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Resumo

CASTELLANOS, Nathaly Lara M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2015. Al-
terações citomorfológicas induzidas por imidaclopride nas glândulas salivares
e intestino médio de Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae). Orientador:
Eugênio Eduardo de Oliveira. Coorientador: Jose Eduardo Serrão.

O percevejo marrom Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) é uma das pragas

mais importantes na cultura da soja. O controle destes insetos acontece mediante utiliza-

ção de inseticidas, dentre os quais se destaca o inseticida sistêmico imidaclopride. Apesar

do sítio principal de ação do imidaclopride ser os receptores de acetilcolina do tipo nicotí-

nicos (localizados no sistema nervoso central do inseto), alvos secundários também podem

ser alterados e influenciar sua toxicidade. As glândulas salivares e o intestino médio são

responsáveis pela digestão e absorção do alimento ingerido, além disso estão entre os prin-

cipais sítios de entrada de inseticidas sistêmicos e podem participar da detoxificação destes

compostos. Adicionalmente, até o momento não existem estudos que descrevam a estru-

tura fina das glândulas salivares nem do intestino médio de E. Heros. Por estas razões, os

trabalhos aqui descritos foram realizados com o objetivo de avaliar as alterações citomor-

fológicas destes órgãos expostos a diferentes concentrações de imidaclorpide (por contato

e ingestão), além de descrever a anatomia e morfologia do sistema salivar e do intestino

médio de E. heros. Para a descrição anatômica e morfológica, foram dissecadas glândulas

salivares e intestino médio, e analisados por microscopia de luz e microscopia eletrônica de

varredura. Com base nos resultados histológicos obtidos, o complexo salivar de E. heros

consiste de um par de glândulas salivares principais bilobadas e um par de glândulas aces-

sórias tubulares. A constrição entre os lobos da glândula principal caracteriza o hilo, onde

estão inseridos o ducto salivar e da glândula acessória. As células da glândula principal

têm características de células secretoras de proteínas. Diferenças no aspecto dos conteúdos

luminais dos lobos anterior e posterior da glândula salivar principal sugere a produção de

substancias diferentes. Pela primeira vez é relatada a presença de uma camada de células

musculares envolvendo as células epiteliais do hilo. As glândulas salivares acessórias par-

ticipam do transporte de água ou secreção de substâncias. O intestino médio é um órgão

tubular que consiste de quatro regiões anatômicas: primeiro (V1), segundo (V2), terceiro

(V3) e quarto ventrículos (V4). Com as regiões V1 e V3 dilatadas e a V4 rodeada com qua-
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tro filas de cecos densamente empacotados onde são armazenadas bactérias simbióticas. O

epitélio digestivo do intestino médio mostra uma camada simples de células colunares que

apresentam núcleos polimórficos e borda estriada bem desenvolvida na superfície apical.

Para observar as possíveis alterações morfológicas nas glândulas salivares e intestino mé-

dio inicialmente foi determinada a curva concentração-mortalidade para adultos expostos

a imidaclopride por contato e ingestão. Posteriormente, machos adultos foram tratados

comconcentrações de imidaclopride correspondentes a CL5 (3,75 mg i.a./L), CL50 (112,5

mg i.a./L) e CL75 (375 mg i.a./L) (água destilada foi usada como controle). As glându-

las salivares e intestino médio desses machos foram dissecados e processados para analises

morfológicas por microscopia de luz. Nas células das glândulas salivares principais de inse-

tos expostos a imidaclopride foram observadas alterações morfológicas severas indicativas

de morte celular por necrose, como forma irregular, vacuolização citoplasmática, núcleos

dilatados, condensação de cromatina e ruptura da membrana citoplasmática. As células

do intestino médio e das glândulas salivares acessórias de insetos tratados apresentaram

mudanças morfológicas leves características de células na fase inicial de morte celular por

apoptose, como vacuolização citoplasmática e condensação de cromatina. O nível de de-

generação celular foi mais pronunciado nas concentrações letais (CL50 e CL75), mostrando

um incremento gradual nas alterações celulares proporcionais ao incremento da concen-

tração. Portanto, a exposição aguda a concentrações letais de imidaclopride pode induzir

morte celular nas glândulas salivares e no intestino médio de E. heros.
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Abstract

CASTELLANOS, Nathaly Lara M.Sc., Universidade federal de Viçosa, July of 2015. Cy-
tomorphologycal alterations induced by imidacloprid on the salivary glands
and midgut of Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae). Advisor: Eugênio
Eduardo de Oliveira. Co- Advisor: Jose Eduardo Serrão.

The neotropical brown stinkbug Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) is an im-

portant pest of soybean fields in Brazil. Control measures of these insects are based on the

use of pesticides, among them the systemic insectide imidaclopride is of great importance.

Despite the target site of imidacloprid is the nicotinic acetylcholine receptors (distributed

in the central nervous system of the insect), secondary target may also be affected and

influence the toxicity of this compound. The salivary glands and midgut are responsible

of digestion and absorption of ingested food, moreover are one of the primary sources of

contact of systemic insecticides and can participate of detoxification of these compounds.

In addition, no studies have been done to describe the ultra-structure of the salivary glands

and the midgut of E. heros. For these reasons, the aiming of this studies was evaluate the

citomorphologic alterations of this organs exposed to different concentrations of imidaclo-

prid (by contact and ingestion), and describe the anatomy and morphology of the salivary

complex and the midgut of E. heros. For the anatomic and morphologic descriptions, the

salivary glands and midgut were dissected and analyzed by light microscopy and scanning

electron microscopy. Based on the histological results, the salivary complex consist of

one pair of bilobed principal salivary glands and one pair of tubular accessory glands. In

the hilus between anterior and posterior lobe of principal salivary glands, were inserted

the salivary duct and the duct of the accessory salivary gland. The cells of the principal

salivary glands have characteristics of protein secretory cells. Differences in the aspect

of the lumen content of anterior and posterior lobe of principal salivary glands suggest

the production of different substances. For the first time is reported the presence of a

layer of muscular cells surrounding the hilus epithelium. The accessory salivary glands

are involved in the active transport of water or secretion production. The midgut is a

tubular organ that consist of four principal regions: the first ventriculus (V1), the second

ventriculus (V2), the third ventriculus (V3) and the fourth ventriculus (V4). The V1

and V3 regions are dilated, and V4 is surrounded with four rows of caeca densely packed
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storing symbiotic bacteria. The digestive epithelium of the midgut show a single layer of

columnar cells presenting polymorphic nucleus and a well-developed brush border in the

apical surface. In order to observe the possible morphologic alterations in the salivary

glands and midgut, initially we determined concentration-mortality curve in adults ex-

posed to imidacloprid by contact and ingestion. Subsequently, adults males were treated

with three concentrations: LC5 (3,75 mg a.i./L), LC50 (112,5 mg a.i./L) and LC75 (375

mg a.i./L) (distilled water used as a control). Salivary glands and midguts of these males

were removed and processed for morphological analyses using light microscopy. In the

cells of principal salivary glands of insects treated with imidacloprid were observed severe

morphologic alterations indicative of cell death by necrosis, like irregular form, cytoplasm

vacuolization, nuclear dilatation, chromatin condensation and rupture of the cytoplasm

membrane. The cells of the midgut and accessory salivary glands from exposed insect

showed slight morphological changes characteristic of the initial phase of cell death by

apoptosis, like cytoplasm vacuolization and chromatin condensation. The cell degenera-

tion intensity was greater in lethal concentrations (LC50 and LC75), showing a gradual

increment of cellular alterations proportional to concentration increment. Thus, the acute

exposure to lethal concentrations of imidacloprid can induce cell death in the salivary

glands and in the midgut of E. heros.
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Introdução Geral

A soja (Glycine max) é considerada um dos principais produtos brasileiros de exportação,

com grande importância socioeconômica devido a seus múltiplos usos como a produção de

biodiesel, produtos alimentícios, óleo refinado, entre outros (Campos, 2010). Estimativas

dos últimos anos indicam um incremento nas exportações devido ao crescente mercado

internacional, principalmente na China (Campos, 2010; Raucci et al., 2015). O cultivo

da soja no Brasil emna safra de 2014/15 aponta para uma expectativa de produção de

96 milhões de toneladas, representando um incremento de 11,5% em relação ao produzido

no ano passado (CONAB, 2015). A superfície plantada com soja incrementou-se em 1,7

milhões de hectares, resultando em 31,9 milhões de hectares cultivados com o grão no

Brasil (CONAB, 2015).

A cultura da soja está sujeita ao ataque de pragas desde a germinação até a colheita,

sendo esses organismos maléficos constituídos por insetos, moluscos, diplópodes e ácaros

(Avila & Grigolli, 2014; Degrande & Vivan, 2011/2012). No entanto, o complexo de

percevejos (Hemiptera: Pentatomidae) e as lagartas desfolhadoras são hoje considerados

as pragas-chave da cultura da soja por causarem os maiores danos econômicos na cultura

(Avila & Grigolli, 2014; Degrande & Vivan, 2011/2012).

Os pentatomídeos fitófagos se alimentam de várias estruturas da planta hospedeira,

sendo as sementes e vagens imaturas os principais sítios de alimentação (Avila & Grigolli,

2014; Panizzi et al., 2012). Nesse grupo, dentre as espécies que ocorrem mais frequen-

temente estão: o percevejo marrom Euschistus heros (F.), o percevejo verde-pequeno

Piezodorus guildinii (W.) e o percevejo verde Nezara viridula (L.) (Degrande & Vivan,

2011/2012; Sosa-Gómez & Omoto, 2012).

Apesar de completar menor número de gerações, o percevejo marrom da soja E. heros é o

maior componente do complexo de pentatomídeos da soja no Brasil (Azambuja et al., 2013;

Panizzi et al., 2012; Silva et al., 2012). Uma vez que, atualmente, dentre os percevejos
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Introdução Geral

da soja o E. heros é o mais abundante, menos polífago, e provoca os danos mais severos

nas principais regiões produtoras do pais (Degrande & Vivan, 2011/2012; Panizzi et al.,

2012; Silva et al., 2012). O percevejo marrom é nativo da região neotropical, e adaptado

aos climas quentes, ocorrendo principalmente desde o Centro-Oeste brasileiro até o norte

do estado do Paraná (Corrêa-Ferreira & Panizzi, 1999; Panizzi et al., 2012; Silva et al.,

2012).

O percevejo marrom pode causar danos desde a formação de vagens até o desenvolvi-

mento completo das sementes (Azambuja et al., 2013; Panizzi et al., 2012). As sementes

são danificadas através da introdução do aparelho bucal (estiletes) nas vagens as quais se

tornam menores, enrugadas, chochas e mais escuras, resultando em uma redução de seu

conteúdo de óleos e taxa de germinação (Azambuja et al., 2013; Nunes & Corrêa-Ferreira,

2002; Panizzi et al., 2012) A má formação dos grãos e vagens provoca a retenção foliar nas

plantas de soja, que não amadurecem na época de colheita (Azambuja et al., 2013; Corrêa-

Ferreira & Panizzi, 1999; Silva et al., 2012). Além disso, as perfurações causadas pelos

percevejos facilitam a contaminação dos grãos por patógenos como o fungo Nematospora

corylli, que pode causar a deterioração das sementes, semelhante ao ataque de bactérias

(Azambuja et al., 2013; Corrêa-Ferreira & Panizzi, 1999; Nunes & Corrêa-Ferreira, 2002).

Por isso, E. heros representa um alto risco à caeia produtiva da soja (Degrande & Vivan,

2011/2012; Panizzi et al., 2012).

Como outros heterópteros, durante a alimentação E. heros injeta com seus estiletes

amilases e proteases do complexo salivar nos grãos, a fim de liquefazer os tecidos vegetais,

facilitar a ingestão e iniciar a degradação química preliminar (Boyd, 2003; Peiffer & Felton,

2014; Silva et al., 2012). O alimento liquefeito, rico em nutrientes, é ingerido através do

canal alimentar e posteriormente digerido e absorvido no interior do intestino médio (Hori,

2000; Ramzi et al., 2009; Seddigh et al., 2012).

A degradação enzimática dos nutrientes diretamente no interior do alimento, prévia à

ingestão, é um elemento característico de insetos que utilizam digestão extra-oral (Fialho

et al., 2012; Oliveira et al., 2006; Vinokurov et al., 2014). O complexo salivar é a principal

fonte de enzimas digestivas para a digestão extra-oral (Martínez et al., 2014; Oliveira

et al., 2006; Serrão et al., 2008). Além de conter enzimas digestivas, a saliva secretada

umedece o alimento, ajusta o pH e o conteúdo iônico, produz a bainha salivar (revestimento

2



Introdução Geral

endurecido de saliva no entorno dos estiletes que sela o tecido vegetal e evita a perda de

fluidos da planta), protege contra a ação de microrganismos e ajuda na detoxificação de

fitoquímicos e outros xenobióticos pela presença de ampla variedade de oxidases (Moreno

et al., 2011; Peiffer & Felton, 2014; Pereira et al., 2009).

O processo final da digestão ocorre no intestino médio, funcionalmente a parte mais

importante do trato digestivo, participando ativamente da digestão final dos alimentos

e absorção de nutrientes (Habes et al., 2006; Habibi et al., 2008; Zhu et al., 2011). No

intestino médio são produzidas e secretadas grande parte das enzimas digestivas, incluindo

amilases, carboxilases, invertases, lipases, maltases e proteases (Zhu et al., 2011). O intes-

tino médio também produz uma variedade de enzimas detoxificativas que desempenham

um papel importante na adaptação ao ambiente alterado por compostos endógenos e xe-

nobióticos como fitoquímicos e pesticidas (Catae et al., 2014; Enayati et al., 2005; Yang

et al., 2006). Adicionalmente, evidências recentes sugerem que o intestino médio parti-

cipa do acionamento da resposta imune após a ingestão de alimento contaminado com

microrganismos (Damasceno-Sá & Silva, 2007; Mehrabadi et al., 2012; Xu et al., 2014).

