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RESUMO

CASTRO, Mayara Badar6 Arthidoro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2019.
Efeitos citotoxicos no intestino médio, glandulas hipofaringeas e cérebro de operarias da
abelha Apis mellifera expostas a concentracoes subletais cronicas do inseticida lambda-
cialotrina. Orientador: José Eduardo Serrao. Coorientadora: Jamile Fernanda Silva Cossolin.

A abelha Apis mellifera é economicamente importante, tanto pelos seus produtos como mel,
cera e propolis, quanto pelos servicos de polinizacdo em diversas culturas. As ameacas a
sobrevivéncia desses insetos, no entanto, vém provocando grandes perdas e elevados prejuizos
tanto na agricultura como na apicultura. Dentre as causas envolvidas na perda das abelhas
meliferas, a intensificacdo do uso de pesticidas em cultivos agricolas € uma das principais.
Embora atualmente testes para a regularizaciao do uso de inseticidas considerem os seus efeitos
téxicos agudos sobre os polinizadores, pouco se sabe sobre efeitos de exposi¢ao cronica a doses
subletais que podem persistir no ambiente. Este trabalho investigou o efeito da exposicao
cronica a doses subletais do inseticida piretroide lambda-cialotrina no intestino médio, glandula
hipofaringea e cérebro de A. mellifera. As abelhas foram alimentadas por oito dias com sacarose
a 50% contendo a CLsoi00 do inseticida. Posteriormente, o intestino médio, a glandula
hipofaringea e o cérebro das abelhas foram analisados em microscopia luz e eletronica de
transmissao. A organizacao tecidual do intestino médio ndo foi afetada apds a exposicao, exceto
na regido posterior deste orgao, com a presenga de alguns fragmentos celulares no lumen e
alteracdes nas mitocondrias. A glandula hipofaringea foi severamente afetada pelo inseticida
com alteracdes na organizacdo do reticulo endoplasmaético rugoso, que mudou para aspecto
vesicular, e algumas caracteristicas de morte celular. O cérebro apresentou extensas lacunas
tanto na regido de neurdpila quanto na regido dos corpos celulares, principalmente nos corpora
pedunculata bem como alteragdes celulares semelhantes a processos de morte. Os resultados
obtidos neste trabalho indicam que mesmo em concentrac¢des subletais e ingerido cronicamente,
o inseticida lambda-cialotrina € toxico para abelhas causando danos no intestino médio,
glandulas hipofaringeas e cérebro, podendo afetar aspectos fisioldgicos e comportamentais

destes insetos.

Palavras chave: Enterdcito. Célula secretora. Neuronio. Inseticida.



ABSTRACT

CASTRO, Mayara Badaré Arthidoro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2019.
Cytotoxic effects on the midgut, hypopharyngeal glands and brain of Apis mellifera bee
workers exposed to chronic sublethal concentrations of the lambda-cyhalothrin
insecticide. Adviser: José Eduardo Serrao. Co-adviser: Jamile Fernanda Silva Cossolin.

The honeybee Apis mellifera is economically important, not only for its products such as honey,
wax and propolis, but also for its role in pollination. The hazard to the survival of these insects,
however, have been causing high losses in both agriculture and beekeeping. One of the main
causes involved in the loss of honey bees is the increased use of pesticides in agricultural crops.
Although currently testing for the regularization of insecticide use consider its acute toxic
effects on pollinators, little is known about the effects of chronic exposure to sublethal doses
that may persist in the environment. This work investigated the effect of chronic exposure to
sublethal doses of the pyrethroid insecticide lambda-cyhalothrin on the midgut, hypopharyngeal
gland and brain of A. mellifera. The bees were fed for eight days with 50% sucrose containing
the LCso/100 insecticide. Subsequently, the midgut, the hypopharyngeal gland and the brain of
the bees were analyzed in light and electron microscopy transmission. The tissue organization
of the midgut was found not to be affected after exposure, except in the posterior region. This
region was shown to have a presence of some cellular fragments in the lumen and changes in
the mitochondria. The hypopharyngeal gland was severely affected by the insecticide. The
effects included changes in the organization of the rough endoplasmic reticulum which caused
changes to the vesicular appearance and some characteristics of cell death. The brain presented
extensive gaps in the neuropil as well as in the cellular bodies region, especially in the corpora
pedunculata. These resembled cellular alterations similar to what is seen in death processes.
The results obtained in this work indicate that in sublethal concentrations and ingested
chronically, the insecticide lambda-cyhalothrin is toxic to bees causing damage to the midgut,
hypopharyngeal glands and brain, and may affect the physiological and behavioral aspects of

these insects.

