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RESUMO

SERRA, Raissa Santana, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, festeB8&9.Alteracoes
histopatoldgicas e citotoxicas no intestino médio de Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae)
causadas por acaricida e fungicidaOrientador: José Eduardo Serrdao. Coorientadores: Jamile
Fernanda da Silva Cossolin e Luis Carlos Martinez.

Polinizadores, incluindo abelhas meliferas, sdo responsaveis pela reproducéo de mais de 87%
das espécies de plantas angiospermas, sendo vitais para a saude dos ecossistemas e dos servig
agricolas ao redor do mundo. A abelha Apis mellifera tem seu desaparecimento ligado a
utilizacdo de pesticidas, que além da mortalidade direta causam efeitos subletais, tais como
alteracdo na funcédo de 6rgaos. O epitélio do intestino médio € responsavel pela digestdo e
absorcao de nutrientes, além da detoxificagdo de substancias ingeridas, como ingaticidas.
objetivo deste estudo foi avaliar as mudancas histoldgicas e citologicas do intestino médio de
operarias de A mellifera causadas pelo acaricida espiromesifeno e pelo fungicida azoxistrobina.
O teste-limite foi conduzido de forma que se assegurassedalma de 100 pg/abelha para

cada pesticida. Confirmada a nao toxicidade dos compostos, a dose recomendada para campga
foi administrada per os, dissecando-se o intestino apds 24h e 48h de exposicéo pardanalises.
intestino médio do grupo controle apresentou uma Unica camada de células digestivas, com
nacleos esféricos, ninhos de células regenerativas e limen revestido de matriz peritrofica. As
abelhas tratadas com ambos os pesticidas apresentaram mudancas histolégicas, como
desestruturacdo do epitélio, vacuolizacdo e fragmentos celulares liberados para o limen, e
mudancas citolégicas, como aumento no namero e alteracdo de mitocéndrias, alteracdo do
labirinto basal e desestruturacéo do reticulo endoplasmatico rugoso. A ocorréncia de danos ao
intestino médio em A mellifera € uma indicacédo de estes pesticidas devem ser investigados

para garantir que sua utilizacdo seja segura para as abelhas.

Palavras-chave:Abelhas. Azoxistrobina. Espiromesifeno. Toxicologia.



ABSTRACT

SERRA, Raissa Santana, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2020.
Histopathological and citotoxic changes in the midgut of Apis mellifera (Hymenoptera:
Apidae) made by acaricide and fungicideAdviser: José Eduardo Serr&o-advises Jamile
Fernanda da Silva Cossolin and Luis Carlos Maztine

Pollinators, including honey bees, are responsible for the successful reproduction of more than
87% of plant species, therefore, they are vital to ecosystem health and agricultural services
world-wide. The decline of the honey bee, Apis mellifera, has been associated with high use of
pesticides, which in addition to direct mortality have side effects, such as changes in the
physiology and behavior. The midgut is responsible for the digestion, absorption of nutrients,
and detoxification of xenobiotics, including insecticides. The aim of this study was to verify
the histological and cytological changes in the midgut of A mellifera workers caused by the
fungicide azoxystrobin and and the acaricide spiromesifen. The limit test hag=al0D pg /

bee for both pesticides. After confirming the non-toxicity of the compounds, the field-
recommended concentration was administered per os and the midgut was dissected after 24h
and 48h of exposure. The midgut of the control group had a single layer of digestive cells, with
spherical nuclei, nests of regenerative cells and a lumen lined with peritrophic matrix. Bees
treated with both pesticides showed histological changes, such as epithelial disruption,
vacuolization and cellular fragments released into the lumen, and cytological changes, such as
increased number and alteration of mitochondria, alteration of the basal labyrinth and disruption
of the rough endoplasmic reticulum. The mercury-bromophenol blue test showed high staining
intensity in the nests of regenerative cells after 24 hours of exposure to azoxystrobin. The
occurrence of damage to the midgut in A mellifera is an indication that these pesticides should

be investigated to ensure that their use istgéde bees.

Keywords: Azoxystrobin. B2e Spiromesifen. Toxicology.
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1. INTRODUCAO GERAL

Apis mellifera Linnaeus (Hymenoptera, Apidae) foi introduzida nas Américas pelos
conquistadores espanhois e portugueses em 1840 (BRAND, 1988), e se propagou pelo
continente apos a introducéo da raca africana A m. scutellata (KERR, 1967). Entretanto, nos
altimos anos houve um decréscimo de quase 50% nas colmeias de abelhas meliferas no mundo.
Simultaneamente, houve um aumento em mais de 300% na utilizacdo de polinizadores nos
campos de cultivo de frutas e vegetais (AIZEN; HARDER, 2009). As abelhas meliferas, sendo
essenciais para a producao desses alimentos, sdo criticas na manutencdo da saude humana,
gue impulsiona uma preocupacdo na saude das colbnias de abelhas e nas suas recentes perd:
(SAMMATARO; YODER, 2012).

Colbnias podem sucumbir por muitas razdes, como escassez de alimento, doencas,
parasitas e pesticidas (Sammataro & Yoder, 2012). Recentemente, a sindrome chamada
Desordem do Colapso das Colbénias (CCD), tem causado uma perda massiva de colbnias,
especialmente dentre as de uso comercial. Esse fenbmeno ocorre desde 2006, com abelhas
mortas fora da colmeia, invasédo de parasitas e abandono de recursos (Cox-Foster et al., 2007).
Uma hipétese da causa € a introducdo de um agente infeccioso desconhecido, o que foi
suportado pela evidéncia preliminar de que CCD pode ser transmitido na reutilizacdo de
equipamentos (Cox-Foster et al., 2007). Hipdteses mais recentes levam em consa&leracao
interacdo de multiplos fatores, como exposi¢ao a pesticidas, patégenos, parasitas e declinio de
habitat com perda de diversidade floral e nutricdo insuficiente (Neumann & Carreck ,2010;
Smart et al., 2016).