Apesar de sua importância agronômica pouco se sabe sobre o intestino médio e as

glândulas salivares de E. heros e outros pentatomídeos fitófagos, embora estes órgãos

participem ativamente da digestão e absorção de alimentos, e sejam responsáveis pelo dano

causado nas plantas de soja e as perdas econômicas na agricultura brasileira (Mehrabadi

et al., 2012; Peiffer & Felton, 2014; Silva et al., 2012). Consequentemente, o estudo

morfológico desses sistemas pode fornecer informações relativas à alimentação, nutrição,

componentes que induzem o dano na planta e a transmissão de patógenos, bem como

elaborar novas estratégias para programas de controle de pragas (Ghanim et al., 2001;

Nunes & Camargo-Mathias, 2006).

A principal medida de controle do percevejo E. heros é o uso de inseticidas. Os inse-

ticidas mais utilizados para o controle dessa praga de 1960 até 2010 são do grupo dos

organofosforados e o ciclodieno Endosulfan (Sosa-Gómez & Omoto, 2012). Porém, a utili-

zação indiscriminada desses produtos em uma mesma safra e por vários anos consecutivos

favoreceu o surgimento de populações resistentes no início dos anos 1990, e em 2010 grande

parte dos indivíduos susceptíveis a estes inseticidas foi eliminada das populações (Sosa-

Gomez et al., 2001; Sosa-Gómez & Silva, 2010). Atualmente, os ingredientes ativos mais
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Introdução Geral

utilizados para o controle têm sido do grupo dos piretroides e neonicotinoides, sendo o

neonicotinoide imidaclopride um dos inseticidas mais amplamente usados no controle de

E. heros (Santos et al., 2015; Sosa-Gómez & Omoto, 2012; Sosa-Gómez et al., 2009).

O imidaclopride é um dos inseticidas amplamente utilizados no mercado mundial e no

Brasil desde sua introdução no mercado em 1991, por sua alta eficácia contra grande

variedade de insetos-praga e moderada toxicidade a vertebrados (Almeida et al., 2013;

Benzidane et al., 2011; Pan et al., 2015). O imidaclopride é um inseticida com ação

sistêmica, que interfere na transmissão de impulsos nervosos em insetos, pela ligação ir-

reversível e específica aos receptores nicotínicos de acetilcolina (Lees et al., 2014; Oliveira

et al., 2010; Oliveira et al., 2011; Tomizawa & Casida, 2005). A ligação específica causa a

abertura do canal e despolarização contínua dos neurônios pós-sinápticos, resultando em

paralisia e morte (Hatjina et al., 2013; Kalajdžić et al., 2013).

Apesar do sítio de ação do imidaclopride ser o sistema nervoso, alvos secundários também

podem ser alterados (Catae et al., 2014), principalmente os tecidos que são atingidos via

alimentos contaminados como as glândulas salivares e o intestino médio (Ferreira et al.,

2013; Gregorc & Ellis, 2011).

As glândulas salivares e o intestino médio são umas das principais barreiras entre o inseto

e o meio ambiente, sendo uns dos primeiros órgãos de entrada de inseticidas (Damasceno-

Sá & Silva, 2007; Hakim et al., 2010; Oliveira et al., 2014). Além disso, a degradação

metabólica de inseticidas no intestino médio e glândulas salivares, somada à redução de

penetração de inseticidas através da parede do intestino médio podem ser razões para

diferenças na toxicidade de inseticidas e resistência esses produtos (Avila & Grigolli, 2014;

Enayati et al., 2005; Peiffer & Felton, 2014; Pereira et al., 2009). Isso torna esses órgãos

interessantes do ponto de vista toxicológico para avaliar alterações morfológicas e celulares

produzidas pelos inseticidas (Catae et al., 2014; Cruz et al., 2010; Ferreira et al., 2013).

Em vista dos fatos acima delineados, estes estudos foram realizados com o objetivo

de avaliar as possíveis mudanças celulares nas glândulas salivares e intestino médio de

E. heros expostos (por contato e ingestão) a concentrações crescentes de imidaclopride e

adicionalmente, descrever a anatomia do sistema salivar e intestino médio de E. heros.
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Morfologia das glândulas salivares de Euschistus heros

(Hemiptera: Pentatomidae)

Resumo

O percevejo marrom Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) é uma praga importante

da soja no Brasil. A saliva destes insetos é a causa principal do dano aos grãos e vagens,

embora, pouco se saiba sobre glândulas salivares de E. heros e de outros pentatomideos

fitófagos. Assim, o objetivo deste estudo foi descrever a anatomia e histologia das glândulas

salivares de E. heros com microscopia de luz e microscopia eletrônica de varredura. De

acordo com os resultados histológicos, o complexo salivar de E. heros consiste de um par

de glândulas salivares principais bilobadas (com um lobo anterior curto e um logo posterior

longo) e um par de glândulas acessórias tubulares. A constrição entre os lobos da glândula

principal caracteriza o hilo, onde estão inseridos o ducto salivar e da glândula acessória. O

epitélio da glândula principal é composto por uma camada simples de células envolvendo

um lúmen amplo. Estas células têm características de células secretoras de proteínas:

I - são cúbicas ou achatadas, II - possuem múltiplas vesículas secretoras e núcleos bem

desenvolvidos. Diferenças no aspecto dos conteúdos luminais dos lobos anterior e posterior

da glândula salivar principal sugere a produção de substancias diferentes. As células do hilo

são colunares com núcleo bem desenvolvido e envolvidas por uma camada inesperada de

células musculares. O epitélio cúbico das glândulas acessórias é constituído por células com

múltiplos vacúolos e núcleos com cromatina condensada. As glândulas salivares acessórias

participam do transporte de água ou produção de outras substâncias. Pela primeira vez

é relatada a presença de músculos no hilo da glândula salivar principal e sua função

está provavelmente relacionada com a mistura de substancias produzidas pelas glândulas

salivares e controle do volume salivar de E. heros.

Palavras chave: Epitélio, Músculo, Fitófago, Pentatomidae, Glândula salivar.
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Abstract

The brown stinkbug Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) is an important pest of

the Brazilian soybean fields. The saliva of these is the principal cause for E. heros injuries

in the soybean seeds and pods. However, very little is known about the salivary glands of

E. heros and other phytophagous Pentatomidae. Thus, this study was conducted aiming

describe the ultrastructure of the salivary glands of E. heros with Light microscopy and

Transmission Electron Microscopy. Based on the histological results, the E. heros’ salivary

complex consists of a pair of bilobed principal salivary glands (with a short anterior and

a long posterior lobes) and a pair of tubular accessory glands. A constriction between

the anterior and posterior lobes characterizing the hilus, where are inserted the salivary

and the accessory gland ducts. The principal gland epithelium is composed of a single

layer of cells enclosing a large lumen. These cells have typical features of protein secretory

cells: I - are cubic or squamous; II- have multiple secretory vesicles and well-developed

nuclei. Differences in the aspect of the lumen content of anterior and posterior lobe

of principal salivary glands suggest the production of different substances. Cells of the

hilus are columnar with well-developed nuclei and are surrounded by unexpected layer

of muscular cells. The accessory salivary gland cells are cubic with multiple vacuoles

and nuclei with condensed chromatin. The accessory salivary glands participate in the

transport of water or secretion production. For the first time the presence of muscles is

reported in the hilus of principal salivary glands and their function is possibly related to

the mixture of substances produced by the salivary glands and saliva volume control of E.

heros.

Key words: Epithelium, Muscle, Phytophagous, Pentatomidae, Salivary glands

1. Introdução

Percevejos Pentatomidae fitófagos, são pragas importantes de diversas culturas, incluindo

a soja Glycine max L. (Fabaceae), o arroz Oryza sativa L. (Poaceae), o trigo Triticum

aestivum L. (Poaceae), o citros Citrus sinensis Osbeck (Rutaceae), coco Cocos nucifera
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L. (Acrecaceae) e o café Coffea arabica L. (Rubiaceae) (Fernandes, 2000).

A produção da soja, em particular, é ameaçada por várias espécies de percevejos (Panizzi

et al., 2012; Peiffer & Felton, 2014; Silva et al., 2012). O percevejo-marrom Euschistus

heros (Hemiptera: Pentatomidae) é uma praga sugadora da soja no Brasil e está adap-

tado às regiões mais quentes do país. Essa espécie é predominante desde o Centro-Oeste

Brasileiro até o norte do estado do Paraná (Corrêa-Ferreira & Panizzi, 1999; Panizzi et

al., 2012).

O percevejo marrom danifica diretamente os tecidos das sementes, tornando-as chochas

e enrugadas, resultando em uma redução do conteúdo de óleos e taxa de germinação, o

que afeta consequentemente a produção e a qualidade dos grãos (Azambuja et al., 2013;

Panizzi et al., 2012; Silva et al., 2012). Além disso, a perfuração pelos percevejos facilita

a contaminação dos grãos por patógenos e pode ainda causar distúrbios fisiológicos na

planta, como a retenção foliar e retardamento da maturidade do grão (Depieri & Panizzi,

2011; Oliveira et al., 2006; Peiffer & Felton, 2014).

Pentatomídeos, assim como outros hemípteros, usam enzimas digestivas para digestão

extra-oral e o aparelho bucal para se alimentar (Boyd, 2003; Peiffer & Felton, 2014). Per-

cevejos inserem o aparelho bucal nas vagens da soja, lacerando o tecido enquanto injetam

saliva contendo enzimas digestivas para liquefazer o tecido vegetal antes da ingestão (Boyd,

2003; Peiffer & Felton, 2014; Silva et al., 2012). O alimento liquefeito é ingerido através do

canal alimentar e posteriormente digerido (Boyd, 2003; Hori, 2000; Medrano et al., 2011).

Embora o complexo salivar é a principal fonte de enzimas digestivas e outros compo-

nentes proteicos responsáveis dos danos causados nas sementes e diminuição da produção

(Oliveira et al., 2006; Peiffer & Felton, 2014). Pouco se sabe sobre as glândulas salivares de

E. heros e de outros pentatomideos fitófagos (Panizzi et al., 2012; Peiffer & Felton, 2014;

Silva et al., 2012). Portanto, objetivou-se descrever a anatomia e histologia do sistema

salivar de E. heros.
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2. Material e Métodos

2.1. Insetos

Adultos de E. heros foram obtidos da criação massal do Laboratório de Fisiologia e Neuro-

biologia de Invertebrados (Universidade Federal de Viçosa, Minas Gerais, Brasil), mantidos

a 27 ± 2 °C, 70 ± 10% de umidade relativa, e fotoperíodo de 14:10 h luz:escuro. Os in-

setos foram alimentados ad libitum com vagens de feijão (Phaseolus vulgaris L.) e grãos

de soja, amendoim (Arachis hypogaea L.) (Fabaceae) e girassol (Helianthus annuus L.)

(Asteraceae) (Borges et al., 2006).

2.2 Anatomia

Adultos de E. heros foram crioanestesiados a -4 °C e suas glândulas salivares disseca-

das em solução salina para insetos (0,1 M NaCl+ 0,1 M KH2PO4+ 0,1 M Na2HPO4) e

transferidas para solução fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 12 h a 5 °C.

Posteriormente, as amostras foram desidratadas em séries crescentes de etanol (70°, 80°,

90° e 99°) transferidas para hexamethyldisilazane por 5 minutos, e secas à temperatura

ambiente. As amostras foram metalizadas com ouro (20 nm de espessura), seguindo à

análise em microscópio eletrônico de varredura LEO VP1430.

2.3 Histologia

Adultos de E. heros foram crioanestesiados a -4 ° C e as glândulas salivares dissecadas

em solução salina para insetos e transferidas para a solução fixadora de Zamboni por 24

h a 5 °C. As amostras foram posteriormente desidratadas em séries crescentes de etanol

(70°, 80°, 90° e 95°) e embebidas em historresina JB4 (Electron Microscopy Sciences, Fort

Washington, PA). Seções de 3 μm de espessura, obtidas com navalha de vidro em micró-

tomo Leica RM2255, foram coradas com hematoxilina e eosina e analisadas em microscópio

de luz Leica DMLS.

14



Morfologia das glândulas salivares de Euschistus heros

3. Resultados

3.1 Anatomia

O sistema salivar de E. heros consiste de um par de glândulas salivares principais e um

par de glândulas acessórias (Fig.1), ambas translucidas. As glândulas salivares estão lo-

calizadas na região torácica, estendendo-se desde a porção anterior do protórax até o

metatórax.

Figura 1 Representação esquemática do sistema salivar de Euschistus heros mostrando os
epitélios secretores da glândula principal (PG) com seus lobos, anterior (AL) e posterior
(PL); o hilo (Hi) com as fibras musculares associadas; o ducto salivar (PD) e o ducto da
glândula acessória (AD) conectado com a glândula acessória (AG). Desenho fora de escala.
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As glândulas salivares principais são bilobadas, contendo o lobo anterior menor que o

lobo posterior (Fig. 2a). O lobo anterior é semi-ovalado com quatro projeções irregulares

de diferentes tamanhos. O lobo posterior é ovalado com pequenas projeções na região

próxima ao lobo anterior, e apresenta um processo terminal na região distal (Figura 2a).

