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RESUMO

SANTOS JUNIOR, Valdeir Celestino, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2017. Histopatologia de orgaos de digestio do predador Podisus nigrispinus
(Heteroptera: Pentatomidae) causado pelo inseticida espinosade. Orientador: José
Cola Zanuncio. Coorientadores: Jos¢ Eduardo Serrdo e José Milton Milagres Pereira.

O uso de predadores no controle biologico ¢ uma realidade. Podisus nigrispinus Dallas
(Heteroptera: Pentatomidae) ¢ indicado para o controle de lepiddpteros em plantagdes
agricolas e campos de reflorestacdo. No entanto, o consumo de pesticidas ¢ um agravante
para a manuten¢do de insetos benéficos. O espinosade ¢ um inseticida descrito como
seletivo para grande parte dos inimigos naturais. O objetivo deste trabalho foi avaliar as
mudangas histologicas nas glandulas salivares e intestino médio de P. nigrispinus exposto
ao inseticida espinosade. Teste de toxicidade foi realizado a fim de verificar toxicidade
do inseticida ao predador e suas concentragdes letais CLjs, CLsg, CL7s, CLgy € CLgg. P.
nigrispinus foram alimentados com pupas de Tenebrio molitor (Coleoptera:
Tenebrionidae) contaminadas pela CLsy de espinosade, seguida da extracdo dos tecidos
ndo-alvo (intestino médio) e tecido controle (cérebro) em diferentes tempos (30 minutos,
1 hora, 3 horas e 6 horas) apds inicio da alimentagdo.. O intestino foi separado nas
regides anterior, médio e posterior e as glandulas salivares em glandula principal e
acessoria. Microscopia de luz e confocal foram realizadas para verificar as mudancas
histologicas e morte celular. O espinosade foi toxico ao P. nigrispinus. Vacuolizagdo foi
o primeiro sintoma de intoxicacdo a ser visualizado em todos os tecidos ndo-alvo
avaliados, seguido de desestruturacdo celular e perda de material celular para o limen dos

orgdos. A vacuolizacdo ¢ uma tentativa da retirada da substancia toxica da célula, seguida

viii



da desestruturacdo da célula pela excessiva perda de material. A morte celular foi
observada em todos os tecidos testados, sendo resultado das grandes mudancas sofridas
pela célula na tentativa de desintoxicacdo. O espinosade € toxico para o P. nigrispinus, €
sua CLsp promove mudangas histologicas, levando a célula das trés regides do intestino

médio e as glandulas principais e acessorias a morte.
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ABSTRACT

SANTOS JUNIOR, Valdeir Celestino, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July,
2017. Histopathology of digestive organs of the predator Podisus nigrispinus
(Heteroptera: Pentatomidae) caused by the insecticide spinosad. Adviser: Jos¢ Cola
Zanuncio. Co-advisers: José¢ Eduardo Serrdao and José Milton Milagres Pereira.

The use of predators on biological control programs is a reality. Podisus nigrispinus is
indicated to control lepidopterans in agricultural plantations and reforestation areas. The
use of pesticides is an aggravating factor for the maintenance of natural enemies in
production fields. spinosad is an insecticide described as selective for most of the natural
enemies. The objective of this work was to evaluate how histological changes in the
salivary glands and midgut of P. nigrispinus exposed to spinosad. Toxicity test was
performed to verify the toxicity of the insecticide to the predator and its LC,s, LCso, LCys,
LCyy and LCyy. Tenebrio molitor pupae contaminated by LCs, of spinosad were given as
food source to P. nigrispinus and 30 minutes, one, three and six hours after the beginning
of feeding, the gut and glands as non target tissues and brain as control tissue were
extracted. The intestine was separated in the anterior, middle and posterior regions and in
salivary glands in the main and accessory gland. Light microscopy and confocal
microscopy were performed to verify histological changes and cell death. Spinosad was
toxic to P. nigrispinus. Vacuolization was the first symptom of intoxication visualized in
all non-target tissues, followed by cell destruction and loss of cellular material to the
lumen of the organs. Vacuolization is an attempt to remove the toxic substance from the

cell interior, followed by destruction of the cell by excessive loss of material. Cell death

was observed in all tissues tested. Cell death is the result of the great changes undergone



by the cell in the attempt to detox. Spinosad is toxic to Podisus nigrispinus and its LCs
promotes histological changes, leading cells of the three regions of the midgut and main

and accessory glands to de
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Introducio Geral

A producdo de inseticidas sintéticos causou grande entusiasmo devido a
capacidade de acabarem com problemas de fornecimento de alimentos e produtividade
(Zadoks & Waibel, 2000). A aplicagdo de pesticidas ¢ comum para aumentar
produtividades e garantir a qualidade das culturas agricolas (Xu et al., 2017). Cerca de
4,6 milhdes de toneladas de pesticidas sdo usadas, anualmente, no mundo para a prote¢ao
de culturas agricolas (Zhang et al., 2011). No entanto, desde sua criacdo, os efeitos
negativos de pesticidas sintéticos na satide humana e meio ambiente tém sido discutidos
(Zadoks & Waibel, 2000).

