que poderia

ser responsável pela redução de suas sobrevivências e que esse fenômeno é

contornável pela alimentação ad libitum (Mayack e Naug, 2009). Entretanto, já foi

verificado redução de sobrevivência em abelhas europeias mesmo em contexto de

alimentação ad libitum (Dussaubat et al., 2012; Sinpoo et al., 2018), deste modo a

investigação do elo causal entre os dois estressores que explique a redução de

sobrevivência ainda está em aberto. Embora os estressores, seja o pesticida, seja o

patógeno, isoladamente não tenham apresentado efeito significativo na sobrevivência,

a associação do patógeno N. ceranae com a concentração Cl50/10 do ciantraniliprole

demonstra efeito deletério quando presentes em conjunto, além de indicar que a

associação deletéria é dependente de concentração. Isso é preocupante, uma vez que

contextos campo realistas são caracterizados por grande variedade de situações de

estresse e a possibilidade de múltiplos estressores conjuntos em diferentes

concentrações, representando um risco até mesmo para A. mellifera africanizada,

como evidenciado pela ação deletéria na sobrevivência de abelhas pela associação de

N. ceranae e ciantraniliprole.

As sobrevivências dos grupos experimentais de A. mellifera africanizada apenas

com a exposição ao ciantraniliprole não possuem diferença significativa do controle,

provavelmente decorrente da ação do sistema de detoxificação (Rand et al., 2015; Gao

et al., 2022), enquanto o tratamento com abelhas apenas infectadas por N. ceranae

não apresentou diferença de sobrevivência em relação ao controle. A capacidade de

redução da sobrevivência em abelhas por parte de N. ceranae é fato estabelecido

(Panek et al., 2018), entretanto abelhas menos susceptíveis não possuem suas

sobrevivências afetadas em contextos laboratoriais (Huang et al., 2012). Assim, a não
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redução da sobrevivência no grupo experimental com abelhas apenas infectadas por N.

ceranae sugere que A. mellifera africanizada possui de fato menor susceptibilidade a

esse patógeno. O menor impacto desse patógeno em abelhas africanizadas quando

comparadas com abelhas europeias, é comumente interpretado como decorrente de

fatores climáticos e de manejo (Guimaraes-Cestaro et al., 2020), porém a não redução

da sobrevivência a nível laboratorial verificado na presente pesquisa indica que

características intrínsecas das abelhas africanizadas precisam ser consideradas.

A análise de imunomarcação da caspase-3 do grupo experimental com exposição

ao pesticida ciantraniliprole Cl50/10 em A. mellifera africanizada infectadas com N.

ceranae apresentou maior ativação da via de sinalização para apoptose que o controle

e o grupo com abelhas apenas infectadas, porém inferior a abelhas com exposição ao

pesticida, mas sem infecção, considerando as marcações de todo o intestino médio.

Esse resultado intermediário decorre de um balanço dos estímulos pró-apoptóticos

derivados do estresse celular pela ação do inseticida, razão pela qual foi superior ao

do grupo com abelhas apenas infectadas por N. ceranae e o controle, e os estímulos

anti-apoptóticos do patógeno N. ceranae nas células hospedeiras (Martin-Hernandez

et al., 2017), razão pela qual foi inferior ao grupo de abelhas apenas expostas ao

inseticida ciantraniliprole. Isso resulta de como o processo de ativação da apoptose é

consequência de um balanço molecular dos agentes reguladores pró- e anti-apopóticos

(Gyrd-Hansen e Meier., 2010; Liu et al., 2017; Arancibia et al., 2021). Desta forma, a

natureza quantitativa da tomada de decisão pela apoptose ou sobrevivência pelas

células do epitélio do intestino médio das abelhas é, portanto, modulada

quantitativamente, onde a prevalência de estímulos pró ou antiapoptóticos desloca o

balanço molecular para a consecução ou não da apoptose, respectivamente. O estresse

celular pelo inseticida tende a deslocar o balanço molecular para maior ativação da

via de sinalização para apoptose como resposta a esse estresse, que por sua vez é

contrabalanceado pela ação inibitória que o patógeno exerce, reduzindo a magnitude

da resposta apoptótica.

A redução da resposta apoptótica nas abelhas infectadas por N. ceranae e

expostas ao ciantraniliprole quando comparada ao grupo de abelhas apenas expostas

ao ciantraniliprole, considerando a função apoptótica de manutenção da homeostase e

detoxificação a nível tecidual (Elmore, 2007; Moore, 2008; Morishita & Mizushima,

2019; Bertherloot et al., 2021), desdobra-se em uma possível maior absorção do

pesticida por via oral por se tratar de um epitélio absortivo do sistema digestivo
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(Denecke et al., 2018; Caccia, S., 2019). Por consequência, pode-se ocorrer ou

intensificar os efeitos injuriantes, uma vez que os efeitos toxicológicos são

dependentes da intensidade do estímulo estressor (Calabrese e Baldwin, 2001), com o

risco de suplantar o sistema de detoxificação (Martínez et al., 2018). Assim, essa

redução da resposta apoptótica de defesa ao pesticida em abelhas infectadas e

expostas ao ciantranliprole provavelmente contribui causalmente pela maior

susceptibilidade a ação do ciantraniliprole. Isso se justifica na redução de

sobrevivência nesse mesmo grupo experimental quando comparado ao grupo de

abelhas apenas expostas ao ciantraniliprole Cl50/10 e o grupo controle, que não

diferiram entre si. Este cenário torna a infecção de N. ceranae em contexto de

multiplos estressores um fator de particular importância, pois a redução da resposta

apoptótica a estressores químicos causada pelo patógeno pode atuar como mecanismo

mediador da relação entre o patógeno e pesticida, uma vez que N. ceranae fragiliza a

abelha a ação de estressores químicos de via oral.

