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RESUMO

ATAIDE, Alvaro Domingues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2025. Morfologia do intestino médio e corpo gorduroso larval de Grumichella
boraceiae (Trichoptera: Leptoceridae) e danos causados pelo inseticida
deltametrina. Orientador: Jose Eduardo Serrao.

O controle de pragas, especialmente insetos, € fundamental na agricultura para
evitar perdas e garantir produtividade, mas o uso excessivo de inseticidas pode
afetar o0s ecossistemas aquaticos. A deltametrina, um inseticida piretroide
amplamente utilizado na agricultura, age nos canais de sodio-potassio das células
nervosas, comprometendo também o intestino médio e o corpo gorduroso de insetos
ndo-alvo, estruturas essenciais para digestao, detoxificagdo e armazenamento de
energia. Larvas de Trichoptera sdo sensiveis a alguns pesticidas no ambiente
aquatico, sendo bons bioindicadores ambientais. Este estudo teve como objetivo
descrever os efeitos histopatol6gicos de concentracao subletal de deltametrina no
corpo gorduroso e intestino médio de larvas do Trichoptera Grumichella boraceia. As
larvas foram coletadas e mantidas em laborat6rio onde a toxicidade da deltametrina
estimada para concentracado letal 50% (CL50) foi 0,0037 pug L-1 apés 24 horas,
inferior a concentracao residual encontrada em ambientes aquéticos. No controle, as
larvas apresentam o intestino médio com epitélio formado por células digestivas
colunares com borda estriada apical evidente e nucleo oval mediano com cromatina
descondensada, algumas células caliciformes com cavidade central desenvolvida
apresentando borda estriada e nucleo basal. Também ocorreram ninhos de células
regenerativas na base do epitélio e externamente musculos circulares e
longitudinais. O corpo gorduroso bem desenvolvido com trofdcitos apresentando
nucleo irregular com cromatina descondensada e citoplasma baséfilo rico em gotas
lipidicas. Enquanto o corpo gorduroso das larvas expostas a CL50 de deltametrina
ndao apresentou danos histopatolégicos, o intestino médio apresentou
desorganizagao epitelial, protrusées celulares apicais, vacuolizagao citoplasmatica,
abundancia de esferocristais e secrecao apécrina. Esta é a primeira descricao
histoldégica do intestino médio e corpo gorduroso de larva do género Grumichella
sendo ela semelhante aquela reportada para lagartas do grupo-irmao Lepidoptera.
Os resultados revelam que a deltametrina é toxica para larvas de G. boraceiae,
comprometendo sua fisiologia e sobrevivéncia mesmo em concentragdes inferiores
aquelas residuais de campo.



Palavras-chave: Morfologia, ecotoxicologia, deltametrina



ABSTRACT

ATAIDE, Alvaro Domingues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2025.
Morphology of the larval midgut and fat body of Grumichella boraceiae
(Trichoptera: Leptoceridae) and dmage caused by the insecticide deltamethrin.
Adviser: Jose Eduardo Serrao.

Pest control, especially of insects, is crucial in agriculture to prevent losses and
improve productivity. However, the excessive use of insecticides may affect aquatic
ecosystems. Deltamethrin, a widely used pyrethroid insecticide in agriculture, acts on
the sodium-potassium channels of nerve cells and compromises the midgut and fat
body of non-target insects, organs essential for digestion, detoxification, and energy
storage. Trichoptera larvae are sensitive to some pesticides in aquatic environments,
making them good environmental bioindicators. This study describes the
histopathological effects of a sublethal concentration of deltamethrin on the larval fat
body and midgut of the Grumichella boraceia (Trichoptera). The larvae were
collected and maintained in a laboratory, where the toxicity of deltamethrin was
estimated at a 50% lethal concentration (LC50) of 0.0037 pg L-1 after 24 hours,
which is lower than the residual concentration found in aquatic ecosystems. The
larval midgut epithelium has columnar digestive cells with apical brush border and
median ovoid nucleus with decondensed chromatin, some goblet cells with a central
cavity presenting brush border and a basal nucleus with decondensed chromatin. In
addition, some nests of regenerative cells occur in the basement of the epithelium
and externally circular and longitudinal muscles. The fat body is well-developed with
trophocytes presenting irregular nucleus rich in decondensed chromatin and
basophilic cytoplasm with lipid droplets. While the fat body of larvae exposed to the
LC50 of deltamethrin showed no histopathological damage, the midgut exhibited
epithelial disorganization, apical cell protrusions, cytoplasm vacuolization with
abundance of spherocrystals, and apocrine secretion. That is the first histological
description of the larval fat body and midgut in the genus Grumichella, which was
found to be similar to that of caterpillars of the sister-group Lepidoptera. The results
reveal that deltamethrin is toxic to G. boraceia larvae, impairing their physiology and
survival even at concentrations lower than residual field levels.

