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RESUMO

NERE, Pedro Henrique Ambrosio, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, junho de 2023.
Efeito citotoxico do inseticida lambda-cialotrina no intestino médio e corpo gorduroso
de larvas da abelha Apis mellifera Linnaeus, 1758. Orientador: Jos¢ Eduardo Serrao.

Pela polinizagdo, as abelhas da espécie Apis mellifera desempenha um papel ecologico
contribuindo com a manutencao e equilibrio da biodiversidade, e econdmico, com o aumento
da produtividade de areas cultivadas. O uso de pesticidas representa um risco a estes
organismos pois se mantém ativos no ambiente por longos periodos, contaminando recursos
utilizados por estes animais. O lambda-cialotrina ¢ um inseticida que atua no sistema nervoso
causando paralisia e morte. O intestino médio e o corpo gorduroso formam a primeira barreira
dos insetos contra a acdo de xenobidticos, desempenhando papel na detoxificacdo do
organismo. O efeito deste inseticida durante a fase larval, nas células dos 6rgdos em questao,
podera se refletir em prejuizos no desenvolvimento, comportamento e longevidade das
abelhas na fase adulta. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito citotoxico do lambda-
cialotrina, no intestino médio e corpo gorduroso das larvas de operarias de 4. mellifera,
expostas cronicamente a concentra¢ao encontrada nos graos de polen. O inseticida foi exposto
as larvas através da alimentacdo seguindo o protocolo explicitado pela Organisation for
Economic Co-operation and Development (OECD) n° 239. A concentragdo esperada para
atingir as larvas através da alimentagdo foi de 0,057 ng/mL. O epitélio do intestino médio das
larvas alimentadas com lambda-cialotrina mostrou intensa vacuolizagdo e protrusdes
citoplasmaticas, ntcleo picnético e vesiculas de secre¢ao apdcrina na borda estriada. O teste
para polissacarideos mostrou fortes reagdes no citoplasma e mais fracas e irregulares na borda
estriada do epitélio intestinal. O teste para proteinas evidenciou as dreas de vacuolizagdo e
danos na integridade celular no intestino médio. Nas células do corpo gorduroso o inseticida
induziu o aumento no armazenamento de polissacarideos ¢ a reducdo do didmetro das
goticulas lipidicas. As caracteristicas indicam a ocorréncia de mudangas estruturais, apoptose
e autofagia no intestino médio e alteragdo no padrdo de armazenamento de nutrientes no
corpo gorduroso de larvas de 4. mellifera expostas ao lambda-cialotrina, o que pode afetar

diversos aspectos fisiologicos e alterar o desenvolvimento desses insetos.

PALAVRAS-CHAVE: Citologia. Desenvolvimento. Histologia. Microscopia. Piretroide.

Toxicologia.



ABSTRACT

NERE, Pedro Henrique Ambrosio, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, June, 2023.
Cytotoxic effect of the insecticide lambda-cyhalothrin on the midgut and fat body of the
honey bee Apis mellifera larvae. Adviser: Jos¢ Eduardo Serrao.

Through pollination, Apis mellifera bees play an ecological role, contributing to the
maintenance and balance of biodiversity, and an economic one, with increased productivity in
cultivated areas. The use of pesticides may pose a risk to these organisms as they remain
active in the environment for long periods, contaminating resources used by these animals.
Lambda-cyhalothrin is an insecticide that acts on the nervous system causing paralysis and
death. The midgut and the fat body are the first barrier of insects against the action of
xenobiotics, playing a role in the detoxification of the organism. The effect of this insecticide
during the larval stage, on the cells of the organs in question, may be reflected in damage to
the development, behavior and longevity of these bees in the adult stage. This study aimed to
evaluate the cytotoxic effect of lambda-cyhalothrin on the midgut and fat body of 4. mellifera
worker larvae chronically exposed to the concentration found in pollen grains. The insecticide
was exposed to the larvae through food, following the protocol explained by the Organization
for Economic Co-operation and Development (OECD) n°® 239. The expected concentration to
reach the larvae through food was 0.057 ng/mL. The midgut epithelium of larvae fed lambda-
cyhalothrin showed intense vacuolization and cytoplasmic protrusions, pyknotic nucleus and
presence of apocrine secretion vesicles on the striated border. The histochemical test for
polysaccharides showed strong reactions in the cytoplasm and weaker and irregular ones in
the striated border of the intestinal epithelium. Histochemical testing for proteins showed
areas of vacuolation and damage to cell integrity in the midgut. In fat body cells, the
insecticide induced an increase in the storage of polysaccharides and a reduction in the
diameter of lipid droplets. The characteristics indicate the occurrence of structural changes,
apoptosis and autophagy in the midgut and alteration in the storage of nutrients in the fat body
of A. mellifera larvae exposed to lambda-cyhalothrin, which can affect several physiological

aspects and alter the development of these insects.

KEYWORDS: Cytology. Development. Histology. Microscopy. Pyrethroid. Toxicology.
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. Abelhas e o declinio dos polinizadores

As abelhas sdo insetos pertencentes a Hymenoptera, ordem também composta pelas
vespas e formigas, e que possuem riqueza e diversidade de espécies com ampla distribuicao
global (Orr et al.,, 2021). Tal diversidade também esta presente nos diferentes tipos de
comportamentos sociais, categorizados como: (i) abelhas solitdrias, onde cada fémea constroi
seu ninho e cuida da sua prole de forma independente; (ii) grupo comunal e quase-social,
onde vdrias fémeas adultas formam grupos e cada individuo se reproduz independentemente
(grupo comunal difere de quase-social pelo fato de no ultimo existir cuidado aloparental), e
(ii1) eussocialidade, convencionalmente definida por uma sobreposicdo de geragdes, divisao
de trabalho, divisdo reprodutiva e cuidado cooperativo da prole (Wcislo e Fewell 2017).

Dentre as abelhas, as colonias de Apis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera:
Apidae) sdo um classico exemplo do comportamento eussocial. A divisdo de trabalho
expressa por estes organismos ¢ um dos fendmenos comportamentais mais estudados no reino
animal (Johnson, 2010). Duas castas estdo presentes em A. mellifera: a rainha, Unica fémea
responsavel pela reprodugdo, e as operarias, responsaveis por todas as demais tarefas nao
reprodutivas, como, a constru¢ao da colmeia, cuidado da prole e a coleta de recursos (Winston
e Fergusson; 1984; Page e Peng, 2001).

As operarias, por sua vez, apresentam polietismo (divisdo de trabalho nao relacionados
a reproducao), classificado como polietismo etario, uma vez que se refere as atividades
realizadas correlacionadas com a idade da operaria (Guzman-Novoa et al, 1994; Calderone,
1998). No entanto, o polietismo etario também se baseia em diferengas internas e fisiologicas
entre as operarias, ¢ pode ser considerado como polietismo fisico temporario (Robinson,

2009). Podem ser identificadas quatro classes dentre as operarias de 4. mellifera (faxineiras,
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nutridoras, abelhas de meia idade e campeiras) e um estado generalista que ocorre no inverno
das regides temperadas (Johnson, 2010).

As operarias faxineiras sdo abelhas recém-emergidas e passam os primeiros dias como
adultas exercendo a fun¢do de limpar as células dos favos da colmeia (Johnson, 2010). As
nutridoras sdo operarias de, aproximadamente, quatro dias de idade e permanecem nessa
classe por entorno de uma semana. Neste periodo elas sdo responséaveis por produzir a geleia
real, uma secre¢do proteica das glandulas hipofaringeas, utilizada como alimento para as
larvas e outros individuos da coldnia. Nutridoras também cuidam da rainha e a auxiliam na
propaga¢do dos feromonios pela colmeia (Johnson, 2010). Apoés o periodo como nutridoras,
as abelhas de meia idade (12 e 21 dias) permanecem nessa classe por, aproximadamente, uma
semana. Abelhas nesta classe sdo as que possuem o maior repertério de tarefas na colonia que,
por vezes, se sobrepdem as tarefas de outras classes. Suas atividades compreendem cerca de
15 tarefas, entre elas a construcdo e manutencao da colmeia, recebimento e processamento do
néctar e guardar a entrada da colmeia (Johnson, 2010). Apods este periodo, as abelhas
operarias passam a fazer o trabalho de campeiras, e a partir de entdo ndo mais se envolvem
com tarefas no interior da colmeia, seu unico trabalho ¢ coletar os quatro recursos
indispensaveis para a sobrevivéncia da colonia: agua, propolis, néctar e graos de podlen
(Johnson, 2010).