Figura 2 Sistema salivar de Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae): a) Micrografia
eletrônica de varredura da visão geral da glândula principal com os lobos anterior (AL)
e posterior (PL) e a divisão entre eles (hilo). b) Micrografia eletrônica de varredura dos
detalhes do hilo entre o lobo anterior (AL) e posterior (PL) com os ductos da glândula
salivar principal (DP) e o ducto da glândula acessória (DA). c) Micrografia eletrônica de
varredura dos detalhes da glândula acessória (AG).
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Entre o lobo anterior e posterior há uma região estreita chamada hilo, onde o ducto

salivar principal e aquele da glândula acessória estão inseridos (Fig. 2b).

O ducto salivar principal está conectado com os estiletes dentro da cabeça. O ducto

da glândula acessória é longo e possui dobras pouco regulares em forma de “U”. Na

porção final do ducto está conectado com a glândula acessória. As glândulas acessórias

são tubulares e mais estreitas que as glândulas principais (Fig. 2c).

3.2 Glândula salivar principal

Os lobos anterior e posterior da glândula principal possuem características histológicas

diferentes (Fig. 3a). O epitélio do lobo anterior tem uma camada simples de células cúbi-

cas, algumas com dois núcleos ameboides bem desenvolvidos com predomínio de cromatina

descondensada e nucléolo evidente (Fig. 3b). O citoplasma é basófilo e apresenta aspecto

homogêneo com algumas vesículas. O conteúdo do lúmen do lobo anterior é homogêneo e

basófilo.

O conteúdo luminal do lobo posterior da glândula salivar principal é ligeiramente basófilo

(Fig. 3a). O epitélio da parte anterior do lobo posterior é uma camada simples de células

achatadas, que possuem dois núcleos alongados contendo cromatina pouco condensada,

cada um com um ou dois nucléolos (Fig. 3c). O citoplasma é acidófilo, com presença de

poucas vesículas. Por outro lado, as células epiteliais da porção final do lobo posterior

são cúbicas, contendo um ou dois núcleos esféricos com cromatina granulada e um ou dois

nucléolos (Fig. 3d). O citoplasma é basófilo, e com vesículas pequenas.

Os lobos da glândula salivar principal estão cobertos externamente por uma bainha

peritoneal constituída de células achatadas com núcleos alongados (Fig. 3c).

Entre os dois lobos se encontra a região do hilo (Fig. 3a), constituído por um epitélio

colunar simples, com núcleos elípticos com cromatina condensada, e citoplasma acidófilo,

mas na parte basal da célula é basófila (Fig. 3e). As células do hilo estão envolvidas

por uma camada inesperada de células musculares estriadas (Fig. 9). O epitélio do hilo

também está associado à bainha peritoneal que envolve os lobos da glândula principal

(Fig. 3e).
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Figura 3 Glândula salivar principal de Euschistus heros: a) Visão geral da glândula prin-
cipal com os lobos anterior (AL) e posterior (PL) e a região do hilo (Hi) que divide eles.
b) Seção longitudinal do lobo anterior mostrando o lúmen basófilo amplo (L) envolvido no
epitélio formado por células cúbicas que possuem citoplasma (Cy) com múltiplas vesículas
(seta) e dois núcleos ameboide (N). Entre as células pode-se observar o espaço intercelu-
lar (IS). c) Seção longitudinal da parte anterior do lobo posterior mostrando o epitélio
formado por células achatadas, com dois núcleos alongados (N), e citoplasma (Cy) com
múltiplas vesículas (seta). O epitélio envolve um lúmen amplo ligeiramente basófilo (L).
O epitélio está envolvido pela bainha peritoneal (PS) formada por células achatadas. d)
Seção longitudinal do processo terminal do lóbulo posterior mostrando o epitélio cúbico
com algumas células contendo dois núcleos (N) é citoplasma basófilo (Cy) com múltiplas
vesículas (seta). O epitélio envolve um lúmen amplo ligeiramente basófilo (L). e) Detalhe
do hilo entre os lobos anterior (AL) e posterior (PL) mostrando o epitélio colunar simples,
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com núcleos elípticos (N) e citoplasma acidófilo (Cy). O epitélio do hilo está envolvido por
fibras musculares estriadas (M) e bainha peritoneal (seta). f) Ducto da glândula salivar
formado por células achatadas com citoplasma acidófilo (Cy), núcleo em forma variável
(N), e um camada delgada de cutícula (seta) envolvendo o lúmen (L).

O ducto da glândula principal é formado por uma camada simples de células achata-

das, cobertas com cutícula delgada, o núcleo possui diferentes formas, sendo esférico ou

pleomórfico, com cromatina condensada, e o citoplasma é acidófilo (Fig. 3f).

3.3 Glândula salivar acessória

A glândula salivar acessória apresenta uma região secretora tubular, formada por uma

camada simples de células cúbicas, que envolve um lúmen estreito, cujo conteúdo ficou

corado com hematoxilina e eosina (Fig. 4a). O citoplasma das células secretoras é basófilo,

e caracterizado pela presença de vacúolos de diferentes tamanhos, na região basal são

maiores, preenchidos com conteúdo pouco basófilo que em baixa resolução podem ser

vistos como estrias longitudinais. As células têm um núcleo irregular na região basal com

o aspecto granulado de cromatina condensada.

O ducto da glândula acessória é formado por células achatadas, que na região apical

estão recobertas por uma cutícula delgada, o núcleo é esférico com cromatina condensada,

nucléolo evidente, e o citoplasma é acidófilo (Fig. 4b).
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Figura 4 Glândula salivar acessória de Euschistus heros: a) Seção longitudinal da glân-
dula acessória mostrando o lúmen estreito (L) envolvido no epitélio secretor formado por
células cúbicas que possuem citoplasma (Cy) com múltiplos vacúolos (seta) e núcleo ba-
sal (N). b) Ducto da glândula acessória formado por células achatadas com citoplasma
acidófilo (Cy), núcleo esférico (N) e uma camada delgada de cutícula (seta) envolvendo o
lúmen (L).

4. Discussão

O padrão anatômico do sistema salivar de E. heros é constituído por um par de glândulas

principais bilobadas, e por um par de glândulas acessórias tubulares, similar a de outros

Pentatomidae fitófagos e predadores (Baptist, 1941; Costa Lima, 1942; Miles, 1964), como

por exemplo Halyomorpha halys Stål (Peiffer & Felton, 2014), Podisus nigrispinus Dallas

(Martínez et al., 2014), Podisus distinctus Stål (Castro et al., 2013), Brontocoris tabidus

Signoret (Azevedo et al., 2007). Essa evidência sugere um padrão anatômico similar em

Pentatomidae, entretanto, existe diversidade morfológica provavelmente produzida pelos
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diferentes hábitos alimentares, sejam esse insetos fitófagos, zoófagos, zoofitófagos e fitozoó-

fagos (Martínez et al., 2014; Miles, 1972). Os Pentatomidae fitófagos, apresentam maior

número de projeções nos lobos da glândula principal, similar ao de E. heros possivelmente

para produzir saliva mais elaborada (Miles, 1972; Serrão et al., 2008). O aspecto translú-

cido das glândulas salivares pode ser causado pela grande quantidade de água na saliva,

resultante do transporte de água da hemolinfa até o lúmen da glândula (Serrão et al.,

2008).

O epitélio da glândula salivar principal contém vesículas secretoras em abundância,

comumente encontradas em outras glândulas salivares de outros hemípteros (Azevedo et

al., 2007; Castro et al., 2013; Martínez et al., 2014), indicando que as glândulas principais

são regiões que sintetizam proteínas.

Os núcleos grandes e ameboides das células do epitélio secretor possuem cromatina

descondensada, o que indica uma alta atividade metabólica, especialmente na síntese de

proteínas. Células com elevada taxa metabólica apresentam núcleos grandes contendo nu-

merosas proteínas envolvidas na transcrição de DNA (Roma et al., 2003). As ramificações

observadas no núcleo causam um incremento na superfície e facilitam o transporte de ma-

teriais entre o núcleo e o citoplasma, para a síntese de proteínas (Castro et al., 2013; Roma

et al., 2003). Portanto, os resultados sugerem que as secreções das glândulas salivares de

E. heros contêm proteínas, embora sejam necessários mais estudos para confirmar este

resultado.

As diferenças no aspecto dos conteúdos dos lobos anterior e posterior da glândula salivar

principal, sendo mais basófilo e homogêneo no lobo anterior, sugere que o epitélio secretor

dos lobos produz substâncias diferentes, mostrando diferenças na atividade e composição

bioquímica (Castro et al., 2013; Kumar & Sahayaraj, 2012; Reis et al., 2003). Esta diferen-

ciação entre os lobos também é observada em outros hemípteras independentemente dos

hábitos alimentares, incluindo predadores generalistas e heterópteros fitófagos (Haridass

& Ananthakrishnan, 1981; Kumar & Sahayaraj, 2012; Roma et al., 2003).

O processo terminal do lóbulo posterior é composto por um agrupamento de células,

com lúmen estreito, similar ao encontrado no predador B. tabidus (Azevedo et al., 2007) e

em outros pentatomídeos (Baptist, 1941). As células e o lúmen do processo terminal são

diferentes dos encontrados no epitélio secretor dos lobos, embora, seja incerta a produção
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de diferentes substâncias (Azevedo et al., 2007; Serrão et al., 2008).

As glândulas salivares principais de Pentatomidae não possuem células musculares as-

sociadas (Azevedo et al., 2007; Castro et al., 2013; Martínez et al., 2014), sugerindo que o

mecanismo de liberação de saliva ocorre com a participação dos músculos do tórax como

é descrito para a liberação das secreções das glândulas cefálicas em cupins (Martínez et

al., 2014; Santos et al., 2005).

No entanto, pela primeira vez é relatado que o epitélio do hilo está envolvido por uma

camada de células musculares. Essas fibras musculares provavelmente auxiliam no trans-

porte das secreções da glândula principal (Nunes & Camargo-Mathias, 2006), e podem

selecionar as substâncias que vão ser secretadas, funcionando como um sistema regulador

para a liberação de secreções dos diferentes compartimentos das glândulas salivares em

resposta a sinais sensoriais do seu ambiente circundante, pois a composição enzimática da

saliva dos insetos é variável com a idade e sinais físicos e químicos no tecido da planta,

onde ocorre a alimentação (Cooper et al., 2010; Moreno et al., 2011; Torres & Boyd,

2009). Possivelmente, a ação destes músculos é controlada neuralmente via inervação di-

reita do gânglio subesofágico e/ou sistema nervoso estomogástrico (Kumar & Sahayaraj,

2012; Moreno et al., 2011; Vinokurov et al., 2014).

As glândulas acessórias são tubulares, com um lúmen estreito e um ducto que abre no

hilo entre os dois lobos da glândula salivar principal, como nos percevejos P. nigrispinus

(Martínez et al., 2014), P. distinctus (Castro et al., 2013) e B. tabidus (Azevedo et al.,

2007), sugerindo que as secreções produzidas pela glândula salivar acessória são trans-

portadas para o lúmen da glândula principal (Martínez et al., 2014). As características

do epitélio das glândulas acessórias não permitem discernir sua função, que pode estar

relacionada à produção de secreções ou com funções osmorregulatórias contribuindo com

a porção aguada da saliva (Kumar & Sahayaraj, 2012; Martínez et al., 2014; Nunes &

Camargo-Mathias, 2006).

O epitélio dos ductos da glândula principal e acessória estão circundados por uma cutí-

cula, indicando a necessidade de separar eficientemente o conteúdo do lúmen da hemolinfa,

como proteção contra a autointoxicação, ou prevenindo alterações das secreções que são

transportadas (Roma et al., 2003; Nunes & Camargo-Mathias, 2006).

A morfologia das glândulas salivares de E. heros sugere que provavelmente há três regiões
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responsáveis pela produção de saliva: os lobos anterior e posterior da glândula salivar

principal e a glândula salivar acessória (Azevedo et al., 2007; Martínez et al., 2014; Roma

et al., 2003). A função de cada uma das regiões pode estar relacionada com a natureza de

saliva produzida, a maioria dos hemípteros filófagos secreta dois tipos de saliva (Alhaddad

et al., 2011; Haridass & Ananthakrishnan, 1981; Peiffer & Felton, 2014). A primeira, a

saliva aguada está envolvida na digestão dos tecidos vegetais e contém enzimas digestivas

entre outros componentes proteicos (Kumar & Sahayaraj, 2012; Peiffer & Felton, 2014;

Ramzi et al., 2009). A saliva aguada possivelmente é produzida pelas glândulas salivares

acessórias e o lobo posterior da glândula salivar principal (Kumar & Sahayaraj, 2012;

Moreno et al., 2011; Peiffer & Felton, 2014). A segunda, a saliva gel é a base para a

formação da bainha salivar (Peiffer & Felton, 2014; Vinokurov et al., 2014; Will et al.,

2012). A bainha salivar é o revestimento endurecido de saliva que sela o tecido vegetal

ao redor dos estiletes e evitar a perda de fluidos da planta (Alhaddad et al., 2011; Peiffer

& Felton, 2014; Will et al., 2012). A bainha salivar é produzida possivelmente pelo

lobo anterior da glândula salivar principal (Haridass & Ananthakrishnan, 1981; Kumar &

Sahayaraj, 2012; Peiffer & Felton, 2014).

Conclui-se que o sistema salivar de E. heros consiste de um par de glândulas salivares

principais bilobadas encarregadas da secreção de proteínas, e um par de glândulas acessó-

rias tubulares que participam do transporte de água ou produção de outras substâncias.