As abelhas obtém todas as necessidades nutricionais do néctar e do pdlen, que séo
armazenados como mel e pao-de-abelha, respectivamente (Degrandi-Hoffman et al., 2009). O
néctar fornece carboidratos que fornecem energia para a manutencao, construcado de favos e
forrageio, enquanto o pdélen fornece proteinas, vitaminas e minerais para desenvolvimento da
cria. Colbnias com reserva limitada de proteinas contém operarias que forrageiam
precocemente (Schulz et al., 1998; Toth et al., 2005; Toth & Robinson, 2005), diminuindo sua
longevidade (Rueppell et al., 2007). Adicionalmente, estresse nutricional afeta a resposta
imune, possibilitando aumentos no nivel de virus nos individuos (DeGrandi- Hoffman et al.,
2010).
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A perda de colonias e a ocorréncia de CCD tém sido asaec@u parasitas, Como o
acap Varroa destructor. Coldnias infestadas com esse acaro sao severamente enfraquecidas,
principalmente pelo ataque as pupas em desenvolvimento. Individuos parasitados enquanto
pupas tém menos peso ao emergir, subdesenvolvimento das glandulas hipofaringeas (Schneider
& Drescher, 1987) e outros problemas de malformagdo (Marcangeli et al.,, 1992), com
longevidade encurtada (DeJong et al., 1982; Schneider & Drescher, 1987). Varroa spp. também
€ vetor de uma gama de virus que acarretam deformidades que diminuem o vigor e afetam
negativamente a habilidade de manutencéo e foodech & Ritter, 1991; Garedew et al.,
2004; Kralj & Fuchs, 2006). Embora a presenca de organismos patogénicos esteja ocorra de
maneira consistente em col6nias fadadas ao perecimento, colonias fortes podem responder a
patdgenos e parasitas e extinguir seus efeitos antes da manifestacéo de infec¢des sérias, pois a
abelhagém defesas mecanicas, imunoldgicas e fisiolégicas contra esses patdogenos (Evans et
al., 2006; Schmid et al., 2008; Evans & Spivak, 2010).

Em adicdo as doencas, a saude das colénias pode ser comprometida por toxinas
presentes no ambiente. A contaminacéo de cera e estoque de alimento por pesticidas é comum,
principalmente em colénias comerciais usadas para polinizacdo (Mullin et al., 2010). Residuos
de diferentes pesticidas ocorrem no ninho, especialmente acaricidas como fluvalinato,
coumafds e amitraz, e fungicidas, como clorotalonil, tebuconazole e ciprodinil (Pareja et al.,
2011; Kiljanek, el al., 2016; Berg et al., 2018), sendo que o acumulo de fungicida no pélen é
frequentemente mais elevado que outras categorias de pesticidas (Pef318). &ssas
toxinas podem causar reducdes agudas e cronicas na saude das abelhas, inclusive em interacoe

com patégenos, como Nosema spp. (Alaux et al.,)2010

A maioria dos pesticidas nao sistémicos afeta o sistema nervoso dos insetos, mas podem
induzir varios niveis de citotoxidade nos 6Orgdos relacionados a absor¢do, metabolismo e
excrecdo, e sdo capazes de causar efeitos além daqueles previstos pelo seu modo de aca
(Sammataro & Yoder). Entre os 6rgaos néo-alvos dos pesticidas, o intestino meédio e os tubulos
de Malpighi sdo os mais expostos (Malaspina & Silva-Zacarin, 2006), pois estao envolvidos na
absorcao e excrecdo de xenobidticos, respectivamente, e a investigacao de sua morfologia pode

mostrar efeitos colaterais induzidas por contaminantes ambientais (Cruz et al., 2010

O intestino médio, onde ocorre a maior parte da digestdo e absorcdo de nutrientes
(Chapman, 1998) é um orgao de grande importancia para o estudo da patologia e toxicologia

dos insetos. Adicionalmente, sua morfologia é bem descrita na literatura (Snodgrass, 1956;
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Jimenez & Gilliam, 1990; Cavalcante & Cruz-Landim, 1999), possibilitando a interpretacao

dos resultados.

Tendo em vista os fatores acima que levam a reducéo da longevidade das abelhas e a
necessidade de proteger as populacdes desses importantes polinizadores, deve-se investiga
maneiras de prevenir a exposicdo a substancias prejudiciais, para que pesticidas, quando
necessarios, sejam utilizados de maneira segura para abelhas. Os capitulos seguiaes analis
dos efeitos colaterais no intestino médio da abelha A. mellifera de um acaricida e um fungicida

considerados nao-tdxicos para esses insetos.
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CAPITULO 1

Alteracdes histopatologicas e citotdxicas no intestino médio de Apis mellifera

(Hymenoptera: Apidae) causadas pelo espiromesifeno

1. INTRODUCAO

As abelhas meliferas Apis mellifera Linnaeus (Hymenoptera: Apidae), sdo insetos
eussociais conhecidos pela producédo de mel e outras substancias com propriedades alimenticias
e terapéuticas (Cornara et al., 2017). Mais relevante que os produtos acima, essa abelha é ume
das principais polinizadoras de varias espécies de plantas, com funcdo em ecossistemas
terrestres, pois proporcionam um servico vital para a diversidade e manutengdo das
comunidades de plantas silvestres e (Ashman et al., 2004; Aguilar et al., 2006, Potts et al., 2010)
e cultivadas (McGregor, 1976; Klein et al.; 2007, Ricketts et al., 2008). Apis meléifera
importante para a agricultura por ter colmeias de facil manutencéo e transporte, beneficiando
cerca de 39 culturas agricolas (Klein et al., 2007).

Apesar do aumento de mais de 300% em cultivos dependentes de polinizadores, houve
um declinio global de abelhas meliferas no ultimo século (Aizen & Harder, 2009). Fatores como
privacao de alimento, doencgas e parasitas podem enfraquecer colonias, e, apesar de nédo seren
os alvos dos agroquimicos utilizados no combate as pragas agricolas, as abelhas séo afetada
por uma variedade de pesticidas ao entrar em contato com o pélen, néctar, resina e agua
coletados durante o forrageio (Devillers, 2002). Alguns desses compostos quimicos apresentam

interacBes com doencas e parasitas de abelhas (Nazzi et al., 2012).

Os fatores mencionados acima podem estar relacionados com a Desordem do Colapso
das Coldnias (CCD) (Freitas & Pinheiro, 2010), que tem sido relatada desde 2006 e descreve o
desaparecimento de grande numero de abelhas sem uma razdo especifica (van Engelsdorp e
al., 2009) em areas de praticas agricolas intensivas (Pareja et al., 2011). O abandono de caixas
com mel, podlen, cria, rainha e em alguns casos, operarias jovens; sao sintomas de CCD
(Stokstad, 2007; Pires, 2009). Abelhas mortas ndo sao encontradas dentro ou proximas das
colmeias, o que dificulta os estudos em relacéo a esse fendmeno (Pareja et al., 2011). A hipotese
mais aceita € de que o CCD é uma sindrome de stress causado por varios fatores que agerr

individualmente e/ou combinados (van Engelsdorp et al., 2009).
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No Brasil ainda ndo ha dados oficiais relativos a perda de coldnias, apesar da
preocupagao com problemas semelhantes aos descritos para o CCD e relatos recentes de morte
de milhdes de abelhas (Pires et al., 2016; Rosa et al., 2019). Nesse contexto, 0s agrotoxicos sac
relacionados a CCD por causar mortalidade em abelhas e, em doses subletais, afetam o
comportamento de orientagdo (Belzunces et al., 2012; Henry et al., 2012; Palmer et al., 2013;
Peng & Yang, 2016). Além disso, imunossupressao deixam as abelhas mais suscetiveis as
doencas e sdo atribuidas a acdo de pesticidas (Wu et al.H20hlet al., 2006; Pettis et al.,

2012;; De Grandi-Hoffman et al., 2013; Di Prisco et al., 2013). Efeitos subletais causados por
pesticidas que afetam 6rgéos dos insetos tém sido pouco estudados, apesar do conhecimentc
sobre alteragdes fisiologicas (Desneux et al., 2007; Belzunces et al., 2012; Peng & Yang, 2016).