Keywords: Morphology, ecotoxicology, deltamethrin
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1.INTRODUCAO

Na agricultura, o controle de pragas como plantas daninhas, fungos, bactérias e
insetos ¢ fundamental para garantir uma producdo economicamente viavel. Entre essas
pragas, os insetos sdo os que mais causam danos, pois além de se alimentarem dos
produtos agricolas, também atuam como vetores de doengas. Portanto, os inseticidas sao
essenciais na agricultura moderna, sendo uma das principais formas de controlar a
populacdo de insetos-praga. Entretanto, o uso intensivo e inadequado destes quimicos e a
falta de mata ciliar sdo fatores que potencializam a contaminacdo de ecossistemas
aquaticos (Dellamatrice e Monteiro, 2014).

Dentre os inseticidas, os piretroéides atuam nos canais de sddio-potassio nas células
nervosas dos insetos, interrompendo a transmissdo do sinal elétrico causando a morte
(Soderlund, 2012). Além disso, esses piretroides, como a deltametrina, tem efeito
inibitério na enzima glutationa S-transferase que atua na detoxificagdo e, portanto, ¢ um
indicador da toxicidade desse composto (Ribeiro et al., 2022). A deltametrina tem sido
encontrada em concentragdes residuais em solo, plantas e em corpos d’agua (Hunt et al.,
2016, Zhou et al., 2014, Reiber et al., 2021, Dellamatrice e Monteiro, 2014).

A contaminagdo dos ecossistemas aquaticos por inseticidas pode mudar
abruptamente as caracteristicas fisico-quimicas da 4gua, além de adicionar compostos
exdgenos ao ambiente, o que pode afetar negativamente a fauna aquatica, como os insetos
aquaticos (Reiber et al., 2021). Os efeitos causados variam de acordo com a forma de
entrada do inseticida no ambiente aquatico, além da fisiologia, morfologia e tempo de
processamento desse toxico pelos insetos, que se mostram sensiveis a alguns inseticidas
(Antwi e Reddy, 2015).

Insetos nao-alvos na agricultura sd3o comumente afetados pela aplicagdo de

inseticidas, embora desempenhem papé€is importantes como polinizadores, predadores,



parasitoides e coprofagos (Serrdo et al., 2022). Larvas de Chironomus columbiensis
Wiilker et al., 1989 (Diptera: Chironomidae) expostas a concentragdes subletais de
deltametrina apresentaram redu¢do na taxa de reprodugdo e alteragcdes na morfologia das
asas na fase adulta (Montafo-Campaz et al., 2022). Inimigos naturais de pragas,
representantes de Chrysopidae (Neuroptera), Coccinellidae (Coleoptera) e Miridae
(Hemiptera), tiveram reducao de abundéancia em plantacdes de pé€ssegos apos a aplicacao
de piretréides (Hafsi et al., 2016). A exposicdo a inseticidas também afeta o
comportamento das larvas de insetos aquaticos ndo-alvo como de Hydropsyche slossonae
Banks, 1905 (Trichoptera: Leptoceridae:), tornando suas redes de captura de alimentos
nao funcionais (Tessier et al., 2000).

Os Trichoptera sdo insetos aquaticos, grupo irmao de Lepidoptera cujas lagartas
sdo pragas comuns na agricultura, com larvas que constroem abrigos, redes de captura ou
podem ser de vida livre (Flint et al., 1999; Pes et al., 2005). Essas larvas s3o comuns em
lagos e rios, com fungdes ecoldgicas variadas, com habitos predador, detritivoros ou
raspador (Pimentel et al., 2020; Cobo, 2005). As fases larvais desempenham um papel
fundamental nas teias alimentares de dgua doce e como bioindicadores de ambientes
limpos (Ruiz-Garcia et al., 2022).

Dentre os Trichoptera, Leptoceridae apresentam larvas construtoras de abrigos
moveis feitos de seda e detritos (Tasker e Bilton, 2023). Esta familia ¢ globalmente
distribuida, com 46 géneros e 1567 espécies (Holzenthal e Oliveira-Pes, 2004; Morse,
2022). O género Grumichella Mueller, 1879 pertencente a Leptoceridae foi descrito em
1879 por Mueller. No entanto, muitas de suas espécies ainda estdo sendo descritas
atualmente, visto que apenas recentemente mais pesquisas estdo sendo desenvolvidas
sobre esse género, mas, ainda ha uma lacuna de conhecimento sobre sua biodiversidade

e biologia (Calor et al., 2024; Calor et al., 2016). A espécie Grumichella boraceia Calor
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& Hozenthal, 2016 ¢ um exemplo dessas pesquisas recentes, apenas em 2024 foi realizado
um estudo sobre sua morfologia interna, com a descri¢do do aparelho reprodutor (Costa
et al., 2024). Entretanto, ainda ndo existem estudos sobre outros 6rgaos essenciais, como
o intestino médio ou o corpo gorduroso.