O grupo experimental com exposição crônica subletal ao pesticida

ciantraniliprole Cl50/10 apresentou intensa ativação da via de sinalização para apoptose,

considerando as marcações de todo o intestino médio, sendo superior e

significativamente distinto do controle e demais tratamentos. Usualmente esse

resultado é relatado como marcador de citotoxicidade e interpretado como condição

patológica de dano celular, além de comprometimento da atividade epitelial e função

do órgão (Farder-Gomes et al., 2021; Carneiro et al., 2022; Carneiro et al, 2023).

Assim, pode ser situado na cadeia causal da redução da sobrevivência das abelhas

(Chakrabarti et al, 2020). De fato, já se verificou que clorantraniliprole, diamida

antranilica tal qual ciantraniliprole, portanto com o mesmo mecanismo de ação,

apresenta toxicidade por danos no intestino médio de insetos (Castro e Castro et al.,

2021). Entretanto, o presente resultado decorrente da ação do ciantraniliprole para a

via da apoptose junto a não redução da sobrevivência das abelhas desse mesmo grupo

experimental, evidenciam que a apoptose diante da exposição crônica subletal se

configurou como um importante mecanismo de resposta tecidual para a manutenção

da homeostase. Por atuar na eliminação das células comprometidas quanto por ser um

fenômeno de detoxificação tecidual (Elmore, 2007; Moore, 2008; Hakim et al., 2010;

Morishita & Mizushima, 2019; Bertherloot et al., 2021; Carneiro et al., 2022;

Carneiro et al., 2023), a apoptose possui a capacidade de ser um mecanismo
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reestabelecedor da homeostase tecidual, atuando em conjunto com o sistema de

detoxificação enzimático.

O grupo experimental com A. mellifera africanizada apenas infectadas com N.

ceranae não apresentou diferença de ativação da via de sinalização para apoptose em

relação ao grupo controle, sendo inferior aos demais tratamentos considerando

marcações de todo o intestino médio. Apesar de N. ceranae manipular a maquinaria

imune celular do hospedeiro em decorrência de seu forte processo coevolutivo

(Lourenço et al., 2021; Fowler et al., 2022), suprimindo a apoptose do epitélio

intestinal (Higes et al., 2013; Kurze et al., 2015), neste estudo não foi identificada

diferença entre abelhas infectadas e controle. A redução da apoptose é usualmente

interpretada como uma estratégia eficiente de infecção no órgão (Higes et al., 2013;

Kurze et al., 2015; Sinpoo et al., 2018; Paris et al., 2018). De fato, abelhas europeias

que foram selecionadas para tolerância a nosemose não tiveram sua capacidade de

defesa por apoptose suplantada pelo patógeno, sendo uma característica conspícua de

sua tolerância, portanto a supressão ou não da apoptose é central ao curso infeccioso

(Kurze et al., 2015). Entretanto, mesmo abelhas tolerantes há infecção em suas células

e altos títulos de esporos por abelha (Kurze et al., 2015; Kurze et al., 2016), todavia o

não comprometimento da capacidade de renovação epitelial junto ao menor estresse

energético (Kurze et al., 2016), provavelmente repercute no curso global da infecção

explicando a sobrevivência superior de abelhas tolerantes a nível individual (Huang et

al., 2012). Logo, parte da menor susceptibilidade observada em A. mellifera

africanizada à nosemose pode ser atribuída não somente a condições exógenas de

clima e manejo (Guimaraes-Cestaro et al., 2020), mas também pela característica

intrínseca de menor capacidade de seu mecanismo de defesa celular apoptótico ser

suprimido pela N. ceranae, dificultando uma evolução agressiva da doença ao nível

tanto individual quanto da colônia.

A ativação da via de sinalização apoptótica considerando a porção anterior do

intestino médio, o grupo experimental com exposição ao ciantraniliprole Cl50/10 em A.

mellifera africanizada infectadas com o patógeno N. ceranae apresentou maior

ativação da via que o controle, porém sem diferença do grupo de abelhas apenas

infectadas nem do grupo de abelhas apenas expostas ao ciantraniliprole. Embora se

trate de resultados envolvendo o mesmo tipo de marcação como variável resposta e os

mesmos tipos de tratamento como variavel explicativa, a porção anterior apresentou

padrão de resultado distinto das marcações no intestino médio inteiro das abelhas.
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Sabe-se que N. ceranae possui tropismo pelo epitélio do intestino médio que é

diferencial em relação as porções desse intestino que o epitélio pertence, com

preferência pela porção medial e sobretudo a posterior em detrimento da anterior

(Kurze et al., 2018). Por consequência, há supressão crescente da apoptose da porção

anterior para a medial e a posterior (Kurze et al., 2018). Maior colonização do

patógeno implica em maior prevalência de moléculas antiapoptóticas produzidas pela

N. ceranae (Kurze et al., 2015; Martin-Hernandez et al., 2017). Assim, é

compreensível a porção anterior do intestino médio, pouco colonizada por N. ceranae,

apresentar ativação superior da via para apoptose no grupo infectado pelo patógeno e

exposto ao ciantraniliprole quando comparado ao controle, como ocorreu no intestino

médio inteiro, mas não ser distinguível do grupo de abelhas apenas expostas ao

ciantraniliprole, diferentemente do que ocorreu quando se considerou a marcação para

o intestino médio inteiro.