Pela primeira vez é relatada a presença de músculos no hilo da glândula salivar principal e

sua função está provavelmente relacionada com a mistura de substancias produzidas pelas

glândulas salivares e controle do volume salvar de E. heros.
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Alterações celulares mediadas por imidaclopride nas

glândulas salivares de Euschistus heros (Hemiptera:

Pentatomidae)

Resumo

O percevejo marrom Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) é uma importante

praga na cultura da soja no Brasil. O controle destes insetos acontece mediante a utiliza-

ção de pesticidas, dentre os quais se destaca o inseticida sistêmico imidaclopride. Apesar

do sítio principal de ação do imidaclopride ser os receptores de acetilcolina do tipo nicotí-

nicos (localizados no sistema nervoso central do inseto), alvos secundários também podem

ser alterados e influenciar sua toxicidade. As glândulas salivares além de serem a principal

fonte de enzimas digestivas para a digestão extra-oral, podem estar envolvidas na detoxifi-

cação de inseticidas. Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar as alterações morfológicas

nas glândulas salivares de E. heros expostos a diferentes concentrações de imidaclorpide

(por contato e ingestão). Inicialmente foi determinada a curva concentração-mortalidade

para adultos expostos a imidaclopride por contato e ingestão. Posteriormente, machos

adultos foram tratados com concentrações de imidaclopride correspondentes a CL5 (3,75

mg i.a./L), CL50 (112,5 mg i.a./L) e CL75 (375 mg i.a./L) (água destilada foi usada como

controle). As glândulas salivares desses machos foram dissecadas e processadas para ana-

lises morfológicas por microscopia de luz. Nas células das glândulas salivares principais

insetos expostos a imidaclopride foram observadas alterações morfológicas severas indi-

cativas de morte celular por necrose, como forma irregular, vacuolização citoplasmática,

núcleos dilatados, condensação de cromatina e ruptura da membrana citoplasmática. As

células das glândulas salivares acessórias de insetos tratados apresentaram mudanças mor-

fológicas leves características de células na fase inicial de morte celular por apoptose, como

vacuolização citoplasmática e condensação de cromatina. O nível de degeneração celular

foi mais pronunciado nas concentrações letais (CL50 e CL75), mostrando um incremento

gradual nas alterações celulares proporcionais ao incremento da concentração. Conclui-se

que a exposição aguda de E. heros a concentrações letais de imidaclopride pode induzir
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necrose nas glândulas principais e por apoptose nas glândulas principais.

Palavras chave: citomorfologia, toxicologia de inseticidas, neonicotinoide, glândulas

salivares

Abstract

The neotropical brown stinkbug Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) is an im-

portant pest of soybean fields in Brazil. Control measures of these insects are based on

the use of pesticides, among them the systemic insectide imidaclopride is of great im-

portance. Despite the target site of imidacloprid is the nicotinic acetylcholine receptors

(distributed in the central nervous system of the insect), secondary target may also be

affected and influence the toxicity of this compound. The salivary glands are the principal

source of digestive enzymes for extra-oral digestion, moreover can participate of detoxi-

fication of insecticides. Thus, the aiming of the study was evaluate the citomorphologic

alterations of salivary glands of E. heros exposed to different concentrations of imidaclo-

prid (by contact and ingestion). Initially, we determined concentration-mortality curve

in adults exposed to imidacloprid by contact and ingestion. Subsequently, adults males

were treated with three concentrations: LC5 (3,75 mg a.i./L), LC50 (112,5 mg a.i./L) and

LC75 (375 mg a.i./L) (distilled water used as a control). Salivary glands were removed

and processed for morphological analyses using light microscopy. In the cells of principal

salivary glands of insects treated with imidacloprid were observed severe morphologic al-

terations indicative of cell death by necrosis, like irregular form, cytoplasm vacuolization,

nuclear dilatation, chromatin condensation and rupture of the cytoplasm membrane. The

cells of the accessory salivary glands from exposed insects showed slight morphological

changes characteristic of the initial phase of cell death by apoptosis, like cytoplasm va-

cuolization and chromatin condensation. The cell degeneration intensity was greater in

lethal concentrations (LC50 and LC75), showing a gradual increment of cellular alterations

proportional to concentration increment. As conclusion, the acute exposure of E. heros to

lethal concentrations of imidacloprid can induce necrosis in the principal salivary glands

and apoptosis in the salivary accessory glands.
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1. Introdução

O Brasil é o segundo produtor mundial de soja, com uma área de 31,6 milhões de

hectares, uma produção de 95,1 milhões de toneladas (CONAB, 2015). Essa vasta extensão

de área cultivada disponibiliza alimento para diversos organismos e pode ser colonizada por

insetos-praga (Sosa-Gómez & Omoto, 2012). Dentre dessas pragas, destaca-se o percevejo-

marrom Euschistus heros (F.) (Hemiptera: Pentatomidae), que é hoje uma das pragas

sugadoras mais importantes e abundantes da cultura da soja no Brasil, particularmente

nas regiões mais quentes, que vão desde o Centro-Oeste Brasileiro ao norte do estado do

Paraná (Azambuja et al., 2013; Panizzi et al., 2012).

As ninfas e adultos de E. heros regurgitam saliva que contém enzimas digestivas da-

nificando os tecidos das sementes e tornando-as chochas e enrugadas (Azambuja et al.,

2013; Panizzi et al., 2012). As lesões causadas por esse inseto resultam em detenção

do crescimento, atrofiamento dos grãos e vagens e perda de biomassa (Corrêa-Ferreira &

Azevedo, 2002; Silva et al., 2012). Dessa forma, o percevejo afeta a produção e qualidade

dos grãos (Panizzi et al., 2012; Silva et al., 2012). Além disso, as perfurações causadas

pelos percevejos facilitam a entrada e contaminação dos grãos por patógenos e podem

ainda causar distúrbios fisiológicos como retenção foliar (Azambuja et al., 2013; Nunes &

Corrêa-Ferreira, 2002).

O principal método de controle para E. heros é o uso de pesticidas. Os inseticidas mais

utilizados desde 1960 até 2010 para o controle desse inseto correspondem ao grupo dos

organofosforados e o ciclodieno Endosulfan (Sosa-Gómez & Omoto, 2012). Porém, a utili-

zação indiscriminada desses produtos em uma mesma safra e por vários anos consecutivos

favorecem o surgimento de populações resistentes (Sosa-Gomez et al., 2001; Sosa-Gómez

& Silva, 2010). Por tanto, esses inseticidas foram substituídos por piretróides e neonicoti-

noides, sendo o neonicotinoide imidaclopride um dos inseticidas mais amplamente usados

atualmente no controle de E. heros (Santos et al., 2015; Sosa-Gómez & Silva, 2010; Sosa-

Gómez et al., 2009).
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O imidaclopride é um inseticida sintético com ação sistêmica, que interfere na transmis-

são de impulsos nervosos, pela ligação irreversível e específica aos receptores nicotínicos

de acetilcolina dos insetos (Oliveira et al., 2010; Oliveira et al., 2011; Tomizawa & Ca-

sida, 2005). A ligação específica causa a abertura do canal e despolarização contínua dos

neurônios pós-sinápticos, resultando em paralisia e morte (Hatjina et al., 2013; Kalajdžić

et al., 2013).

Apesar do sítio de ação do imidaclopride ser o sistema nervoso, alvos secundários também

podem ser alterados por esse inseticida (Catae et al., 2014). principalmente os tecidos que

são atingidos via alimentos contaminados como as glândulas salivares (Ferreira et al., 2013;

Gregorc & Ellis, 2011).

O percevejo E. heros como outros hemípteros se alimenta por digestão extra-oral (Boyd,

2003; Silva et al., 2012; Vinokurov et al., 2014). O inseto insere inicialmente o aparelho

bucal nas vagens, lacerando o tecido enquanto injeta enzimas digestivas produzidas nas

glândulas salivares para liquefazer o tecido vegetal antes da ingestão; o alimento rico em

nutrientes é seletivamente sugado pelo inseto e posteriormente digerido no intestino médio

(Hori, 2000; Panizzi et al., 2012; Peiffer & Felton, 2014).

As glândulas salivares são a principal fonte de enzimas envolvidas na digestão extra oral,

detoxificação, e proteção contra a ação de microrganismos (Azevedo et al., 2007; Castro et

al., 2013; Peiffer & Felton, 2014). Isso torna esses órgãos interessantes do ponto de vista

toxicológico para avaliar alterações morfológicas e celulares produzidas pelos inseticidas

(Pereira et al., 2009). Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as mudanças celu-

lares nas glândulas salivares de E. heros expostas por contato e ingestão a concentrações

crescente de imidaclopride.

2. Material e métodos

2.1. Insetos

Adultos de E. heros foram obtidos da criação massal do Laboratório de Fisiologia e

Neurobiologia de Invertebrados (Universidade Federal de Viçosa, Minas Gerais, Brasil),

mantidos a 27 ± 2 °C, 75 ± 10% de umidade relativa, e fotoperíodo de 14:10 h luz:escuro.
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Os insetos foram alimentados ad libitum com vagens de feijão (Phaseolus vulgaris L.) e

grãos de soja, amendoim (Arachis hypogaea L.) (Fabaceae) e girassol (Helianthus annuus

L.) (Asteraceae) (Borges et al., 2006).

2.2. Bioensaios concentração-mortalidade

Os bioensaios de concentração-mortalidade do inseticida foram adaptados de estudos

toxicológicos de E. heros realizados com frascos de vidro combinando efeitos por contato

e ingestão (Santos et al., 2015; Snodgrass et al., 2005; Willrich et al., 2003). O inseticida

neonicotinoide imidaclopride (grânulos com 700 g de ingrediente ativo (i.a.)/kg; Bayer,

São Paulo, SP, Brasil) foi dissolvido em água (destilada e deionizada) para formar uma

solução estoque, preparando uma série de oito concentrações que variaram entre 0,003 a

3 vezes a dose de campo (1,13; 11,25; 18,75; 37,5; 75; 112,5; 375 [dose de campo] e 1125

mg i.a./L). No tratamento controle foi utilizada água destilada e deionizada. A superfície

interna dos frascos de vidro transparentes de 250 mL foi coberta com o inseticida, pipe-

tando 2 mL da concentração do inseticida dentro dos frascos, posteriormente os frascos

foram secos utilizando um rotor (Rota-Torque modelo 7637, Cole Parmer, Vernon Hills,

IL, USA). O efeito da ingestão do inseticida foi simulado com pedaços de vagem de feijão

de 5 cm, lavados com detergente e imersos por três segundos em frascos de vidro com

diferentes concentrações de imidaclopride, em seguida foram secos em uma capela. No

interior do frasco foi colocado um pedaço de vagem tratada. Doze repetições foram feitas

para cada concentração, cada uma com 5 adultos recém emergidos (menos de 24 h) com

jejum de 24 h. A parte superior interna de cada frasco foi coberta com teflon PTFE (Du-

Pont, Wilmington, DE, USA) e fechado com tecido voil e um elástico para evitar a fuga

dos insetos. Após uma hora de exposição, os insetos foram contados como mortos quando

não foram capazes de caminhar a distância de seu corpo depois de estimulados com um

pincel fino.

2.3. Efeitos do imidaclopride nas células das glândulas salivares

As concentrações utilizadas para avaliar as alterações morfológicas foram baseadas na
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curva de concentração-mortalidade. Foram utilizadas as concentrações correspondentes

a CL5 (3,75 mg i.a./L), CL50 (112,50 mg i.a./L) e CL75 (375,00 mg i.a./L). O grupo

controle foi exposto unicamente a água destilada e deionizada. Foram realizadas quatro

repetições de cada concentração, utilizando o mesmo procedimento descrito anteriormente

(bioensaios concentração-mortalidade). Dos insetos sobreviventes a cada tratamento foram

selecionados quatro indivíduos para dissecação das glândulas salivares.

Adultos de E. heros expostos à agua (controle) e às concentrações CL5, CL50 e CL75

foram crioanestesiados a -4 ° C, e as glândulas salivares dissecadas em solução salina para

insetos. As glândulas salivares foram divididas em glândula principal e glândula acessória.

Posteriormente, os tecidos foram transferidos para a solução fixadora de Zamboni por 24 h

a 5 °C. A seguir, as amostras foram desidratadas em séries crescentes de etanol (70°, 80°,

90° e 95°), embebidas em historresina JB4 (Electron Microscopy Sciences, Fort Washing-

ton, PA), seccionados a 3 μm de espessura, obtidas como navalha de vidro em micrótomo

Leica RM2255. Em seguida, as amostras foram coradas com hematoxilina e eosina por 8

minutos e 40 segundos respetivamente e analisadas em microscópio de luz Leica DMLS.

2.4. Análise estatística

A curva concentração-mortalidade foi estimada pelo modelo de regressão probit usando

o procedimento PROC PROBIT do programa SAS User (SAS Institute 2008). O gráfico

foi construido usando o programa SigmaPlot 12.0.

3. Resultados

3.1. Curva concentração-mortalidade

O modelo de Probit mostrado na Fig. 1 foi ajustado para dados da concentração-mortalidade

[declive (±EP) = 1,22±0,11; n = 480, gl =6, χ
2= 4.23, P =0.645] uma vez que o teste de

adequação de ajuste chi quadrado forneceu valores altos de P (>0,05).
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Figura 1 Toxicidade de imidaclopride por contato e ingestão ao percevejo-marrom Eus-

chistus heros. Os valores da concentração letal (CL) foram estimados baseados nos en-
saios de concentração-mortalidade usando análises de probit [CL50 = 108,1 (84,1–141,9)
mg a.i./L, declive (± EP) = 1,22±0,11; n = 480, gl =6, χ

2= 4.23, P > 0.645]. Linhas
pontilhadas denotam intervalos de confiança de 95 %. Pontos pretos representam as con-
centrações selecionadas para avaliar as alterações morfológicas (CL0, CL5, CL50 e CL75).