O intestino médio dos insetos ¢ um importante local de estudo da acdo dos
inseticidas, pois esse Orgdo age como barreira fisica e quimica contra patogenos e
compostos toxicos (Denecke et al. 2018; Castro et al., 2019). O intestino de insetos ¢
dividido em anterior, médio e posterior, porém nas larvas dos insetos holometabolos o
intestino médio € mais desenvolvido (Caccia et al., 2019). A estrutura celular do intestino
médio em lepiddptera ¢ composta por células digestivas colunares caliciformes, células
regenerativas e células enddcrinas, além de possuir uma matriz peritrofica revestindo a
parede interna do intestino (Pinheiro et al., 2018). Em Trichoptera, a estrutura celular do
intestino médio ¢ pouco conhecida, sendo descrita apenas em Limnephilus stigma Curtis,
1834 (Trichoptera: Limnephilidae), sendo semelhante com Lepidoptera, com a presenca
de células digestivas caliciformes e colunares em que as células colunares apresentam
dupla fun¢do, absor¢cdo de produtos da hidrdlise e sintese de enzimas (Chayka e
Farafonova, 1980). Células caliciformes possuem uma superficie apical coberta
inteiramente por microvilosidades e um citoplasma repleto de granulos secretores,
contendo enzimas digestivas e muco, cuja fungdo ¢ aglutinar particulas de alimento. As
células regenerativas, por sua vez, sdo encontradas em grupos na base das criptas do
epitélio e podem ser facilmente identificadas pelo niicleo pequeno e pelo citoplasma, que
se cora mais intensamente do que o das células j& diferenciadas (Chayka & Farafonova,
1980).

O corpo gorduroso, juntamente com o intestino médio, ¢ um local de

armazenamento de energia sob a forma de polissacarideos, proteinas e lipideos. Além
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dessa funcdao, o corpo gorduroso desempenha um papel importante no processo
reprodutivo e na detoxificagdo dos insetos (Guedes et al., 2006; Dutra et al., 2019). Esse
orgdo ¢ composto principalmente pelos trofocitos, de origem endodérmica (Paes de
Oliveira e Cruz-Ladim, 2003). Em insetos holometdbolos, os trofocitos apresentam
diferengas fisiologicas e ultraestruturais durante as fases da metamorfose, atuando
diretamente nesse processo crucial para o desenvolvimento do inseto (Paes de Oliveira e
Cruz-Ladim, 2003). Em tricopteros do género Hydropsyche Pictet, 1834 foi observado
que, ao longo do crescimento larval, h4 um aumento na concentracao de lipidios no corpo

gorduroso (Meier et al., 2000).

Por serem sensiveis as mudancas ambientais causadas por inseticidas e
apresentarem respostas mensuraveis a essa exposi¢ao, os tricopteros sdo estudados na
avaliacdo da qualidade do ambiente aquatico (Ratia et al., 2012). Portanto, estudos sobre
a biologia, comportamento e genética dos Trichoptera sdo desenvolvidos para
compreender como esses insetos reagem as alteracdes ambientais (Berra et al., 2006;

Yokoyama et al., 2009; Piccardo et al., 2021).

2. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade e os efeitos histopatologicos no
intestino médio e corpo gorduroso do inseticida deltametrina em larvas do tricoptero G.
boraceia.

2.1 OBJETIVO ESPECIFICO

Descricao da morfologia interna do intestino médio e corpo gorduroso de larvas

do género Grumichella.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DE INSETOS

A coleta das larvas foi realizada entre janeiro e outubro de 2024, na Fazenda
Remanso (coordenadas em DMS: 20° 39' 23.990" S e 42° 27' 14.436" O), municipio de
Araponga, estado de Minas Gerais, nas proximidades do Parque Estadual da Serra do
Brigadeiro. A fazenda tem como atividade econdmica o turismo oferecendo pousadas
para estadia e a produgdo de café especial, que utiliza menos pesticidas. As larvas foram
coletadas com peneiras granulométricas (7,6 cm de didmetro e 8 mm de tamanho de
malha) em pontos distribuidos ao longo do rio, do nivel mais baixo ao mais alto com
esforco amostral de 8 horas de busca ativa (Pimentel et al., 2020).

As larvas coletadas foram transportadas para a Universidade Federal de Vigosa
em caixas de isopor preenchidas com dgua do rio e malha fina de tecido para promover a
aderéncia das larvas e reduzir o estresse durante o transporte (Ratia et al., 2012). O
substrato pedregoso foi coletado, lavado e seco em temperatura ambiente.

3.2 CRIACAO EM LABORATORIO

Adaptando a metodologia de Villamarin et al. (2022), as larvas coletadas foram
aclimatadas na agua do rio por 24 horas. Posteriormente, foram transferidas em média
1000 larvas para aquarios de vidro (35 x 17 x 22 c¢cm) com capacidade para 10 litros
equipados com um filtro externo tipo cascata (modelo Hang On) para aquéarios de até 60
litros, com capacidade de 250 L/h, garantindo a oxigenag¢do adequada da agua. O
ambiente foi climatizado para manter a temperatura da agua entre 20°C e 23°C. As pedras
coletadas do rio foram distribuidas no fundo dos aquarios, simulando o ambiente natural
e enriquecendo o ambiente em laboratorio.