Para a ativação da via de sinalização para apoptose considerando a porção medial

e posterior do intestino médio, o tratamento com exposição ao pesticida

ciantraniliprole Cl50/10 em A. mellifera africanizada infectadas com N. ceranae não

apresentou diferença em relação ao controle e para o tratamento de abelhas apenas

infectadas. Apenas o tratamento com abelhas expostas somente ao ciantraniliprole

Cl50/10 apresentou diferença do controle e de todos os demais tratamentos, possuindo

maior ativação da via. O padrão de resultados das porções medial e posterior são

distintos do observado para a porção anterior por refletirem seus maiores níveis de

colonização de N. ceranae (Kurze et al., 2018). Assim, o grupo experimental com

abelhas infectadas com N. ceranae e o grupo com abelhas infectadas e expostas a

ciantraniliprole, apresentaram baixa ativação da via de sinalização nas porções medial

e posterior provavelmente decorrente da maior quantidade de moléculas

anti-apoptóticas derivadas da maior presença do patógeno (Kurze et al., 2015;

Martin-Hernandez et al., 2017). Devido a função da apoptose na manutenção da

homeostase e resposta a dano (Lieberthal & Levine, 1996; Elmore, 2007; Hakim et al.,

2010), o resultado de redução da resposta apoptótica nas abelhas infectadas e expostas

ao ciantraniliprole pode ser a explicação para a redução da sobrevivência, sendo esse

efeito provavelmente causado apenas pela redução observada na porção medial e

posterior, com pouca ou nenhuma contribuição da porção anterior. Deste modo,

considerar as porções do intestino médio e a colonização diferencial do patógeno N.

ceranae é crucial na compreensão da fisiopatologia do patogeno N. ceranae em
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contexto de exposição a pesticida. Por conseguinte, a hipótese aqui verificada de que

a redução da apoptose pode participar da fragilização da abelha frente a ação de

pesticida é, portanto, decorrente da ação do patógeno na porção medial e posterior do

intestino médio.

A ativação da via de sinalização da via apoptótica considerando as diferentes

porções comparadas entre si para cada tratamento, indicou que apenas o grupo

experimental de abelhas A. mellifera africanizadas infectadas por N. ceranae e

expostas ao ciantraniliprole Cl50/10 apresentou diferença entre porções, com a porção

anterior com maior ativação da via em relação a porção medial e posterior, que não

diferiram entre si. A análise da intensidade de ativação da via apoptótica dentro de

cada grupo comparando as diferentes porções entre si envidencia o padrão de resposta

das diferentes regiões do intestino médio, indicando se o intestino médio possui ou

não uma resposta homogênea ou heterogênea a um mesmo tratamento. As abelhas

infectadas com N. ceranae e expostas ao ciantraniliprole apresentaram

heterogeneidade em relação a porção anterior comparada a porção medial e posterior,

por consequência da colonização diferencial do patógeno (Kurze et al., 2018). Apesar

disso, as abelhas apenas infectadas tiveram resposta homogênea do intestino médio,

provavelmente devido a A. mellifera africanizada ser menos susceptível a redução da

apoptose causada por N. ceranae como os resultados anteriores para intensidade da

via apoptótica apontam, dado que não indicaram diferenças entre abelhas apenas

infectadas e o controle nos níveis da via apoptótica para nenhuma porção do intestino.

Uma provável explicação para a divergência entre o resultado de abelhas apenas

infectadas por N. ceranae e o grupo infectado e exposto ao ciantraniliprole, decorre da

natureza quantitativa da tomada de decisão pela apoptose, fruto de um balanço entre

moléculas pró e antiapoptóticas (Liu et al., 2017; Arancibia et al., 2021). Estímulos

antiapoptóticos ou próapoptóticos implicam em mais moléculas anti ou

proapoptóticas, respectivamente, sendo responsáveis por deslocar o balanço para a

tomada de decisão pela ocorrência de apoptose ou sobrevivência celular (Liu et al.,

2017; Arancibia et al., 2021). Abelhas mais tolerantes são menos suceptíveis a

manipulação desse balanço em condições de apenas infecção (Kurze et al., 2018),

porém as moléculas antiapopóticas produzidas por N. ceranae (Kurze et al., 2015;

Martin-Hernandez et al., 2017) possivelmente tornam recalcitrante o deslocamento do

balanço molecular rumo a consecução da apoptose quando estímulos próapoptóticos
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surgem, como no contexto de exposição a estressores químicos como o pesticida

ciantraniliprole.

A análise histopatológica do tratamento com exposição ao pesticida

ciantraniliprole CL50/10 em operárias de A. mellifera africanizada infectadas com o

patógeno N. ceranae apresentou maior proporção de células digestivas vacuolizadas

do intestino médio inteiro que todos os demais grupos experimentais. Além disso, o

tratamento com operárias somente expostas ao ciantraniliprole CL50/10 apresentou

maior proporção que as operárias apenas infectadas com N. ceranae, com as abelhas

do grupo controle possuindo a menor quantidade de células digestivas vacuolizadas.

Estes resultados indicam que, conquanto isoladamente os estressores exercem ação

citoestressora, com o ciantraniliprole sendo um indutor de vacuolização superior ao

patógeno, suas ações concomitantes nas células digestivas resultam em um maior

fenótipo de estresse a nível tecidual. Além disso, a intensificação de vacuolização

citoplasmática evidencia que, embora a via transcelular não seja a única que um

pesticida pode percorer para atravessar o epitélio do intestino médio (Denecker et al.,

2018), é uma via presente na toxicocinética de ciantraniliprole em A. mellifera e

provavelmente de outras abelhas.

O ciantraniliprole gera níveis de vacuolização provavelmente dependentes de sua

concentração, dado que a vacuolização é um bioindicador de estresse celular

(Malaspina & Zacarin, 2006, Chen et al., 2008; Grella et al., 2019), o efeito tóxico de

pesticidas é concentração-dependente (Calabrese e Baldwin, 2001; Dai et al., 2019;

Castro e Castro et al., 2021; Calabrese et al, 2022; Guedes et al, 2022) e citotóxico

(Rost-Roszkowka, 2008; Castro e Castro et al., 2021; Gomez-Virgilio et al., 2022).