Keywords: Enterocyte. Secretory cell. Neuron. Insecticide.
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1 INTRODUCAO

A abelha Apis mellifera € um inseto economicamente importante no mundo todo. Seus
produtos, como mel, geleia real, prépolis e cera sio amplamente comercializados (Iwasa, 2004;
Atkins, 1992). Além disso, as abelhas meliferas sdo consideradas polinizadores importantes
para culturas agricolas (Johson, 2010). Por serem generalistas, sdo os tnicos polinizadores
capazes de suplementar a polinizacdo em diferentes culturas e, embora nem sempre mais
eficientes que as abelhas nativas, sdo bem confidveis pelo seu constante forrageio na drea
cultivada (Williams, 2002). A maioria dos servicos de polinizacdo também utilizam as abelhas
meliferas devido ao seu detalhado e bem desenvolvido sistema de manejo e sua alta capacidade
de sobrevivéncia tanto em ambientes naturais quanto modificados (Southwicki e Southwicki,
1992).

A contribui¢do das abelhas para a agricultura foi destacada principalmente pelo declinio
no numero dos polinizadores manejados em algumas partes do mundo. Em 2006 numerosos
registros de perdas alarmantes de colonias sem causas definidas ocorreram nos Estados Unidos
da América (van Engelsdorp et al., 2006; Cox-Foster et al., 2007). Esse fendmeno, conhecido
por “colony collapse disorder” (CCD), foi caracterizado pela rapida perda da populagdo de
abelhas adultas da colonia, restando apenas as crias e algumas poucas abelhas recém emergidas
assistindo a rainha. Além disso, nenhuma abelha adulta morta é encontrada perto ou dentro da
coldnia e pode ocorrer uma invasio tardia por pragas, como, por exemplo, pequenos besouros
das colmeias, ou cleptoparasitismo por colonias vizinhas de abelhas (Cox-Foster et al., 2007;
van Engelsdorp et al., 2009; Pires et al., 2016).

Algumas hipdteses estdo sendo propostas para definir as causas do CCD, dentre as quais
incluem o parasitismo pelo dcaro Varroa destructor ou pelos microsporideos Nosema ceranae
e Nosema apis; infec¢Oes virais; estresse nutricional provocado pelo manejo das col6nias em
monoculturas, as quais inviabilizam a variabilidade da oferta nutritiva para as abelhas, que,
portanto podem sofrer um prejuizo no sistema de defesa natural; sensibilidade a indmeros
pesticidas, que podem apresentar diversos efeitos prejudiciais no desempenho de atividades
como aprendizagem, nutri¢do e locomog¢do. A causa mais provdvel, no entanto, seria a interacao
sinérgica entre esses multiplos fatores bioldgicos, ambientais e quimicos (Farooqui, 2013;

Bekic¢ et al., 2014; Pires et al., 2016; van Engelsdorp et al., 2017).



A intensificagdo do emprego de pesticidas em préticas agricolas é um dos principais
fatores que contribuem para o declinio de polinizadores (Potts, 2010). Inimeros casos de
extingdo de coldnias devido a exposicdo das abelhas adultas a pesticidas aplicados em campos
de cultivo vizinhos foram relatados por diversos apicultores no mundo todo (Basu e
Chakrabarti, 2015).

Inseticidas pulverizados em plantas podem ser toxicos para as abelhas quando elas
entram em contato com as plantas tratadas ou quando elas sobrevoam pela drea contaminada e
absorvem particulas téxicas dispersas no ar. Elas podem, também, intoxicar toda colonia
trazendo pdlen e néctar contaminados (Rortais et al., 2005). As abelhas podem, portanto, ficar
expostas continuamente a produtos quimicos no ambiente como consequéncia de suas
atividades de forrageio. Tradicionalmente, as regulamentagdes sobre pesticidas consideram
apenas os efeitos do envenenamento direto, mas como o dano causado pela toxicidade aguda
nio € a Unica ameaca, efeitos subletais como paralisia, desorientacio ou mudancgas
comportamentais, tanto de curto quanto em longo prazo, estdo cada vez mais em foco (van
Egelsdorp e Meixner, 2010), a dose subletal, portanto, representa uma ameaca a sobrevivéncia
de toda a colonia da abelha (Basu e Chakrabarti, 2015). Efeitos prejudiciais de inseticidas
neurotoxicos, em dosagens subletais, em abelhas foram identificados como na reducdo na
memoria olfatéria, aprendizado, locomog¢do e menor capacidade de resposta ao estimulo de
sacarose (Aliouane et al., 2009), contaminacdo, comprometimento da coldnia e prejuizo nos
servicos de polinizacdo (Stanley et al., 2015).