Assim como os demais insetos da ordem, A. mellifera apresenta desenvolvimento
holometabolo, compreendendo os estagios de ovo, cinco instares larvais, pupa e adulto. O
tempo de duracdo de cada instar larval ¢ distinto, e estes podem ser diferenciados pela
correlagdo do diametro da céapsula cefalica e peso corporal da larva (Rembold et al., 1980;

Michelette e Soares, 1993), conforme dados apresentados na tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos instares larvais de operarias de Apis mellifera africanizada
(Michelette e Soares, 1993).

Instar larval Diametro da capsula Peso corporal (mg)
Duragao (horas) ' '
(operarias) cefalica (mm=DP) min-max
L1 1743 0,32+0,026 0,11-0,30
L2 1943 0,44+0,032 0,31-1,05
L3 1843 0,65+0,045 1,50-4,45
L4 2443 0,92+0,094 4,80-24,8
L5 37+3 1,49+0,048 24,30-126,7

A importancia dos estudos com abelhas vai além dos aspectos biologicos, pois, estes
insetos desempenham um papel fundamental na economia brasileira e mundial, seja pela
extracdo de seus produtos exclusivos; mel, geleia real, cera e propolis, ou pelo trabalho que
exercem enquanto coletam materiais para a producdo destes, a polinizacdo (Castilhos et al.,
2016; Cornara et al., 2017; Khalifa et al., 2021).

Os polinizadores sdo os responsaveis pelo equilibrio ecoldégico na manutencdo da
biodiversidade, na reproducdo de plantas incluindo as de larga produgdo na agricultura
(Khalifa et al.,, 2021). 4. mellifera destaca-se por sozinha ser responsavel por,
aproximadamente, os mesmos beneficios econdmicos das demais espécies de abelhas
combinadas (Kleijn et al., 2015). Devido ao seu nivel de domesticagdo, grande nimero de
individuos, pronta acessibilidade e facilidade no transporte, estes organismos destacam-se
como ideais para a utilizagdo comercial na polinizagdo de grandes areas produtivas (Klein et
al., 2007; Khalifa et al., 2021).

Nas ultimas décadas tem sido relatado um declinio geral no nimero de polinizadores
(Potts et al., 2010; Rhodes, 2018; Zattara e Aizen, 2021) assim como o disturbio do colapso
da coldnia, conhecido mundialmente pelo termo inglés Colony collapse disorder (CCD), que
afeta as colonias de A. mellifera (Roy et al., 2018; Evans e Chen, 2021), fendmenos estes que

estdo sendo atribuidos em parte a: (i) patogenos e parasitos (Smith et al., 2013; Gregorc et al.,
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2016), (i1)) mudangas climaticas (Le Conte e Navajas, 2008), (iii) restricdes na dieta (Grab et
al., 2019), (iv) uso indevido de agentes pesticidas (Sanchez-Bayo e Goka et al., 2014;
Kiljanek et al., 2016; Abati et al., 2021) e, sobretudo, as (v) interacdes entre todos fatores
(Potts et al., 2010; Goulson et al., 2015; Cornelissen et al., 2019; Neov et al., 2021; Dicks et

al., 2021; Siviter et al., 2021).

1.2. Piretroide Lambda-cialotrina

O crescimento populacional e a alta demanda por alimentos sdo fatores que fizeram
necessaria a obten¢do de novas técnicas para melhorias na producdo de alimentos (Oerke,
2006; Popp et al., 2013). O uso de pesticidas estd atrelado a essas mudangas, uma vez que,
com o aumento da area produtiva houve também um aumento na perda dos produtos pré-
colheita, causado por diversas pragas agricolas (Popp et al., 2013). Atualmente, pesticidas se
tornaram indispensaveis para a agricultura em grande escala e sdo extensivamente usados no
controle do ataque de insetos, fungos, ervas-daninhas entre outras pragas de plantagdes, assim
aumentando a produtividade com a redug¢do das perdas pré-colheita, mas seu uso
indiscriminado causa a contaminacao do solo, dgua e ar, além da intoxicagdo de animais nao-
alvo (Ceuppens et al., 2015; Johnson, 2015; Verma e Bhardwaj, 2015; Abraham et al., 2018).

Devido a essa dependéncia dos pesticidas, o desenvolvimento de novos compostos que
possam ser usados na agricultura ¢ constante. O lambda-cialotrina ¢ um piretroide organico
sintético que imita a estrutura e as propriedades inseticidas provenientes da piretrina. Este ¢
preferido como ingrediente ativo em inseticidas pois permanece efetivo por longos periodos,
com meia-vida variando entorno de trés semanas, por possuir alta afinidade por lipideos,
baixa volatilidade e baixa toxicidade aguda em mamiferos. O lambda-cialotrina pode ser

utilizado no controle de diversos insetos praga, como, besouros, cigarrinhas, lagartas,
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percevejos e moscas, € em diversas culturas, como algodao, batata, café, feijao, milho, soja,
tomate e trigo (Santos et al., 2007; He et al., 2008).

O lambda-cialotrina atua no sistema nervoso dos insetos causando paralisia ou morte.
E classificado como um piretroide tipo II, por possuir um grupamento ciano (CN), que, além
de modular a ativagdo dos canais de sddio dependentes de voltagem presentes na fibra
nervosa, também afeta os canais de cdlcio, importantes na conducdo do estimulo nervoso
(Davies et al., 2008). O inseticida se liga aos canais de calcio alterando o seu ciclo de abertura
e fechamento, o que resulta em uma estimula¢do continua do nervo, causando tremores, perda
do controle de produzir movimentos coordenados e morte (Bradberry et al., 2005; Soderlund,
2012).

O foco na letalidade e no controle de espécies pragas, juntamente com a falsa
percep¢ao de seguranca ambiental do lamba-cialotrina, resulta em escassos estudos com
outros animais ndo-alvo, o que inclui vertebrados e invertebrados que podem ser benéficos as
plantagdes, como inimigos naturais de pragas e polinizadores (Desneux et al., 2007). Tais
estudos mostram que os efeitos adversos do lambda-cialotrina incluem multiplos prejuizos em
diferentes aspectos da satde desses animais, incluindo alteracdes hematologicas, hepaticas,
pulmonares, renais e aspectos reprodutivos em coelhos e ratos (Basir et al., 2010; Fetoui et al.,
2010; Yousef, 2010), alteracdes hematologicas, danos nos tecidos branquiais, cardiacos,
hepaticos, renais ¢ aumento na taxa de mortalidade em peixes (Cavas e Ergene-Goziikara
2003; Wang et al.,, 2007; Li et al., 2014; Amin et al., 2020), alteracdes hematologicas,
alteragdes comportamentais e aumento da taxa de mortalidade em anfibios (Campana et al.,
2003; Nkontcheu et al., 2017), vacuolizacdo do citoplasma e necrose no figado no lagarto
Eremias argus (Chang et al.,, 2016), morte embrionaria, retardo do crescimento e

anormalidades no desenvolvimento dos embrides de Gallus gallus domesticus da linhagem
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“golden black” (Sadaf et al., 2022), aumento na taxa de mortalidade em joaninhas (Jalali et
al., 2002; Rodrigues et al., 2013).