Nosema ceranae também é um citoestressor isoladamente de A. mellifera, com

estresse celular e processos de vacuolização já reportados (Higes et al., 2007; Tadei et

al., 2020). Por ser um indicador de estresse celular e responder a sua intensidade, e o

grau de infecção de N. ceranae variar, é provável que o grau de vacuolização decorra

do nível de infecção. A vacuolização, portanto, é um bioindicador da ação tanto

isolada quanto associada entre pesticida e N. ceranae, indicando histopatologicamente

que o nível de infecção e a concentração de um dado pesticida possuem ação

estressora concomitante e superior a elas atuando isoladamente.

A vacuolização é um processo de intensa formação de vesículas luscentes no

citoplasma celular, que possuem ultraestrutura com lúmen eletroluscente. Embora

existam outras explicações para o processo de vacuolização (Aki et al., 2012; Aki et
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al., 2013; Shubin et al., 2016), em abelhas a interpretação corrente é a intensificação

de processos autofágicos (Grella et al., 2019). Isso ocorre em razão do vulto de

evidências em microscopia correlativa de luz e eletrônica (Carneiro et al., 2022; Serra

et al., 2023; Lu et al., 2023), luz tradicional e fluorescência (Araujo et al., 2019;

Farder-Gomes et al., 2022; Gomes et al., 2024; Wang et al., 2024), além de resultados

de expressão gênica e, ou, abundância proteica da via autofágica (Carneiro et al., 2022;

Lu et al., 2023; Wang et al., 2024), indicando incremento de macroautofagia em

contexto de exposição a pesticidas. A autofagia do tipo macroautofagia é uma via

lisossomal ativada para manutenção celular, mas que pode ser intensificada sob

condições de estresse celular onde há abundância de macromoléculas e organelas

danificadas e disfuncionais, a fim de reciclá-las autodigestivamente (Cao et al., 2021;

Li et al., 2022; Yamamoto et al., 2023). Nesse processo, os componentes danificados

são englobado por meio de fagóforo, formando autofagossomos e autolisossomos

(Cao et al., 2021; Li et al., 2022). Embora os autofagossomos sejam de menor

tamanho, podem formar autolisossomos de grande tamanho visíveis em microscopia

de luz (Fedorko et al., 1968), o que possui congruência com os dados histopatológicos

de vacuolização.

Vacuolização citoplasmática por processos autofágicos que reciclam

macromoléculas e organelas danificadas em contexto de alto estresse celular possui

função citoprotetora, impedindo que a célula evolua para ativação de morte celular

programada como último mecanismo de defesa (Moore et al., 2008a, 2008b; Chiarelli

et al., 2016). Neste contexto, a resposta do sistema autofágico é um mecanismo

alostático que atua contra a perda da homeostase ou promove retorno a condição

homeostática. Diante de injúrias danosas os quais os sistemas de detoxificação e

antioxidante de primeiro nível de citoproteção, e sistema autofágico de segundo nível

de citoproteção, não reestabelecem a homeostase, os danos acumulados

comprometem a viabilidade celular, e o sistema de morte celular programada é

acionado (Moore et al., 2008a, 2008b; Fairlie et al., 2020; Sorice, 2022), o qual a

intensa vacuolização autofágica pode contribuir na eliciação da via de sinalização

apoptótica (Fairlie et al., 2020; Sorice, 2022). Deste modo, o significado biológico da

vacuolização só pode ser adequadamente compreendido em associação com outros

parâmetros histológicos e análises como letalidade e, ou, sobrevivência, permitindo

avaliar o impacto das respostas celulares e teciduais na saúde do organismo.
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O resultado de proporção de células digestivas com vacuolização considerando a

porção anterior do intestino médio, indicou o mesmo nível de vacuolização para os

tratamentos de operárias de A. mellifera expostas ao ciantraniliprole CL50/10 tanto

infectadas quanto não infectadas por N. ceranae, mas superior ao controle e abelhas

apenas infectadas. Este resultado indica que a infecção por N. ceranae não influiu na

proporção de células vacuolizadas na porção anterior, apenas o estresse ocasionado

pelo pesticida ciantraniliprole. Isso é compreensível, uma vez que a colonização por N.

ceranae ao longo do epitélio do intestino médio não é equanime, mas diferencial,

apresentando pouca infecção do epitélio da porção anterior e maior infecção do

epitélio medial e posterior (Kurze et al., 2018). Por consequência, o fator estressante

decorrente de N. ceranae não é significativo na porção anterior e a vacuolização nessa

porção não é um bioindicador de estresse representativo para todo o intestino médio

da interação pesticida-abelha-patógeno.

O resultado da proporção de células digestivas com vacuolização considerando a

porção medial do intestino médio, indicou maior vacuolização do tratamento com

operárias A. mellifera expostas ao ciantraniliprole e infectadas com N. ceranae do que

abelhas apenas expostas ao ciantraniliprole e o controle. Além das operárias apenas

expostas terem vacuolização superior ao controle. Estes resultados são importantes,

pois indicam que a maior colonização do epitélio da porção medial pelo patógeno

(Kurze et al., 2018) implicou em maior vacuolização, entretanto, este fator de estresse

só foi detectável na presença do pesticida. Esse fenômeno, embora não aponte efeitos

aditivos, multiplicativos ou sinérgicos entre o patógeno e o pesticida na abelha, indica

susceptibilização das células digestivas das abelhas a intensificação da vacuolização

citoplasmática.