Os piretroides sdo uma das principais classes de inseticidas neurotoxicos, a qual é
composta por sintéticos andlogos aos inseticidas piretrinas naturais, originalmente encontrados
nas flores de Crisantemum cinerafolis (Davies et al., 2007). O desenvolvimento de piretroides
sintéticos € o resultado de modificagdes na estrutura das piretrinas naturais, a fim de aumentar
a fotoestabilidade, mantendo a eficiente atividade inseticida e toxicidade aguda relativamente
baixa a mamiferos (Soderlund et al. 2002). Esses inseticidas alteram o funcionamento dos
canais de sodio, prolongando a entrada de fons Na* para o interior da célula (Santos et al. 2007),
especialmente as nervosas, causando paralisia e morte do inseto (Davies et al., 2007).

Existem dois grupos de piretroides com efeitos sintomdticos caracteristicos,
denominados Tipo I e Tipo II. Em sua férmula quimica, os piretroides Tipo II distinguem-se
dos piretroides Tipo I pela presenca de um grupo a-ciano na sua estrutura. Em comparagdo com

os piretroides do Tipo I, que exercem sua neurotoxicidade principalmente por interferéncia na



funcdo dos canais de s6dio no sistema nervoso central, os piretroides do Tipo II podem,
também, afetar os canais de calcio e cloreto (He et al., 2008).

O inseticida lambda-cialotrina é um piretroide do tipo II, que penetra a cuticula do
inseto, quando aplicado topicamente, interrompendo a condug@o nervosa em poucos minutos,
0 que acarreta na interrup¢ao da alimentacdo, perda do controle muscular, paralisia e eventual
morte. Ele pode também atravessar rapidamente, devido a sua natureza lipofilica, membranas
bioldgicas e tecidos (He et al., 2008).

Residuos de lambda-cialotrina foram encontrados no néctar e pdlen de plantas
(Choudhary e Sharma, 2008), indicando que abelhas podem ser afetadas pela ingestdo do
inseticida no ambiente natural. Quando as moléculas de inseticidas sdo ingeridas, o primeiro
drgdo em contato com o inseticida € o trato digestivo (Denecke et al., 2018).

O trato digestivo dos insetos pode ser divido em trés regides: intestino anterior, intestino
médio e intestino posterior (Cavalcante e Cruz-Landim, 1999). Em abelhas meliferas, o
intestino médio € um importante local na desintoxicacdo de quimicos apds a exposi¢ao por via
oral (Kiljanek et al., 2016).

O intestino médio das abelhas apresenta uma estrutura de tubo cilindrico, grosso e longo.
O seu epitélio € constituido por quatro tipos de células: dois tipos representados por células
prismdticas, um tipo esté localizado na regido anterior ao redor da vdlvula estomodeal e o outro
tipo perfaz todo o restante do epitélio, denominadas células digestivas ou enterdcitos. Outros
dois tipos de células sdo representados por células basais, que sdo as células regenerativas, que
se encontram em conjunto (ninho) e as células enddcrinas que se localizam de forma isolada
(Cruz Landim, 2009).

Embora o intestino médio seja o principal local por onde inseticidas penetram (Denecke
et al., 2018), outros 6rgdos nio-alvos dos insetos podem ser afetados pela ingestao do quimico
quando este atravessa a barreira do intestino médio e € distribuido pela hemolinfa (Dai et al.,
2010; Catae et al., 2014).

As glandulas hipofaringeas sdo compartilhadas por todos himendpteras, mesmo que
apresentando um grau variado no desenvolvimento, e sdo exclusivas dessa ordem. Nas abelhas,
as unidades secretoras dessas glandulas se caracterizam por estruturas globulares, formadas por
células que possuem em seu interior um canaliculo coletor de secrecdo e um canal extracelular
que dirige a secrecao para o local onde ela serd descarregada. Em A. mellifera essa organizacdo

€ representada por acinos pluricelulares formados por intimeras células secretoras, que



10

descarregam suas secre¢des em um canal axial (Cruz-Landim e Abdalla, 2002). Sua fungao,
nas abelhas meliferas, € muito conhecida e possui um ciclo secretério bem definido relacionado
a divis@o de trabalho com as operdrias nutridoras apresentando o mais alto desenvolvimento
produzindo geleia real, enquanto nas forrageiras, a glindula entra em um estdgio de pds-
secrecdo e regride (Cruz-Landim e Costa, 1998).