Estudos toxicologicos em abelhas, especialmente em A. mellifera, sdo menos escassos,
visto sua importancia para as plantacdes, no entanto, tais trabalho t€ém como foco abelhas
adultas e os efeitos dos pesticidas durante o periodo de desenvolvimento ¢ negligenciado. Da
mesma maneira que os estudos previamente apresentados, pesquisas com abelhas mostram
uma ampla variedade de efeitos negativos a exposicdo do lambda-cialotrina, incluindo a
reducdo no consumo de alimento, redu¢do na taxa reprodutiva e aumento na taxa de
mortalidade em adultos de Bombus terrestris (Linnaeus, 1758) (Hymenoptera: Apidae)
(Ceuppens et al., 2015), danos histologicos no intestino médio, glandulas hipofaringeas,
sistema nervoso, alteracdes no padrio de locomogdo, interagdo social, interagdo com o
alimento, memoria, longevidade e aumento na taxa de mortalidade em adultos de 4. mellifera
(Abdel Razik, 2019; Bailey et al., 2005; Ingram et al., 2015; Melisie et al., 2015; Liao et al,
2018; Castro et al., 2020; Shurjeel et al., 2020).

Mortalidade ¢ um importante fator toxicoldgico, no entanto, os demais efeitos
subletais, como os previamente apresentados, principalmente em insetos nao-alvo,
permanecem negligenciados, mesmo com estes insetos estando presentes em sistemas
afetados por esses quimicos (Desneux et al., 2007). Além dos efeitos da aplicacao direta de
pesticidas em organismos nao-alvo, diversos pesticidas sdao encontrados no campo em
concentragoes residuais, associados a substratos que sdo coletados por abelhas operarias e
utilizados na alimentagdo de toda a colonia, como no néctar e graos de pdlen, possivelmente
afetando aspectos biologicos (Mullin, et al., 2010). Portanto, avaliar os efeitos dos pesticidas
nas concentracdes residuais encontradas nos campos de aplicacdo, em individuos adultos e
imaturos, pode ser uma importante ferramenta para entender como os pesticidas afetam

aspectos biologicos desses organismos e como isso pode ser refletido na dindmica da coldnia.
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Embora os alvos dos piretroides sejam as proteinas canais presentes no sistema
nervoso, o intestino médio ¢ um dos primeiros 6rgaos que entra em contato com as moléculas
do inseticida quando essas sdo ingeridas, assim, desempenhando o primeiro papel na
detoxificagdo do organismo (Denecke et al., 2018). Além disso, o inseticida pode transpor a
barreira formada pelo epitélio intestinal e circular pela hemolinfa, atingindo outros 6rgaos,
como o corpo gorduroso (Denecke et al., 2018). Devido a isso, apesar de ndo serem 0s 6rgaos
alvos, surge a necessidade de estudos sobre os efeitos da interagdo entre os pesticidas e as

células do intestino médio e do corpo gorduroso dos insetos.

1.3. Sistema digestorio em abelhas - Intestino médio

O sistema digestorio em abelhas pode ser dividido em trés partes, classificadas pela
origem embrionaria, morfologica e fisioldgica: o intestino anterior (ou estomodeu), intestino
médio (meséntero ou ventriculo) e o intestino posterior (proctodeu) (FIG. 1) (Gullan e
Cranston, 2010). O intestino anterior, de origem ectodermal, ¢ formado pela cavidade bucal,
faringe, esofago, papo e proventriculo. As células epiteliais do intestino anterior sdo achatadas
e nao estao diretamente envolvidas no processo de digestao, sua principal fungdo ¢ a produgao
e secrecdo da cuticula que envolve toda superficie do intestino anterior, por sua vez
responsavel pelo processamento inicial e direcionamento do alimento para o intestino médio
(Chapman, 2013; Nation, 2022).

A maior parte do sistema digestorio em abelhas ¢ formada pelo intestino médio. De
origem endodermal, ele apresenta um epitélio simples, constituido por trés tipos celulares: as
células digestivas, as c€lulas endocrinas e as células regenerativas (Chapman, 2013; Nation,
2022), todas estas apoiadas em uma fina lamina basal sobre uma dupla camada de células

musculares circulares e longitudinais (Caccia et al., 2019).
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As células digestivas s@o as mais numerosas, estdo ativamente envolvidas na producio
e secrecao de enzimas digestivas, na absor¢ao de nutrientes e produ¢do da matriz peritrofica
(Serrdo e Cruz-Landim, 1996a; 2000; Cruz-Landim, 2008; Hegedus et al., 2009). Possuem
formato cubico ou colunar, com modificacdes na membrana plasmatica apical, chamadas
microvilosidades, que sdo proje¢des em forma de dedos com o intuito de aumentar a area da
membrana plasmatica, melhorando suas fun¢des metabdlicas, como secre¢do e absorcao
(Chapman, 2013; Nation, 2022).

Células enddcrinas sdo responsaveis por regular as fungdes do intestino médio através
da secrecdo de hormodnios (Chapman, 2013). Estas células estdo localizadas na regido basal
entre as células digestivas e ndo chegam a atingir o limen. Suas principais caracteristicas sao
a presenc¢a de um limen claro e granulos de secre¢do acumulados majoritariamente na regiao
basal. Em insetos, estas células ndo sdo facilmente identificadas sob microscopia de luz
utilizando técnicas classicas, por isso, sua presenga pode estar camuflada as demais células
digestivas (Serrao e Cruz-Landim, 1996b; Neves et al., 2003).

Células regenerativas sao encontradas ao longo de todo intestino médio, agrupadas em
ninhos, proximas a base das células digestivas e enddcrinas. A medida que células maduras
vao sendo perdidas (idade, desgaste, apoptose, perdas por secre¢do apodcrina e holdcrina)
células regenerativas se diferenciam para ocupar o lugar deixado por essas células (Martins et
al., 2006; Fernandes et al., 2010).

As células do intestino médio ndo sdo revestidas por uma cuticula, ha, no entanto, uma
estrutura acelular composta por um gel proteoglicano e microfibrilas de quitina, denominada
matriz peritrofica (membrana peritrofica ou envelope peritrofico), que € produzida pelas
células digestivas e cujas fungdes envolvem: servir como uma protecao fisica as

microvilosidades do contato direto com particulas de alimentos, formar uma barreira contra a
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entrada de virus, bactérias e outros microrganismos, além de auxiliar na digestdo pela
associacdo com enzimas digestivas (Chapman, 2013; Nation, 2022).

Assim como o intestino anterior, o intestino posterior ¢ de origem ectodermal, e por
isso também possui uma camada cuticular sobreposta as células epiteliais, de formato cubico
ou achatadas, no entanto, essa cuticula ¢ mais fina e permeavel do que a encontrada no
intestino anterior. E normalmente subdivido em 3 regides: piloro, ileo e reto. Localizado no
piloro estdo inseridos os tibulos de Malpighi, principal 6rgdo de excre¢cdo dos insetos. As
funcdes do intestino posterior estdo relacionadas ao processo final da digestdo, como
reabsorcdo de agua, ions e demais substincias, e na excre¢do dos pellets fecais (Chapman,
2013; Nation, 2022).