O resultado da proporção de células digestivas vacuolizadas da porção posterior

do intestino médio apresentou as operárias de A. mellifera com o mesmo nível de

vacuolização entre os tratamentos com exposição ao pesticida ciantraniliprole CL50/10,

tanto infectadas quanto não infectadas pelo patógeno N. ceranae, ambos superiores ao

controle e abelhas apenas infectadas. As operárias apenas infectadas por N. ceranae

apresentaram uma proporção de células digestivas superior as abelhas do grupo

controle. Estes resultados, distintamente do observado da porção medial, evidenciam

que o epitélio da porção posterior infectado com N. ceranae apresentou vacuolização

adicional, provavelmente decorrente da maior preferencia de colonização do patógeno

pela porção posterior em relação a porção medial e seu efeito estressor (Higes et al.,
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2007; Kurze et al., 2018; Tadei et al., 2020). Entretanto, diferentemente do esperado,

abelhas infectadas e não infectadas expostas ao pesticida não obtiveram diferença

significativa mesmo com a maior colonização de N. ceranae nessa porção do epitélio

intestinal (Kurze et al., 2018), incongruentemente do resultado da porção medial para

abelhas infectadas e expostas. Considerando que o epitélio de cada porção do

intestino médio possui diferenças celulares funcionais de natureza bioquímica,

metabólica e ultraestruturais (da Cruz Landim, 2009), provavelmente essa diferença

entre o resultado observado e o esperado se deve a características intrínsecas do

epitélio de cada porção ainda não elucidadas.

O resultado de proporção de fragmento celular das células digestivas para todo o

intestino médio de operárias de A. mellifera expostas ao pesticida ciantraniliprole

CL50/10 tanto infectadas quanto não infectadas ao patógeno N. ceranae foram

semelhantes estatisticamente e superiores ao controle, que não diferiu das abelhas

apenas infectadas pelo patógeno. Foram observados fragmentos celulares com

vacuolização citoplasmática nos tratamentos com abelhas expostas ao pesticida, tanto

infectadas quanto não infectadas. Essa vacuolização nos fragmentos celulares

provavelmente é um fenômeno colateral da intensa vacuolização decorrente da ação

do pesticida, sem ter uma relação causal com a fragmentação. A intensificação da

liberação de fragmentos celulares pode ser interpretada como um marcador de

estresse celular e tecidual no intestino médio de abelhas, respondendo com

incremento de liberação a um estressor tóxico como pesticidas (Grella et al, 2019;

Santos-Junior et al., 2019; Motta et al., 2024; Reis et al., 2024). Assim, o resultado

indica que a fragmentação celular das células digestivas liberadas no lúmen do

intestino médio quando considerado integralmente o órgão, não é um bom

bioindicador histopatológico da associação do pesticida com o patógeno. Não

apresenta resposta a infecção pela N. ceranae, mas é intensificado pela ação do

pesticida, razão pela qual, quando ambos os estressores estão presentes, seu efeito é

semelhante a ação isolada do pesticida no epitélio.

A fragmentação das células digestivas é um fenomeno intimamente associado a

secreção apócrina. Grânulos de secreção contendo enzimas digestivas podem estar

presentes na região apical do citoplasma das protusões citoplasmáticas, no citosol e

nas membranas, além de produtos de excreção (da Cruz Landim, 2009). Quando as

protusões citoplasmáticas se projetam para o lúmen e se depreendem do epitélio, por

conseguinte se configuram como fragmentos celulares, eventualmente se rompendo e
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liberando o conteúdo enzimático e, ou, de excreção no lúmen (da Cruz Landim, 2009).

Entretanto, a liberação de enzimas de detoxificação no lúmen também está associada

aos fragmentos celulares, tendo sido identificado enzimas desse sistema no conteúdo

citoplasmático dos fragmentos liberados (Ferreira et al., 1990; Cristofoletti et al.,

2001). Baseado neste fato e na observação do incremento de fragmentos celulares em

Podisus nigrispinus expostos a pesticida, Martínez et al.(2018) arguiu que a

fragmentação pode ter funcionalidade na detoxificação via secreção apócrina de

enzimas. Grella et al.(2019) extendeu essa interpretação para os casos de incrementos

de fragmentação em abelhas expostas a pesticida, o que foi subscrito por outros

estudos histopatológicos e ultraestruturais em toxicologia envolvendo A. mellifera

(Reis et al., 2024) e Partamona helleri (Motta et al., 2024). Desta forma, a

fragmentação celular se qualifica como um biomarcador de estresse celular,

funcionando em contraposição a ação de tóxicos ao atuar conjuntamente com o

sistema de detoxificação.

O resultado da proporção de fragmento celular para a porção anterior do intestino

médio foi semelhante de operárias de A. mellifera tanto infectadas quanto não

infectadas com patógeno N. ceranae, mas superiores a das abelhas apenas infectadas

pelo patógeno e as abelhas controle. Embora a semelhança deste resultado com o

resultado global para o intestino médio sugere que a fragmentação na porção anterior

não é bioindicadora de estresse para a associação pesticida-patógeno, é necessário

considerar as demais porções, pois a porção anterior possui pouca colonização de N.

ceranae (Kurze et al., 2018), o que por si só explica porque não ocorreu efeito

associado.

O resultado da porção medial do intestino médio para proporção de fragmentos

celulares liberados, foi superior no grupo experimental com exposição ao pesticida

ciantraniliprole CL50/10 em A. mellifera operárias infectadas com o patógeno N.

ceranae do que no grupo controle, entretanto sem diferença com as abelhas apenas

expostas ao pesticida. Por sua vez, as operárias apenas expostas ao pesticida

apresentaram valor superior a proporção de fragmentos celulares do grupo controle,

mas não das abelhas apenas infectadas. Apesar deste resultado apresentar um padrão

de diferenças distinto da porção anterior, não indica claramente uma interpretação

diferente. Todavia, a não distinção entre abelhas somente expostas ao pesticida e

aquelas apenas infectadas sugere um incremento de estresse advindo da ação de N.

ceranae, pois interpreta-se o incremento de fragmentação celular como biomarcador
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de estresse (Grella et al, 2019; Santos-Junior et al., 2019; Motta et al., 2024; Reis et

al., 2024). É possível que a não peremptoriedade do resultado quanto a possibilidade

de interpretação decorra do aumento gradual de colonização por parte de N. ceranae

das células digestivas do epitélio, uma vez que a porção medial está entre a anterior e

a posterior, pouco colonizada e muito colonizada, respectivamente.