Os inseticidas piretroides afetam tanto o sistema nervoso periférico quanto 0 nervoso
central dos insetos (Davies et al., 2007). O sistema nervoso central nos insetos, ¢ composto pelo
cérebro, a cadeia nervosa ventral e o sistema estomogastrico. No cérebro os corpos celulares
dos neurdnios estdao localizados na periferia, enquanto o interior € ocupado pelas regides de
sinapse, caracterizando as neurdpilas (Chapman, 2013). Dentre as vdrias regides do cérebro, os
corpora pedunculata, também conhecidos por corpos pedunculados, correspondem aos
principais centros de associacdo de estimulos recebidos dos olhos, das antenas e da regido
posterior do corpo. No cérebro das abelhas, essas estruturas pares estdo localizadas dorso-
lateralmente e sdo constituidas por duas neurdpilas, cada uma, em forma de célice dos quais
partem os pedunculos que aproximam os célices na regido central (Iwama e Shibuya 1998;
Haddad et al. 2004; Cruz Landim, 2009).

Considerando que as abelhas sdo importantes polinizadores e estdo expostas a pesticidas
encontrados em doses subletais no campo que podem afetar sua biologia, este estudo avaliou a
histopatologia e citotoxicidade causadas no intestino médio, cérebro e glandulas hipofaringeas
de operarias de A. mellifera expostas cronicamente a dose subletal do inseticida lambda-
cialotrina contribuindo para a compreensao dos efeitos deste quimico em baixa dosagem em

organismos ndo-alvos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Abelhas

Quadros de cria de abelhas A. mellifera foram coletados no Apidrio Central da
Universidade Federal de Vicosa (UFV) e mantidos a 35 °C em umidade a 70% em estufa

incubadora B.O.D para obtencao de operdrias recém-emergidas.

2.2 Teste de toxicidade

Para se obter a concentracdo letal mediana (CLso), o inseticida lambda-cialotrina
(KARATE ZEON® 50 CS) foi testado em seis diferentes concentracdes. A maior concentracao
corresponde ao valor da dose de campo recomendada pelo fabricante, para o controle da praga
do feijao, Mosca-Branca (Bemisia tabaci raca B), a qual foi sequencialmente dividida por
progressdo geométrica de fator 2, obtendo-se as seguintes dosagens: 200 uL, 100 uL, 50 pL,
25 uL, 12,5 uL e 6,25 pL. Todas as doses foram diluidas em 50 mL de solucdo de sacarose a
50 %. Para as abelhas do controle, foi administrado somente a solu¢cao de sacarose a 50 %. As
solucdes contendo o inseticida e o controle foram administradas per os em 30 operdrias com
trés dias de vida adulta em triplicata por 24 h. A CLso do inseticida para as abelhas foi estimada

por Probit, utilizando o programa de computador XLStat 7.5.2.

2.3 Exposicao cronica

Apo6s a determinacdo das concentragdes letais, as abelhas, recém-emergidas com trés
dias de idade, foram alimentadas com a CLso diluida 100 vezes (CLso/100) em sacarose 50%
durante oito dias. Apds o terceiro dia de exposi¢ao, foi oferecido também pdlen para as abelhas
do tratamento e do controle. As abelhas do controle receberam somente a solucao de sacarose

50%.

2.4 Histologia
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As abelhas tratadas cronicamente com o inseticida e controle foram crioanestesiadas a
-5 °C por 5 min, dissecadas em NaCl a 125 mM o intestino médio, divido em regido anterior,
média e posterior, cérebro e glandula hipofaringea foram transferidos para solugdo fixadora de
Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 24 h. Em seguida as amostras foram submetidas a
desidratacao em série crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 95%) e incluidos em historesina
Leica. Sec¢des com 2 um de espessura foram coradas com hematoxilina e eosina e analisadas

em microscépio de luz com camera digital acoplada.