O uso excessivo de agrotdxicos pode causar problemas ambientais, contaminagao
de trabalhadores, de alimentos e redugdo de inimigos naturais (Aratjo et al., 2000;
Duntas & Stathatos, 2015; Ghazy et al., 2016), além de reduzir a eficiéncia de programas
de Manejo Integrado de Pragas (MIP) (Miranda et al., 1998). A reducdo de populacdes de
inimigos naturais ¢ um dos maiores efeitos negativos dos agrotdxicos. A manutengdo e
preservacdo destes organismos no agroecossistema ¢ parte integrante do MIP para
auxiliar no manejo da resisténcia de insetos a inseticidas (Zanuncio, 1993). A resisténcia
de mais de 954 espécies de organismos foi documentada, sendo 546 de artropodes
(Whalon et al., 2013; Tabashnik et al., 2014). Pesticidas convencionais sao retirados do
mercado por seus efeitos indesejaveis a saide humana e aos organismos benéficos e
novos produtos vém sendo desenvolvidos (Moustafa et al., 2016).

O aumento no surgimento de pragas, os efeitos negativos ao meio ambiente e a

saude humana devido ao uso de pesticidas sintéticos e o aumento da demanda de



produtos mais sauddveis pelos consumidores revigoraram a pesquisa de novas moléculas
(Moshi & Matoju, 2017). Efeitos de inseticidas sobre insetos benéficos como abelhas,
predadores e parasitoides tem sido estudados (Zanuncio et al., 1998; Cook et al., 2016;
Samuelson et al., 2016; Lefebvre et al., 2017), pois esses compostos sao usados no MIP e
devem ser compativeis com agentes de controle biologico (Stark et al., 2002; Tavares et
al., 2010).

Os oganofosforados foram introduzidos na década de 50 e, até meados de 90,
foram largamente utilizados em pomares dos Estados Unidos (Jones et al., 2009). No
Brasil, o clorpirifos (organofosforado) ¢ uma da moléculas que mais causam
contaminac¢do (Jardim & Caldas, 2012). O grande uso de organofosforados se deve aos
relativo baixo custo e eficiéncia no controle de pragas e doencgas (Silveira et al., 2016).
No entanto, efeitos negativos a saude humana e ambientais de pesticidas a base de
organofosforados (Pimentel, 1995) t€ém causado a retirada destas moléculas do mercado
(Jones et al., 2010). Isto permite a entrada de novos produtos com novos modos de acdo e
menos toxicos a mamiferos e invertebrados (Agnello et al., 2009; Fornasiero et al., 2017).

O espinosade ¢ uma molécula com atividade inseticida, seletiva a algumas
espécies e considerada de baixo risco. Essa molécula, secretada pela bactéria
Saccharopolyspora spinosa, apresenta eficacia maior que a de outras classes de
inseticidas (Thompson et al., 1997, Cleveland et al., 2002), tem sido utilizada no manejo
de insetos-praga. O espinosade possui atividade neurotoxica semelhante a de inseticidas
do grupo dos neonicotindides, mas diferindo no sitio especifico de sua ligagdo ao receptor
de acetilcolina nicotinico e / ou de 4acido gama-aminobutirico (GABA) (Salgado, 1997;

Thompson et al., 2000; Watson, 2001; Lopez et al., 2012). Por isto, pode ser utilizada em



rotagdo com moléculas como o imidaclopride (Orr et al., 2009) e com agentes de controle
bioldgico em algumas culturas (Liu et al., 2016).

Inimigos naturais sdo importantes em programas de manejo integrado de pragas
(MIP) (Zanuncio et al., 1996; Molina-Rugama et al., 1997). Espécies do género Podisus
(Heteroptera: Pentatomidae) sdo predadores generalistas (Prezoto et al., 2006; Poderoso
et al,, 2016) de lepidopteros desfolhadores como Anticarsia gemmantalis Hiibner
(Noctuidae), Spodoptera exigua Hiibner (Noctuidae), Spodoptera frugiperda (Smith)
(Noctuidae) e Alabama argilacea Hiibner (Noctuidae) (Mohaghegh et al., 2001; Oliveira
et al., 2004; Zanuncio et al., 2008; Santos et al., 2016; Strapasson et al., 2016). Este
género ¢ encontrado em diversos ambientes e partes do mundo (Molina-Rugama et al.,
1998).