O resultado da proporção de fragmento celular na porção posterior do tratamento

com operárias de A. mellifera expostas ao pesticida ciantraniliprole CL50/10 foi

superior a todos os demais tratamentos, com exceção das operárias tanto expostas ao

pesticida quanto infectadas por N. ceranae. Já as operárias tanto expostas quanto

infectadas também apresentaram mesma proporção que abelhas somente infectadas e

aquelas do grupo controle. A porção posterior do intestino médio apresenta

naturalmente maior nível de protusões citoplasmáticas e fragmentação celular do que

a região medial (da Cruz Landim, 2009), razão pela qual a diferença entre o controle e

as abelhas apenas infectadas observada na porção medial pode ter desaparecido na

região posterior, mesmo com o maior nível de infecção do patógeno (Kurze et al.,

2018). Entretanto, a validade da fragmentação celular como biomarcador de estresse

de ação do pesticida observado na porção anterior e medial, permanece válida para a

região posterior do intestino médio.

O resultado da proporção de células digestivas eliminadas no lúmen ao longo de

todo o intestino médio do tratamento com A. mellifera africanizada expostas ao

ciantraniliprole CL50/10 em operárias infectadas com N. ceranae foi inferior ao de

operárias apenas expostas ao ciantraniliprole CL50/10, porém superior ao controle e

abelhas somente infectadas. Considerando que a eliminação celular é não só um

mecanismo de manutenção da homeostase via descarte de células senescentes e

desgastadas pela intensa atividade metabólica, mas também uma resposta alostática a

estressores (Hakim et al, 2010; Liu & Levine, 2015; Farder-Gomes et al, 2021;

Bertherloot et al., 2021;Carneiro et al., 2023; Sun, 2024), o resultado lógico era uma

proporção superior de células eliminadas. Entretanto, a eliminação celular pode ser

considerada uma morte celular programada do tipo apoptótica (Jimenez e Gilliam,

1989), dente modo, a capacidade de N. ceranae suprimir apoptose dependente de

capase (Higes et al., 2013), provavelmente da via intrínseca (Martin-Hernandez et al.,

2017), permite concluir que o efeito supressor de N. ceranae nas células digestiva do

epitélio reduziu a eliminação celular. Apesar de não ter impedido o incremento de

apoptose decorrentes da ação tóxica do pesticida (Carneiro et al., 2023; Sun, 2024), o
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efeito supressor do patógeno reduziu a resposta de eliminação celular ao pesticida,

razão pela qual o padrão de resultado é identico ao observado previamente para

marcações de caspase-3 no intestino médio inteiro.

O resultado da proporção de células digestivas eliminadas no lúmen pelo epitélio

da porção anterior do intestino médio em A. mellifera operárias infectadas com N.

ceranae e expostas ao pesticida ciantraniliprole CL50/10 foi semelhante ao de operárias

apenas expostas ao pesticida, mas superior as abelhas do controle e operárias apenas

infectadas, sendo que estas não diferiram daquelas. Este resultado decorre da baixa

colonização deste epitélio pelo patógeno N. ceranae (Kurze et al., 2018), razão pela

qual seus efeitos supressores de apoptose não são signficativos à semelhança do

resultado anterior para imunomarcação de caspase-3 nesta mesma região do intestino

médio. Tanto o resultado da proporção de células digestivas eliminadas pelo epitélio

da porção medial quanto da porção posterior do intestino médio em A. mellifera

operárias infectadas com N. ceranae e expostas ao ciantraniliprole CL50/10 foram

inferiores ao de operárias apenas expostas ao ciantraniliprole e superiores ao de

operárias somente infectadas que, por sua vez, não diferiram do controle. Estes

resultados indicam que o aumento do patógeno N. ceranae no epitélio, embora não

tenha reduzido a eliminação celular natural desta região, reduziu a resposta alostática

do tecido à injúria causada pelo pesticida, corroborando a interpretação dos resultados

de imunomarcação para caspase-3 observados previamente.

Os resultado histopatológico de células eliminadas indicam que tanto células com

núcleo picnótico quanto células sem núcleo picnótico são eliminadas de modo

programado, além de células eliminadas com e sem vacuolização, embora tenha sido

raro encontrar células digestivas com núcleo picnótico. A eliminação celular possui

semelhanças e diferenças com a visão clássica de apoptose onde há picnose (Bortner

et al., 1995). A célula morta não tem os corpos apoptóticos fagocitados mas sim

eliminado no lúmen, sendo a própria célula eliminada no lúmen considerada um corpo

apoptótico por Jimenez e Gilliam (1989). Existe documentado na histológia do

intestino médio de abelhas, células eliminadas no lúmen com e sem núcleo picnótico

(da Cruz Landim, 2009), mas nao há interpretação concernente a essa discrepância

observada. Isso parece indicar que a condensação de cromatina é algo secundário na

eliminação celular em insetos, podendo estar ou não presente, por razões ainda

desconhecidas.
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A relação entre as células epiteliais com núcleo picnótico e as células eliminadas

com núcleo picnótico é evidente, onde se pressupõe que as células eliminadas com

núcleo picnótico eram células digestivas com picnose ainda no epitélio em processo

de apoptose, mas não há explicação para células eliminadas sem núcleo picnótico.