As três concentrações utilizadas para avaliar as alterações celulares foram CL5 4,80 mg

i.a./L (2,53-7,69), CL50 108,13 mg i.a./L (84,05-141,85), e CL75 387,80 mg i.a./L (278,15-

595,66) (Tabela 1). A CL75 está dentro do espectro de concentração da dose recomendada

para aplicações de campo (375,0 mg i.a./L). Nas maiores concentrações (112,5, 375 e

1125 mg i.a./L) os percevejos apresentaram sintomas de intoxicação como diminuição do

caminhamento, tremores rítmicos nos apêndices (pernas, antenas, estilete) e salivação.
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Tabela 1 Toxicidade de imidaclopride por contato e ingestão ao percevejo-marrom Eus-

chistus heros (n=480, χ
2= 4.23, P=0.645). Os valores das concentrações letais (CL) foram

estimados baseados nos bioensaios concentração-mortalidade usando analise de probit. IC
denota intervalo de confiança. Concentrações estão expressadas em mg i.a./L.

Declive ±EP CL
(95% IC)

5 Cl
(95% IC)

50 Cl
(95% IC)

75

1,22 ± 0,11
4,80

(2,53-7,69)
108,13

(84,05-141,85)
387,80

(278,15-595,66)

3.2. Efeitos de imidaclopride nas células das glândulas salivares

3.2.1. Lobo anterior da glândula salivar principal

O lobo anterior das glândulas salivares principais de E. heros não expostos ao inseticida

mostraram características típicas de células intactas. O epitélio do lobo anterior foi for-

mado por uma camada simples de células cúbicas, com núcleos irregulares com predomínio

de cromatina descondensada e nucléolo evidente, e citoplasma com algumas vesículas pe-

quenas (Fig 2a).

O lobo anterior de insetos expostos a 3,75 mg i.a./L de imidaclopride (correspondente à

CL5) não mostrou alterações morfológicas em comparação com os indivíduos não expostos

(Fig. 2b). Embora nos insetos expostos às concentrações maiores (112,50 e 375 mg i.a./L)

o lobo anterior exibiu alterações morfológicas relacionadas ao processo de degeneração.

Nos insetos tratados com 112,50 mg i.a./L de imidaclopride (correspondente à CL50) as

células do lobo anterior mostraram alterações na morfologia do núcleo, especialmente na

condensação de cromatina (Fig. 2c).

De forma similar ao tratamento anterior, as células do lobo anterior de indivíduos ex-

postos a 375 mg i.a./L de imidaclopride (correspondente à CL75, dose de campo) exibiram

forma irregular, condensação de cromatina e alargamento do espaço intercelular (Fig. 2d).

Adicionalmente, foram observadas mudanças na anatomia geral do lobo anterior, incluindo

forma irregular e clareamento do conteúdo do lúmen especialmente nas regiões próximas

ao epitélio (Fig. 2d).
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Figura 2 Lobo anterior da glândula salivar principal de Euschistus heros após a exposi-
ção de uma hora a imidaclopride por contato e ingestão. a) Lobo anterior de indivíduos
não expostos mostrando morfologia típica, com o lúmen basófilo amplo (L) envolvido por
epitélio secretor formado por células cúbicas que possuem citoplasma (Cy) com múltiplas
vesículas e dois núcleos ameboides (N). Entre as células pode-se observar o espaço inter-
celular (IS). b) Lobo anterior de indivíduos tratados com 3,75 mg i.a./L de imidaclopride
(correspondente à CL5), apresentando morfologia similar aos indivíduos não expostos. c)
Lobo anterior de indivíduos tratados com 112,5 mg i.a./L de imidaclopride (correspon-
dente à CL50), mostrando alguns núcleos dilatados (N) com cromatina condensada (seta).
d) Lobo anterior de indivíduos tratados com 375 mg i.a./L de imidaclopride (correspon-
dente à CL75), mostrando as células do epitélio com forma irregular, núcleos dilatados (N)
com cromatina condensada (seta), e alargamento do espaço intracelular (ponta da seta).
O tamanho do lobo anterior foi menor, e o conteúdo do lúmen estava mais claro (L) em
relação ao lúmen dos indivíduos não expostos.

3.2.2. Lobo posterior da glândula salivar principal

O lobo posterior das glândulas salivares principais de E. heros não expostas ao inseticida

possuia morfologia típica de células intactas. O lobo posterior foi constituído por um epi-

télio simples de células achatadas com dois núcleos alongados cada um com dois nucléolos

e contendo cromatina pouco condensada, e o citoplasma com pequenas vesículas (Fig. 3a).
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Em geral, os insetos expostos a 3,75 mg i.a./L de imidaclopride (correspondente à CL5)

não mostraram alterações morfológicas no lobo posterior, em comparação com o controle

(Fig. 3b). No entanto, a região apical de algumas células exibiu início da vacuolização

citoplasmática (Fig. 3b). O lobo posterior dos insetos tratados com 112,50 mg i.a./L

de imidaclopride (correspondente à CL50) apresentou mudanças histológicas severas. As

células do lobo posterior exibiram vacuolização citoplasmática caracterizada por numero-

sos vacúolos grandes. Em alguns indivíduos, as células além da vacuolização mostraram

forma irregular, núcleos dilatados, condensação de cromatina e alargamento do espaço

intercelular característicos de processos de degeneração celular (Fig. 3c).

O incremento da vacuolização eventualmente levou à ruptura da membrana plasmática

apical, liberando o conteúdo celular, incluindo a secreção, diretamente no lúmen da glân-

dula (Fig. 3c). Embora não tenha ocorrido ruptura da membrana celular, as células do

lobo posterior de indivíduos expostos a 375 mg i.a./L de imidaclopride (correspondente à

CL75, dose de campo) continuaram exibindo sinais de degeneração celular como vacuoliza-

ção citoplasmática intensa, forma irregular, núcleos dilatados, condensação de cromatina

e alargamento dos espaços intercelulares (Fig. 3d). Anatomicamente, o lobo posterior

apresentou forma irregular e o conteúdo do lúmen estava mais claro e menos homogêneo

especialmente nas regiões próximas ao epitélio (Fig. 3d).
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Figura 3 Lobo posterior da glândula salivar principal de Euschistus heros após a exposi-
ção de uma hora a imidaclopride por contato e ingestão. a) Lobo posterior de indivíduos
não expostos apresentando a morfologia típica, com o epitélio formado por células achata-
das, com dois núcleos alongados (N), e citoplasma (Cy) com múltiplas vesículas. O epitélio
envolve um lúmen amplo ligeiramente basófilo (L). O epitélio está envolvido pela bainha
peritoneal (PS) formada por células achatadas. b) Lobo posterior de indivíduos tratados
com 3,75 mg i.a./L de imidaclopride (correspondente à CL5), mostrando o início da va-
cuolização citoplasmática (seta). c) Lobo posterior de indivíduos tratados com 112,5 mg
i.a./L de imidaclopride (correspondente à CL50), apresentando núcleos dilatados (N) com
cromatina condensada (seta), vacuolização citoplasmática intensa (ponta da seta), ruptura
da membrana plasmática apical e liberação do conteúdo celular no lúmen da glândula (as-
terisco). d) Lobo posterior de indivíduos tratados com 375 mg i.a./L de imidaclopride
(correspondente à CL75), mostrando células com forma irregular, vacuolização citoplas-
mática intensa (seta), núcleos dilatados (N) com cromatina condensada (ponta da seta),
e alargamento do espaço intracelular (seta fina). O tamanho do lobo posterior foi menor,
e o conteúdo do lúmen estava mais claro (L) em comparação ao lúmen dos indivíduos não
expostos.

3.2.3. Glândula salivar acessória

As glândulas salivares acessórias, também apresentaram a camada de células cúbicas sem

alterações, o citoplasma com vacúolos de diferentes tamanhos, maiores na região basal e
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um núcleo irregular com cromatina condensada (Fig. 4a).

As glândulas salivares acessórias de insetos expostos a 3,75 e 112,50 mg i.a./L de imida-

clopride (correspondente à CL5 e CL50 respectivamente) não mostraram alterações mor-

fológicas.

No entanto, as glândulas acessórias de alguns indivíduos expostos a 375 mg i.a./L de

imidaclopride (correspondente à CL75, dose de campo) mostraram células com citoplasma

mais acidófilo e com menor número de vacúolos, núcleos dilatados e com maior condensação

da cromatina (Fig. 4b). Em adição, o lúmen não foi corado com hematoxilina e eosina m

cntraste do lúmen do controle.

Figura 4 Glândulas salivares acessórias de Euschistus heros após a exposição de uma
hora a imidaclopride por contato e ingestão. a) Glândula acessória de indivíduos não
expostos mostrando morfologia típica, com o lúmen estreito (L) envolvido por epitélio
secretor formado por células cúbicas que possuem citoplasma (Cy) com múltiplos vacúolos
e núcleo basal (N). b) Glândula acessória de indivíduos com 375 mg i.a./L de imidaclopride
(correspondente à CL75), mostrando núcleos dilatados (N) com cromatina condensada
(seta), e citoplasma mais acidófilo em comparação com os indivíduos não expostos. O
lúmen não foi corado com hematoxilina e eosina (L).
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4. Discussão

A exposição por contato e ingestão a concentrações crescentes de imidaclopride causa mu-

danças celulares nas glândulas salivares do percevejo marrom da soja E. heros. As mudan-

ças celulares induzidas por imidaclopride são características de processos de degeneração

celular, tais como vacuolização citoplasmática, condensação de cromatina, alargamento

do espaço intercelular e do espaço entre o epitélio e a membrana basal. A degeneração

celular foi mais intensa nas células secretoras das glândulas salivares principais que nas

glândulas acessórias. Adicionalmente, as alterações celulares em termos de características

degenerativas foram dependentes da concentração de imidaclopride.

Curva concentração mortalidade

O percevejo E. heros é sensível a exposição por uma hora a imidaclopride por contato e

ingestão, confirmando os resultados de Santos et al. (2015) que expuseram por contato

os adultos por 48 horas. Após a exposição ao inseticida, os adultos apresentam sintomas

de intoxicação como diminuição do caminhamento, tremores rítmicos nos apêndices. Sin-

tomas similares foram observados em outros insetos como Ctenocephalides felis Bouché

(Siphonaptera: Pulicidae) e Strategus aloeus L. (Coleoptera: Scarabaeidae) (Martínez et

al., 2014b; Mehlhorn et al., 2001; Mehlhorn et al., 1999). Os efeitos visíveis foram causados

possivelmente pelo mecanismo de ação do imidaclopride que bloqueia os receptores nico-

tínicos de acetilcolina localizados na membrana pós-sináptica, alterando o funcionamento

normal dos nervos (Hatjina et al., 2013; Lees et al., 2014; Pan et al., 2015).

Alguns insetos expostos às maiores concentrações de imidalopride apresentaram sali-

vação, como ocorre no carrapato Rhipicephalus sanguineus Latreille (Acari: Ixodidae)

durante à exposição ao fipronil (Pereira et al., 2009). A salivação pode ser causada pela

hiperatividade do sistema nervoso central, induzida por inseticidas neurotóxicos como o

imidaclopride (Singh & Orchard, 1982), pois a secreção das glândulas salivares é controlada

neuralmente via inervação direita do gânglio subesofágico e do sistema nervoso estomo-

gástrico (Kumar & Sahayaraj, 2012; Moreno et al., 2011; Vinokurov et al., 2014). Outra

hipótese que pode explicar a salivação durante a exposição ao inseticida é a participação
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da glândula salivar em processos de detoxificação (Peiffer & Felton, 2014; Pereira et al.,

2009; Vinokurov et al., 2014).

Morfofisiologia de ação do imidaclopride nas glândulas salivares

O imidaclopride induziu mudanças estruturais nas glândulas salivares principais e aces-

sórias de E. heros nas concentrações testadas. Em geral, as células do epitélio da glân-

dula principal apresentam forma irregular, vacuolização citoplasmática, núcleos dilatados,

condensação de cromatina e alargamento do espaço intercelular. Estas características de-

generativas induzidas por imidaclorpide nas glândulas salivares também foram descritas

em Apis mellifera (Gregorc & Ellis, 2011; Hatjina et al., 2013; Heylen et al., 2010; Škerl

& Gregorc, 2010). Danos similares no epitélio das glândulas salivares também têm sido

relatados por exposição aguda a outros neurotóxicos como o coumafos, fenoxicarbe, flu-

valinate, indoxicarbe e fipronil (Gregorc & Ellis, 2011; Heylen et al., 2010; Pereira et al.,

2009; Škerl & Gregorc, 2010).

A intensidade da degeneração celular da glândula salivar é dependente da concentração

do imidaclopride, mostrando um incremento gradual das mudanças celulares proporcionais

ao incremento da concentração deste composto. Estes resultados sugerem que os mecanis-

mos intracelulares que resultam em dano celular nas glândulas salivares precisam de altas

concentrações de imidaclopride (Benzidane et al., 2011).