3.3 TESTE DE CONCENTRACAO DE MORTALIDADE

Seguindo o protocolo da Organisation for Economic Co-operation and

Development (OECD) n° 235, adaptado para Trichoptera, foram utilizadas larvas de 1 a
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2 cm de comprimento coletadas em campo e mantidas em laboratério. A formulagao
comercial de deltametrina [Decis 25EC® 25g/L. do principio ativo S)-o-cyano-3-
phenoxybenzyl (1R,3R) -3-(2,2-dibromovinyl)-2,2-dimethylcyclopropanecarboxylate =
789,4 g/L hidrocarboneto aromatico e 75,6 g/L outros ingredientes ; Bayer CropScience
Ltda., Sdo Paulo, Brasil] foi utilizada para preparar uma solu¢do estoque em agua
destilada, com concentragdo de 25 pg/L do principio ativo do inseticida. A seguir foram
realizadas quatro dilui¢des (12,8 ug/mL, 9,6 ug/mL, 6,4 ug/mL e 3,2 ng/mL) que foram
utilizadas para avaliar a toxicidade e estimar as concentracdes letais (CLso, CL75 € CLoo).
Para cada dilui¢do do inseticida e controle, 10 larvas foram expostas em potes de pléastico
circulares com tampa e 200 mL de 4gua com quatro réplicas totalizando 200 larvas. A
mortalidade foi avaliada a cada 24h por 72h. Os individuos que ndo responderam aos
estimulos com uma pipeta de Pasteur ou nao apresentaram motilidade, foram
considerados mortos e contabilizados. Qualquer comportamento observado também foi
registrado.

3.4 TESTE SUBLETAL

Apos a estimativa das concentragdes letais, um outro grupo de larvas foi exposta
a CLso como descrito acima por 24 horas. No grupo controle, as larvas ndo foram expostas
ao inseticida, sendo mantidas em condi¢des iguais as da criagdo em laboratério.

3.5 MICROSCOPIA DE LUz

Apos os periodos de exposi¢do, tanto as larvas do grupo tratado quanto as do
grupo controle foram transferidas para uma solugdo fixadora de glutaraldeido 2,5% em
tampao cacodilato de sodio 0,15 M, pH 7,2, por 48 horas. Em seguida, as larvas foram
retiradas dos seus abrigos e foram dissecadas para a retirada do abdomen. Apos lavagem
no mesmo tampao, as amostras foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol

(70%, 80%, 90% e 95%) e incluidas em historesina Leica conforme instru¢des do
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fabricante. Cortes histologicos de 3 um de espessura foram corados com hematoxilina
(15 min) e eosina (30 s), sendo analisados em microscopio de luz (Olympus BX60).
3.6. Histoquimica

Para os testes histoquimicos com azul de bromofenol (deteccdo de proteinas
totais) e o reativo de Schiff (detec¢do de polissacarideos neutros), foram selecionados
cortes histologicos ndo sequenciais do intestino médio e do corpo gorduroso de larvas de
G. boraceiae.

No teste com azul de bromofenol, as amostras foram transferidas para uma
solugdo de bromofenol com mercurio (100 mL de acido acético 2%; 0,05 g de azul de
bromofenol; 1,5 g de cloreto de mercurio) e mantidas por 2 horas e 15 minutos. Em
seguida, foram lavadas com 4acido acético 0,5% por 10 minutos e com dgua corrente por
15 minutos. As amostras foram entao secas em estufa e analisadas em microscopio de luz
(Olympus BX60).

Para o teste histoquimico de deteccdo de polissacarideos neutros, as amostras
foram imersas em acido periddico 0,4% por 30 minutos, lavadas em agua destilada e
expostas ao reativo de Schiff (1,5 g de fucsina basica; 4,5 g de metabissulfito de potassio;
1 g de carvao ativado; 45 mL de HCI 1%; 300 mL de H2O) por uma hora no escuro. Apos
esse periodo, as amostras foram lavadas em agua corrente por 30 minutos, secas em estufa
e analisadas em microscopio de luz (Olympus BX60).

3.7. ESTATISTICA

As concentracdes letais e seus intervalos de confianca foram estimados por analise
Probit gerando a curva dose-resposta com o programa de computador R. Foi feita a analise
da mortalidade para diferentes concentragdes de substancias, utilizando o modelo Probit

para ajustar os dados e estimar a CLso, CL75 € CL9o para cada dia.
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4 RESULTADOS

4.1 BIOENSAIO DE CONCENTRACAO MORTALIDADE

O modelo de concentragdo-mortalidade usado foi adequado (P>0,05),
confirmando a toxicidade da formulacdo de deltametrina para larvas de 1-2 cm de
comprimento de G. boracea e permitindo estimar as concentracdes letais (Tabela 1), com
CLso de 0,0037 pg L' apds 24 horas de exposi¢io.