Entretanto, existe a possibilidade da dinâmica das caspases efetoras atuarem primeiro

e principalmente nas adjacências celulares, promovendo a perda de adesão celular por

desorganização do citoesqueleto (Ndozangue-Touriguini et al., 2008), o que resultaria

na eliminação celular antes das picnose se tornar perceptível em parte dos casos. A

favor dessa possibilidade está o padrão de distribuição das mitocondrias nas células

digestivas, principalmente na porção apical logo abaixo das microvilosidades, e na

porção basal associadas ou não ao labirinto basal (da Cruz-Landim, 2009). Essa

distribuição torna razoável que os apoptossomos se concentrem e tornem essa

localidade a região inicial de disparo da cadeia proteolítica de caspases, de onde o

núcleo é a região mais distante. Antagônico a essa explicação é o número de trabalhos

com pesticidas em que há incremento de células com picnose nuclear ainda no

epitélio do intestino médio (Catae et al., 2017; Carneiro et al., 2020; Carneiro et al.,

2022; Reis et al., 2024), ao mesmo tempo em que há número substancial de estudos

toxicológicos onde esse fenômeno não é observado (Castro et al., 2020; Carneiro et al.,

2023; Serra et al., 2023; Ibrahim et al., 2023; Motta et al., 2024; Reis et al., 2024).

Esta questão permanece sem resposta determinante, mas avaliar o incremento de

proporção de picnose no epitélio, bem como de eliminação celular com e sem picnose,

e se há correlação entre esses resultados, podem fornecer subsídios empíricos para

uma interpretação elucidativa desse fenômeno.

O resultado dos índices de lesão do intestino médio inteiro para os tratamentos

com A. mellifera operárias expostas ao ciantraniliprole CL50/10, tanto infectadas

quanto não infectadas por N. ceranae, não apresentaram diferença entre si, mas

valores superiores aos índices do controle e abelhas apenas infectadas. O controle

obteve o menor índice de lesão. Estes resultados indicam que em termos de nível

global de comprometimento das celulas e do tecido, a infecção pelo patógeno não

exerce influência no órgão quando exposto ao pesticida. Pela capacidade de estimular

vacuolização, fragmentação celular e eliminação celular, é razoável que isoladamente

o pesticida seja capaz de elevar substancialmente o índice de lesão do órgão. Apesar

de o patógeno N. ceranae também atuar isoladamente, concomitante ao pesticida o

acúmulo e impacto dos marcadores de estresse celular é semelhante aos ocasionados
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somente pelo pesticida, aparentemente indicando que globalmente sua associação não

afeta a saúde do órgão.

Embora o resultado de índice de lesão global do intestino médio indique que não

há diferença de impacto do pesticida entre o tratamento com abelhas expostas ao

ciantraniliprole CL50/10 com e sem infecção pelo patógeno N. ceranae, apenas o

tratamento com a exposição ao pesticida e a infecção pelo patógeno se observou

redução de sobrevivência. Esse tipo de índice se baseia em biomarcadores de estresse

celular e tecidual, sendo utilizado para avaliar o nível do fenótipo de estresse de um

órgão a um injuriante, frequentemente químico, e assim inferir o nível de lesão de um

órgão (Bernet et al. 2001). Entretanto, a inferência do biomarcador de estresse como

uma lesão é um salto dedutivo (Bernet et al. 2001), e depende da adequada

interpretação de seus parâmetros histológicos individuais, isto é, o corpo teórico da

biologia celular subjacente ao biomarcador. É preciso considerar o signficado

biológico dos biomarcadores, a fim de caracterizar como uma lesão real ou uma

resposta alostática. Isso evidencia a limitação do método de calculo de índice de lesão

que, todavia, pode ser contornado por meio complementaariedade das análise dos

parâmetros histopatológicos analisados individualmente. Com essa conjunção de

resultados, fica evidente que parâmetros como o incremento da vacuolização e a

redução da eliminação celular observados nas abelhas infectadas e expostas ao

pesticida, em relação a abelhas apenas expostas, se anularam mutuamente mascarando

qualquer diferença. Conquanto o aumento da vacuolização possa ter significado

alostático, a redução da eliminação celular é deletéria e pode contribuir para a

intoxicação.

Todos os resultados de índice de lesão do intestino médio para cada porção, seja

anterior, média ou posterior, apresentaram A. mellifera expostas ao ciantraniliprole,

tanto infectadas quanto não infectadas por N. ceranae, com índices de lesão

semelhantes, além de maiores em relação ao controle e abelhas apenas infectadas, que

não diferiram entre si, com exceção da porção posterior onde abelhas apenas

infectadas foram superiores ao controle. Isso indica que o nível de fenótipo de estresse

de abelhas expostas ao pesticida tanto infectadas quanto não infectadas é superior a

abelhas não expostas e infectadas, mas não é diferente entre si. Todavia, o significado

biológico da distinção ou semelhança do nível de fenótipo de estresse depende da

interpretação biológica dos fenêmenos celulares subjacentes utilizados no cálculo e

sua função na relação causal com o(s) agente(s) injuriante(s), como previamente
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discutido. O maior tropismo de N. ceranae por parasitar as células digestivas da

porção posterior do intestino médio (Kurze et al., 2018), provavelmente explica a

diferença do índice de lesão da porção posterior em relação ao indice de lesão global

do intestino médio nas abelhas apenas infectadas pelo patógeno. Assim, apesar de seu

nome, o índice de lesão é uma métrica eficiente para avaliar o fenótipo de estresse

geral das porções do intestino médio, mas seu significado quanto a lesão e feito

deletério depende da interpretação biológica de cada compontente.