Na concentração correspondente à CL5, as modificações celulares foram leves ou ausen-

tes. Apenas algumas células do lobo posterior da glândula principal mostram o início da

vacuolização citoplasmática na região apical. A vacuolização citoplasmática sugere que

a célula está sofrendo a fase inicial da degradação autofágica dos componentes celulares

danificados em resposta ao estresse químico (Clarke, 1990; Lockshin & Zakeri, 2004; Re-

medio et al., 2014). A autofagia não necessariamente culmina em morte celular, pois é um

processo fisiológico normal de reciclagem de proteínas e organelas (Ferreira et al., 2013;

Rossi et al., 2013a; Yoshimori, 2004). Porém, se a situação de estresse prevalece, a célula

pode ser completamente degenerada por este processo ou desencadear apoptose (Lockshin

& Zakeri, 2004; Rossi et al., 2013b).
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Na concentração correspondente à CL50 as mudanças celulares foram mais evidentes. As

células do lobo anterior apresentam modificações nucleares como condensação de croma-

tina e as células do lobo posterior mostraram vacuolização citoplasmática, forma irregular,

núcleos dilatados, condensação de cromatina e alargamento do espaço intercelular. A con-

densação da cromatina pode indicar que as células têm uma baixa atividade transcricional,

que ocorre durante as fases avançadas de morte celular (Cruz et al., 2010; Häcker, 2000;

Silva-Zacarin et al., 2008). Alternativamente, a condensação da cromatina pode refletir

a presença de células autofágicas ou apoptóticas, nas quais as endonucleases não causam

fragmentação do DNA (Rossi et al., 2013a). Estas alterações nucleares indicam que o

epitélio das glândulas salivares sofre um dano que compromete a produção de proteínas,

e deste modo altera a fisiologia das células incluindo a secreção de saliva (Catae et al.,

2014).

Adicionalmente, a CL50 de imidaclopride produziu o aumento da vacuolização, que even-

tualmente conduziu à ruptura da membrana plasmática apical das células do lobo posterior

da glândula salivar, liberando o conteúdo celular, incluindo a secreção, diretamente no lú-

men da glândula. A ruptura da membrana plasmática é um sintoma típico de células

que estão em necrose (Benzidane et al., 2011; Bowen et al., 1996; Gregorc & Ellis, 2011).

A membrana plasmática das células necróticas perde sua permeabilidade seletiva como

consequência da diminuição do ATP, produzindo a dilatação autocatalítica da célula que

resulta no rompimento da membrana celular (Bowen et al., 1996).

Na concentração correspondente à CL75 , as alterações celulares foram ligeiramente mais

severas que na CL50 . No lobo anterior, além da condensação de cromatina, induz forma

irregular e alargamento do espaço intercelular. Similarmente, as células do lobo posterior

mostraram vacuolização citoplasmática, forma irregular, núcleos dilatados, condensação

de cromatina e alargamento do espaço intercelular.

Além disso, os lobos anterior e posterior da glândula salivar de E. heros expostos à

CL75 de imidaclopride exibiram menor tamanho e forma irregular em comparação com

o controle. Como o tamanho dos lobos da glândula salivar está correlacionado com a

atividade das glândulas (Deseyn & Billen, 2005; Hatjina et al., 2013), podemos inferir que

o menor tamanho das glândulas do percevejo pode influenciar a síntese de substâncias

nas glândulas, e consequentemente produzir saliva em menor quantidade e/ou qualidade
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(Hatjina et al., 2013). Outra hipótese alternativa para a diminuição do tamanho dos

lobos é a salivação observada nos indivíduos expostos à CL75 de imidaclopride, indicando

possivelmente que foi afetada a recirculação de água da hemolinfa nas glândulas salivares

que assegura o fluxo constante de saliva (Kumar & Sahayaraj, 2012; Roma et al., 2003).

Alterações morfológicas nas glândulas acessórias de E. heros apenas foram encontradas

nos insetos tratados com a CL75. Estas alterações incluem aumento da coloração, conden-

sação de cromatina do núcleo e menor quantidade de vacúolos. O aumento da coloração

com hematoxilina-eosina indica a presença de células condensadas (Oliveira et al., 2014;

Rossi et al., 2013a), o que pode sugerir a ocorrência de morte celular por apoptose (Bowen

et al., 1996; Rossi et al., 2013a).

O imidaclopride induz maiores alterações celulares no lobo posterior em todas as concen-

trações testadas, possivelmente porque os lobos da glândula principal de E. heros diferem

na função, atividade e composição bioquímica (Azevedo et al., 2007; Castro et al., 2013;

Haridass & Ananthakrishnan, 1981). O lobo anterior produz a saliva gel que participa

da formação da bainha salivar, um revestimento endurecido de saliva que sela o tecido

vegetal em torno dos estiletes e evitar a perda de fluidos da planta (Alhaddad et al., 2011;

Peiffer & Felton, 2014; Will et al., 2012). O lobo posterior produz a saliva aguada, que

está envolvida na digestão dos tecidos vegetais e contém enzimas digestivas entre outros

componentes proteicos (Kumar & Sahayaraj, 2012; Moreno et al., 2011; Ramzi et al.,

2009). Portanto, os resultados sugerem que o imidaclopride pode danificar principalmente

a produção de enzimas digestivas, e desta maneira pode prejudicar a digestão exta-oral e

o processo de alimentação em geral.

As alterações celulares observadas nas glândulas salivares principais de E. heros sugerem

que os efeitos tóxicos do imidaclopride podem levar à morte celular através de mecanismos

necróticos (Benzidane et al., 2011; Gregorc & Bowen, 2000). A necrose é uma forma de

morte celular induzida por influências externas com mudanças celulares evidentes como

condensação de cromatina, dilatação das organelas e ruptura da membrana (Benzidane et

al., 2011; Gregorc & Bowen, 2000; Gregorc & Ellis, 2011). Por outra parte, a apoptose

apresenta sintomas morfológicos incluindo encolhimento da célula, marginalização da cro-

matina na periferia do núcleo, seguido pela fragmentação de DNA e formação de corpos

apoptóticos (Benzidane et al., 2011; Gregorc & Bowen, 2000; Gregorc & Ellis, 2011).
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Alterações morfológicas nas glândulas acessórias de E. heros sugerem a que o imidaclo-

pride pode induzir morte celular por apoptose (Bowen et al., 1996; Rossi et al., 2013a).

A morte celular do epitélio da glândula acessória pode danificar a sua função, que pode

estar relacionada à produção de secreções ou com funções osmorregulatórias contribuindo

com a porção aguada da saliva (Martínez et al., 2014a; Nunes & Camargo-Mathias, 2006;

Roma et al., 2003).

Em conclusão, a exposição aguda de E. heros a concentrações letais de imidaclopride

pode induzir necrose nas glândulas principais e por apoptose nas glândulas principais. O

nível de degeneração celular foi mais pronunciado nas concentrações letais (CL50 e CL75),

mostrando um incremento gradual nas alterações celulares proporcional ao incremento da

concentração.
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Alterações celulares mediadas por imidaclopride no

intestino médio de Euschistus heros (Hemiptera:

Pentatomidae)

Resumo

O intestino médio dos insetos desempenha um papel importante na digestão de ali-

mento, defesa contra patógenos e substâncias químicas como inseticidas e moléculas de

defesa de plantas. Por tanto, alterações celulares no intestino médio são um indicador

apropriado do estresse ambiental causado por inseticidas, ainda que o intestino médio não

seja o alvo principal destes compostos. O imidaclopride é um inseticida neurotóxico com

ação sistêmica, amplamente utilizado no controle do percevejo marrom Euschistus heros

(Hemiptera: Pentatomidae). E. heros é hoje uma das pragas sugadoras mais importan-

tes e abundantes da cultura da soja no Brasil. O objetivo deste trabalho foi avaliar as

mudanças celulares no intestino médio de E. heros expostos a concentrações crescentes de

imidaclopride, e descrever a anatomia do intestino médio de E. heros. Para a descrição

anatômica e morfológica, foi dissecado o intestino médio, e analisado por microscopia de

luz. Com base nos resultados histológicos obtidos, o intestino médio é um órgão tubular

que consiste de quatro regiões anatómicas: primeiro (V1), segundo (V2), terceiro (V3)

e quarto ventrículo (V4), com as regiões V1 e V3 dilatadas e a V4 rodeada com quatro

filas de cecos densamente empacotados onde são armazenadas bactérias simbióticas. O

epitélio digestivo do intestino médio mostra uma camada simples de células colunares que

apresentam núcleos polimórficos e borda estriada bem desenvolvida na superfície apical.

Para observar as possíveis alterações morfológicas, machos adultos foram tratados concen-

trações de imidaclopride correspondentes a CL5 (3,75 mg i.a./L), CL50 (112,5 mg i.a./L)

e CL75 (375 mg i.a./L) (água destilada foi usada como controle). O intestino médio desses

machos foram dissecados e processados para analises morfológicas por microscopia de luz.

As células do intestino médio de insetos tratados apresentaram mudanças morfológicas

leves características de células na fase inicial de morte celular por apoptose, como vacuoli-

zação citoplasmática e condensação de cromatina. O nível de degeneração celular foi mais
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pronunciado nas concentrações letais (CL50 e CL75), mostrando um incremento gradual

nas alterações celulares proporcionais ao incremento da concentração. Adicionalmente, os

ventrículos anteriores (V2 e V3) mostraram danos celulares mais severos que os ventrí-

culos posteriores (V4 e cecos gástricos). Conclui-se que a exposição aguda de E. heros a

concentrações letais de imidaclopride pode induzir morte celular por apoptose no intestino

médio.

Palavras chave: citomorfologia, toxicologia de inseticidas, neonicotinoide, intestino

médio

Abstract

The insect’s midgut plays essential roles in food digestion, defense against pathogens and

chemical substances as insecticides and plant defense molecules. Thus, cellular alterations

in the midgut are appropriate indicators of environmental stress caused by insecticides,

even though these tissues are not the main insecticide targets. Imidacloprid is a neurotoxic

insecticide with systemic action, widely used in the control of the neotropical brown stink-

bug Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae). E. heros is actually the most important

and abundant sucking pest of soybean fields in Brazil. The objective of this study was

evaluate the cytomorphologic alterations of the midgut exposed to different concentrations

of imidacloprid (by contact and ingestion), and describe the anatomy and morphology of

the midgut of E. heros. For the anatomic and morphologic descriptions, the midgut was

dissected and analyzed by light microscopy. Based on the histological results, the midgut

is a tubular organ that consist of four principal regions: the first ventriculus (V1), the

second ventriculus (V2), the third ventriculus (V3) and the fourth ventriculus (V4). The

V1 and V3 regions are dilated, and V4 is surrounded with four rows of caeca densely

packed storing symbiotic bacteria. The digestive epithelium of the midgut show a single

layer of columnar cells presenting polymorphic nucleus and a well-developed brush border

in the apical surface. In order to observe the possible morphologic alterations, adults ma-

les were treated with three concentrations: LC5 (3,75 mg a.i./L), LC50 (112,5 mg a.i./L)

and LC50 (375 mg a.i./L) (distilled water used as a control). The midguts of these males

were removed and processed for morphological analyses using light microscopy. The cells
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of the midgut from exposed insect showed slight morphological changes characteristic of

the initial phase of cell death by apoptosis, like cytoplasm vacuolization and chromatin

condensation. The cell degeneration intensity was greater in lethal concentrations (LC50

and LC75), showing a gradual increment of cellular alterations proportional to concentra-

tion increment. In addition, the intensity of cell degeneration were related with the region

of the midgut, the anterior ventricles (V2 and V3) show more severe cell damage while

the posterior ventricles (V4 and gastric caeca) show slight cell alterations. Therefore, the

acute exposure to lethal concentrations of imidacloprid can induce cell death by apoptose

in the midgut of E. heros.

Key words: cytomorphology, insecticide toxicology, neonicotinoids, midgut

1. Introdução

O trato digestivo dos insetos é dividido em intestino anterior, médio e posterior (Guedes

et al., 2007). O intestino médio dos insetos é funcionalmente a parte mais importante

do trato digestivo, participando ativamente da digestão final dos alimentos e absorção

de nutrientes (Habes et al., 2006; Habibi et al., 2008; Zhu et al., 2011). No intestino

médio são produzidas e secretadas grande parte das enzimas digestivas, incluindo amilases,

carboxilases, invertases, lipases, maltases e proteases (Zhu et al., 2011).

O trato digestivo dos insetos representa a entrada de alimento, mas também micror-

ganismos patogênicos e substâncias químicas como inseticidas ou toxinas de plantas po-

dem entrar por este órgão (Pauchet et al., 2010; Salvador et al., 2014; Xu et al., 2014).

Como forma de proteção contra alimentos contaminados, o intestino médio também pro-

duz grande variedade de enzimas detoxificativas (Salvador et al., 2014; Zhu et al., 2011).

A degradação metabólica de inseticidas no intestino médio e a penetração reduzida de

inseticidas através da parede do intestino médio podem ser razões para a toxicidade di-

ferencial e resistência a inseticidas (Zhu et al., 2011). Por tanto, alterações celulares no

intestino médio são um indicador apropriado do estresse ambiental causado por inseticidas

(Wu et al., 2009).

