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RESUMO 
 

CARNEIRO, LENISE SILVA, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2018. 
Efeito citotóxico do iprodione no intestino médio de operárias da abelha Apis 
mellifera. Orientador: José Eduardo Serrão. 

 
A abelha Apis mellifera está entre as mais usadas para serviços de polinização e seus 

produtos como mel, própolis, cera e veneno possuem importância econômica. O 

Distúrbio do Colapso de Colônias está relacionado com o declínio de abelhas, e é 

causado por fatores como doenças, pesticidas e problemas de manejo. Os fungicidas são 

responsáveis pela maior parte do teor de pesticidas nos grãos de pólen e podem atingir 

as abelhas pela alimentação. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito citotóxico do 

fungicida iprodione nas células digestivas do intestino médio de operárias adultas de A. 

mellifera. O teste de toxicidade para o iprodione foi realizado utilizando operárias 

recém-emergidas alimentadas com diferentes concentrações do fungicida diluído em 

sacarose 50% por 72 h sendo a mortalidade avaliada a cada 24 h. Como não houve 

mortalidade significativa no teste de toxicidade, a microscopia de luz, eletrônica e a 

expressão do gene de autofagia atg-1 foram realizadas com abelhas alimentadas com a 

DL50 indicada pelo fabricante por 12 h e 24 h. Houveram danos nas células digestivas 

como vacuolização citoplasmática, protrusões celulares apicais e condensação e 

fragmentação da cromatina nuclear, características indicativas de apoptose. A 

ultraestrutura mostrou que os vacúolos eram autofágicos e que algumas células 

apresentaram necrose. A expressão de atg-1 foi similar nas abelhas tratadas e controles, 

o que pode ser explicado pelo fato de ATG-1 estar presente nas fases iniciais da 

autofagia e a maioria dos vacúolos autofágicos encontrados na ultraestrutura serem 

maduros. O iprodione atua inibindo a síntese da glutationa, o que culmina na formação 

de espécies reativas de oxigênio que podem induzir os diferentes tipos de morte celular. 

Os resultados obtidos indicam a necessidade de atenção no uso do iprodione, uma vez que 

ele tem possíveis efeitos colaterais para organismos não-alvo, como as abelhas. 
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ABSTRACT 

 
CARNEIRO, LENISE SILVA, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2018. 
Cytotoxic effect of iprodione on the midgut of bee workers Apis mellifera. Advisor: 
José Eduardo Serrão. 
 

The honey bee Apis mellifera is an important pollinator and produces honey, propolis, 

wax and venom, which are economically relevant. The decline of bees population is 

related to Colony Collapse Disorder, and it is caused by factors such as diseases, use of 

pesticides and handling problems. Fungicides account for most of the pesticide content 

in pollen grains and can affect the bees through feeding. The objective of this work was 

to evaluate the cytotoxic effect of the fungicide iprodione in midgut digestive cells of A. 

mellifera workers. The toxicity test was carried out using newly emerged workers fed 

with different concentrations of iprodione diluted in 50% sucrose for 72 h, and the 

mortality evaluated every 24 h. As there was no significant mortality in the toxicity test, 

light and electron microscopy as well as atg-1 autophagy gene expression were 

performed on bees fed with iprodione for 12 h and 24 h with the LD50 indicated by the 

manufacturer. Results showed damages in digestive cells such as cytoplasmic 

vacuolization and apical cell protrusions in addition to condensation and fragmentation 

of nuclear chromatin, characteristics indicative of apoptosis. The ultrastructure showed 

that vacuoles were autophagic and that some cells exhibited necrosis. The expression of 

atg-1 was similar in treated bees and controls, which may be explained by the fact that 

ATG-1 is present in the early stages of autophagy and most of the autophagic vacuoles 

found in the ultrastructure are already mature. Iprodione acts by inhibiting glutathione 

synthesis, which culminates in the production of reactive oxygen species that can induce 

different types of cell death. The results indicate the need of caution in the use of 

iprodione, since it has possible side effects for non-target organisms, such as bees.
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1. Introdução  

 Hymenoptera são insetos importantes em diversos ecossistemas atuando como 

polinizadores (Ballantyne et al., 2017; Hung et al., 2018), pragas (Farias et al., 2018) e 

inimigos naturais (Chang et al., 2018). Eles apresentam características interessantes 

como sociabilidade (Farris, 2016; Kamhi et al., 2017) e comportamentos elaborados de 

forrageio (Abou-Shaara, 2014). 