5. Considerações finais
A letalidade do ciantraniliprole evidencia o potencial desse pesticida em contribuir

para o declínio global de abelhas. Apesar de isoladamente o pesticida não afetar as

abelhas em concentrações subletais, associado ao patógeno Nosema ceranae apresenta

efeito deletério reduzindo a sobrevivência de Apis mellifera africanizada. A

capacidade de reduzir a apoptose representa um elo causal subjacente ao efeito

deletério da associação do patógeno com o pesticida, sendo um mecanismo

responsável pela capacidade de N. ceranae fragilizar abelhas ao pesticida

ciantraniliprole. A ativação da via apoptótica, a proporção de células digestivas

vacuolizadas, a fragmentação celular, a eliminação celular e o índice de lesão de cada

porção epitelial do intestino médio evidenciam que utilizar o intestino médio inteiro

para avaliar a resposta tecidual não é representativo, com cada porção apresentando

suas peculiaridades responsivas para cada um desses fenômenos celulares. Além disso,

é fundamental considerar dados de biomarcadores de estresse de cada porção

independente de outras porções a fim de evitar enviesamento.

De modo geral, os estressores tóxico e patogênico podem exercer ação

citoestressora vacuolizadora nas células digestivas isoladamente, dependendo da

concentração e nível de infecção, respectivamente, podendo ocorrer associação de

seus efeitos intensificando o nível de vacuolização, entretanto isso irá depender de

qual porção do intestino médio o epitélio pertence por razões intrínsecas ainda não

compreendidas. A fragmentação das células digestivas indica a eficiência do

biomarcador de estresse para ação do ciantraniliprole em todas as porções do intestino

médio. Entretanto, não possui responsividade consistente a infecção por N. ceranae,

com ou sem exposição ao pesticida. A proporção de eliminação celular evidencia o

efeito supressor da apoptose pelo patógeno N. ceranae. Este efeito de redução se torna

perceptível quando o epitélio está sob forte ação tóxica de pesticida, pois a eliminação

celular é a resposta de morte celular programada do tipo apoptose-like com
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responsividade alostática à injúria. Embora seja interpretado como um parâmetro

histopatológico de estresse, onde maiores e menores níveis indicam maior e menor

estresse, respectivamente; seu declínio pode implicar em uma menor capacidade de

contraposição aos efeitos deletérios dos pesticidas, resultando em maior toxicidade.

Portanto, a interpretação do significado biológico deste biomarcador não é direta,

dependendo da contextualização da cadeia de causa e efeito até a eliminação celular,

isto é, que geram o fenômeno de seu incremento ou redução, e após, ou seja, seus

desdobramentos fisiológicos na sobrevivência. Quanto ao índice de lesão, apesar de

seu nome, é uma métrica para fenótipo de estresse, e a depender da interpretação

causal dos parâmetros individiduais utilizados nos cálculos e o impacto ou não na

sobrevivência, inferências de lesão podem ser realizadas.

Deste modo, o presente estudo fornece subsídios teóricos, empíricos e

metodologicos para a compreensão das relações entre o patógeno N. ceranae e o

pesticida ciantraniliprole, relacionados ao declínio global de abelhas e suas síndromes

de estresse. Por fim, aponta a necessidade de considerar os impactos da presença de

mais de um estressor e o potencial chave do patógeno N. ceranae susceptibilizar

abelhas melíferas a estressores tóxicos, na elaboração de manejo das abelhas e

políticas de conservação.
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Anexo A:

Figura A1: Imagem de controle negativo da técnica de imunomarcação indireta para

caspase-3 clivada em montagem total da região anterior do intestino médio de

operárias de Apis mellifera mostrando ausência de imunomarcações positivas. A:

montagem com DAPI e GFP. B: DAPI. C: GFP. Não houve diferença entre as

porções do intestino médio e entre os tratamentos. Barra de escala: 150 μm.
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Anexo B:
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Figura B1: Histologia da porção anterior do intestino médio de operárias de Apis

mellifera africanizada mostrando os parâmetros histopatológicos epiteliais avaliados e

a infecção por Nosema ceranae (seta). A-B: grupo experimental controle. C-D: grupo

experimental infectado com Nosema. E-F: grupo experimental exposto a concentração

CL50/10 do inseticida . G-H: grupo experimental infectado com patógeno e exposto a

CL50/10 do inseticida. Cabeça de seta: eliminação celular. fc: fragmento celular. v:

vacuolização. n: núcleo. ep: epitélio. b: borda estriada. m: músculo. L: lúmen. Barra

imagens A,C,E,G: 20 μm. Barra imagens B,D,F,H: 10 μm.
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Figura B2: Histologia da porção medial do intestino médio de operárias de Apis

mellifera africanizada mostrando os parâmetros histopatológicos epiteliais avaliados e

a infecção por Nosema ceranae (seta). A-B: grupo experimental controle. C-D: grupo

experimental infectado com Nosema. E-F: grupo experimental exposto a concentração

CL50/10 do inseticida . G-H: grupo experimental infectado com patógeno e exposto a

CL50/10 do inseticida . Cabeça de seta: eliminação celular. fc: fragmento celular. v:

vacuolização. n: núcleo. ep: epitélio. b: borda estriada. m: músculo. L: lúmen. Barra

imagens A,C,E,G: 20 μm. Barra imagens B,D,F,H: 10 μm.
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Figura B3: Histologia da porção posterior do intestino médio de operárias de Apis

mellifera africanizada mostrando os parâmetros histopatológicos epiteliais avaliados e
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a infecção por Nosema ceranae (seta). A-B: grupo experimental controle. C-D: grupo

experimental infectado com Nosema. E-F: grupo experimental exposto a concentração

CL50/10 do inseticida. G-H: grupo experimental infectado com patógeno e exposto a

CL50/10 do inseticida. Cabeça de seta: eliminação celular. fc: fragmento celular. v:

vacuolização. n: núcleo. ep: epitélio. b: borda estriada. m: músculo. L: lúmen. Barra

imagens A,C,E,G: 20 μm. Barra imagens B,D,F,H: 10 μm.