O imidaclopride é um dos inseticidas amplamente utilizados no mercado mundial e no
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Brasil desde sua introdução ao mercado em 1991, por sua alta eficácia contra grande

variedade de insetos-praga e moderada toxicidade a vertebrados (Benzidane et al., 2011;

Pan et al., 2015; Rossi et al., 2013). O imidaclopride é um inseticida com ação sistêmica,

que interfere com a transmissão de impulsos nervosos em insetos, pela ligação irreversível e

específica aos receptores nicotínicos de acetilcolina (Lees et al., 2014; Oliveira et al., 2010;

Oliveira et al., 2011; Tomizawa & Casida, 2005). A ligação específica causa a abertura

do canal e despolarização contínua dos neurônios pós-sinápticos, resultando em paralisia

e morte (Hatjina et al., 2013; Kalajdžić et al., 2013). Neonicotinoides, por exemplo, são

atualmente os inseticidas mais comumente utilizados no controle do percevejo-marrom

Euschistus heros (F.) (Hemiptera: Pentatomidae) (Santos et al., 2005; Sosa-Gómez &

Silva, 2010; Sosa-Gómez et al., 2009). E. heros é hoje uma das pragas sugadoras mais

importantes e abundantes da cultura da soja no Brasil, particularmente nas regiões mais

quentes, que vão desde o Centro-Oeste Brasileiro ao norte do estado do Paraná (Azambuja

et al., 2013; Panizzi et al., 2012).

Em vista dos fatos acima delineados, o objetivo deste trabalho foi avaliar as mudanças

celulares no intestino médio de E. heros expostos a concentrações crescentes de imidaclo-

pride. Adicionalmente, descrever a anatomia do intestino médio de E. heros.

2. Material e métodos

2.1. Insetos

Adultos de E. heros foram obtidos da criação massal do Laboratório de Fisiologia e

Neurobiologia de Invertebrados (Universidade Federal de Viçosa, Minas Gerais, Brasil),

mantidos a 27 ± 2 °C, 75 ± 10% de umidade relativa, e fotoperíodo de 14:10 h luz:escuro.

Os insetos foram alimentados ad libitum com vagens de feijão (Phaseolus vulgaris L.) e

grãos de soja, amendoim (Arachis hypogaea L.) (Fabaceae) e girassol (Helianthus annuus

L.) (Asteraceae) (Borges et al., 2006).
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2.2. Anatomia e morfologia do intestino médio

Adultos de E. heros foram crioanestesiados a -4 ° C e o intestino médio dissecado em so-

lução salina para insetos e transferido para a solução fixadora de Zamboni por 24 h à 5 °C.

As amostras foram posteriormente desidratadas em séries crescentes de etanol (70°, 80°,

90° e 95°) e embebidas em historresina JB4 (Electron Microscopy Sciences, Fort Washing-

ton, PA). Seções de 3 μm de espessura, obtidas com navalha de vidro em micrótomo Leica

RM2255, foram coradas com hematoxilina e eosina e analisadas em microscópio de luz

Leica DMLS.

2.3. Efeitos do imidaclopride nas células do intestino médio

As concentrações utilizadas para avaliar as alterações morfológicas, foram baseadas na

curva de concentração-mortalidade do capítulo “Alterações celulares mediadas por imida-

clopride nas glândulas salivares de Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae)”. Sendo

utilizadas as concentrações correspondentes a CL5 (3,75 mg i.a./L), CL50(112,50 mg i.a./L)

e CL75 (375,00 mg i.a./L).

A exposição ao inseticida foi adaptada de estudos toxicológicos de E. heros realiza-

dos com frascos de vidro combinando efeitos por contato e ingestão (Santos et al., 2015;

Snodgrass et al., 2005; Willrich et al., 2003). O inseticida neonicotinoide imidaclopride

(grânulos com 700 g de ingrediente ativo (i.a.)/kg; Bayer, São Paulo, SP, Brasil) foi dis-

solvido em água (destilada e deionizada) para formar uma solução estoque, preparando as

três concentrações escolhidas (3,75, 112,5 e 375 mg i.a./L). No tratamento controle foi uti-

lizada água destilada e deionizada. A superfície interna dos frascos de vidro transparentes

de 250 mL foi coberta com o inseticida, pipetando 2 mL da concentração do inseticida den-

tro dos frascos, posteriormente os frascos foram secos utilizando um rotor (Rota-Torque

modelo 7637, Cole Parmer, Vernon Hills, IL, USA). O efeito da ingestão do inseticida

foi simulado com pedaços de vagem de feijão de 5 cm, lavados com detergente e imersos

por três segundos em frascos de vidro com diferentes concentrações de imidaclopride, em

seguida foram secos em uma capela. No interior do frasco foi colocado um pedaço de

vagem tratada. Oito repetições foram feitas para cada concentração, cada uma com 5
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adultos recém emergidos (menos de 24 h) com jejum de 24 h. A parte superior interna de

cada frasco foi coberta com teflon PTFE (DuPont, Wilmington, DE, USA) e fechado com

tecido voil e um elástico para evitar a fuga dos insetos. Dos insetos sobreviventes de cada

tratamento foram selecionados quatro indivíduos para dissecação do intestino médio.

Adultos de E. heros expostos à agua (controle) e às concentrações CL5, CL50 e CL75

foram crioanestesiados a -4 ° C, e o intestino médio dissecado em solução salina para inse-

tos. O intestino médio foi dividido em três regiões anatômicas que podem ser identificadas:

segundo (V2), terceiro (V3) e quarto ventrículo (V4). Posteriormente, os tecidos foram

processados para microscopia de luz utilizando o mesmo procedimento descrito anterior-

mente (Anatomia e morfologia do intestino médio).

3. Resultados

3.1. Anatomia e morfologia do intestino médio

Anatomicamente, o intestino médio de E. heros apresenta quatro regiões anatômicas:

primeiro (V1), segundo (V2), terceiro (V3) e quarto ventrículo (V4) (Fig. 1a 1b). A

região V1 é a maior parte do canal alimentar de E. heros, com forma de saco, ocupando

grande parte do abdômen e com grande capacidade de distensão durante a alimentação. A

região V2 apresenta-se como um tubo fino, contorcido e relativamente longo. A região V4

é dilatada, assumindo uma estrutura em forma de saco mais dilatada e curta que V2. A

região V4 do intestino médio é a mais curta e está formada por quatro linhas longitudinais

fundidas em forma de fita enrolada. O limite entre o intestino médio e o intestino posterior

é identificado pela inserção dos túbulos de Malpighi (Fig. 1b).

A parede do intestino médio das regiões V2, V3 e V4 é formada por um epitélio simples

sobre uma membrana basal fina, revestida externamente por células musculares organiza-

das em uma túnica circular interna e outra longitudinal externa (Fig. 2a, 3a, 4a).

Os principais tipos celulares observados no epitélio do intestino médio foram as células

digestivas e regenerativas. As células digestivas eram colunares, com borda estriada bem

desenvolvida, núcleo localizado na porção mediana com cromatina em diferentes graus

de condensação (Fig. 2a, 3a, 4a). As células regenerativas estão organizadas em ninhos
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espalhados entre a base das células digestivas e são caracterizadas por citoplasma escasso

e núcleo bem desenvolvido (Fig. 3a).

Figura 1 Intestino médio de Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae): a) Desenho
esquemático do trato digestivo evidenciando suas divisões. Intestino anterior (A), ven-
trículo 1 do intestino médio (V1), ventrículo 2 do intestino médio (V2), ventrículo 3 do
intestino médio (V3), ventrículo 4 do intestino médio (V4), intestino posterior (H) e túbu-
los de Malpighi (MT). desenho fora de escala. b) Micrografia da visão geral do intestino
médio.

3.2. Efeitos de imidaclopride nas células do intestino médio

3.2.1. Ventrículo 2 do intestino médio

O epitélio digestivo do V2 do intestino médio de E. heros não tratado com imidaclopride

foi pregueado, com células colunares altas que apresentaram porção apical com borda
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estriada e citoplasma vacuolizado, com muitas vesículas pouco coradas e pequenos grânulos

corados (Fig. 2a). O núcleo variou de esférico a ligeiramente alongado, ocupando a porção

mediano-basal das células, com cromatina predominantemente descondensada. Em alguns

pontos, a superfície apical foi irregular, com projeções do citoplasma em direção ao lúmen

e com secreção apócrina.

Figura 2 Região V2 do intestino médio de Euschistus heros após a exposição de uma
hora a imidaclopride por contato e ingestão. a) V2 de indivíduos não expostos mostrando
a morfologia típica, o epitélio colunar e o lúmen (L). As células digestivas possuem nú-
cleos esféricos na porção mediana-basal (N). A porção apical do citoplasma (Cy) com a
porção apical com borda estriada (BB), grande quantidade de vesículas (seta) e secreção
apocrina (AS). O epitélio está revestido externamente por células musculares (M). b) Em
V2 de indivíduos tratados com 3,75 mg i.a./L de imidaclopride (correspondente à CL5),
o epitélio apresentou um incremento do número e tamanho das vesículas citoplasmáticas
(seta), e alargamento do espaço entre o epitélio e a membrana basal (ponta da seta). c)
V2 de indivíduos tratados com 112,5 mg i.a./L de imidaclopride (correspondente à CL50),
mostrando vacuolização citoplasmática (seta), e alargamento do espaço entre o epitélio e
a membrana basal (seta). d) V2 de indivíduos tratados com 375 mg i.a./L de imidaclo-
pride (correspondente à CL75), apresentando vacuolização citoplasmática intensa (seta) e
alargamento do espaço entre o epitélio e a membrana basal (ponta da seta).

As células digestivas do V2 de indivíduos de E. heros expostos a 3,75 mg i.a./L de

imidaclopride (correspondente à CL5) exibiram maior quantidade e tamanho de vacúolos
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na porção apical e aumento do espaço entre o epitélio e a membrana basal (Fig. 2b).

Alterações similares, porém mais intensas, foram observadas nas células digestivas do

V2 de insetos tratados com 112,50 mg i.a./L de imidaclopride (correspondente à CL50) e

375 mg i.a./L de imidaclopride (correspondente à CL75, dose de campo) (Fig. 2c e 2d).

Na CL75 a vacuolização citoplasmática foi severa, caracterizada por vacúolos grandes que

ocupam grande parte do volume celular (Fig. 2d).

3.2.2. Ventrículo 3 do intestino médio

As células da região V3 do intestino médio mostraram citoplasma com vacúolos de colora-

ção clara e tamanho de pequeno a mediano (Fig. 3a). A forma da célula variou de cúbica

a colunar, de acordo com a distensão do epitélio. A superfície apical foi mais regular que

nas células do V2 e com borda estriada. O núcleo foi esférico na porção mediana da célula

e com cromatina descondensada.

Os indivíduos de E. heros expostos a 3,75 mg i.a./L de imidaclopride (correspondente

à CL5) mostraram células digestivas do V3 com coloração mais basófila (Fig. 3b) e vacu-

olização citoplasmática na porção apical.

De forma similar ao tratamento anterior, nos insetos tratados com 112,50 mg i.a./L de

imidaclopride (correspondente à CL50) as células apresentaram coloração mais basófila e

vacuolização citoplasmática na porção apical (Fig. 3c).

Efeitos parecidos foram observados no V3 de insetos tratados com 112,50 mg i.a./L de

imidaclopride (correspondente à CL75) (Fig. 3d). Adicionalmente, a CL75 induz compac-

tação da cromatina e porções irregulares no núcleo.
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Figura 3 Região V3 do intestino médio de Euschistus heros após a exposição de uma hora
a imidaclopride por contato e ingestão. a) V3 de indivíduos não expostos mostrando a
morfologia típica, o epitélio colunar e o lúmen (L). As células digestivas possuem núcleos
esféricos na porção mediana (N). A porção apical do citoplasma (Cy) com borda estriada
(BB) e grande quantidade de vesículas (seta). O epitélio está revestido externamente por
células musculares (M). Células regenerativas organizadas em ninhos (RC). b) V3 de in-
divíduos tratados com 3,75 mg i.a./L de imidaclopride (correspondente à CL5), o epitélio
apresentou um incremento do tamanho das vesículas citoplasmáticas (seta), e coloração
do citoplasma mais intensa em relação aos indivíduos não tratados. c) V3 de indivíduos
tratados com 112,5 mg i.a./L de imidaclopride (correspondente à CL50), mostrando va-
cuolização citoplasmática na porção apical e basal (seta), e coloração do citoplasma mais
intensa em comparação com os indivíduos não tratados. d) V3 de indivíduos tratados
com 375 mg i.a./L de imidaclopride (correspondente à CL75), apresentando vacuolização
citoplasmática intensa (seta), compactação da cromatina nuclear (ponta da seta) e regiões
irregulares no núcleo (N).

3.2.3. Ventrículo 4 do intestino médio

O epitélio da região V4 do intestino médio é muito pregueado, com células colunares altas,

com citoplasma denso e pouco vacuolizado (Fig. 4a). A porção apical é irregular, com

projeções do citoplasma em direção ao lúmen, com grânulos claros e borda estriada. O

núcleo varia de esférico a ligeiramente alongado, com cromatina pouco condensada.
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As células digestivas do V4 do intestino médio de indivíduos expostos a 3,75 mg i.a./L

de imidaclopride (correspondente à CL5) não mostraram modificações morfológicas com-

paradas com indivíduos não expostos (Fig. 4b).

Porém, as células digestivas do V4 do intestino médio quando tratadas com 112,50 mg

i.a./L de imidaclopride (correspondente à CL50) exibiram um aumento do número dos

vacúolos da região apical (Fig. 4c).

A vacuolização citoplasmática foi mais evidente em indivíduos tratados com 375 mg

i.a./L de imidaclopride (correspondente à CL75), evidenciada por um incremento do nú-

mero de vacúolos (Fig. 4d).