 Dentre os Hymenoptera, a abelha Apis mellifera está entre as mais utilizadas nos 

serviços de polinização, devido ao seu fácil manejo e perfil generalista na busca de 

recursos. Ademais, é uma boa produtora de mel e de outros produtos apícolas (Pires et 

al., 2016). A geleia real, o própolis, o veneno e a cera, são exemplos de substâncias que 

podem beneficiar os seres humanos devido as suas propriedades antimicrobianas, anti-

inflamatórias e utilização na indústria de cosméticos e maquiagem (Cornara et al., 

2017). 

 O Distúrbio do Colapso de Colônias (Colony Collapse Disorder – CCD) está 

relacionado com o declínio de abelhas (Dreier et al., 2014; Pires et al., 2016; Klein et 

al., 2017). As colônias com CCD apresentam um conjunto de características comuns: 

rápida perda de operárias, excesso de crias, ausência de abelhas mortas dentro ou fora 

da colmeia, não há invasão imediata da colmeia por pragas como traças ou parasitas e 

patógenos em quantidades que geram danos econômicos (van Engelsdorp et al., 2009; 

2017). 

 A CCD parece não ter uma causa única, mas sim resultado do efeito sinérgico de 

várias pressões do mundo moderno como: perda de habitat, parasitas, doenças, 

pesticidas, dietas monótonas, competição e efeitos do transporte (Goulson et al., 2015) 

além de problemas de manejo (van Engelsdorp et al., 2009; Henry et al., 2012).    

Os pesticidas trazem benefícios econômicos, uma vez que auxiliam no controle 

de pragas. Entretanto, ao causar danos paras as abelhas representam um conflito para a 

agricultura (Goulson et al., 2015). Dentre os pesticidas, os nenonicotinoides tem sido 

associados com o declínio das abelhas (Fairbrother et al., 2014). Outra classe de tóxicos 

agrícolas que geram prejuízos a esses insetos são os fungicidas (Jhonson et al., 2010).  

Os efeitos de fungicidas sobre as abelhas são diversos. Colônias de Bombus 

impatiens tratadas com clorotalonil produzem menos de um terço de operárias, menor 

biomassa total de abelhas e rainhas com metade da massa corporal (Bernauer et al., 

2015). Esse fungicida também tem efeito sinérgico com o acaricida coumafós causando 

mortalidade significativa em larvas de A. mellifera, e a mistura dele com acaricida 
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fluvinato aumenta em sete vezes a taxa de risco de mortalidade das abelhas (Zhu et al., 

2014). Operárias de A. mellifera consomem menos pólen contendo o fungicida pristine, 

resultando em menor digestão de proteínas, diminuição da concentração de ATP e 

amento de infecções virais devido ao enfraquecimento das colônias (De Grandi-

Hoffman et al., 2015). Da mesma forma, a exposição ao fungicida propiconazol afeta a 

construção de ninho em Bombus terrestris (Elston et al., 2013).  

A mistura dos fungicidas benomyl, captan, iprodione, propiconazol com 

surfactantes e fertilizantes foliares interferem no comportamento de forrageio e causam 

desorientação na abelha Osmia lignaria (Ladurner et al., 2005; Artz & Pitts-Singer, 

2015). O fungicida procloraz aumenta a toxicidade de acaricidas usados no controle de 

parasitas de A. mellifera (Johnson et al., 2013) e determinadas doses desse fungicida 

causam problemas na termorregulação da colônia (Vandame & Belzunces, 1998).  

Larvas de A. mellifera alimentadas com captan, iprodione ou ziram não atingem 

a fase adulta, sendo que as alimentadas com iprodione, quando chegam em pupa 

apresentam anormalidades (Mussen et al., 2004). Operárias adultas da mesma espécie 

expostas ao iprodione e iprodione + pristine/ quadris tem sobrevivência reduzida (Fisher 

et al., 2017). 

Fungicidas são aplicados durante a floração das culturas agrícolas (Mullin et al., 

2010; David et al., 2016), podem contaminar o néctar e geralmente são responsáveis 

pela maior parte do teor de pesticidas nos grãos de pólen (Johnson et al., 2010). O 

iprodione e o vinclozolin, foram encontrados nos grãos de pólen estocados por abelhas 

(Kubik et al., 1999; Mullin et al., 2010; Yoder et al., 2013), afetando fungos benéficos 

que protegem este alimento de contaminações microbianas (Menezes et al., 2015). 