Em abelhas meliferas, a ingestdo de néctar e pélen contaminados € a forma mais comum
de exposicdo a pesticidas. O intestino médio é o local de digestdo e absorcdo de nutrientes
(Cruz-Landim, 2009) e responsavel pela detoxificagdo de substancias xenobidticas ingeridas
(Mao et al., 2011). O intestino médio dos insetos pode apresentar alteracdes histoldgicas
induzidas por contaminantes absorvidos em conjunto com o alimento, como deltametrina,
fipronil, malation, tiametoxam, espinosade, imidacloprida, iprodione, piriproxifen,
tebufenozide, espinosade e esquamofakamand et al., 2008; Gregorc & Ellis, 2011; Fiaz
et al., 2018a, 2018b; Martinez et al., 2018; Carneiro et al., 2019; Fiaz et al., 2019; Martinez et
al., 2019; Santos-Junior et al., 2020

Dentre os pesticidas, o espiromesifeno € um acaricida/inseticida de contato, ndo-sistémico
e especifico para o controle de acaros e moscas brancas. Esse inseticida € utilizado em estufas
de plantas ornamentais e lavouras de diversas culturas, como algodéo, berinjela, café, citricos,
goiaba, meldo, milho, pimentdo, soja e tomate (Bretschneider, 2003; Nauen, 2003). O
espiromesifeno pertence a nova classe de inseticidas cetoenois, derivados do acido tetramico e
agem bloqueando a biossintese de lipidios ao inibir a Acetil-CoA carboxilase (Bretschneider,
2003). Devido a sua baixa toxidade aguda contra abelhas (EFSA, 2012), o espiromesifeno é
patenteado para controle do acaro Varroa destructor Anderson & Trueman (Parasitiformes:
Varroidae) que parasita A mellifera, sob a forma de spray seco sobre as col6nias nottratame
da varroatose (Fougeroux, 2012; Simone-Finstrom, 2016), um dos fatores associados ao CCDs
(Rosenkranz et al., 2010; Goulson et al., 2015). Apesar disso, ndo ha estudos que comprovem
a eficacia do espiromesifeno contra a varroatose ou testem as consequéncias subletais nas

abelhas expostas ao pesticida.
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Considerando a larga utilizacdo do espiromesifeno e detec¢gbes de residuos no pélen
presente em colonias de A mellifera (Choudhary & Sharma, 2008; Kilgraek 2016), é
necessario testar os efeitos desse composto quimico em érgédos ndo-alvos, como o intestino
médio. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar as mudancas histolégicas e citolégicas do

intestino médio de operarias adultas de A mellifera causadas pelo espiromesifeno via ingestao.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Abelhas

Abelhas operarias recém-emergidas de A mellifera foram obtidas de quadros de cria de
colbnias do Apiario Central da Universidade Federal de Vigosa (Vigosa, Minas Gerais, Brasil),
mantidos em incubadora BOD (Biochemical Oxygen DemarD °C e 60-80% de umidade
relativa, e alimentadas com mel e pélen fermentado, ad libitum, por trés dias anteriores aos

experimentos.
2.2. Teste-limite

O espiromesifeno (Oberon® SC 240 ¢, lWWberaba, MG, Brasil) foi utilizado para os
estudos histopatolégicos no intestino médio de A mellifera. Considerando sua baixa toxidade
(EFSA, 2012), foi realizado o tesfigite, conforme protocolo da ‘Organisation for Economic
Co-operation and Development’ (OECD, 1998; Fischer & Moriarty, 2014) para constatagao de
que a dose letal € maior que 100 pg/abelha. Essa dose foi administrada para grupos de 10
abelhas de trés dias de idade, em solugcao de sacarose a 50% (m/v) ad libitum, enquanto o grupa
controle foi alimentado apenas com a solucdo de sacarose. Os testes foram realizados em
triplicata e a mortalidade de cada grupo foi avaliada apés 4 h, 12 h, 24 h e 48 h. Constatada a
nao mortalidade durante o teste-limite, e no intuito de se obter um cenario realista de exposicéo
em campo, foi escolhida a dose comercial maxima de 600 mL p. c./ha (Oberon®, 240 g i.a./L)
indicada pelo fabricante do produto para o combate de pragas. O calculo da exposi¢do para
abelhas foi determinado convertendo a dose méaxima de aplicacéo para uma taxa de produto/cm?

(Davis & Williams, 1990), resultando em uma dose de 1.44 g i. a./abelha.
2.3. Exposicéo

Uma solucéo estoque da concentracédo calculada foi preparada em sacarose a 50% e
aliquotas foram colocadas em microtubos de plastico, estimando-se o consumo de 33
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pL/abelha/dia (Decourtye et al., 2003; 2005), e uma exposicao dqu@.4d./abelha de
espiromesifeno. O primeiro e segundo grupos receberam espiromesifeno por 24 h e 48 h
respectivamente, enquanto o terceiro e quarto grupos receberam apenas solugéo de sacarose pc
24 h e 48 h. Para cada grupo, foram alimentadas 60 abelhas divididas em seis potes de plastico

de 250 mL, contabilizando 10 abelhas por pote (Medrzycki et al., 2013).
2.3. Histologia

Vinte operarias tratadas com espiromesifeno e 20 do grupo controle, apos 24 h e 48 h
de exposicadpram anestesiadas a8°&} o intestino médio dissecado em solucéo salina para
insetos (0,1 M NaCl + 0,1 M KifQ; + 0,1 M NaHPQ) e transferido para solucéo fixadora
de Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 12 h a 5°C. As amostras foram desidratadas em
gradiente de etanol (70°, 80°, 90° e 95°) e embebidas em historesina (Leica Biosystem Nussloch
GmbH, Wetzlar, Germany). Sec¢des com 2nd de espessura foram obtidas em micrétomo,
coradas com hematoxilina e eosina e analisadas em microscopio de luz Olympus BX-60

(Olympus Corporation, Tokyo, Japan).
2.4. Ultraestrutura

Dez abelhas tratadas com espiromesifeno e 10 do grupo controle, apos 24 h e 48 h de
exposicao, foram dissecadas e os intestino médios separados e transferidos para glutaraldeido
2,5% em tampao cacodilato de sodio M,2pH 7,2, contendo 0,2 M de sacarose por 24 h em
temperatura ambiente. Em seguida as amostras foram pés-fixadas em tetréxido de 6smio a 1%
em tampéao cacodilato de s6dio por 2 h, e lavadas no mesmo tampao, seguindo desidratacao ernr
série crescente de etanol (70° 80°, 90° e 99°). As amostras foram embebidas em resina LR
White (London Resin Company Ltd.) e as secdes ultrafinas (80-90 nm de espessura), obtidas
com navalha de vidro em ultramicrotomo PowerTomes PT-X (RMC Boeckeler Instruments
Inc., Tucson, AZ, USA), foram contrastadas com acetato de uranila aquosa 1% e citrato de
chumbo (Reynolds, 1963) e examinadas em microscoépio eletrénico de transmissao Zeiss EM

109 (Carl Zeiss, Jena, Germany).
3. RESULTADOS

3.1. Teste-limite



20

O teste-limite ndo apresentou mortalidade para as abelhas nos grupos controle e
tratamento, indicando que a Bldo espiromesifeno € maior que 100 pg/i.a./abelha.