Durante o bioensaio foi observado que as larvas de G. boraceia expostas ao
inseticida apresentaram comportamento de abandono de abrigo. Enquanto no controle as
larvas apresentaram tendéncia em se agrupar, no tratamento com deltametrina, esse
comportamento nao foi observado, sendo que apresentavam motilidade reduzida e pouca

resposta a estimulos mecanicos em comparagao ao controle.

Tabela 1: Concentragdes letais (CL; pg L") de deltametrina estimadas para larva de
Grumichela boraceia (Trichoptera: Leptoceridae) em diferentes tempos de exposicao

obtida por analise Probit (g.1. = 13).

Tempo CLso CL7s CLoo Inclinagdo+dp X2
(IC 95%)* (IC 95%)* (IC 95%)*
24h 0,0037 0,0097 0,0149 116,49 +30.50 2.808

(0,0013-0,0054)  (0,0076-0,011)  (0,011-0,019)

48h 0,0027 0,0136 0,0233 62.22 +28,67 3.537
(0,0020-0,0083)  (0,0075-0,019)  (0,009-,038)

72h 0,0008 0,0137 0,0253 52404287  3.392

(0,0007-0,0092)  (0,0063-0,021)  (0,006-0,044)

* intervalo de confianca a 95%.
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4.2 INTESTINO MEDIO

Em G. boraceia, o sistema digestorio ¢ dividido em trés regides bem definidas:
anterior, médio e posterior, sendo o intestino médio o mais desenvolvido ocorrendo na
por¢do mediana do corpo, paralelo a glandula salivar que mostra longa (Fig. 1A). A
parede do intestino médio € composta por um epitélio simples (Fig.1 A) com predominio
de células colunares (Fig. 1 B e C) e duas camadas musculares, sendo a interna, circular,
e a externa, longitudinal. No limen do intestino médio foi evidente a presenga de matriz
peritrofica (Fig. 1B). Em algumas larvas, foi observada a ocorréncia de secre¢ao apocrina

pelo epitélio da por¢ao mediana do intestino médio (Fig. 1C). Ao longo do epitélio,

encontram-se c¢lulas digestivas, regenerativas e caliciformes (Fig. 2 A).

Figura 1. Micrografias de luz da larva de Grumichella boraceiae. A) visao geral
mostrando o intestino médio (IM) e um curto intestino posterior (IP) paralelos a glandula

salivar (GS). B) Intestino médio com epitélio simples colunar (EP) matriz peritrofica
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(MP) no limen (Lu). C) detalhe do epitélio do intestino médio (EP) mostrando a
ocorréncia de secrecdo apdcrina (setas) e Trofocitos (Tr). ; C= cuticula; Cp= corpo

gorduroso parietal; Cv= corpo gorduroso visceral; Ga, gdnglio nervoso; Mu= musculo

As células digestivas sdao colunares e as mais frequentes e se apresentam
justapostas, com nucleo oval rico em cromatina descondensada na por¢do mediana da
célula (Fig. 2). A superficie apical dessas células apresenta uma borda estriada bem
desenvolvida (Fig. 2). O citoplasma mediano-basal apresentou basofilia com pequenos
vacuolos, enquanto na por¢do apical ocorreram vacuolos bem desenvolvidos e o
citoplasma apresentou acidofilia (Fig. 2B, 2D).

As células caliciformes ocorrem em menor abundancia que as digestivas, sendo
caracterizadas por uma invagina¢do da membrana plasmatica apical, formando uma
cavidade em com borda estriada evidente (Fig. 2B, 2C). O nucleo ¢ basal e rico em
cromatina descondensada (Fig. 2B, 2C).

As células regenerativas sdo encontradas em pequenos ninhos na por¢ao basal do
epitélio sobre a membrana basal e nao atingindo o limen do 6rgao, sendo caracterizadas

por nucleo com cromatina condensada (Fig. 2).
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Figura 2. Micrografias de luz do intestino médio da larva de Grumichella boraceiae. A)
Epitélio mostrando a presenca de células caliciformes (Ca), colunares (CC) com borda
estriada (BE) e ninhos de células regenerativas (CR) B) Detalhe do epitélio mostrando
células colunares (CC) com citoplasma apical acidéfilo e basofilia mediano basal, células
caliciformes com cavidade bem desenvolvida (Ca) e nucleo basal (Nu). Note camada
musculares longitudinal (Ml) e circular (Mc). C) Epitélio mostrando células digestivas

(Cd) com nucleo ovais (Nu) e citoplasma com vactolos (Va) de diferentes tamanhos.
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Apds 24 horas de exposicdo a CLso do inseticida deltametrina, as larvas de G.
boraceia apresentaram danos no intestino médio em comparagdo ao grupo controle (Fig.
4), caracterizados pela desorganizacdo do epitélio, com ocorréncia de protrusoes
citoplasmaticas apicais das células digestivas, algumas liberadas como fragmentos
celulares para o limen do 6rgdo e intensa vacuolizagdo citoplasmatica (Fig. 4C, 4F, 41).