Desta forma esses tóxicos podem afetar as abelhas através da alimentação (Johnson et 

al., 2010) o que torna importante analisar seus efeitos sobre o trato digestivo destes 

insetos. 

O trato digestivo dos insetos é dividido em três regiões: intestino anterior, 

intestino médio e initestino posterior (Snodgrass, 1935). O intestino anterior está 

relacionado com armazenamento, o médio, com a digestão e absorção de nutrientes e o 

posterior, com excreção e o equilíbrio salino do organismo (Chapman, 2013). Em 

abelhas, o intestino anterior é dividido em faringe, esôfago, papo e proventrículo 

(Snodgrass, 1956). O proventrículo é a sua região mais especializada, tem a função de 

transportar e armazenar alimento e se projeta no lúmen do intestino médio formando a 

válvula cardíaca (Snodgrass, 1956; Cruz-Landim & Rodrigues, 1967; Serrão & Cruz-
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Landim, 1995). A válvula cardíaca marca a separação entre o intestino anterior e médio 

(Snodgrass, 1956), impedindo o refluxo de alimento (Serrão & Cruz-Landim, 1996; 

Cruz-Landim, 2008).  

O intestino médio é um epitélio simples prismático e possui diferentes tipos de 

células. No grupo das prismáticas encontramos as células digestivas que são 

responsáveis pelas funções de secreção e absorção e as que se localizam ao redor da 

válvula estomodeal, que sintetizam a matriz peritrófica (Cavalcanti & Cruz-Landim, 

1999). A matriz peritrófica é formada por proteínas e quitina e tem por função proteger 

o epitélio do atrito causado pelo alimento (Terra, 2001). No grupo das células basais 

estão as regenerativas e as endócrinas (Cavalcanti & Cruz-Landim, 1999).  

Tóxicos agrícolas como o ácido bórico podem agir nas células digestivas 

induzindo morte celular no intestino médio de larvas de operárias de A. mellifera (Cruz 

et al. 2010). Apesar da morte celular ser comumente associada a apoptose, existem 

outros tipos como a necrose e a autofagia (Emanuele et al., 2018). A apoptose a necrose 

apresentam características clássicas que podem ser bem caracterizadas através da 

microscopia de luz (Doonan & Cotter, 2008). A autofagia é importante para a 

degradação de componentes celulares disfuncionais dentro dos lisossomos, podendo 

ocorrer em resposta ao estresse metabólico (Moore et al. 2006) sendo a proteína ATG-1 

importante na iniciação deste processo (Van Limbergen et al., 2009).  

 Os estudos citados anteriormente, contribuíram para o conhecimento sobre 

danos de fungicidas no comportamento e sobrevivência das abelhas. No entanto, não há 

dados sobre os efeitos como morte celular nos órgãos destes insetos, incluindo o trato 

digestivo que é uma das principais portas de entrada para moléculas tóxicas contidas no 

alimento. 

 O iprodione é um fungicida do grupo das dicarboximidas (Pommer & Lorenz, 

1982), de contato e sistêmico é utilizado em culturas como amendoim, cebola, arroz e 

batata (Kubik et al., 1999; Pohanish, 2015). O mecanismo de ação nos fungos parece 

estar relacionado com a redução da síntese de DNA e proteínas (Pappas & Fisher, 1979) 

e inibição da atividade da glutationa na forma reduzida GSH (Dierickx, 2004). 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito citotóxico de iprodione nas células 

digestivas do intestino médio de operárias adultas de A. mellifera, contribuindo para o 

manejo desses importantes polinizadores. 
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2. Material e métodos 

2.1. Insetos 

 Três quadros de larvas e pupas de A. mellifera foram retirados de diferentes 

colônias do Apiário Central da Universidade Federal de Viçosa, Viçosa, Minas Gerais, 

Brasil (20°45'N; 42°52'E) e mantidos por 24 h a 34, 5 º C na BOD. Após esse tempo, as 

abelhas recém-emergidas foram coletadas e utilizadas para os experimentos.  