3.2. Histopatologia

O epitélio do intestino médio das operérias de A mellifera do grupo controle consistiu
de uma camada Unica de células digestivas prismaticas (Fig. 1A) com nucleos esféricos (Fig.
1B). A porc¢éo basal do epitélio mostrou ninhos de células regenerativas (Fig. 1B) e o lumen foi
delimitado pela matriz peritréfica, produzida pelas células digestivas (Fig. 1B). As fibras
musculares foram distribuidas em camadas circulares e longitudinais (Figs. 1A e 1B). Nao

houve diferenca entre os periodos de 24 h e 48 h.
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Figura 1. Fotomicrografias do intestino médio de Apis mellifera do grupo controle. A: visdo
geral do epitélio revestido externamente por uma camada muscular (m) e matriz peritrofica
(mp) que limita o limen. B: epitélio contendo ninhos células regenerativas na base (cr), células
digestivas colunares (cd) com nucleos (n) bem desenvolvidos.

Apos 24 h da exposicdo ao espiromesifeno, o intestino médio das operarias de A
mellifera apresentou desestruturacdo do epitélio, com alta vacuolizac&o citoplasmatica (Fig.
2A), producéo intensificada de matriz peritréfica (Fig. 2B) e aumento nas protrusées contendo
0 nucleo para o lumen (Fig.2C). Ap6s 48 h da exposicdo, as protrusdes celulares foram
desprendidas e liberadas em fragmentos celulares no lumen, algumas contendo o nucleo celular
(Fig. 2D). Algumas células apresentaram intensa condensacdo da cromatina nuclear,

evidenciando a ocorréncia de picnose (Fig. 2F).
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Figura 2: ABC: Fotomicrografias do intestino médio de Apis mellifera 24 h apds exposicdo ao
espiromesifeno. A: epitélio apresentando intensa desestruturacao e vacuolos (va). B: visao geral
do epitélio apresentando desestruturacao e varias camadas de matriz peritrofica (mp). C: células
epiteliais irregulares com protrusdes citoplasmaticas (pc) e vacuolos (va). DEF: epitélio exposto
ao espiromesifeno por 48 h. D: epitélio irregular com protruséo citoplasmatica (pc) e fragmento
celular liberado no lumen (fc). E: epitélio irregular com producado de matriz peritréfica (mp) e
célula apresentando nucleo com cromatina condensada (cc). F: detalhe da figura anterior
mostrando o citoplasma degenerado (*), um ndcleo normal (n) e nucleo com cromatina
condensada (cc).
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3.2. Citotoxidade

As células digestivas do intestino médio das abelhas do grupo controle mostraram a
regiao apical com microvilosidades bem desenvolvidas e citoplasma rico em mitocondrias, com
algumas vesiculas elétron-transparentes (Fig. 3A). A regido perinuclear foi rica em reticulo
endoplasmatico rugoso organizado em cisternas achatadas e o nucleo teve predominio de
cromatina descondensada com nucléolo bem desenvolvido (Fig. 3B). A regido basal apresentou
invaginagcdes da membrana plasmatica formando canais dilatados no labirinto basal com

algumas figuras mielinicas e vesiculas elétron-transparentes (Fig. 3C),

Apo6s 24h da exposicdo ao espiromesifeno, ocorreram mudangas no citoplasma das
células digestivas, que apresentaram sinais de degeneracdo com protrusdes apicais dilatadas
com regides elétron-transparentes sem organelas e acumulo de mitocéndrias no citoplasma
subjacente (Fig. 4A). Na regido basal da célula houve estreitamento dos canais do labirinto
basal, presenca de alguns vacuolos e inicio de fragmentacdo das cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso (Fig. 4B). Apos 48 h, houve aumento na quantidade de vacuolos (Fig.
5A), degeneracdo citoplasmatica com muitas areas elétron-transparentes sem organelas e

desestruturacao do reticulo endoplasmatico rugoso (Fig. 5B).
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Figura 3. Eletromicrografia das células digestivas do intestino médio de Apis mellifera. A:
porcdo apical das células digestivas contendo microvilosidades (mv), numerosas mitocondrias
(mi) e algumas vesiculas de secrecao elétron-transparentes (ve). B: porcdo mediana com nucleo
(n) e nucléolo (nu) e citoplasma rico em reticulo endoplasmatico rugoso (rer). C: porcao basal
com labirinto basal (Ib) com canais largos, figura mielinica (fm), e algumas vesiculas (ve). mb

— membrana basal. m - mudsculo.
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Figura 4. Eletromicrografia das células digestivas de Apis mellifera ap6s 24 h de exposicao ao
espiromesifeno. A: porcdo apical da célula mostrando intensa degeneracao citoplasmatica (*) e
acumulo de mitocondrias (mi). B. por¢do basal da célula com labirinto basal (Ib) com canais
estreitos e reticulo endoplasmatico rugoso com inicio de desorganizacao (rer) e formacéo de
vacuolos (va). mv microvilosidades.

Figura 5. Eletromicrografia das células digestivas de Apis mellifera ap6s 48 h de exposicao ao
espiromesifeno. A: porcdo mediano apical mostrando aumento na quantidade de vacuolos (va),
nacleo (n) e nucléolo (nu). B. porcdo apical apresentando intensa degeneracao citoplasmética
sem a presenca de organelas (*), reticulo endoplasmatico rugoso desordenado (rer), acimulo
de vacuolos (va) e mitocondrias (mi).