Como ¢ comum de se observar em insetos holometabolos, o sistema digestorio nas
abelhas ¢ extensivamente remodelado durante a metamorfose (Cruz-Landim, 2008; Gongalves
et al., 2017). Quando no estagio de pupa, as células do intestino se desprendem em dire¢do ao
lumen, enquanto as células regenerativas dardo origem ao novo epitélio pelo processo de
mitose (Neves et al., 2002; Martins et al., 2006). Embora a dieta das larvas e adultos sejam
semelhantes, essa reorganizagdo se faz necessaria para que o intestino se adeque ao corpo do
adulto e suas peculiaridades, como a presen¢a das musculaturas de voo e o desenvolvimento
do estdmago social (papo), responsavel por armazenar substancias nutritivas que servem de
alimento para as larvas e utilizadas nas trocas pelo processo de trofalaxia (Cruz-Landim,

2008).
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prot

Figura 1 — Esquema de corte longitudinal de uma larva de Apis mellifera no segundo instar
larval, mostrando a segmentacdo do intestino, a distribuicdo do corpo gorduroso e demais
regides anatomicas. Estomodeu (est), ventriculo (vent), proctodeu (prot), corpo gorduroso
parietal (cg.p), corpo gorduroso visceral (cg.v), ganglio cerebral (gc), glandula salivar larval
(gLs), cadeia nervosa ventral (cnv), traquéias (tr), valvula cardiaca (vc) e musculatura
segmentar (ms) (Cruz-Landim, 2008).

1.4. Corpo gorduroso

O corpo gorduroso nas larvas de abelhas ¢ constituido por dois tipos celulares: os
trofocitos, tipo celular mais abundante e de origem mesodérmica, e os enocitos, encontrados
mais espagadamente ¢ de origem ectodérmica. Pode ser organizado em dois compartimentos:
o corpo gorduroso parietal, logo abaixo do tegumento, € o perivisceral, ao redor dos 6rgaos

internos (FIG. 1) (Oliveira e Cruz-Landim, 2003; Cruz-Landim, 2008).
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Os trofocitos ndo se encontram aderidos uns aos outros, por isso permanecem em um
formato esférico com nucleo central, rodeados por uma lamina basal propria, o que facilita as
trocas com a hemolinfa (Cruz-Landim, 2008). Durante a fase larval, o corpo gorduroso tem a
funcdo primordial de armazenar reservas energéticas para a metamorfose, o que inclui
lipidios, carboidratos e proteinas, porém, parte dessas reservas ¢ direcionada para atender o
metabolismo das células epiteliais durante as mudas e demais 6rgaos envolvidos no processo.
Além disso, o corpo gorduroso desempenha papel na imunidade inata, na detoxificacdo de
xenobidticos, metabolismo intermediario, regulacdo hormonal e sintese de componentes da
hemolinfa (Feyereisen, 1999; Li et al., 2007; Cruz-Landim, 2008; Li et al., 2019).
Modificacdes dos trofocitos, que exercem fungdes especializadas, também sdo
ocasionalmente encontrados e recebem denominagdes especificas. Em larvas e abelhas recém-
emergidas urocitos e trofocitos com depdsitos de ferro podem ser observados com certa
frequéncia, essas células sdo especializadas no armazenamento de acido urico e ferro,
respectivamente, uma vez que as larvas nao eliminam os residuos metabdlicos durante a fase
larval (Cruz-Landim, 2008; Furtado et al., 2013).

Os enocitos ficam dispersos em meio aos trofocitos no corpo gorduroso, sdao células
grandes de formato esférico com contornos bem definidos e irregulares, com citoplasma
acidofilo livre de granulagdes. Durante a metamorfose os enocitos sao degradados € uma nova
linhagem ¢ formada a partir das células ndo diferenciadas (Cruz-Landim, 2008; Nation, 2022).
A principal fungdo atribuida aos endcitos ¢ a producao de hidrocarbonetos e de ceras
presentes na cuticula, embora também possam estar ligados a homeostase do organismo,
como na detoxificagdo de xenobidticos € na imunidade inata (Martins e Ramalho-Ortigao,
2012).

Nos adultos, ja que a maior parte dos trofocitos e todos enocitos foram histolizados

durante a metamorfose para obtencdo de energia, o corpo gorduroso ¢ menos abundante e
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majoritariamente localizado na regido parietal. Apesar disso, suas fun¢des destacadas como
principais permanecem semelhantes: os trofdcitos sdo responsaveis por fornecer energia para
as fungdes metabdlicas do inseto e sintetizar proteinas da hemolinfa a partir de substancias
armazenadas, ao passo que, os endcitos sintetizam os hidrocarbonetos e as ceras da cuticula
dos insetos (Cruz-Landim, 2008; Nation, 2022).

Além de todas as funcdes inerentes ao desenvolvimento do inseto, estudos
demonstram que o corpo gorduroso, o que inclui trofdcitos e enocitos, desempenham um
papel essencial na detoxificagdo do organismo e na resisténcia aos pesticidas (Scott et al.,
1998; Feyereisen, 1999; Martins et al., 2011; Martins e Ramalho-Ortigdo, 2012; Li et al.,
2019). Assim, entender como esses quimicos afetam essas células e seu metabolismo em
periodos em que estas sdo cruciais, como na fase larval, pode auxiliar na elucidagdo de
questdes sobre como essa interagdo ¢ refletida no desenvolvimento desses insetos, seu

comportamento e longevidade na fase adulta.
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2. OBJETIVO
Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito citotéxico da ingestdo cronica do
inseticida lambda-cialotrina, com a concentragdo residual encontrada nos graos de polen, nos

orgaos nao-alvo, intestino médio e corpo gorduroso, das larvas da abelha Apis mellifera.



24

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Insetos

Quadros de cria de A. mellifera africanizadas foram coletadas de cinco colonias no
Apiario Central da Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, Minas Gerais, Brasil (20° 45' N
42° 52' W) e levadas para o laboratdrio onde foram mantidas a temperatura e umidade

ambiente para extragdo imediata.

3.2. Exposicao ao inseticida

Para avaliar o efeito do inseticida nas larvas foram realizados bioensaios e utilizadas
384 larvas de A. mellifera, sendo 192 para o grupo controle e 192 para o tratamento,
utilizando uma foérmula comercial de lambda-cialotrina (Karate Zeon® 50CS, 50g/L
ingrediente ativo, Syngenta, Sao Paulo, Brasil). O bioensaio seguiu as orienta¢des descritas
pela Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD 239, 2016). Larvas
de primeiro instar foram coletadas e transferidas para células artificiais (9 mm de diametro e
profundidade de 8§ mm) com 20 pL de dieta. As células foram acomodadas em placa de
cultivo de 48 pocos contendo um pedago de algoddo com solucdo esterilizante (15% p/v
glicerol e cloreto de metilbenzetonio a 0,2% p/v), transferidas para camara hermética e
mantidas em BOD a 34 + 1 °C e 95 + 5% de umidade. A dieta larval continha 50% p/p de uma
solugdo de acucar (D-frutose, D-glicose e extrato de levedura) e 50% p/p de geleia real. Do
terceiro ao sexto dia do bioensaio, uma vez ao dia, as larvas controle foram alimentados com
dieta artificial pura e as do tratamento com dieta contendo lambda-cialotrina em diferentes

propor¢des (Tabela 2).
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Tabela 2 — Detalhe da dieta oferecida diariamente para larvas de Apis mellifera africanizada
(OECD 239, 2016) com a propor¢ao diaria de inseticida.