2.2. Teste de toxicidade 

O fungicida iprodione (Rovral® SC, 500 g/L de ingrediente ativo FMC, São 

Paulo, Brasil) foi usado nos testes de toxicidade aguda. Ele foi diluído em 1 L de 

sacarose 50% como solução estoque, ajustando 100 g/L de inseticida para as 

concentrações testadas. Seis concentrações de iprodione, além do controle (sacarose 

50%), foram ajustadas em 1 mL de solução estoque: 0,01, 0,005, 0,0025, 0,00125, 

0,000625 e 0,0003125 g mL-1 (w/v). Trinta operárias recém-emergidas de A. mellifera 

foram usadas por concentração e o número de insetos mortos foi contado a cada 24 h 

durante 72 h. As concentrações letais CL25, CL50, CL75, CL90 e os limites de confiança 

foram determinados por regressão baseada em concentração probit-mortalidade com o 

procedimento PROC PROBIT do programa SAS User v. 9.0 para Windows. 

2.3. Exposição ao fungicida 

 As abelhas foram alimentadas por 12 e 24 h com o fungicida iprodione (Rovral® 

SC, 500 g/L de ingrediente ativo FMC, São Paulo, Brasil) na concentração 2 mg/ Kg 

(DL50 indicação do fabricante) diluído em sacarose à 50%.  Os controles foram 

alimentados apenas com sacarose à 50% por 12 e 24 h. 

2.4. Microscopia de luz 

 Cinco operárias de cada tempo de alimentação (12 e 24 h) e cinco controles (12 

e 24 h) foram anestesiadas a – 5o C, dissecadas em NaCl 125 mM e o intestinos médios, 

transferidos para o fixador Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 2 h. A seguir as peças 

foram desidratadas em concentrações crescentes de etanol (70%, 80%, 90% e 95%) e 

incluídas em historesina Leica®. 

 Secções com 2 m de espessura foram coradas com hematoxilina (15 min), 

eosina (30 s), analisadas e fotografadas com microscópio Olympus BX60. 

2.4. Microscopia eletrônica de transmissão 

Cinco operárias recém-emergidas alimentadas com iprodione e cinco operárias 

recém-emergidas alimentadas com sacarose 50% por 24 h foram dissecadas em tampão 

cacodilato de sódio a 0, 1 M, pH 7, 2 e os intestinos médios foram transferidos para 
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glutaraldeído a 2,5% em tampão cacodilato de sódio 0, 1 M com sacarose 0, 2 M por 4 h 

em temperatura ambiente. Depois de lavado duas vezes no tampão, as amostras foram 

pós-fixadas em tetróxido de ósmio a 1%, desidratadas em série crescente de etanol 

(70%, 80%, 90%, 95 e 98%) e embebidas em resina LR White, seguindo polimerização 

a 60 º C por 24 h. Seções ultrafinas (80-90 nm) obtidas em ultramicrótomo Sorval MT2-

BMT2-B foram contrastadas por 20 minutos com acetato de uranila aquosa a 1% e 

citrato de chumbo (Reynolds, 1963) por 20 minutos. As amostras foram analisadas e 

fotografadas em microscópio eletrônico de transmissão Zeiss EM 109 no Núcleo de 

Microscopia e Microanálise da Universidade Federal de Viçosa.  

2.5. Análise de expressão por PCR em tempo real (qPCR) 

 Dez abelhas alimentadas com o fungicida por 24 h e dez abelhas controle 

tiveram seu intestino médio removido em solução de NaCl 125 mM. O mRNA dos 

órgãos foi extraído utilizando Trizol® Reagent (Sigma Aldrich) e posteriormente as 

amostras foram quantificadas e armazenadas a -80°C. 

Para a síntese de cDNA, a um tubo estéril foi adicionado 1000 ng de mRNA 

extraído dos intestinos das operárias, 1μL de OligoDT primer (0,5μg/μL) e água livre de 

nucleases até volume total de 15 μL. Os tubos foram aquecidos por 5 minutos a 70°C, 

agitados brevemente e colocados no gelo. A cada tubo foi adicionado 5 μL de tampão 10x 

para a enzima, 1 μL de transcriptase reversa M-MuLV 200U/μL (PROMEGA)e 6 μL de 

dNTPmix. Os tubos foram incubados a 37 °C por 60 minutos e depois estocados a 20°C. 

O PCR quantitativo em Tempo Real (qPCR) foi realizado utilizando-se o kit de 

quantificação por fluorescência (SYBR® Green) GoTaq® qPCR Master Mix (Promega) 

no equipamento Eco Real Time PCR System (Illumina).  