4. DISCUSSAO

A exposicdo ao espiromesifeno causa alteracdes histolégicas e citoldgicas no intestino
médio da abelha A mellifera, embora nédo tenha efeitos letais nas mesmas como confirmado no
teste-limite com a Dip maior que 100 pg/abelha. A falta de toxicidade para a abelha esta de

acordo com os relatérios das agéncias reguladoras de pesticidas (EFSA, 2012; PMRA, 2011;
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Zhu et al., 2015), que classificam o espiromesifeno como “praticamente nao-toxico” (WSDA,

2010). O espiromesifeno é considerado seguro para artropodes ndo-alvos (Varghese & Mathew,
2013; Choudhary et al., 2009), porém nado ha dados sobre a tolerancia de insetos benéficos a
longo prazo. Autoridades europeias consideram como irrelevante a influéncia desse pesticida
sobre as abelhas, pois é recomendada a sua aplicagdo somente em areas de cultivo protegidc
(EFSA, 2012), tecnologia rara no Brasil (Darezzo et al., 2004), o que reafirma a impattanc
conhecimento sobre a seguranca do uso desse pesticida. Pelo seu uso considerado seguro par
abelhas, e pela sua toxicidade para acaros, incluindo os do género Varroa, o espiromesifeno é
um ingrediente patenteado para tratamentos quimicos no controle da varroatose nas colbnias
(Fougeroux, 2012; Simone-Finstrom, 2016), no entanto sua eficacia carece de estudos. A
Agéncia Regulatoria de Manejo de Pestes do Canada (Health Canada Pest Management
Regulatory Agency) ndo reportou mortalidade e diferencas comportamentais em fémeas adultas
de A mellifera, mas encontrou mortalidade em machos, numero reduzido de ovos e larvas no
favo de cria e diminuicdo do peso das coldnias, apdés a alimentacdo dessas com alimento
contaminado por espiromesifeno (PMRA, 2011). A mortalidade somente de machos também

foi observada para Bombus terrestris (EFSA, 2012).

A exposicao per addose de campo de espiromesifeno causa mudancas histoldgicas no
epitélio do intestino médio de A mellifera apds 24 h e 48 h de tratamento. Apés 24 h de
tratamento ocorrem caracteristicas de degeneracao celular como epitélio irregular, vasuolizaca
citoplasmatica e protrusdes citoplasmaticas. A degeneracao celular no intestino médio de
insetos tem sido reportada em resposta a exposicdo aos inseticidas tebufenozide (Fiaz et al.,
2018b), permetrina (Martinez et al., 2018) e espinosade (Santos-Junior et al., 2020). Vacuolos,
apesar de comuns nas células digestivas do intestino médio, podem acontecer em maior nimero
em células em autofagia durante a renovacdo de organelas, reciclagem e reorganizacao
citoplasmatica (Alberts et al., 2014). A autofagia € um processo importante para a homeostase,
descarte de organelas degradadas, reciclagem de proteinas e eliminacdo de patdgenos, podend
ser ativadas por estresses e doencas (Levine & Kroemer, 2008) ou mediadas por compostos
xenobiéticos como a esquamocina (Fiaz et al., 2018a), tebufenozide (Fiaz et al., 2018b) e

iprodione (Carneiro et al. 2019).

Apoés 48h de tratamento, as protrusdes citoplasmaticas se destacam do epitélio em
fragmentos celulares liberados no limen, muitas vezes contendo ndcleo com cromatina

condensada. As protrusdes, semelhantes a secrecdes apdécrinas (Caetano et al., 1994), contér
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enzimas e podem estar relacionadas a desintoxicacdo de substancias prejudicais (Martinez et
al., 2018; Santos-Junior et al., 2019). Neste estudo ocorreu a formacao de ndcleos picnéticos e
a liberacdo de fragmentos celulares contendo ndcleos no lumen, sugerindo que os danos
causados pelo espiromesifeno sdo severos e comprometem o aparato celular e os processos d

digestdo e absorcao de nutrientes de A mellifera.

A andlise em microscopia eletronica de transmissdo mostra que os danos nas células
digestivas de A mellifera causados pelo espiromesifeno séo a desorganizacgao citoplasmatica,
desestruturacao do reticulo endoplasmatico rugoso aumento na quantidade de mitocondrias e
estreitamento dos canais do labirinto basal apds 24 h e agravados apos 48 h de exposicao ac
pesticida. Essas mudancgas citoldgicas indicam que os danos causados pelo espiromesifeno
estdo relacionados com a producédo de energia e de proteinas como reportado para abelhas
expostas a doses subletais de tiametoxame (Catae et al., 2014). No entanto, o estreitamento dos
canais do labirinto basal € uma resposta contraria aquela das células digestivas de Anticarsia
gemmmatalis (Lepidoptera) expostas a tebufenozide e esquamocina onde o alargamento dos
canais do labirinto basal esta associado ao desbalanco da homeostase celular (Fiaz et al., 2018a
2018b).

Danos nas células digestivas do intestino médio causados por inseticidas comprometem
a sobrevivéncia celular, homeostase e imunidade inata dos insetos (Johnson et al., 2009; Mao
et al., 2011; Han et al., 2012, Higes et al., 2013), portanto a nao-letalidade do espiromesifeno
em A mellifera ndo garante a seguranca deste composto sob a perspectiva de conservacéo da:

abelhas.

Os resultados deste estudo mostram que o espiromesifeno ndo causa efeito letal quando
ingerida pela abelha A mellifera. Entretanto, mudancas histolégicas e citolégicas ocorrem no
intestino médio, 0 que pode afetar o fithess desse inseto. Como o0 espiromesifeno é usado em
lavouras visitadas por abelhas e no controle da varroatose, este estudo contribui para o
conhecimento dos danos causados por esse composto nas células digestivas do intestino medic
de A mellifera e consequentemente, estudos futuros devem ser realizados para garantir a

utilizagcéo desse pesticida reduzindo os riscos ecotoxicoldgicos nas populacdes de abelhas.
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CAPITULO 2

AlteracBes histopatologicas e citotoxicas no intestino médio de Apis mellifera

(Hymenoptera: Apidae) causadas pelo fungicida azoxistrobina



33

1. INTRODUCAO

Abelhas meliferas, Apis mellifera Linnaeus (Hymenoptera: Apidae), sdo insetos
polinizadores importantes, especialmente em areas de monocultura agricola (Klein et.al. 2008)
No entanto, a perda de coldnias tem sido relatada globalmente, principalmente durante o
inverno (Brodschneider et al. 2016; Chauzat et al. 2016; Antunez et al. 2017). O consenso atual
a respeito do declinio nas espécies de abelhas é a causa multifatorial, incluindo mudancas
climaticas, destruicdo de habitats, manejo inadequado, patdégenos, parasitas, e pesticidas
(Ratnieks & Carreck, 2010). Os pestasgpodem atingir a colénia através da coleta de polen,
néctar e agua contaminados (Devillers & Pham-Delegue, 2002). H& relatos que o uso
indiscriminado de diferentes pesticidas pode resultar em uma reducdo drastica de insetos

benéficos, incluindo abelhas (Ostiguy et al., 2019).