2.5 Ultraestrutura

As abelhas foram dissecadas e o intestino médio, cérebro e glandula hipofaringea, foram
fixados em glutaraldeido a 2,5% em tampao cacodilato de s6dio 0,1M (contendo sacarose a
2%), pH 7,2 por 24 h. Depois de lavados com tampao cacodilato de sédio, as amostras foram
pos-fixadas em tetréxido de 6smio a 1% no mesmo tampao por duas horas. Apds nova lavagem
em tampao cacodilato de s6dio, o material foi desidratado em série crescente de etanol (70%,
80%, 90% e 95%) e embebido em resina LR-White. Sec¢des semifinas foram utilizadas para
orientagdo dos cortes ultrafinos, que foram contrastados com acetato de uranila aquosa 2% e
citrato de chumbo (Reynolds 1963), examinadas e fotografadas em microscépio eletronico de

transmissao Zeiss EM 109 no Nicleo de Microscopia e Microanélise da UFV.
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3 RESULTADOS

A concentracgdo letal (CLso) obtida do inseticida lambda-cialotrina, em suspensao, para
a A. mellifera foi de 60 uL.L!. A CLs foi dividida por cem vezes e a dose subletal resultante
do inseticida em suspensdo, de 0,6 uL.L'l, foi utilizada para conduzir a exposi¢do cronica das
abelhas neste trabalho.

O intestino médio de A. mellifera nas regides anterior, média e posterior foi
caracterizado por um epitélio simples, com células colunares contendo nicleo esférico e borda
estriada apical bem desenvolvida, estando o limen revestido por camadas de matriz peritréfica
(Fig. 1 A-C). Alteragdes no epitélio do intestino médio de abelhas tratadas com o lambda-
cialotrina durante oito dias ocorreram apenas na regiao posterior do érgio, com a liberacdo de
fragmentos celulares no limen do intestino, que estavam presentes em maiores quantidades em
relac@o ao encontrado no controle (Fig. 1).

Assim como na histologia, as andlises em microscopia eletrOnica de transmissdo nao
foram evidenciadas diferencas nas células digestivas das regides anterior € média do intestino
médio, caracterizadas por microvilosidades longas, citoplasma apical rico em mitocOndria, a
regido perinuclear rica em reticulo endoplasmatico rugoso, regiao basal com invaginacao da
membrana plasmatica associada a mitocondria (Fig. 2).

As células da regido posterior do intestino médio apresentaram microvilosidades apicais
bem desenvolvidas (Fig. 3 A) e invaginacdes de membrana plasmatica basal formando um
labirinto basal associado com mitocondrias (Fig. 3 B). Nas abelhas tratadas com o inseticida,
foram observados grandes fragmentos celulares com conteddo finamente granular,
aparentemente livre de organelas liberados por entre as microvilosidades (Fig. 3 C),
desestruturacdo na regido basal caracterizada por alteracdes nas mitocOndrias associadas ao
labirinto basal com desorganizacdo das cristas (Fig. 3 E) e formacdo de espagos elétron-

transparentes no citoplasma perinuclear (Fig. 3 D).
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Figura 1. Fotomicrografia do intestino médio de operdrias de Apis mellifera. A-C. Regides anterior,
média e posterior do grupo controle apresentando epitélio com camada unica de células cilindricas
contendo ntcleo esférico (N) e porcdo apical com borda estriada (seta). Note o limen (L) com camadas
da matriz peritréfica (Mp). D-F. Regides anterior, média e posterior em abelhas tratadas com lambda-
cialotrina, mostrando que nas regides anterior (D) e média (E) ndo ocorreram danos celulares, enquanto
na posterior (F) ocorreram libera¢des de restos celulares para o limen (*). Mu — musculo.
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Figura 2. Micrografia eletronica das regides anterior e média do intestino médio de Apis mellifera. A-
B. Controle. A. Regido basal da célula da regido anterior do intestino médio, contendo mitocondrias. B.
Regido apical da célula da regido média do intestino médio com microvilosidades apicais e inimeras
mitocondrias na regido citoplasmatica adjacente. C-D. Abelhas tratadas com lambda-cialotrina. C.
Célula da regido anterior do intestino médio, em evidéncia mitocondrias associadas ao labirinto basal e
reticulo endoplasmatico rugoso na regido perinuclear. D. Célula da regido média do intestino médio com
reticulo endoplasmaético rugoso evidente e microvilosidades. M — mitocondrias. Lb — 1amina basal. Mv