A montagem das placas de foram realizadas utilizando-se 100 ng de cDNA, 

sintetizado com descrito acima e 0,1 μM de cada primer atg1 (F- 

AGAGAGGCAGTGAGTCCACC/ R- TATTGGTTGCGAGCGAGGAA) e como 

referência o rp-L32 (F- CGTCATATGTTGCCAACTGGT/ R- 

TTGAGCCACGTTCAACAATGG). Os primers para qPCR foram desenhados a partir 

do gene autofagy 1 - atg1 (XM_624947.5) e rp-L32 (AF441189) (Lourenço et al., 

2008), ambos de A. mellifera na plataforma do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ e adquiridos da empresa 

Invitrogen®.   
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Antes de realizar o qPCR, cada par de primer foi testado para verificar os 

amplicons dos genes alvos e também para produzir um único pico na curva de Melt 

(Material complementar). 

As reações foram realizadas em triplicata, utilizando 10 µL do kit GoTaq™ 

qPCR Master Mix, 1, 6 µL de solução de primers a 10 µM, 4 µL de cDNA contendo 

200 ng de ds cDNA e água ultra-pura para um total de 20 µL. A reação de PCR 

envolveu desnaturação inicial a 95 °C por 2 min, seguido de 40 ciclos de desnaturação a 

94 °C por 15 segundos, anelamento e alongamento a 60 °C por 1 minuto, e curva de 

dissociação a 60-95 º C. 

A expressão relativa do atg1 nas abelhas expostas ao iprodione e controle foi 

comparada pelo método 2-ΔCT (Livak & Schimittgen, 2001; Yuan et al., 2006). 

 

3. Resultados 

3.1. Teste de toxicidade 

 O teste de toxicidade não indicou mortalidade significativa entre as abelhas 

tratadas e abelhas controle (X²= 0.53; P<0.990). Diante deste resultado optou-se por 

expor as abelhas a DL50 indicada pelo fabricante para a realização dos experimentos. 

3.2. Microscopia de luz 

 O intestino médio de operárias A. melli fera, o epitélio apresentou uma camada 

única de células digestivas com núcleos esféricos ricos em cromatina descondensada 

(Fig.1a). A superfície apical exibiu uma borda estriada bem desenvolvida e presença de 

matriz peritrófica (Fig. 1b). Na região basal há ninhos de células regenerativas (Fig. 1c). 

 O intestino das operárias alimentadas com a DL50 do iprodione por 12 h e 24 h 

assim como o controle apresentou uma camada única de células digestivas (1d, g). No 

entanto em imagens de maior aumento é possível notar uma série de alterações no 

epitélio. As células digestivas mostraram vacuolização citoplasmática (V) (Fig. 1e, f) 

que aumentou com o tempo de alimentação (Fig. 1h) e protrusões celulares liberadas 

para o lúmen do órgão (seta) (Fig. 1e, f). O núcleo apresentou condensação e 

fragmentação da cromatina (Fig.1f, i).  
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Fig. 1 Micrografia de luz do epitélio do intestino médio de Apis mellifera. [a] vista geral 

do epitélio da abelha controle mostrando célula digestivas colunares (CD) com núcleos 

com cromatina descondensada (N). [b] Superfície apical das células digestivas da  

abelha controle mostrando borda estriada bem desenvolvida (ponta de seta) e matriz 

peritrófica (MP) no lúmen (L).  [c] Porção basal do epitélio mostrando ninhos de células 

regenerativas (*) e núcleos de células digestivas (N).  [d] Vista geral do epitélio da 

abelha alimentada com iprodione por 12 horas mostrando o lúmen (L). [e] Superfície 

apical do epitélio com protusões das células digestivas com citoplasma homogêneo 

(seta). Note citoplasma com vacúolos (V). [f] Detalhe de protrusão contendo núcleo (N) 

da célula digestiva e vacúolos (V). [g] Vista geral do epitélio da abelha alimentada com 

iprodione por 24 horas mostrando o lúmen (L). [h] Células digestivas mostrando 

citoplasma desorganizado (seta), núcleo (N) com grumos de cromatina condensada e 

aumento da vacuolização citoplasmática (V). [i] Porção basal das células digestivas 

mostrando  núcleo (N) com cromatina condensada.  
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3.3. Ultraestrutura 

 Nas operárias de A. mellifera não expostas ao iprodione, a superfície apical das 

células digestivas mostraram muitas microvilosidades longas (Fig. 2a). Ocorreu o 

predomínio de cromatina descondensada no núcleo e no citoplasma perinuclear houve 

ocorrência de mitocôndrias alongadas e retículo endoplasmático rugoso (Fig. 2a, b, c). 