Dentre os pesticidas, os fungicidas séo frequentemente utilizados em cultivos agricolas
inclusive na época da floracdo, por serem considerados seguros para abelhas. No entanto,
estudos recentes acusam a presenca de residuos de fungicidas no pélen (Charlton and Jones
2007 Smodi§ Skerl et al., 2009; Mullin et al., 2010, que é a principal fonte proteica para as
abelhas, o que pode ter impacto nos fungos simbiontes e benéficos que estdo presentes nas
colénias, especialmente durante o processamento do pdélen, que € requisito essencial do
desenvolvimento da lary&illiam et al., 1989). O desbalanco da micoflora por alteracdo do
seu crescimento ou mortalidade de grupos de fungos pode permitir o desenvolvimento de
fungos indesejaveis, incluindo patégenos. Assim, pode haver mudancas na composicao fungica,

afetando a transformacao do pélen em péo de abelha (Yoder et al., 2008).

Além de alimento larval, os gréos de poélen séo a principal fonte de proteinas para as
operarias adultas, especialmente aquelas envolvidas na producdo da geleia real para

alimentacéo larval e das rainhas (Michener, 1974).

Além do desbalanco da microflora, estudos conduzidos com A mellifera indicam que
fungicidas podem ser letais para adultos e larvas ou causar modificacdes comportamentais
fisiologicas (Kubik et al., 1999; Mussen et al., 2004; Ladurner et al., 2005, 2008; Alarcon et al.,
2009; Smodis Skerl et al., 2009). Ao contrario de inseticidas que geralmente alteram funcdes
neurais, fungicidas podem afetar acidos nucleicos, sintese de proteinas, estrutura da membrana
celular, respiracdo e mitose (Yang et al.,, 2011). Fungicidas que comprometem funcdes

mitocondriais também podem suprimir a imunidade, ja que a sinalizacdo imunologica é
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impulsionada por fungdes metabdlicas béasicas do individuo, como consumo de oxigénio,
producdo de ATP e possiveis vias biossintéticas que dependem da atividade mitocondrial
(Arnoult el al., 2009). Apesar disso, efeitos subletais de fungicidas que afetam a funcédo de

orgaos de abelhas tém sido pouco estudados.

Dentre os 6rgdos das abelhas, o intestino médio é responsével pela digestdo e absorgédo
de nutrientes, além de funcionar como uma barreira a xenobiéticos, sendo um alvo indireto de
pesticidas, acarretando necrose celular, desestruturacdo da matriz peritrofica e alteracoes em
organelas, prejudicando a realizacéo de tarefas e diminuindo a duracdo do tempo de vida dos
individuos (Mao et al., 2011).

Fungicida amplamente utilizado, azoxistrobina é do grupo quimico das estrobilurinas,
de largo espectro e eficaz no controle de doencas das culturas do café, algodéo, cana-de-aclca
soja e trigo. As estrobilurinas sdo um grupo de compostos quimicos extraidos do fungo
Strobilurus tenacellus (Pers.) Singer (Physalacriaceae), que fazem parte do grupo dos inibidores
Qol, cuja toxicidade advém da inibicdo da cadeia respiratéria ao nivel do complexo
mitocondrial 1ll, impedindo a transferéncia de elétrons na mitocondria (Loiseleur, 2017). Sua
baixa toxicidade aguda para abelhas permite sua utilizacdo irrestrita, acarretando possiveis

efeitos subletais de dificil observagéo.

Considerando a larga utilizacdo da azoxistrobina e deteccdes de seus residuos em individuos
de A mellifera e no polen estocado nas colénias dessa abelha (Hladik et alQ2@fi6/ et
al., 2019), é necessario testar os efeitos desse composto quimico em 6rgaos néo-alvos, como G
intestino médio. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar as mudancas histologicas e
citologicas do intestino médio de operarias adultas de A. mellifera causadas pela azoxistrobina

via ingestao.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Abelhas

Abelhas operérias recém-emergidas de A mellifera foram obtidas de quadros de cria de
cinco coldnias do Apiario Central da Universidade Federal de Vigosa (Vigosa, Minas Gerais,
Brasil), mantidos em incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demarg® °C e 60-80% de
umidade relativa, alimentadas com mel e polen fermentado, ad libitum, por trés dias anteriores

aos experimentos.
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2.2. Teste-limite

O testelimite, conforme protocolo da ‘Organisation for Economic Co-operation and
Development’ (OECD, 1998; Fischer & Moriarty, 2014), foi utilizado para verificar que a
azoxistrobina (Priori® SC 250 g'.S4o PaulcSP, Brasil) apresenta dose letal >100 pg/abelha.

Essa dose foi administrada para grupos de 10 abelhas de trés dias de idade, em solugéo de
sacarose a 50% (m/v) ad libitum, enquanto o grupo controle foi alimentado apenas com a
solucéo de sacarose. Os testes foram realizados em triplicata e a mortalidade de cada grupo foi
avaliada apos 4 h, 12 h, 24 h e 48 h. Constatada a ndo mortalidade durante o teste-limite, e no
intuito de se obter um cenario realista de exposicao em campo, foi escolhida a dose comercial
méaxima de 400 mL p. c./ha (Priori®, 250 g i.a./L) indicada pelo fabricante do produto para o
combate de pragas. O célculo da exposicédo para abelhas foi determinado pela converséao da
dose maxima de aplicacdo para uma taxa de produto/cmz? (Davis & Williams, 1990), resultando

em uma dose de 1 pgi. a./abelha.
2.3. Exposicéo

Uma solucdo estoque da concentracdo calculada foi preparada em sacarose a 50% e
aliquotas foram colocadas em microtubos de plastico, estimando-se o consumo de 33
pL/abelha/dia (Decourtye et al., 2003; 2005), e uma exposicéo jdg ila./abelha de
espiromesifeno. O primeiro e segundo grupos receberam espiromesifeno por 24 h e 48 h
respectivamente, enquanto o terceiro e quarto grupos receberam apenas solucao de sacarose pc
24 h e 48 h. Para cada grupo, foram alimentadas 60 abelhas divididas em seis potes de plastico

de 250 mL, contabilizando 10 abelhas por pote (Medrzycki et al., 2013).
2.3. Microscopia de Luz

Quinze operarias tratadas com azoxistroleild do grupo controle, apés 24 h e 48 h
de exposi¢cadpram anestesiadas &&ipor 3 minuotos, o intestino médio dissecado em solugéo
salina para insetos (0,1 M NaCl + 0,1 M #&; + 0,1 M NaHPQ) e transferido para solugéo
fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 12 h a 5°C. As amostras foram desidratadas
em gradiente de etanol (70°, 80°, 90° e 95°) e embebidas em historesina (Leica Biosystem
Nussloch GmbH, Wetzlar, Germany). Se¢bes comu®5de espessura foram obtidas em
micrétomo, coradas com hematoxilina e eosina. Algumas seccdes histoldgicas forma

submetidas ao teste te mercuario-bromofenol para deteccdo de proteinas totais (Bancroft &
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Gamble, 2008). As amostras foram analisadas em microscopio de luz Olympus BX-60
(Olympus Corporation, Tokyo, Japan).