A coloracdo com acido peridodico de Schiff (PAS) e mercurio bromofenol
apresentou resultados positivos em amostras do intestino médio tanto para o grupo
controle como para o tratado. No teste PAS, ocorreram alguns grumos com forte reacdo
positiva no citoplasma das células colunares no controle e no tratamento, além de uma
borda estriada mais evidente apenas nas larvas expostas ao inseticida (Fig. 4 H-I). No
teste com mercurio bromofenol, foi detectada a presenca de esferocristais nas células do

epitélio digestivo exclusivamente no grupo tratado (Fig. 4 F).

4.3. CORPO GORDUROSO

Nas larvas de G. boraceia, o corpo gorduroso estd dividido em porg¢des parietal e
visceral, diferenciados pela localizagao e estrutura (Fig. 3 A). O corpo gorduroso parietal
de G. boraceia esta localizado na regido periférica do abdomen, proximo a epiderme do
tegumento (Fig. 3C). Esse 6rgdo possui uma organizacdo em folhas com finas camadas,
com c¢lulas justapostas com citoplasma contendo alguns pequenos vactolos (Fig. 3C). O
corpo gorduroso visceral estd localizado na regido central, préximo ao intestino, com as
células ricas em vactolos bem desenvolvidos (Fig. 3B, 3D). As células do corpo
gorduroso (trofocitos) apresentam nucleo irregular com predominio de cromatina

descondensa e citoplasma rico em vactolos (Fig. 3).
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Figura 3. Micrografias de luz da larva de Grumichella boraceiae. A) Corte transversal
mostrando uma visdo geral do intestino médio (IM), dois tipos de corpo gorduroso —
parietal (Cp) e visceral (Cv) — e um grupo de enécitos (En). B) Corpo gorduroso visceral
(Cv) coberto por vactiolos (Va) dos trofocitos (Tr), com destaque para seus nticleos (Nu).
C) Corpo gorduroso parietal (Cp) localizado préoximo a cuticula (C), apresentando
trofocitos (Tr) mais delimitados e menos vacuolos (Va) em comparacdo ao corpo
gorduroso visceral. D) Detalhe do corpo gorduroso visceral (Cv), evidenciando os
trofocitos (Tr) com nucleos de cromatina condensada; BE = borda estriada; Ep = epitélio;

Mu = musculo; MP = matriz peritréfica; T = traqueia.
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As larvas de G. boraceia expostas a CLso de deltametrina por 24h nao
apresentaram diferengas morfoldgicas no corpo gorduroso parietal e visceral em
comparagdo com o controle.

Para verificar a ocorréncia de algum dano fisiologico pelo inseticida, o corpo
gorduroso das larvas foi submetido aos testes histoquimicos para deteccdo de
polissacarideos e proteinas. Os testes histoquimicos para a deteccdo de polissacarideos
neutros (PAS) e proteinas totais (mercurio bromofenol) apresentaram resultados positivos
em amostras do corpo gorduroso para o grupo controle e tratado, mas sem diferencas

entre eles.
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Figura 4. Micrografias de luz da larva de Grumichella boraceiae expostas ao inseticida

deltametrina. A e B) Cortes longitudinais corados com HE, uma visao geral do abdomen.
Observa-se o intestino médio (IM) com epitélio simples colunar (Ep) e, em seu limen, a
matriz peritroéfica (MP). Também sdo destacadas as glandulas (GS) adjacentes, o musculo
(Mu) e a cuticula (C) que contorna o abddémen. C) Intestino médio corado com HE em
maior aumento, evidenciando protusdes (Pr) e fragmentos celulares (*) do epitélio
colunar. D e E) Abdomen corado com Bromofenol, com destaque para o intestino médio
(IM) e o corpo gorduroso (CQG). F) Presenca de protusdes celulares (Pr) e de esferocristais
(setas). G e H) Abdomen corado com PAS, com destaque para a borda estriada (BE) mais
evidente. I) Em maior aumento nota-se vesiculas com contetido celular (Se) mais coradas,

assim como fragmentos celulares (*). T = traqueia.
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5. DISCUSSAO

O valor estimado da concentragdo letal de deltametrina para matar 50% das larvas
de G. boraceiae ap6s 24 horas de exposic¢do foi de 0,0037 ug L', o que representa um
valor 16,2 vezes menor do que a concentrac¢do residual encontrada em campo, de 0,06
ug/L, para a bacia do mesmo bioma (Davia et al., 2018). Outros artropodes aquaticos
considerados altamente sensiveis a piretroides apresentam valores de CLso entre 0,01 e
0,1 ng L, sendo a espécie mais sensivel Chaoborus obscuripes (Wulp, 1859)
(Chaoboridae: Diptera), cuja CLso variou de 0,0006 pg L' para 48 horas e 0,0012 ug L-!
para 96 horas (Schroer et al., 2004).