Na região basal da célula ocorreram invaginações da membrana plasmática, formando o 

labirinto basal bem desenvolvido (Fig. 2c). 

-As células digestivas do intestino médio de operárias de A. mellifera 

alimentadas com a DL50 de iprodione por 24 h mostraram a presença de vacúolos 

autofágicos (Fig. 3a, b/ Fig. 4a, b) no citoplasma e núcleo com cromatina condensada 

(Fig. 4b). Foi identificada célula apresentando rompimento da membrana plasmática 

com liberação do conteúdo para o lúmen do intestino médio (Fig. 4c). 
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Fig. 2 Micrografias eletrônicas de transmissão de células digestivas do intestino médio 

de operárias de Apis mellifera controle. [a] Região apical mostrando microvilosidades 

(MV) bem desenvolvidas e citoplasma rico em mitocôndrias (M) e retículo 

endoplasmátio rugoso (RER) e alguns esferocristais (EC). [b] Região mediana 

mostrando núcleo (N) com cromatina descondensada e citoplasma rico em mitocôndrias 

(M). [c] Região basal mostrando citoplasma com mitocôndrias (M) associadas com 

invaginações da membrana plasmática (setas finas). T – traqueias. 
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Fig. 3 Micrografias eletrônicas de transmissão de células digestivas do intestino médio 

de operárias de Apis mellifera alimentadas com o fungicida por 24 h. [a] Região apical 

mostrando microvilosidades (MV), citoplasma rico em vacúolos autofágicos (VA) e 

algumas mitocôndrias (M). [b] Desorganização citoplasmática evidente através de 

protusões (P) e grande presença de vacúolos autofágicos (VA). N – núcleo. 

 



 

11 
 

 

 

Fig. 4 Detalhes de micrografias eletrônicas de transmissão de células digestivas do 

intestino médio de operárias de Apis mellifera alimentadas com o fungicida por 24 h.  

[a] Vacúolo autofágico (VA). [b] Núcleo (N) com cromatina condensada com vacúolos 

autofágicos (VA) ao redor. [c] Célula com membrana rompida expulsando o conteúdo 

citoplasmático. M – mitocôndria. 
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3.4. qPCR 

 Embora as análises ultraestruturais tenham mostrado aumento na ocorrência de 

vacúolos autofágicos nas células digestivas do intestino médio de operárias de A. 

mellifera alimentadas com iprodione durante 24 h, não houve diferença na expressão do 

atg-1 entre as abelhas expostas ao fungicida e aquelas controle (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Expressão (média ± dp) do gene atg-1 no intestino médio de operárias de Apis 

mellifera alimentadas com iprodione e controle. 

 

4. Discussão 

Os testes toxicológicos mostram que o iprodione não causa mortalidade 

significativa, na dosagem testada neste trabalho, em operárias de A. mellifera. Fisher et 

al. (2017) identificou que apenas tratamento com o dobro da dose de campo 

recomendada de iprodione, e misturas deste com quadris ou pristine, diminuem de 

forma significativa a sobrevivência das abelhas. 

Apesar de não ter ocorrido mortalidade nas abelhas alimentadas com iprodione, 

a partir de 12 h de alimentação houveram danos nas células digestivas do intestino 

médio como condensação da cromatina, sua fragmentação e emissão de protrusões 

citoplasmáticas, características similares àquelas descritas para células em apoptose 

(Bortner et al, 1995; Cooper et al., 2009), sendo esse processo importante para a 

homeostase e desenvolvimento dos tecidos (Emanuele et al., 2018). 
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O aumento de vacuolização no citoplasma causado pelo iprodione pode ter 

origem da degeneração do retículo endoplasmático como observado em outros insetos 

expostos a agentes estressores (Rost-Roszkowka et al., 2008; Aki et al., 2012). As 

protrusões citoplasmáticas liberadas para o lúmen do intestino médio podem ser 

consequência de modificações no citoesqueleto que tem sido reportadas para a formação 

dos corpos apoptóticos liberados por células em processo de morte (Doonan & Cotter, 

2007). Além disso, a condensação da cromatina nuclear indica possível degradação das 

lâminas nucleares e ativação de DNases que culminam com a morte da células (Bortner 

et al., 1995; Häcker et al., 2000; Doonan & Cotter, 2007; Taatjes, et al., 2007). 