2.4. Ultraestrutura

Dez abelhas tratadas com azoxistrobina e 10 do grupo controle, ap6s 24 h e 48 h de
exposicao, foram dissecadas e os intestino médios separados e transferidos para glutaraldeidc
2,5% em tampdo cacodilato de sodio M,2pH 7,2, contendo 0,2 M de sacarose por 24 h em
temperatura ambiente. Em seguida as amostras foram poés-fixadas em tetroxido de ésmio a 1%
em tampao cacodilato de sédio por 2 h, e lavadas no mesmo tampéao, seguindo desidratacdo em
série crescente de etanol (70°, 80°, 90° e 99°). As amostras foram embebidas em resina LR
White (London Resin Company Ltd.) e as sec¢des ultrafinas (80-90 nm de espessura), obtidas
com navalha de vidro em ultramicrotomo PowerTomes PT-X (RMC Boeckeler Instruments
Inc., Tucson, AZ, USA), foram contrastadas com acetato de uranila aquosa 1% e citrato de
chumbo (Reynolds, 1963) e examinadas em microscopio eletrénico de transmissao Zeiss EM
109 (Carl Zeiss, Jena, Germany).

3. RESULTADOS
3.1. Teste-Limite

O teste-limite ndo apresentou mortalidade para as abelhas nos grupos controle e
tratamento, indicando que a Blda azoxistrobina é maior que 100 pg/i.a./abelha.

3.2. Histopatologia

N&o houve diferenca morfoldgica entre os periodos de 24 h e 48 h do grupo controle.
epitélio do intestino médio das operarias de A mellifera consistiu de uma camada Unica de
células digestivas prismaticas (Fig. 1A) com nucleos arredondados (Fig. 2B). A porgao basal
do epitélio apresentou ninhos de células regenerativas (Fig. 1B) e camadas de matriz peritrofica
delimitavam o limen (Fig. 1B). As fibras musculares encontrasextistribuidas em camadas

circulares e longitudinais (Figs. 1A e 1B).

Apbs 24 h da exposicéo a azoxistrobina, o intestino médio das operarias de A mellifera
apresentou desarranjo da camada de células do epitélio, com alta vacuolizag&o citoplasmatica

e aumento na producdo de secrecdo apoécrina (Fig. 2A). Apés 48 h da exposicdo, houve
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formacao de espacos vazios entre as células (Fig. 2B) e liberagdo de conteudo citoplasmatico

para o lumen (Fig. 3C), algumas contendo o nucleo celular (Fig. 2D).

Figura 1. Fotomicrografias do intestino médio de Apis mellifera do grupo controle. A: visdo
geral do epitélio revestido externamente por uma camada muscular (m) e matriz peritrofica
(mp) que limita o limen. B: epitélio contendo ninhos células regenerativas na base (cr), células
digestivas colunares (cd) com nucleos (n) bem desenvolvidos
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Figura 2. Fotomicrografias do intestino médio de Apis mellifera expostos a azoxistrobina por
24h (A) e 48h (BCD). A: Epitélio apresentando desestruturagéo (*) e vacuolos (va), com intensa
liberacdo de secrecdo (s). B: Visdo geral do epitélio apresentando espacos vazios (seta
pontilhada). C: fragmento citoplasmatico liberado no lumen (fc). D: fragmentos celulares com
nucleo liberado no lumen (fc).

O teste para detecgdo de proteinas mostrou maior intensidade de coloragdo nos ninhos

de células regenerativas do epitélio apos 24 h de exposigdo a azoxistrobina (Fig. 3), ndo

ocorrendo alteragéo no tratamento de 48h em relagdo ao controle.
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Figura 3: Fotomicrografias do intestino médio de Apis mellifera sob a técnica de mercurio-
bromofenol mostrando a diferenca de intensidade na coloragdo das proteinas nos ninhos de
células regenerativas (cr). A: Epitélio do grupo controle, apresentando ninhos de célula
regenerativas pouco coradas. B: Epitélio do grupo de tratamento exposto por 24 h a
azoxistrobina, apresentando ninhos de células regenerativas intensamente coradas. m =
musculo. mp = matriz peritrofica.

3.3. Citotoxidade

As células digestivas do intestino médio das abelhas do grupo controle apresentaram a
superficie apical com microvilosidades desenvolvidas e o citoplasma subjacente rico em
mitocbndrias e com algumas vesiculas elétron-transparentes (Fig. 4A). A regido perinuclear
continha reticulo endoplasmatico rugoso organizado em cisternas achatadas e o nucleo teve
predominio de cromatina descondensada com nucléolo bem desenvolvido (Fig. 4B). A regido
basal apresentou invaginagdes da membrana plasméatica formando labirinto basal com canais
extracelulares dilatados com algumas figuras mielinicas e vesiculas elétron-transparentes (Fig.
4C),

ApOGs 24h da exposicdo a azoxistrobina, ocorreram mudancas nas células digestivas,
com degeneracao do citoplasma (Fig. 5A), nucléo com grumos de cromatina condensada (Fig
5. A e B), mitocondrias com interior eletro-transparente (Fig. 5B), reticulo endoplasmatico
vesicular (Fig. 5B, 5C e 5D), e regides com auséncia de labirinto basal (Fig 5D). Apds 48h da
exposicao a azoxistrobina houve aumento na quantidade de vacuolos, principalmente nos apices

das células (Fig. 6).
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Figura 4: Eletromicrografia das células digestivas do intestino médio de Apis mellifera. A:
porcao apical das células digestivas contendo microvilosidades (mv), numerosas mitocondrias
(mi) e algumas vesiculas de secrecao elétron-transparentes (ve). B: porcdo mediana com nucleo
(n) e nucléolo (nu) e citoplasma rico em reticulo endoplasmatico rugoso (rer). C: por¢cédo basal
com labirinto basal (Ib) com canais largos, figura mielinica (fm), e algumas vesiculas (ve). mb

— membrana basal. m - musculo.
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Figura 5. A: Eletromicrografia do intestino médio de Apis mellifera exposto ao fungicida
azoxistrobina por 24h. A: Regido apical mostrando intensa degeneracdo citoplasmatica (*),
nucleo (n) e nucléolo (nu) com grumos de cromatina condensada (cabeca de seta branca). B.
Porcdo basal apresentando forte degeneracdo do citoplasma (*) e reticulo endoplasmatico
vesicular (rev). C: Regiao apical apresentando mitocondrias com sinais de degeneracao (cabeca
de seta preta.), reticulo endoplasmatico vesicular (rev) e degeneracdo citoplasmética (*).
Microvilosidades (mv) e autofagossomos (au). D: Regido basal apresentando auséncia de
labirinto basal (seta), reticulo endoplasmatico vesicular (rev), degeneracao citoplasmatica (*)
grumos de cromatina condensada (cabeca de seta branca).
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Figura 6. Eletromicrografia do intestino medio de Apis mellifera exposto ao fungicida
azoxistrobina por 48h. Apice das células digestivas apresentando grande quantidade de
vacuolos (va). Microvilosidades (mv).