— microvilosidades. Rer — reticulo endoplasmaético rugoso. La — labirinto basal. N — nucleo.
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Figura 3. Micrografia eletronica da regido posterior do intestino médio de Apis mellifera. A-B. Controle.
A. Células com microvilosidades apicais e citoplasma adjacente rico em mitocondrias. B. Regido basal
com dobras da membrana formando o labirinto basal (La) curto e associado a mitocdndrias. C-E.
Abelhas tratadas com lambda-cialotrina. C. Fragmentos celulares (*) contendo material finamente
granular liberados para o limen préximos as microvilosidades. D. Regido perinuclear mostrando
citoplasma com amplos espagos elétron-transparentes (ponta de seta). E. Detalhe do labirinto basal
mostrando mitocondrias com ausé€ncia de cristas ou dilatadas (seta). Lb — lamina basal. N — nticleo. Mv
—microvilosidades. M — mitocondrias.
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As glandulas hipofaringeas das abelhas A. mellifera apresentaram células secretoras,
que se agrupam em nimero variado, formando 4cinos, pelos quais canais secretores saem em
forma de feixe e desembocam juntos no canal axial. O nucleo dessas células estava localizado
centralmente com predominio de cromatina descondensada e alguns grumos de cromatina
condensada (Fig. 4). Nao houve alteragdes aparentes na histologia entre as abelhas do controle
e as expostas ao tratamento. Entretanto, as andlises em microscopia eletronica de transmissao
mostraram variacdoes nas células secretoras das operdrias alimentadas cronicamente com
lambda-cialotrina. No grupo controle as células secretoras eram ricas em reticulo
endoplasmadtico rugoso disposto em forma de cisternas empilhadas (Fig. 5 A-B), bolhas de
secrecdo e vesiculas de secrecao com contetido homogéneo e elétron-denso (Fig. 5 A-C). Nas
abelhas tratadas com o inseticida, as vesiculas contendo secre¢do apresentaram o contetdo
periférico mais elétron-denso que aquele central (Fig. 6 A, C-D) e o reticulo endoplasmatico
rugoso em formato vesicular dilatado com conteido elétron-transparente, semelhante a
microssomos (Fig. 6 B-D). Apesar das alteragdes no citoplasma, o nicleo permaneceu intacto
com cromatina descondensada e alguns grumos condensados (Fig. 6 E). Algumas células
secretoras apresentaram autolisossomos e perda do conteudo citoplasmatico caracterizado por

espacos elétron-transparentes. (Fig. 6 F).
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Figura 4. Fotomicrografia das glandulas hipofarin
grupo controle compostos por células com ntcleo contendo predominio de cromatina descondensada e
grumos de cromatina condensada (N), cada 4cino se conecta com o canal axial (Ca) através de feixes de
canais secretores (Cs), que estdo conectados aos canais coletores (Cc) C-D. Acinos glandulares do
tratamento ndo apresentaram alteragdes histoldgicas.

No cérebro das abelhas do grupo controle, a neurdpila se mostrou acidéfila com aspecto
homogéneo (Fig. 7 A) e os corpos celulares adensados com niucleo rico em cromatina
descondensada e nucléolos evidentes (Fig. 7 B). No grupo tratado com o lambda-cialotrina, a
neurdpila mostrou intensa vacuolizagdo (Fig. 7 C) e os corpos celulares estavam mais separados

com a formacdo de lacunas entre os mesmos (Fig. 7 D).
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Figura 5. Micrografia eletronica das glandulas hipofaringeas de Apis melhfra. A. Aspecto geral da
composi¢do citoplasmdtica contendo grande quantidade de reticulo endoplasméitico rugoso (Rer)
organizados em cisternas empilhadas e bolhas contendo secre¢do (b). B-C. Destaque para organizacgio

do reticulo endoplasmatico rugoso (Rer) e aspecto uniforme do contetddo da vesicula de secrecdo (S).
N. niicleo.
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Figura 6. Micrografia eletronica das glandulas hipofaringeas de Apis mellifera. A. Aspecto geral da
célula secretora, contendo bolhas (b) e vesiculas de secrecdo (S). B-D. Diferentes intensidade de
degradacdo do reticulo endoplasmatico. B. Fase inicial das alteragdes celulares mostrando
desorganizagdo das cisternas do reticulo endoplasmadtico rugoso (Rer) e presenca de autolisossomo (Au).
C. Fase intermedidria do processo de degradacdo celular, mostrando uma parte do reticulo
endoplasmadtico rugoso desfazendo a organizacio em cisternas, localizado na regido superior direita da
foto, e outra parte intensamente vacuolizada (Rer), regido inferior da foto, e alteracdes no aspecto das
vesiculas de secrecdo. D. Processo de vacuoliza¢do avancado, apresentando reticulo bem vacuolizado
(Rer), presenca de autolisossomo (Au). E. Com o tratamento, os nicleos permaneceram sem danos
aparentes (N). F. Comparacio dos citoplasmas em células em diferentes estdgios de morte, a esquerda,
célula aparentemente no estdgio inicial da degradacgdo, e a direita, célula apresentando avangado estagio
de degradacdo, apresentando citoplasma elétron-transparente e intensa vacuolizacdo do reticulo
endoplasmatico rugoso. Cc — canal coletor. Li — lisossomo.