Figura 4 Região V4 do intestino médio de Euschistus heros após a exposição de uma hora
a imidaclopride por contato e ingestão. a) V4 de indivíduos não expostos mostrando a
morfologia típica, o epitélio colunar e o lúmen (L). As células digestivas possuem núcleos
esféricos ou ligeiramente alongado na porção mediana (N). A porção apical do citoplasma
(Cy) com borda estriada (BB) e pouco vacuolizado. O epitélio está revestido externa-
mente por células musculares (M). b) V4 de indivíduos tratados com 3,75 mg i.a./L de
imidaclopride (correspondente à CL5), apresentando morfologia similar aos indivíduos não
expostos. c) V4 de indivíduos tratados com 112,5 mg i.a./L de imidaclopride (correspon-
dente à CL50), mostrando o início da vacuolização citoplasmática na porção apical (seta).
d) V4 de indivíduos tratados com 375 mg i.a./L de imidaclopride (correspondente à CL75),
apresentando vacuolização citoplasmática (seta).
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3.2.4. Cecos gástricos do intestino médio

O epitélio do V4 do intestino médio mostrou múltiplos sacos tubulares curtos formando

cecos gástricos, dispostos perpendicularmente ao lúmen. As células do ceco foram cúbicas,

com citoplasma rico grânulos bem corados, núcleo basal e achatado com cromatina pouco

condensada (Fig. 5a). Além disso, o lúmen do ceco estava conectado com o lúmen principal

do V4 por uma camada simples de células cubicas, com citoplasma pouco abundante e

núcleo esférico com cromatina condensada.

As células dos cecos gástricos não mostraram alterações morfológicas em nenhuma das

concentrações testadas [CL5 (3,75 mg i.a./L), CL50 (112,5 mg i.a./L) e CL75 (375 mg

i.a./L)] (Fig. 5b).

Figura 5 Cecos gástricos do V4 do intestino médio de Euschistus heros após a exposi-
ção de uma hora a imidaclopride por contato e ingestão. a) Cecos gástricos do V4 de
indivíduos não expostos mostrando a morfologia típica, citoplasma com numerosos grâ-
nulos bem corados (Cy) e núcleo achatado na região basal (N). b) Cecos gástricos do
V4 de indivíduos tratados com 375 mg i.a./L de imidaclopride (correspondente à CL75),
apresentando morfologia similar aos indivíduos não expostos.
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4. Discussão

A exposição por contato e ingestão a concentrações crescentes de imidaclopride causa

mudanças celulares no intestino médio do percevejo marrom da soja E. heros. As mudan-

ças celulares induzidas por imidaclopride são características de processos de degeneração

celular, tais como vacuolização citoplasmática, condensação de cromatina, condensação

citoplasmática, e alargamento do espaço entre o epitélio e a membrana basal. A dege-

neração celular foi mais intensa na região anterior do intestino médio (V2 e V3) que na

região posterior (V4 e cecos gástricos). Adicionalmente, as alterações celulares em termos

de características degenerativas foram dependentes da concentração de imidaclopride.

Anatomia e morfologia do intestino médio

O intestino médio de E. heros é um órgão tubular que consiste de quatro regiões anatómi-

cas: primeiro (V1), segundo (V2), terceiro (V3) e quarto ventrículo (V4), com as regiões

V1 e V3 dilatadas e a V4 rodeada com quatro filas de cecos densamente empacotados. Essa

organização do intestino médio é similar a outros pentatomídeos fitófagos das subfamílias

Pentatominae, Edessinae e Discocephalinae (Bistolas et al., 2014; Glasgow, 1914). Como

por exemplo, Halyomorpha halys Stål (Bansal et al., 2014), Nezara viridula Linnaeus (Hi-

rose et al., 2006; Tada et al., 2011), Eurydema rugosa Motschulsky e Eurydema dominulus

Scopoli (Kikuchi et al., 2012b). Entretanto, há diversidade morfológica dentre os Pen-

tatomidae, provavelmente pelos diferentes hábitos alimentares como fitófagos, zoófagos,

zoofitófagos, fitozoófagos (Martínez et al., 2014; Miles, 1972). Os pentatomídeos predado-

res da subfamília Asopinae como Podisus nigrispinus Dallas (Cunha et al., 2012; Fialho

et al., 2012), Podisus maculiventris Say (Glasgow, 1914) e Brontocoris tabidus Signoret

(Fialho et al., 2009; Guedes et al., 2007) possuem V4 muito reduzido e não apresentam os

cecos gástricos associados.

Os cecos do V4 do intestino médio dos Pentatomidae sugadores de plantas contêm uma

densa população de bactérias simbióticas específicas (Bistolas et al., 2014; Hirose et al.,

2006; Zucchi et al., 2012). Bactérias dos gêneros Erwinia e Pantoea foram associadas

com outras espécies do gênero Euschistus (Bistolas et al., 2014; Prado & Almeida, 2009).
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Embora, a posição filogenética e o possível papel das bactérias nos cecos gástricos de E.

heros ainda não foram elucidados.

Por outro lado, a histologia do intestino médio de E. heros de camada simples de célu-

las colunares que apresentam núcleos polimórficos e borda estriada bem desenvolvida na

superfície apical, é similar a outros Pentatomorpha, como P. nigrispinus (Cunha et al.,

2012; Fialho et al., 2012), B. tabidus (Fialho et al., 2009; Guedes et al., 2007), Dysder-

cus peruvianus Guerin-meneville (Pyrrhocoridae) (Damasceno-Sá & Silva, 2007; Silva et

al., 1995), Eurygaster integriceps Puton (Scutelleridae) (Mehrabadi et al., 2012) e Mezira

granulata Say (Aradidae) (Nardi et al., 2009).

Morfofisiologia de ação do imidaclopride no intestino médio

O imidaclopride induz mudanças estruturais no V2, V3 e V4 do intestino médio de E.

heros nas diferentes concentrações testadas. Em geral, as células do epitélio digestivo

do intestino médio apresentam vacuolização citoplasmática, condensação de cromatina e

do citoplasma, e alargamento do espaço entre o epitélio e a membrana basal. Estas ca-

racterísticas degenerativas no intestino médio foram também descritas em Apis mellifera

em resposta à exposição a imidaclorpide ou outros neonicotinoides (Catae et al., 2014;

Forkpah et al., 2014; Gregorc & Ellis, 2011; Oliveira et al., 2014). Adicionalmente, danos

similares no epitélio do intestino médio têm sido reportados por exposição aguda a ou-

tros neurotóxicos como ácido bórico, clorpirifos, fluvalinate, coumafos, fipronil, malathion,

deltametrina, fenitrotion (Cruz et al., 2010; Forkpah et al., 2014; Gregorc & Ellis, 2011;

Habes et al., 2006; Klotz et al., 2002; Ouali-N’goran et al., 2013).

O nível de degeneração celular no intestino médio foi dependente da concentração do imi-

daclopride, com aumento gradual das mudanças celulares proporcionais ao incremento da

concentração deste composto. Possivelmente, os mecanismos intracelulares que conduzem

ao dano celular no intestino requerem concentrações altas de imidaclopride (Benzidane et

al., 2011).

Na concentração correspondente à CL5, as modificações celulares foram leves ou ausen-

tes. As células do V2 mostraram o início da vacuolização citoplasmática, alargamento do
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espaço entre o epitélio e a membrana basal. No V3 foi observado o início da vacuolização

citoplasmática e coloração por hematoxilina e eosina mais intensa. A vacuolização cito-

plasmática e o alargamento do espaço entre o epitélio e a membrana basal observados no

intestino médio de E. heros sugere que a célula está na fase inicial de morte celular em

resposta ao estresse químico (Häcker, 2000; Lockshin & Zakeri, 2004; Silva-Zacarin et al.,

2008), que inclui processos como degradação autofágica dos componentes celulares dani-

ficados (Clarke, 1990; Lockshin & Zakeri, 2004; Remedio et al., 2014). A coloração mais

intensa pode indicar a presença de células condensadas e a ocorrência de morte celular

por apoptose (Bowen et al., 1996; Oliveira et al., 2014; Rossi et al., 2013), ou ainda pode

ocorrer em decorência da acumulação de substâncias no citoplasma da célula.

Nas concentrações correspondentes CL50 e CL75 as mudanças celulares foram mais evi-

dentes. De forma similar à CL5, as maiores concentrações (CL50 e CL75) induziram va-

cuolização citoplasmática e alargamento do espaço entre o epitélio e a membrana basal

no V2, e vacuolização e condensação citoplasmática no V3. No V4, a CL50 provocou o

início da vacuolização citoplasmática, que se intensificou com a CL75. Adicionalmente,

no V3 a CL75 induz compactação da cromatina e porções irregulares no núcleo. Estes

fenômenos nucleares podem indicar que as células têm uma baixa atividade transcricional,

que ocorre durante as fases avançadas de morte celular (Cruz et al., 2010; Häcker, 2000;

Silva-Zacarin et al., 2008). Alternativamente, a condensação da cromatina pode refletir

a presença de células autofágicas ou apoptóticas, nas quais as endonucleases não causam

fragmentação do DNA (Rossi et al., 2013). Estas alterações em conjunto indicam que o

epitélio do intestino médio sofre danos que comprometem a produção de proteínas, e deste

modo altera a fisiologia das células (Catae et al., 2014).

As diferenças nas respostas celulares causadas por imidaclopride nas diferentes regiões

do intestino médio estão influenciadas principalmente pela localização no canal alimentar.

As regiões mais próximas (V2 e V3) mostraram danos celulares mais severos provavel-

mente porque entram em contato com o alimento contaminado nas primeiras etapas da

digestão (Catae et al., 2014; Mansour et al., 2012; Oliveira et al., 2014). Adicionalmente,

os diferentes ventrículos do intestino médio possuem diferenças histológicas relacionadas

com processos digestivos, de absorção e secreção distintos (Damasceno-Sá & Silva, 2007;

Fialho et al., 2009; Silva-Olivares et al., 2003). O V2 está encarregado da absorção de
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aminoácidos, lipídios e alguns íons, o V3 possui funções similares às de V2 e no V4 ocorre a

secreção de enzimas digestivas (Azevedo et al., 2009; Damasceno-Sá & Silva, 2007; Fialho

et al., 2009). Consequentemente, o imidaclorpide altera principalmente a absorção dos

principais nutrientes.

As menores alterações no V4 podem ser atribuídas à secreção de enzimas nesta região

(Fialho et al., 2009). Pois o intestino médio produz uma variedade de enzimas detoxifica-

tivas que desempenham um papel importante na metabolização de pesticidas (Enayati et

al., 2005; Yang et al., 2006; Zhu et al., 2011).

Os cecos gástricos não mostram alterações morfológicas em resposta à exposição ao

imidaclopride, possivelmente porque são estruturas frouxamente conectadas com o canal

digestivo central (Bansal et al., 2014; Bistolas et al., 2014; Kuechler et al., 2011). Além

disso, as bactérias no interior dos cecos gástricos podem produzir enzimas que metabolizem

o inseticida (Kikuchi et al., 2012a; Werren, 2012; Xia et al., 2013).

Danos aos tecidos do intestino médio E. heros sugerem que o imidaclopride causa morte

celular por apoptose. Visto que não foram observadas alterações celulares típicas da

necrose como dilatação das organelas e ruptura da membrana plasmática (Bowen et al.,

1996; Benzidiane et al., 2011; Gregorc & Ellis, 2011). Esta hipótese é suportada pelo fato

de que abelhas tratadas com imidaclopride mostram elevadas taxas de morte celular por

apoptose no intestino médio (Gregorc & Ellis, 2011; Forkpah et al., 2014).

Em conclusão, exposição aguda de E. heros a doses letais de imidaclopride pode induzir

morte celular por apoptose no intestino médio, principalmente nas regiões anteriores (V2

e V3). O nível de degeneração celular foi mais pronunciado nas concentrações letais

(CL50 e CL75), mostrando um incremento gradual nas alterações celulares proporcionais

ao incremento da concentração.
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Conclusões finais

O sistema salivar de E. heros consiste de um par de glândulas salivares principais bilo-

badas encarregadas da secreção de proteínas, e um par de glândulas acessórias tubulares

que participam do transporte de água ou produção de outras substâncias. Pela primeira

vez é relatada a presença de músculos no hilo da glândula salivar principal.

O intestino médio de E. heros é um órgão tubular que consiste de quatro regiões ana-

tómicas: primeiro (V1), segundo (V2), terceiro (V3) e quarto ventrículo (V4). Com as

regiões V1 e V3 dilatadas e a V4 rodeada com quatro filas de cecos densamente empaco-

tados onde são armazenadas bactérias simbióticas. O epitélio digestivo do intestino médio

mostra uma camada simples de células colunares que apresentam núcleos polimórficos e

borda estriada bem desenvolvida na superfície apical.

A exposição aguda a concentrações letais de imidaclopride induz morte celular nas glân-

dulas salivares e no intestino médio de E. heros. Nas células das glândulas salivares prin-

cipais insetos expostos a imidaclopride foram observadas alterações morfológicas severas

indicativas de morte celular por necrose, como forma irregular, vacuolização citoplasmá-

tica, núcleos dilatados, condensação de cromatina e ruptura da membrana citoplasmática.

As células do intestino médio e das glândulas salivares acessórias de insetos tratados apre-

sentaram mudanças morfológicas leves características de células na fase inicial de morte

celular por apoptose, como vacuolização citoplasmática e condensação de cromatina. No

intestino médio, os ventrículos anteriores (V2 e V3) mostraram danos celulares mais se-

veros que os ventrículos posteriores (V4 e cecos gástricos). Interessantemente, o nível de

degeneração celular foi mais pronunciado nas concentrações letais (CL50 e CL75), mos-

trando um incremento gradual nas alterações celulares proporcional ao incremento da

concentração.
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