Extrato de Lambda-
. Volume/larva D-Glicose = D-frutose It Geleia real Sefleredin
(pnL) (% wiw) (% wiw) % wiw) (% wiw) 5x10-%(g/mL)
1 20 12 12 2 50 -
2 - - - - - -
3 20 15 15 3 50 0,48
4 30 18 18 4 50 0,86
5 40 18 18 4 50 1,47
6 50 18 18 4 50 2,24

A concentragdo de lambda-cialotrina utilizada foi aquela com base no residuo
encontrado em graos de poélen (1,7 ng/g) (Mullin et al., 2010), calculada com a quantidade
total de polen consumida durante a fase larval (5,4 mg) como sugerido por Rortais et al.,
(2015). As proporgdes ¢ os volumes da dieta foram como descritos pela Organisation for
Economic Co-operation and Development (OECD 239, 2016) A concentragdo total de
lambda-cialotrina esperada para atingir as larvas através da alimentacao foi de 0,057 ng/mL
(ingestao maxima de 0,0080 ng/larva), estimada conforme equacao descrita por Tadei et al.,
(2020):

_ Cp.Pc

cd
vd

Cd = concentracao estimada de inseticida na dieta (ng/mL)
Cp = concentracao encontrada no pélen (ng/g)
Pc = quantidade total de polén consumida durante a fase larval (g)

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

No sétimo dia, apds o periodo de alimentagdo, cinco larvas do controle e cinco do
tratamento, no estagio L5, foram recolhidas. As extremidades do corpo foram cortadas e as
larvas transferidas para a solucdo fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 24 h em
temperatura ambiente. Em seguida, foram desidratadas em série crescente de etanol (70%,
80%, 90%, 95% e 100%) por 20 min em cada concentracdo. As amostras foram embebidas
em historesina (Leica), cortadas em microtomo automatico (Leica RM2255) com navalhas de
vidro, obtendo se¢des com 3 pum de espessura. Laminas histolégicas contendo os cortes das
amostras foram coradas com hematoxilina (15 min) e eosina (30 s) (HE)., seguido da analise

de quaisquer alteracdes e danos estruturais das células, e fotografia em microscopio Olympus

BX60.

3.3.1. Quantificacio de lipidios e diAmetro da goticula lipidica no corpo gorduroso

Para quantificar as alteragdes na quantidade de lipidios foi utilizado o software GIMP
2.10 (https://www.gimp.org/). O programa permite, apos selecionar cores referentes a lipidios,
converté-las em tons de cinza para transforma-las em densidade de pixels (Solomon, 2009).
As imagens digitalizadas foram obtidas usando objetiva de 40x, abertura numérica 0.75 e
mesmos parametros de iluminagdo. Trés campos aleatérios do corpo gorduroso para cada
larva (n = 5) foram analisados, totalizando 15 imagens do tratamento e 15 do controle (Soares
et al., 2016). Para andlise do tamanho das goticulas de lipideos, 20 goticulas do tratamento e
20 do controle foram selecionadas e o diametro ou eixo maior foi medido (Fujii et al., 2022)

utilizando o software Image J (https://imagej.nih.gov/).
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3.4. Histoquimica
Algumas secgdes obtidas como descrito acima foram submetidas aos testes
histoquimicos para deteccao de proteinas totais e polissacarideos neutros e glicoconjugados.

Todas as amostras foram analisadas e fotografadas em microscopio Olympus BX 60.

3.4.1. Azul Mercurio de Bromofenol — Proteinas

As amostras foram transferidas para solucdo de merctrio bromofenol (100 mL de
acido acético 2%; 0,05 g de azul de bromofenol; 1,5 g de cloreto de merctrio) por 2 h e 15
min. Em seguida foram lavadas com éacido acético 0,5% por 10 min e em 4gua corrente por 15

min.

3.4.2. Acido periédico-Schiff (PAS) — Polissacarideos

As amostras foram transferidas para acido periodico 0,4% por 30 min., lavadas
rapidamente em agua destilada e submetidas 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 HCI1 1%; 300 ml de H>O) por

1 h no escuro. Por fim, lavadas em 4gua corrente por 30 min.

3.5. Quantificacio de proteinas e polissacarideos no corpo gorduroso

Para quantificar as altera¢des na quantidade de proteinas e polissacarideos foi utilizado
o software GIMP 2.10 (https://www.gimp.org/). O programa permite, apés selecionar cores
referentes a proteinas e polissacarideos, converté-las em tons de cinza para transforma-las em
densidade de pixels (Solomon, 2009). As imagens digitalizadas foram obtidas usando objetiva
de 40x, abertura numérica 0.75 ¢ mesmos parametros de iluminagao. Trés campos aleatorios
do corpo gorduroso para cada larva (n = 5) foram analisados, totalizando 15 imagens do

tratamento e 15 do controle (Soares et al., 2016).
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3.6. Microscopia Eletronica de Transmissao

Cinco larvas do grupo controle e cinco larvas alimentadas com dieta contendo 0,057
ng/mL de lambda-cialotrina foram dissecadas. O intestino médio e corpo gorduroso foram
transferidos para solucdo fixadora contendo glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de
so6dio 0,2 M, pH 7,2 € 0,2 M de sacarose por 4 h em temperatura ambiente. As amostras foram
pos-fixadas em tetréxido de 6smio a 1% no mesmo tampdo por 2 h, lavadas em tampao,
desidratadas em série crescente de etanol (70%, 80%, 90% ¢ 100%) ¢ embebidas em resina
LR White (London Resin Company Ltd.). Se¢des ultrafinas (70-90 nm de espessura) foram
obtidas com navalha de diamante em ultramicrotomo Sorvall MT2-BMT2-B (Sorvall
Instruments, Wilmington, DE, USA), contrastadas com acetato de uranila aquosa 1% e citrato
de chumbo (Reynolds, 1963) e examinadas em microscopio eletronico de transmissdo Zeiss

Libra 120 (Carl Zeiss, Jena, Germany).

3.7. Estatistica

Os dados obtidos pela quantificacdo dos pixels marcados para lipidios, proteinas e
carboidratos foram submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade pelos testes de
Shapiro Wilk e Levene, respectivamente, seguido pela Analise de Variancia (ANOVA), e
teste de Tukey a 5% de significancia. Os dados de didmetro da goticula lipidica foram
analisados usando GLM com distribui¢ao Gausiana e as diferengas constatadas pelo teste de
teste de Kruskal-Wallis e Conover-Iman, a 5% de significancia, e ajustado pelo método de

Bonferroni. As analises foram realizadas utilizando o software R (https://cran.r-project.org/).
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4. RESULTADOS
4.1. Microscopia de Luz

O epitélio do intestino médio das larvas de 4. mellifera do grupo controle foi formado
por uma Unica camada de células digestivas cubicas, com nucleo esférico e regides de
eucromatina evidentes (FIG. 2A). A regido apical do epitélio apresentou borda estriada bem
desenvolvida, enquanto a regido basal estava apoiada sobre uma fina membrana basal, onde
também foram encontrados ninhos de células regenerativas (FIG. 2A).

Nas larvas expostas ao lambda-cialotrina foi possivel observar alteragdes histoldgicas
nas células digestivas e regenerativas com ocorréncia de intensa vacuolizagdo citoplasmatica
(FIG. 2B), protrusdes do citoplasma apical em dire¢do ao limen, nticleos com aumento de
heterocromatina comparados ao grupo controle (nucleo picnético) (FIG. 2C) e borda estriada

com vesiculas de secrec¢do apdcerina (FIG. 2D).

Figura 2 — Micrografias de luz do 1ntest1no médio de larvas de Apis mellzfera [A] Epitélio do
intestino médio formado por células digestivas coradas com hematoxilina e eosina mostrando
as microvilosidades (cabeca de seta) voltadas para o limen (L), nicleo de uma célula
digestiva (n), ninho de células regenerativas (seta branca) e regido do corpo gorduroso (fb).
[B, C, D] Epitélio do intestino médio de larvas tratadas com lambda-cialotrina corado com
hematoxilina e eosina. A células digestivas apresentam protrusdo do citoplasma (cabeca de
seta) e do nucleo (n), rico em heterocromatina, em dire¢do ao limen. Em algumas regides
também se observa vacuolizacao do citoplasma (seta grande preta), vacuolizagdo nos ninhos
de células regenerativas (seta pequena branca) e vesiculas de secrecdo apocrina na borda
estriada (seta grande branca). Barras = 20 pm.
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O teste de PAS no epitélio do intestino médio de larvas de A. mellifera do grupo
controle evidenciou distribuicdo uniforme de carboidratos no citoplasma e reacdo forte na
borda estriada (FIG. 3A), enquanto nas larvas tratadas com lambda-cialotrina o epitélio
apresentou forte reagcdo no citoplasma e mais fracas e irregulares na borda estriada (FIG. 3B).