s
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Figura 7. Fotomicrografia dos corpos pedunculados de Apis mellifera. A-B. Controle. A. Neurdpila
(Ne) do célice com corpos celulares dos neurdnios (So). B. Detalhe dos corpos celulares com niicleos
esféricos (N). C-D. Grupo Tratamento. C. Regido do célice apresentando neurodegeneracdo severa
(setas). D. Detalhe dos corpos celulares mostrando regides com lacunas (setas).

Em nivel subcelular, a regido dos corpos celulares dos neurdnios das abelhas controle
apresentou um nucleo esférico bem desenvolvido rico em cromatina descondensada e algumas
mitocondrias no citoplasma (Fig. 8 A-B). Na regido da neurdpila, os prolongamentos dos
neurdnios evidenciaram mitocOndrias esféricas com muitas cristas (Fig. 8 C). Nas abelhas
tratadas com inseticida, os neurdnios apresentaram regides citoplasmaticas desestruturadas com
formagdo de espacos elétron-transparentes (Fig. 8 D), indicativo de morte celular, granulos de
secrecdo com conteddo elétron-transparente (Fig. 8 E), mas os nicleos inalterados (Fig. 8 D-
E). Os prolongamentos neuronais na neurdpila apresentaram mitocondrias em degeneracao,

caracterizadas por dilatacdes nas cristas, ou ainda sua completa desestruturacdo (Fig. 8 F).
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Figura 8. Micrografia eletronica dos corpos pedunculados de Apis mellifera. A-C. Grupo controle. A.
Visdo geral do somata, mostrando células volumosas com nucleo central esférico (N). B. Detalhes do
corpo celular contendo mitocdndrias (M) e pouca quantidade de granulos de secre¢do. C. Regido da
neurdpila, evidenciando as mitocondrias (M) contidas nos prolongamentos dos neurénios. D-F. Grupo
tratado com inseticida. D. Visdo geral do somata, mostrando danos no citoplasma (setas), note que os
nticleos ndo foram alterados com o tratamento (N). E possivel notar numerosos granulos de secre¢io
(pontas de seta), que estdo ausentes no grupo controle. F. Regido da neurdpila apresentando
prolongamentos de neurdnios contendo mitocondrias em degeneragdo (*).
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4 DISCUSSAO

As células do intestino médio de A. mellifera alimentadas com a CLso/100 de lambda-
cialotrina por oito dias ndo foram afetadas nas regides anterior € média. No entanto, houve um
aumento pronunciado no desgaste celular na regido posterior do 6rgao, evidenciado pela maior
frequéncia de restos celulares liberados para o limen. A metaboliza¢do de lambda-cialotrina no
intestino pela enzima P450 j4 foi verificada por Pilling et al. (1995). O sucesso da imobiliza¢do
do inseticida pela provével atividade dessa enzima na desintoxicagdo celular pode explicar a
auséncia de danos nas células na regido anterior e média deste 6rgdo apds a ingestdo do
inseticida. Enquanto o intenso desgaste na regiao posterior pode estar relacionado com a maior
atividade de absor¢do que ocorre nessa drea do intestino médio de A. mellifera (Jimenez e
Guilliam, 1990), pois embora pouco se saiba como pequenas moléculas de inseticidas, como
piretroides, penetram o epitélio do intestino e atingem a hemocele do inseto, isso pode ocorrer
por difusdo transcelular, por proteinas transportadoras, pela via paracelular devido as
caracteristicas lipofilicas desses inseticidas e seu pequeno peso molecular, eles podem se
difundir facilmente através da membrana plasmatica das células epiteliais do intestino médio e
ou atravessar as jungdes septadas entre as células chegando a hemolinfa (Denecke et al., 2018).
Desse modo, a facilidade de absorcdo de moléculas de inseticidas piretroides associado ao
extenso labirinto basal formado pelas invaginacdes da membrana plasmdtica das células
digestivas localizadas na regido posterior, que apresenta alta atividade de absor¢do do contetdo
luminal para a hemolinfa (Serrdo e Cruz Landim, 1995; 1996, 2000), indica que a interagcdo
célula-inseticida pode ser maior nessa regido, tanto pela maior absor¢do do limen quanto pelo
maior contato da membrana plasmética com a hemolinfa, resultando em maior dano celular.
Além disso, o intestino de A. mellifera tem a atividade absortiva e secretora estimulada em
situacdes em que as células sdo expostas a patdgenos e téxicos, causando desgaste mais rapido
das células que sdo, entdo, eliminadas para limen, prejudicando a longevidade da abelha (Catae
et al. 2014).