Durante a exposicao subletal ao piretroide, foi observado o comportamento de
abandono do abrigo pelas larvas de G. boraceiae. Esse comportamento de possivel fuga
de ambiente contaminado também foi registrado em resposta ao piretroide, o
esfenvalerato, por larvas construtoras de abrigo de Brachycentrus americanus (Banks,
1899) (Trichoptera: Brachycentridae) (Katherine et al., 2008). Esse comportamento, aqui
induzido pelo piretroide, impacta negativamente a sobrevivéncia das larvas, tornando-as
mais suscetiveis a predagao (Katherine et al., 2008).

As larvas expostas a deltametrina também deixaram de apresentar o
comportamento de agrupamento observado nas larvas controle. Alteracdes
comportamentais foram relatadas em larvas de Plutella xylostella (Linnaeus, 1767)
(Lepidoptera: Plutellidae) com o inseticida permetrina (Hoy et al., 1991). Quando
expostas ao piretroide, as larvas de G. boraceiae apresentaram pouca motilidade e
resposta a estimulos, comportamento, como observado em adultos de Spodoptera
frugiperda J.E. Smith, 1797 (Noctunirdae; Lepidoptera) (Gist e Pless, 1985).

Assim como outros Trichoptera, as larvas de G. boraceiae possuem o canal

alimentar dividido em trés regides: anterior, médio e posterior, sendo o intestino médio,
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0 que ocupa a maior parte do corpo (Sangpradub e Giller, 1994). Em larvas de Wormaldia
mediana McLachlan, 1878 (Philopotamidae: Trichoptera), o tecido epitelial do intestino
médio ¢ formado por células colunares (digestivas) responsaveis pela secre¢do da matriz
peritréfica (Corallini, 2011), uma caracteristica também observada nas larvas de G.
boraceiae que apresenta matriz peritrofica no lumen e epitélio com secre¢ao apocrina. De
acordo com Corallini (2011), a membrana peritréfica ¢ produzida ao longo de todo o
intestino médio de larvas de Ceraclea fulva (Rambur, 1842) (Trichoptera: Leptoceridae)
com a fungdo de proteger mecanicamente o trato digestorio. Apesar de ambas as espécies
desempenharem papéis troficos distintos, C. fulva sendo um predador e G. boraceiae um
raspador, esse tipo de membrana também ¢ produzido por larvas de G. boraceiae.

No epitélio do intestino médio de G. boraceiae, ocorrem células digestivas
justapostas e com uma borda estriada apical bem evidente, células regenerativas e, em
menor abundancia, células caliciformes. Essa composi¢do do epitélio digestivo, com
células colunares, caliciformes e regenerativas, também foi descrita por Chayka e
Farafonova (1980) em larvas do Trichoptera L. stigma. Além disso, larvas de Anticarsia
gemmatalis Hiibner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae) apresentam uma conformagdo
celular no intestino médio (Lima et al., 2023) semelhante a das duas espécies
de Trichoptera. Em Lepidoptera, as c€lulas caliciformes sdo responsaveis pelo transporte
ativo de potassio da hemolinfa para o limen do intestino médio, uma adaptagdo
relacionada a dieta rica em potassio dessas larvas (Moffet e Koch, 1992; Flower e Filshie,
1976; Azuma et al., 1991). Essas células também estdo presentes nas larvas de G.
boraceiae e podem ser identificadas pela presenca de uma invaginacao apical, que forma
uma cavidade com borda estriada, semelhante ao observado em lagartas

de Lepidoptera (Gomes et al., 2013). No entanto, a real fungdo dessas células
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em Trichoptera ainda ¢ desconhecida, sendo necessarios mais estudos para determinar
sua funcionalidade nessa ordem.

A presenca de célula caliciforme ¢ uma caracteristica morfologica observada
apenas em Lepidoptera e Trichoptera, que pertencem ao grupo Amphiesmenoptera. Essa
caracteristica pode representar uma sinapomorfia do grupo, refor¢ando a filogenia atual
que os considera grupos irmaos (Mey et al., 2016). Além disso, essa célula ndo esta
presente em nenhuma das ordens que compdem o tdxon irmao de Amphiesmenoptera, o
grupo Antliophora, que inclui Diptera, Mecoptera e Siphonaptera, sendo mais uma
evidéncia que essa caracteristica ¢ uma novidade evolutiva compartilhada apenas pelo
ancestral em comum de Amphiesmenoptera (Beutel et al., 2011).

A divisdo do corpo gorduroso em regides parietal e visceral, observada em G.
boraceiae ¢ comum em muitos insetos, incluindo Lepidoptera, grupo irmao de
Trichoptera. Esses tecidos estdo localizados em diferentes regides do corpo e apresentam
arranjos celulares distintos (Haunerland e Shirk, 1995), caracteristicas também
observadas em G. boraceiae.

Os trofocitos estdo presentes em todo o corpo gorduroso da larva de G. boraceiae,
com maior abundancia na regido parietal, similarmente ao observado em larvas de 4.
gemnatalis (Carvalho et al., 2013). Esses trofocitos possivelmente desempenham fungdes
de sintese, armazenamento e metabolismo de glicogénio, conforme relatado em larvas de
Bombyx mori (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Bombycidae) e para outras larvas de
holometabolos (Park et al., 2022).