O teste para detec¢do de proteinas nas larvas do grupo controle evidenciou distribuicao
uniforme destes compostos por todo o citoplasma das células digestivas e fracas marcagdes na
borda estriada (FIG. 3C). O epitélio do grupo tratado com o inseticida apresentou reagdes
irregulares no citoplasma, evidenciando as areas de vacuolizacdo e danos na integridade

celular, e mais fracas na borda estriada em relagdo ao grupo controle (FIG. 3D).
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Figura 3 — Micrografias de luz do intestino médio de larvas de Apis mellifera coradas por
técnicas histoquimicas. [A] Epitélio do intestino médio do grupo controle e [B] do grupo
tratado, evidenciando polissacarideos neutros. Observar como a regido com microvilosidades
(cabega de seta) voltadas para o lumen (L) do grupo tratado com lambda-cialotrina possui
uma marcac¢ao mais clara quando comparada ao grupo controle, da mesma maneira, o interior
das células digestivas (ec) no grupo tratado apresenta um actimulo de polissacarideos. [C]
Epitélio do intestino médio do grupo controle e [D] do grupo tratado, evidenciando proteinas,
mostrando o limen (L), células digestivas (ec), regido do corpo gorduroso (fb), protrusdes
citoplasmaticas (cabeca de seta) e vacuolizagdo (seta grande preta) do citoplasma nas células

digestivas. Barras = 20 um.

O corpo gorduroso das larvas de A. mellifera do grupo controle foi formado por
trofocitos ovoides, com nucleo central rico em eucromatina e citoplasma com gotas lipidicas
bem desenvolvidas (FIG. 4A). Ocasionalmente urdcitos também foram encontrados, de
formato ovoide e maiores que os trofocitos, com nucleo central rico em eucromatina e
depositos de urato de tamanhos variados em abundancia ocupando a maior parte do

citoplasma (FIG. 4A). Em meio as células do corpo gorduroso, enocitos também foram
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encontrados, com formato esférico com contornos irregulares, com nticleo central rico em
eucromatina, nucléolos evidentes e citoplasma uniformemente basoéfilo (FIG. 4C).

As larvas de A. mellifera alimentadas com lambda-cialotrina ndo apresentaram
alteragdes histologicas nos trofocitos, urdcitos e endcitos (FIG. 4B e 4D). No citoplasma, a
densidade de pixels referente a quantidade de lipidios ndo mostrou alteragdo em relagcdo ao
grupo controle (Fi30 = 2.919, p = 0.0986, FIG. 6A), no entanto, houve redu¢dao no didmetro
das goticulas lipidicas (t = 3.380, df =1, p = 0.0008; FIG. 6B).

O teste de PAS nas larvas do grupo controle evidenciou que grande parte da regido
citoplasmatica do trofocito, ndo ocupada pelas goticulas lipidicas, apresenta reacdes para
polissacarideos neutros (FIG. 5A). Nos trofécitos das larvas alimentadas com lambda-
cialotrina houve rea¢do mais intensa comparada ao do controle (FIG. 5B), com aumento na
densidade de pixels (Fi30 = 4.475, p = 0.0434), indicando um maior acumulo de
polissacarideos nestas células (FIG. 6C).

O teste com mercurio bromofenol nao evidenciou alteracdes na distribuicao de
proteinas das larvas alimentadas com lambda-cialotrina em relagdo ao controle (FIG. 5C e
5D) e o teste estatistico ndo identificou diferenca significativa na quantidade de proteinas

armazenadas entre os dois tratamentos (Fi30 = 1.154, p = 0.292, FIG. 6D).
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Figura 4 — Micrografias de luz do co
de larvas do grupo controle corado com hematoxilina e eosina. Citoplasma com goticulas
lipidicas em abundancia, de variados tamanhos e bem definidas (cabeca de seta), o ntcleo (n)
rico em eucromatina. Em detalhe um urdécito (uc). [B] Trofocitos de larvas do grupo tratado
com lambda-cialotrina corado com hematoxilina e eosina. Citoplasma com goticulas lipidicas
menores € com limites menos definidos (cabeca de seta) e nticleo (n). Em detalhe um urécito
(uc). [C] Endcitos do grupo controle e [D] tratado com lambda-cialotrina em meio aos
trofocitos (tc), corados com hematoxilina e eosina. O citoplasma basofilo (*) e nucleo rico em
eucromatina (n), com nucléolos evidentes. Barras = 20 um.
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Figura S5 — Micrografias de luz do corpo gorduroso de larvas de Apis mellifera coradas por
técnicas histoquimicas. [A] Trofécitos do grupo controle e [B] tratado com lambda-cialotrina,

marcados para polissacarideos neutros, evidenciando a diferenga na marcacao do citoplasma,
mais fortemente marcado no grupo tratado comparado ao controle, e no tamanho das goticulas
lipidicas (cabeca de seta), maiores no grupo controle. [C] Trofocitos marcados para proteinas
do grupo controle e [D] tratado com lambda-cialotrina. Nucleo evidenciado por (n). Barras =
20 pm.
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Figura 6 — Efeito no corpo gorduroso das larvas A. mellifera a exposi¢ao a dose residual de
lambda-cialotrina. [A] Densidade de pixels para lipidios (média = SD) no citoplasma dos
trofocitos do corpo gorduroso do grupo controle e tratado com lambda-cialotrina. Nao houve
diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste ANOVA (p > 0,05). [B] Diametro das
goticulas lipidicas (média £ SD) no citoplasma do corpo gorduroso do grupo controle e
tratado com lambda-cialotrina. Houve diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste
de Tukey (p < 0,05). [C] Densidade de pixels para polissacarideos (média = SD) no
citoplasma dos trofocitos do corpo gorduroso do grupo controle e tratado com lambda-
cialotrina. Houve diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste ANOVA (p < 0,05).
[D] Densidade de pixels para proteinas (média + SD) no citoplasma dos trofocitos do corpo
gorduroso do grupo controle e tratado com lambda-cialotrina. Nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos pelo teste ANOVA (p > 0,05).

4.2. Microscopia eletronica de transmissio

As andlises ultraestruturais revelaram a regido apical do epitélio do intestino médio
das larvas de 4. mellifera do grupo controle formado por microvilosidades organizadas e
citoplasma rico em mitocondrias (FIG. 7A). Nas larvas alimentadas com lambda-cialotrina a

ultraestrutura mostrou que os vacuolos eram autofigicos com conteido majoritariamente

formado por mitocondrias com as cristas danificadas (FIG. 7B).
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No corpo gorduroso das larvas do grupo controle, as andlises ultraestrutuais mostraram
os trofocitos com nucleo oval rico em eucromatina e citoplasma abundante rico em gotas

lipidicas e mitocondrias (FIG. 7C). Os trofocitos das larvas alimentadas com lambda-

cialotrina ndo diferem dos encontrados nas larvas do grupo controle (FIG. 7D).

Figura 7 — Micrografias eletronicas de transmissdo do intestino médio e corpo gorduroso de
larvas de A. mellifera. [A] Célula digestiva do epitélio do intestino médio de larva do grupo
controle, evidenciando as microvilosidades (mv) e citoplasma contendo mitocondrias de
aspecto normal (m). [B] Célula digestiva do epitélio do intestino médio de larva alimentada
com lambda-cialotrina mostrando microvilosidades (mv) e no citoplasma diversas vesiculas
autofagicas (cabeca de seta) contendo mitocondrias danificadas (m). [C] Trofécito de larva do
grupo controle e [D] trofocito de larva alimentada com lambda-cialotrina evidenciado o
nucleo (n) e mitocondrias de aspecto normal (m).
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5. DISCUSSAO

As alteragdes histologicas apresentadas pelo epitélio do intestino médio das larvas de
A. mellifera alimentadas com dieta contaminada com lambda-cialotrina incluem intensa
vacuolizacdo citoplasmatica nas células digestivas e regenerativas, protrusdes do citoplasma
com o nucleo compactado em direcdo ao lumen nas células digestivas. Resultados
semelhantes foram encontrados no epitélio de operarias adultas de A. mellifera expostas ao
lambda-cialotrina (Castro et al., 2020), spiromesifen (Serra et al., 2021), iprodione (Carneiro
et al., 2020) e imidacloprid (Carneiro et al., 2022), operarias de Partamona helleri Friese,
1900 (Hymenoptera: Apidae) expostas ao fipronil (Farder-Gomes et al., 2021a), lagartas de
Anticarsia gemmatalis Hiibner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae) expostas ao esquamocina
(Fiaz et al., 2018) e azadiractina (Farder-Gomes et al., 2021b) e em larvas de Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) expostas ao novaluron (Fiaz et al., 2021).