Os resultados aqui obtidos mostram que as células das glandulas hipofaringeas também
sao afetadas pela exposicdo cronica a dose subletal do lambda-cialotrina e apresentam grande
quantidade de dilatacdes no reticulo endoplasméitico rugoso. Embora a formacdo de
microssomos contendo enzimas de desintoxicacao possa estar relacionada a uma dilatagdo do

reticulo endoplasmatico rugoso e liso (Nakatsugawa e Morelli, 1976), as alteracoes do reticulo
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endoplasmadtico rugoso nas glandulas hipofaringeas, submetidas ao tratamento com o inseticida,
parecem estar mais relacionadas a uma degeneracdo celular do que um processo de
desintoxica¢do, devido a ocorréncia simultanea de processos de morte celular.

Além das mudangas no reticulo endoplasmdtico rugoso, as células das glandulas
hipofaringeas de A. mellifera exposta ao inseticida mostram vacuolos, vesiculas de secrecio
com contetido heterogéneo e autolisossomos, sugerindo um possivel processo de morte celular
mediado por necrose, como reportado por Silva-de-Moraes e Bowen (2000) durante a
degeneracdo dessa glindula em operdrias campeiras. No entanto, as alteracdes nas glandulas
hipofaringeas iniciam em operdrias com idade aproximada de 15 dias (Halberstadt, 1966;
Halberstadt, 1980; Silva-de-Morais e Bowen). As abelhas, deste estudo, alimentadas com
lambda-cialotrina com 11 dias de idade, portanto, podem sofrer degeneracao prematura nas
células da glandula hipofaringea, seguindo o mesmo processo de morte que ocorre naturalmente
nessas células.

Danos as glandulas hipofaringeas também foram identificados em abelhas
contaminadas por patogenos como Nosema apis (Wang e Moeller, 1971) e Varroa destructor
(Pinto et al., 2011). Como no ambiente natural, as abelhas podem estar expostas aos diversos
tipos de contaminagdo e a interacdo entre esses fatores com os danos ocorridos por exposi¢ao
ao lambda-cialotrina pode ocorrer, é esperado um maior comprometimento da fun¢do exercida
por essas glandulas e por consequéncia, prejuizos para toda coldnia.

Nas operdrias expostas ao inseticida, a regido dos corpora pedunculata mostra sinais
evidentes de neurodegeneracao nos corpos celulares dos neur6dnios e na neurdpila, que contém
mitocOndrias apresentando indicios de degeneracdo. Danos nas mitocondrias dos neuronios
ocorrem em operdrias de A. mellifera expostas a dose subletal do inseticida neurotdxico
imidaclopride (Catae et al. 2017).

Alteragdes nas mitocondrias, como encontrado nos prolongamentos de células nervosas
neste trabalho, podem indicar processos de morte celular (Sims e Muyderman, 2010; Wang e
Chen, 2015). Liao et al. (2018) relatam reducao na longevidade, aprendizado e no desempenho
da memoria de A. mellifera quando expostas a doses subletais de lambda-cialotrina. Pelo fato
da regido dos corpora pedunculata estar envolvida em fun¢des como aprendizado, memoria e
comportamento social (Menzel et al., 1988), a perda de células nesta regido, como indicado
neste estudo, a partir da exposi¢ao por lambda-cialotrina, pode estar relacionada aos efeitos

negativos desse inseticida na longevidade e no comportamento da abelha.
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5 CONCLUSAO

Os danos nas abelhas A. mellifera, verificados neste trabalho apds a exposicao cronica
e dosagens subletais de lambda-cialotrina, indicam que esse inseticida, nessa concentracao,
pode prejudicar a qualidade de vida dos individuos da coldonia. Como a organizacdo das
atividades na colonia dependem de todos individuos, essas alteracdes podem afetar a colonia
como um todo. Nesse sentido, a liberacdo comercial de novos compostos deveria também

compreender melhor os efeitos desses compostos a longo prazo em insetos benéficos.
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