As larvas expostas ao inseticida deltametrina apresentaram danos no epitélio do
intestino médio, como aumento da vacuolizagdo, ocorréncia de protusdo celular apical e
liberagdo de fragmentos no limen. Danos histopatolégicos semelhantes foram relatados

no intestino médio de lagartas dos Lepidoptera S. frugiperda com o mesmo inseticida
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(Vinha et al., 2021), A. gemmatalis com esquamocina (Fiaz et al., 2018a), tebufenozida
(Fiaz et al. 2018b), cloratranilipole (Castro et al., 2021) e abamectina (Lima et al. 2024)
e nos hemimetabolos Callibaetis radiatus (Navas, 1920) (Ephemeroptera: Baetidae:) com
deltametrina (Gutiérrez et al., 2016) e Podisus nigrispinus (Dallas, 1851) (Heteroptera;
Pentatomidae) com spinosade (Santos-Junior et al. 2020), indicando que diferentes
pesticidas causam danos histopatoldgicos semelhantes no intestino médio de diferentes
insetos.

Em comparacdo com o controle, foi observado um aumento na abundancia de
secrecdo apocrina no epitélio do intestino médio de G. boraceiae exposta a deltametrina,
o que pode ser devido a uma resposta detoxificante do 6rgao ao inseticida. Aumento na
secrecdo apdcrina tem sido relatado no intestino médio de diferentes insetos expostos a
pesticidas e associados como um possivel mecanismos de detoxificagao ( Martinez et al.,
2018; Santos-Junior et al., 2020; Lima et al., 2024; Reis et al., 2024), uma vez que podem
liberar enzimas envolvidas nos processos de detoxifica¢do (Grella et al., 2019). Assim, o
aumento dessas secrecoes em G. boraceiae pode ser interpretado como uma resposta do
organismo a exposicao ao deltametrina.

As larvas de G. boraceiae apresentaram reag@o positiva para carboidratos, com a
borda estriada fortemente corada, assim como reagdes mais intensas, € pontuais, no
citoplasma do epitélio intestinal. Tanto no controle quanto no tratamento, a marca¢ao com
mercurio bromofenol indicou a presenga de proteinas. No entanto, no grupo tratado foram
observados esferocristais no citoplasma das células digestivas do intestino médio. A
presencga desses esferocristais pode estar associada a mecanismos de detoxificagdo ou
osmorregulagdo do organismo (Batista et al., 2023), como relatado em operarias de
Polistes dominula (Christ,1791) (Hymenoptera:Vespidae:) (Polidori et al.,, 2018)

intoxicadas por metais pesados e na abelha Apis mellifera Linnaeus, 1758 com o
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teflubenzuron (Oliveira et al., 2024). Portanto, a presenca de esferocristais nas larvas de
G. boraceiae sugere um indicio de resposta de detoxificagao ao inseticida.

Apesar das larvas de insetos aquaticos (Antwi e Reddy, 2015) e o intestino médio
ndo serem alvos da deltametrina, que atua predominantemente em células musculares e
nervosas (Soderlund, 2012), os danos histopatologicos demonstram que G. boraceiae
apresenta sensibilidade a este inseticida amplamente utilizado na agricultura.

As larvas de G. boraceiae expostas a deltametrina, ndo apresentaram danos
histopatoldgicos no corpo gorduroso, diferentemente do reportado para Caraeochrysa
claveri (Navés, 1911) (Neuroptera: Chrysopidae) (Scudeler et al., 2022); e Melipona
scutellaris Latreille, 1811 (Hymenoptera: Meliponini) (Farder-Gomes et al., 2024), que
apresentaram danos ao corpo gorduroso apos exposicdo aos inseticidas piriproxifeno e
glifosato, respectivamente. Portanto, ¢ plausivel sugerir que a concentracdo subletal de
deltametrina aqui utilizada pode ter sido detoxificada pelo corpo gorduroso, como
relatado para esse o0rgdo em larvas de Culex quinquefasciatus Say, 1823 (Diptera:
Culicidae) com ivermectina (Alves et al. 204) de A. mellifera com ciflumetomen
(Carneiro et al., 2023).

6. CONCLUSAO

Neste trabalho, foi realizada a primeira descri¢do da morfologia do intestino
médio e do corpo gorduroso de Trichoptera do género Grumichella. Os resultados
revelam que a morfologia das larvas desse gé€nero ¢ similar a de outros Trichoptera,
apresentando a divisdo do intestino médio em trés partes, com a presenca de células
colunares, caliciformes e regenerativas. O corpo gorduroso, por sua vez, esta dividido em
porgdes parietal e visceral, sendo composto por trofocitos. Este estudo também demonstra

que o inseticida deltametrina € toxico para larvas de G. boraceiae, considerando os danos
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histopatoldgicos observados no intestino médio e as alteragdes comportamentais que

podem reduzir sua taxa de sobrevivéncia.
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