A intensa vacuolizagdo das células epiteliais do intestino médio, representam vacuolos
autofagicos como evidenciado pelas andlises ultraestruturais. A macroautofagia (aqui
considerada como autofagia) consiste na producdao de vesiculas que capturam organelas e
demais componentes citosolicos e a entrega dessa carga intracelular aos lisossomos,
posterirormente efetuando a degradagdo e reciclagem de seus componentes (Mizushima,
2007; Rabinowitz e White, 2010). Em baixos niveis de estimulo, a autofagia pode representar
uma resposta primaria ao estresse metabolico, na tentativa de restabelecer a homeostase,
eliminando as organelas danificadas (Moreau et al., 2010). No entanto, cé¢lulas com alto indice
de vacuoliza¢do podem ter suas fungdes comprometidas (Shintani e Klionsky, 2004), além
disso, a autofagia pode preceder a apoptose caso a primeira falhe como um mecanismo de
defesa (Gump e Thorburn, 2011; Marifio et al.,, 2014). Assim, os vacuolos autofagicos
observados nas células do intestino médio de larvas de A. mellifera expostas ao lambda-

ciaolotrina estdo relacionadas a resposta metabodlica na tentativa de reduzir os danos causados
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pelo pesticida. Ainda, as funcdes das células digestivas e das células regenerativas podem ser
comprometidas, devido aos danos nas mitocondrias afetando a sintese de ATP, prejudicando a
absorcdo de nutrientes e a renovacao do tecido danificado.

As protrusdes apicais, chamadas “bleb” ou “membrane blebbing” e o nucleo picndtico,
observados nas células digestivas de larvas de A. mellifera alimentadas com lambda-
cialotrina, sdo caracteristicas morfolégicas associadas as primeiras etapas visiveis da morte
celular por apoptose (Kerr et al., 1972; Allen, 1997; Hacker, 2000; Van-Cruchten e Van-Den-
Broeck, 2002). A apoptose ¢ um tipo de morte celular que acontece de forma programada e
controlada, desencadeada por duas vias principais: a extrinseca e a via intrinseca. O processo
apoptotico nas duas vias ¢ mediado por uma cascata de eventos moleculares, cujas principais
efetoras sdo as enzimas cisteina proteases da familia das caspases (Hengartner, 2000; Elmore,
2007). A clivagem mediada por caspases em substratos especificos iniciam modifica¢des
estruturais, como clivagem da lamina nuclear, resultando na compactag¢ao do nucleo (picnose)
(Goldman et al., 2002). A clivagem de outros componentes do citoesqueleto (Ndozangue-
Touriguine et al., 2008) assim como da quinase PAK2, que regula a morfologia celular
através de rearranjos do citoesqueleto, induz a perda da forma celular e de suas fungdes e a
formacdo das protrusdes apicais (Rudel e Bokoch, 1997), caracteristicas semelhantes as das
células aqui apresentadas. Dessa forma, ¢ plausivel sugerir que células do intestino médio de
A. mellifera expostas ao lambda-cialotrina estdo utilizando o processo apoptdtico como
recurso para eliminacao de células danificadas.

O aumento de secrecdo apodcrina em células digestivas do intestino médio de A4
mellifera expostas ao lambda-cialotrina também foi observado. O epitélio do intestino médio
em insetos ¢ responsavel pela produgdo de enzimas digestivas além de proteinas formadoras
da matriz peritrofica a qual protege as cé€lulas do epitélio contra danos fisicos € quimicos

(Terra e Ferreira, 2012). H4 um aumento na liberacdo de vesiculas de secre¢do apdcrina,
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contendo enzimas digestivas e demais enzimas que participam na detoxificagdo, quando o
organismo € exposto a agentes xenobidticos (Ferreira et al, 1990). Proteinas da superfamilia
citocromo p450 podem fazer parte da carga transportada por essas vesiculas, visto que elas
metabolizam xenobidticos, tornando-os hidrossoluveis e facilitando o processo de
detoxificagdo, e estdo amplamente associadas a criagdo de resisténcia aos inseticidas em
insetos (Feyereisen, 1999; Li et al., 2007). Logo, o aumento de secre¢do apocrina em células
do epitélio de larvas de A. mellifera ¢ um indicativo de que esteja ocorrendo uma resposta
metabolica na tentativa de neutralizar os efeitos da exposi¢cao ao lambda-cialotrina.

A reagdo de PAS evidenciou forte reagdo na borda estriada do intestino médio das
larvas do grupo controle, enquanto houve um aumento na deposi¢do de polissacarideos no
citoplasma e reacdes mais fracas e irregulares na borda estriada das células digestivas de
larvas de A. mellifera expostas ao lambda-cialotrina. A regido apical das células digestivas ¢
modificada em microvilosidades. Nesta regido encontra-se o glicocélice, constituido por
glicoproteinas e glicolipidios, tal como no citoplasma dessas células também podem ser
encontrados reservas de glicogénio (Serrao e Cruz-Landim, 2000), o que explica a afinidade
do PAS com essas regides. As microvilosidades desempenham papel na digestao, absorcao de
nutrientes e transporte de ions, ¢ em algumas abelhas podem aumentar area da superficie
apical em até 230 vezes (Serrdo e Cruz-Landim, 1996a; Terra et al., 2019), e o glicocalice
funciona como protecao dessa regido contra danos fisicos e quimicos (Alberts et al., 2015). As
reacoOes fracas e irregulares na borda estriada das larvas expostas ao lambda-cialotrina pode
indicar que as fungdes protetivas do glicocélice estdo comprometidas pela acdo do inseticida,
concomitantemente, o acimulo de polissacarideos neutros no citoplasma ¢ um indicio de que
essas c€lulas estejam armazenando fontes de energia para serem utilizadas nos processos de

detoxificagao.
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As marcacgdes evidenciadas pelo mercurio de bromofenol mostram que toda a regido
citoplasmatica e a borda estriada das células digestivas do grupo controle ¢ positiva para
proteinas, ao passo que, nas larvas expostas ao lambda-cialotrina essas células tiveram uma
marcacdo irregular no citoplasma, evidenciando as areas vacuolizadas e com danos na
integridade celular. As células do intestino médio dos insetos exercem fun¢do na digestdo e
absor¢do dos nutrientes, na producdo e secrecdo de enzimas digestivas e de defesa contra
xenobidticos (Terra e Ferreira, 2012) e de proteinas que compdem a matriz peritrofica (Terra
et al.,, 2019). Assim, a ampla distribui¢do de proteinas nas células digestivas das larvas do
grupo controle pode ser atribuida a essas fungdes celulares, enquanto que, as regides afetadas
das larvas expostas ao lambda-cialotrina podem estar com suas fungdes comprometidas.