4. DISCUSSAO

O teste-limite acusou auséncia de mortalidade nas abelhas operarias, confirmando uma
DLso de mais de 100pg/abelha e classificando a azoxistrobina como néo toxica para A
mellifera. Valoes semelhante sdo encontrados em relatérios de agéncias reguladoras dos
pesticidas (EPA, 2008; EFSA, 2010). No entamatmteracdo da azoxsitrobina com outros
fungicidas, como boscalide, iprodiona e piraclostrobina diminui a sobrevivéncia de operarias
forrageadoras, principalmente durante o inverno, em que ha diminuicdo dos processos
imunoldgicos (Steinmann, et al., 2015). Sinergismo de fungicidas com outros pesticidas tem
sido reportado causando danos nas glandulas hipofaringeas (Zalusk@t8l, mudancas
comportamentais e diminuicdo da longevidade de abelhas (Tadei et al., 2019). O fungicida
propiconazole, isolado ou em combinacdo com acetamiprida também causa aumento da

mortalidade em operarias adultas de Apis cerana (Han et al., 2019).

O desarranjo do epitélio do intestino médio das abelhas alimentadas com azoxistrobina,
caracterizado pelos espacgos vazios, pode ser uma indicagdo de morte celular. As protrusdes
citoplasmaticas e fragmentacéo celular podem estar relacionados com a degenerac¢éo do reticulo
endoplasmatico (Aki et al., 2012), alteracbes no citoesqueleto e morte celular necroética
(Doonan & Cotter, 2008 Tal fenbmeno foi observado no epitélio do intestino médio de A
mellifera exposto ao malation, deltametrina e tiametoxam (Kakamand et al.,. 2008)
Relacionado também a desorganizacdo do epitélio, 0 aumento da vacuolizacdo alarga espacos
intracelulares, como reportado em larvas de A mellifera submetidas ao tratamento com acido

bérico (Cruz et al., 2010). A vacuolizagéo esta frequentemente associada a contaminacao por



43

xenobibticos, acompanhada por degeneracdo do tecido e liberacdo de células no limen do
intestino médio (Oliveira et al., 2012; Carneiro et al., 2019; Santos-Junior et al), 2020

O aumento da secrecdo apocrina apos 24h de exposicao a azoxistrobina, seguida pela
sua reducédo apoés 48h € um fenbmeno semelhante ao ocorrido no intestino médio do predador
Podisus nigrispinus (Heteroptera) sob influéncia da permetrina (Martinez et al., 2018), o que
pode indicar uma tentativa de neutralizar os efeitos do composto durante o primeiro dia de
exposicdo. E possivel que a secre¢do apocrina contenha enzimas digestivas necessarias par
desintoxicacdo de xenobidticos (Ferreira et al., 1990; Aumdller et al., 1999; Oliveira et al.,
2012; Martinez et al., 20).9

A maior concentracdo de proteinas na regido de ninhos de células regenerativas do
epitélio do intestino médio de abelhas tramdom azoxistrobina, indica aumento de
metabolismo proteico nesse local com possivel diferencemamvas células digestivas. Ja a
regido do ninho de células regenetivas do epitélio da abelha tratada com espiromesifeno néo
apresentou intensidade de coloracdo (Capitulo 1). Essa diferenca indica que a resiliéncia do
tecido perante a toxicidade dos xenobidticos pode acarretar em aumento ou diminuicdo de
diferenciacé@o de células regenerativas. Por um lado, efeitos toxicos aumentam a inteasidade d
diferenciacdo ao aumentar a demanda de substituicdo de células, comprometendo a longevidade
do tecido e por outro lado, as toxinas podem afetar diretamente as células regenerativas,

diminuindo sua capacidade regenerativa (Forkpah et al., 2014).

A andlise ultraestrutural mostra a ocorréncia de lesdes nas mitocondrias ap6s 24h do
tratamento com azoxistrobina, que podem ter sido induzidas por meios do modo de acéo desse
guimico, que bloqueia a cadeia de transporte de elétrons inibindo a sintese de ATP (Bartlett et
al. 2002). Esse composto também induz o estresse oxidativo pela liberacdo de elétrons do
processo de respiracdo (Kim et al. 2007). Oslens apresentam grumos de cromatina
condensada e o reticulo endoplasmatico adquire forma substancialmente vesicular, uma
possivel resposta compensatéria (Kohler & Triesbskorn 1998). Todas essas alteracfes
ultraestruturais encontradas nas células digestivas das avelhas alimentadas com azoxistrobina
tem sido atribuidas como caracteristicas de morte celular por necrose e apoptose (EImore, 2007,
Proskuryakov et al., 2003; Moraes & Bowen, 2000).

A auséncia do labirinto basal em algumas células digestivas do intestino médio de

abelhas alimentas com azoxistrobina é semelhante ao que ocorre nas células dos Tubulos de
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Malpighi de A mellifera expostas aos inseticidas tiametoxam (Catae et al., €014)
imidacloprida (Rossi et al., 2013) bem como ao alargamento dos canais extracelulares do
labirinto basal (Fiaz et al., 2018antos-Junior et al., 2020). Alteracdes no labirinto basal das
células sugerem degeneracdo do tecido, que potencialmente compromete a reabsorcdo e

excrecao de substancias (Rossi et al., 2013).

As consequéncias aqui relatadas indicam que o fungicida azoxistrobina nédo é totalmente
seguro para as abelhas, apesar da sua baixa toxicidade aguda. Sugere-se que este pesticida se
investigado e que sejam exploradas medidas para minimizar seu efeito nocivo em insetos néo-

alvos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os danos ao intestino médio de A mellifera aqui relatados para espiromesifeno e
azoxistrobina afetam a digestdo e absorcdo de nutrientes, com potencial para @minuir
imunidade e longevidade do inseto, assim como compromete a integridade da primeira barreira
contra patégenos. Portanto, a baixa toxicidade aguda dos pesticidasUmicascaracteristica
importante sob a perspectiva de conservacdo das abelhas e outros insetos benéficos visto que

esses compostos apresentam efeitos colaterais pronunciados em 6rgaos nao-alvos.

Sendo o espiromesifeno e a azoxistrobina dois importantes pesticidas empregados em
lavouras visitados por abelhas, este estudo contribui para o conhecimento a respeito dos efeitos
colaterais néo letais advindos de sua utilizacdo. A ocorréncia de danos ao intestino médio em
A mellifera € uma importante indicacdo de estas e outras consequéncias devem ser investigadas
para garantir que a utilizacdo destes pesticidas, se necessaria, seja segura para as abelha:
evitando-se a aplicacéo durante a floracéo.