Apesar da histopatologia da microscopia de luz indicar possível morte de células 

digestivas por apoptose nas abelhas alimentadas com iprodione, as análises 

ultraestruturais mostram que parte dos vacúolos correspondem a vacúolos autofágicos. 

A autofagia é considerada um dos tipos de morte celular e também é um mecanismo de 

sobrevivência (Liu & Levine, 2015), sendo importante na degradação e reciclagem de 

proteínas e organelas celulares (Debnath et al., 2005).  

Em algumas células ocorreram a condensação da cromatina e rompimento da 

membrana plasmática com liberação do conteúdo para o lúmen, características típicas 

da morte celular necrótica (Taatjes et al., 2007).  Quando o citoplasma apresenta 

aumento em estruturas autofágicas, apoptose e/ou necrose é ativada (Levine & Yan, 

2005; Tettamanti et al., 2007). Assim, dois tipos de morte celular foram observadas nas 

células digestivas de A. mellifera alimentadas com iprodione, autofagia e necrose. Nas 

primeiras 12 horas, enquanto o estressor ainda está em baixas concentrações, a autofagia 

é ativada, mas com o acúmulo do fungicida por 24 horas, autofagia inicia a necrose. Um 

mecanismo semelhante ocorre no epitélio do intestino médio de Epilachna cf. nylanderi 

(Coleoptera: Coccinellidae) como resposta à toxicidade por metal (Rost-Roszkowska et 

al., 2008) e em Isohypsibius granulifer (Tardigrada) quando infectado com 

microscoporídeo (Rost-Roszkowska et al., 2013). 

Embora a ultraestrutura celular mostre a presença de autofagia nas células digestivas 

de operárias de A. mellifera alimentadas com iprodione, os testes moleculares indicam que 

não há aumento na expressão do atg-1. A ATG-1 é uma quinase chave na regulação da 

autofagia, importante nas fases iniciais da formação do pré-autofagossomo (fagóforo) 

contribuindo no recrutamento de outras ATGs (Chan & Tooze, 2009; Van Limbergen et 

al., 2009). A autofagia possui três fases: indução, alongamento e maturação (Emanuele et 

al., 2018), sendo a ATG-1 responsável pelas fases iniciais do processo e como nas células 
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digestivas aqui estudadas já havia vacúolos autofágicos maduros, isso pode explicar a 

quantidade similar de mRNA para ATG-1 entre abelhas expostas ao iprodione e o controle. 

As células do intestino médio dos insetos possuem enzimas como a 

caboxilesterase, a glutationa-s-transferase, e o citocromo P450, que auxiliam no 

processo de detoxificação celular (Enayati et al., 2005; Feyereisen, 2006; Jackson et al., 

2013), mas elas parecem não ser suficientes para evitar danos pelo iprodione, nas 

células digestivas do intestino médio de operárias de A. mellifera.   

O modo de ação do fungicida iprodione parece estar associado com a inibição da 

atividade da glutationa-s-transferase (Dierickx, 2004). Baixos níveis dessa enzima estão 

relacionados com a produção de espécies reativas de oxigênio (Yamada, et al., 2006), 

que causam danos a componentes celulares, podendo induzir a autofagia (Moore, et al. 

2006) e necrose (Sakon et al., 2003), como encontrado nas abelhas aqui estudadas além 

de apoptose (Simon et al., 2000; Redza-Dutordoir et al., 2016). 

Os resultados mostraram que embora o iprodione não tenha causado mortalidade 

nas operárias de A. mellifera, ocorreram danos no intestino médio que poderiam prejudicar 

a fisiologia do órgão e uma deficiência na digestão e absorção de nutrientes podendo 

acarretar problemas de imunidade nos insetos (Alaux et al., 2010; De Grandi-Hoffman & 

Chen, 2015).  Há ainda evidências de uma associação distinta entre autofagia e necrose nas 

células digestivas desta abelha, contrariando a associação corrente de apoptose-necrose. 

No geral, os resultados aqui obtidos indicam a necessidade de atenção no uso do 

fungicida iprodione, uma vez que ele tem possíveis efeitos colaterais para organismos não-

alvo, como as abelhas polinizadores. 
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