Os componentes celulares do corpo gorduroso, trofocitos e urdcitos, das larvas de 4.
mellifera alimentadas com dieta contaminada com lambda-cialotrina ndo apresentam
alteragdes histoldgicas. O corpo gorduroso nas larvas de insetos ¢ encontrado em abundancia
e tem como principal funcdo a de armazenamento de nutrientes, mas também atua no
metabolismo intermediario, fungdo que € mais evidente nos adultos (Cruz-Landim, 2008; Liu
et al., 2009; Arrese & Soulages, 2010). Assim, devido ao grande niimero dessas células no
individuo imaturo, ¢ possivel que a dosagem residual de lambda-cialotrina aqui utilizada nao
tenha induzido alteragdes histologicas no 6rgao.

Os trofocitos das larvas expostas ao lambda-cialotrina apresentam reducdo no
diametro das goticulas lipidicas, no entanto, ndo houve diferenga significativa entre a
densidade de pixels referentes aos lipidios em comparag¢dao ao grupo controle. Nas larvas de
insetos, os trofocitos atuam na sinalizacdo e regulagdo hormonal, armazenamento de
nutrientes (lipidios, carboidratos e proteinas) e também na imunidade inata, pela sintese de
enzimas que desempenham papel na detoxificagdo do organismo (Oliveira e Cruz-Landim,

2003; Roma et al., 2010; Skowronek et al., 2021). Essas células abrigam um grande niimero
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de receptores e sinalizadores em sua membrana plasmatica que atuam como um sistema de
integragdo de multiplos sinais que regulam o desenvolvimento e o comportamento do
organismo (Liu et al., 2009). Os sinais recebidos, hormonais ou nutricionais, geram uma
resposta do orgdo, na forma de mobilizacdo de nutrientes e na liberagdo de moléculas
sinalizadoras, conhecidas como Fat Body Signals (FBSs) (Liu et al., 2009; Li et al., 2019). A
maior parte da glicose consumida com a dieta alimentar ¢ convertida em lipidios, para que
sejam utilizados como fonte de energia durante a metamorfose, no entanto, a glicose também
¢ armazenada em sua forma polimérica, o glicogénio, que pode ser prontamente degradado
quando sob alta demanda energética (Arrese & Soulages, 2010). Assim, apesar de ndo ter
ocorrido uma mudanga significativa na quantidade de lipideos nos trofécitos de larvas
expostas ao lambda-cialotrina, ¢ possivel que uma via de sinalizagdo de deficiéncia
nutricional tenha sido ativada, como resultado de uma ineficacia na absor¢dao de nutrientes
devido aos danos nas células do intestino médio, o que poderd ser verificado em estudos
futuros. Além disso, ¢ plausivel considerar que exista uma alta demanda energética pelo
processo de detoxificagdo, e que a célula esteja utilizando suas reservas para este fim. Deste
modo, pode ter ocorrido uma mobilizagao de lipideos, que armazenados em goticulas menores
sdao de mais facil acesso as agdes enzimaticas pela via da B-oxidagdo devido ao aumento na
area de superficie acessivel (McClements & Decker, 2000; Osborn & Akoh, 2004).

A demanda energética também pode explicar o aumento de polissacarideos
evidenciados pela reacdo de PAS nos trofocitos das larvas alimentadas com lambda-cialotrina.
O substrato para a produ¢dao de ATP depende de multiplos fatores, entre eles a razao
substrato/moléculas de ATP e a criagdo de residuos metabolicos, como ¢ o caso das espécies
reativas de oxigénio (EROs), que sao danosos as células. Embora a B-oxidagdo de acidos
graxos tenha uma razdo de produc¢ao de ATP maior, quando comparada aos produtos da

glicolise, o consumo de oxigénio também aumenta, o que por sua vez resulta em maiores
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numeros de EROs (Leverne, 2007). Por isso, € possivel que a glicolise esteja sendo a principal
via utilizada pelos trofocitos para a sintese de ATP a fim de suprir sua demanda energética e
evitar maiores producdes de EROs.

Nenhuma modificacdo estrutural foi observada nos urécitos das larvas de A. mellifera
expostas ao lambda-cialotrina em comparagdo as do grupo controle. Os urdcitos sdo
especializacdo de trofocitos adaptados a armazenar granulos de urato provenientes da
metabolizacdo de acidos nucleicos ou da degradacdo de proteinas (Oliveira e Cruz-Landim,
2003; Furtado et al.,2013; Skowronek et al., 2021). Devido ao aumento dos processos
apoptéticos e autofagicos em algumas células do intestino médio das larvas alimentadas com
lambda-cialotrina, seria esperado que houvesse modifica¢des estruturais nos urécitos a fim de
armazenar a alta producdo de urato como subproduto da metabolizacdo dessas células
senescentes, no entanto, este ndo ocorreu. Assim, podemos presumir que ao invés de
modificacdes estruturais em células preexistentes ocorreu um aumento no numero de
trofocitos que se diferenciaram em urocitos, com o intuito de suprir essa demanda, o que
podera ser avaliado em estudos futuros.

Em meio as células do corpo gorduroso também ocorrem endcitos, no entanto, nao
observamos alteragdes nessas células no grupo tratado com lambda-cialotrina. Enodcitos sao de
origem ectodérmica e responsaveis pela sintese de hidrocarbonetos, proteinas e lipidios que
compdem o exoesqueleto dos insetos (Arrese & Soulages, 2010; Martins ¢ Ramalho-Ortigao,
2012). Dados de Martins et al. (2011) verificaram que os endcitos também contribuem com
uma pequena participagdo no processo de detoxificagdo em adultos de Aedes aegypti. Assis et
al. (2022) reportaram alteragcdes nos endcitos de adultos da abelha solitaria Tetrapedia
diversipes Klug, 1810 (Hymenoptera: Apidae) expostas ao imidacloprido, entre elas, o
aumento de vacuolizagdo citoplasmatica e compactacdo e fragmentacdo do nucleo. Assim,

apesar de desempenharem um papel na detoxificagdo, os enocitos das larvas de 4. mellifera
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ndo sofreram alteragdes, possivelmente devido a maior quantidade de células presentes no
corpo gorduroso de imaturos, ja que estes dispdem de grande quantidade de corpo gorduroso
parietal e perivisceral, € 0 mesmo ndo ocorre nos adultos (Cruz-Landim, 2008). Ainda, ¢
plausivel considerar que estas células sejam bem tamponadas, e, quando expostas a baixas
concentracdes de lambda-cialotrina, mantenham suas func¢des integras devido ao seu
importante papel na formagao da nova cuticula, responséavel pelo crescimento das larvas.

As reagdes para proteinas ndo mostram diferenga nos trofécitos das larvas alimentadas
com lambda-cialotrina em relagdo ao grupo controle. Organismos sob condigdes de estresse,
como ¢ o caso da exposi¢do ao inseticida, exigem alta demanda energética que pode levar o
inseto a um estimulo catabodlico proteico, diminuindo seus niveis de proteinas (Arrese and
Soulages, 2010). Associado a este fato, como mencionado previamente, o corpo gorduroso,
além de armazenamento, € o principal local onde enzimas de detoxifica¢ao sdo produzidas (Li
et al., 2019). Assim, ¢ possivel que os niveis da catilise e sintese proteica nas larvas de 4.
mellifera expostas ao lambda-cialotrina sejam semelhantes, resultando em quantidades iguais

a observada no grupo controle.

6. CONCLUSAO

A ingestao da concentracao residual de lambda-cialotrina encontrada em graos de
polen causa danos estruturais e induz apoptose nas células do intestino médio, e, alteragdes no
padrao de armazenamento de nutrientes no corpo gorduroso de larvas de Apis mellifera.
Ambos 6rgaos, intestino médio e corpo gorduroso, ndo sao alvos do inseticida, no entanto, as
mudancgas induzidas, possivelmente, comprometem a funcao destes e trazem prejuizos ao
desenvolvimento desses insetos. Nossos dados reforcam a importancia do manejo adequado
de inseticidas e do desenvolvimento de novas tecnologias em pesticidas para que se obtenha o

minimo de prejuizos em espécies ndo-alvo.
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