O predador Podisus nigrispinus (Dallas, 1851) (Heteroptera: Pentatomidae)
(Magalhaes et al., 2014) apresenta potencial para programas de controle bioldgico
(Medeiros et al., 2000) em culturas agricolas como algoddo e soja, e areas florestais
(Lemos et al., 2001; Medeiros et al., 2004; Zanuncio et al., 2014; Castro et al., 2015). A
facil criagdo massal e alta capacidade predatoria (Zanuncio et al., 2001; De Bortoli et al.,
2016;) facilitam o uso de P. nigrispinus como inimigo natural em grandes cultivos
(Denez et al., 2014; Strapasson et al., 2016;). A aplicabilidade desse predador em
programas de MIP torna necessario estudar sua compatibilidade com outros métodos de
controle (Castro et al., 2015). Pesticidas como clorantraniliprol, deltametrina, espinosade,
imidaclopride, metamidafos e tiametoxam sdo compativeis com o predador P. nigrispinus

(Torres & Ruberson, 2004; Castro et al., 2013).



Podisus nigrispinus comeca seu processo de digestdo injetando saliva na presa,
um processo chamado de digestdo extra-oral (Gongalves et al., 2016). A saliva desse
inseto paralisa e causa a morte da presa (Cohen, 1990). Este processo de alimentacao
permite o P. nigrispinus se alimentar de presas de mesmo tamanho ou maiores que seu
corpo (Gongalves et al., 2016). No entanto, a produgdo de saliva desse inseto tem grande
quantidade de substincias e, por isto, alto custo energético (Martinez et al., 2014).
Toxinas e enzimas digestivas envolvidas no processo de digestdo extra-oral podem ser
produzidas em estruturas especializadas como glandulas ou intestino de besouros,
percevejos e aranhas (Cohen, 1995; Martinez et al., 2014).

O alimento sugado pelo aparelho bucal de percevejos Asopine segue para o
intestino onde ¢ absorvido. Estruturalmente, o canal alimentar ¢ composto por uma
camada simples de cé€lulas epiteliais, ancoradas a uma membrana basal, com uma camada
descontinua de células musculares (Dow, 1987). O 6rgdo ¢ considerado uma barreira
fisica e quimica contra patdgenos, ingeridos na alimentagdo (Chapman, 1998; Levy et al.,
2004) e representa a primeira defesa contra intoxicagdes por diferentes substancias em
insetos (Tate et al., 1982; Pradeepa et al., 2016).

Este trabalho teve como objetivo avaliar efeitos histologicos e letalidade celular
em tecidos ndo alvo de P. migrispinus pela ingestdo de presas contaminadas com o

inseticida neurotdxico espinosade.
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Mudancas histologicas causadas pelo inseticida espinosade no intestino médio de

Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae)
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Resumo: Podisus nigrispinus Dallas (Heteroptera: Pentatomidae) ¢ um importante agente
de controle biologico devido a sua ocorréncia natural, agressividade, voracidade e por ser
um predador generalista. O uso de pesticidas de amplo espectro ¢ um risco para esse
inseto em programas de controle biologico. Moléculas mais seletivas vem sendo
introduzidas no mercado e o espinosade ¢ descrito como seletivo a grande parte dos
inimigos naturais. O objetivo deste trabalho foi avaliar as mudangas histologicas no
intestino médio de P. nigrispinus exposto ao inseticida espinosade. Teste de toxicidade

foi realizado a fim de estimar as concentracoes letais (CL;s, CLsop, CL75, CLgg € CLgo).
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Pupas de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) contaminadas pela CLso de
espinosade foram dadas como alimento para P. nigrispinos e ap6s os tempos 30 minutos,
1, 3 e 6 horas do inicio da alimentagdo, o intestino médio, separado nas regides anterior,
médio e posterior, como tecido ndo alvo e o cérebro como tecido controle foram
extraidos. Técnicas de Microscopia de luz e confocal foram realizadas para verificar as
mudangas histoldgicas e morte celular, respectivamente. O espinosade foi toxico ao P.
Nigrispinus com uma CL50 de 2,22 puL (1,898-2,457). A vacuolizagdo e perda da matriz
peritrofica foram sintomas histologicos observados, causados pelo espinosade. A
vacuolizacdo tem a fun¢do de tentar retirar substincias toxicas de dentro da célula. A
perda da matriz peritrofica pode permitir danos ao tecido do 6rgdo e a entrada de
microrganismos no tecido. A morte celular foi o resultado final da contaminagdo do
tecido, que perde a capacidade de defesa e de absorver nutrientes, levando o inseto morte.
O espinosade foi toxico para o P. nigrispinus, € sua CLsy causou mudangas histologicas,

levando a célula das trés regides do intestino médio a morte.

Palavras chave: controle bioldgico, inseticida, matriz peritréfica, organismo ndo-alvo,

toxicidade

Abstract: Podisus nigrispinus Dallas (Heteroptera: Pentatomidae) is an important
biological control agent due to its natural occurrence, aggressiveness, voracity and being
a general predator. The use of broad spectrum pesticides is a risk for the use of biological
control. More selective molecules have been introduced in the market and spinosad is

described as selective of most of the natural enemies. The objective of this work was to
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evaluate the histopatology in the midgut of P. nigrispinus exposed to the insecticide
spinosad. Toxicity test was performed to verify toxicity of the insecticide to the predator
and its lethal concentrations (LC,s, LCso, LC7s, LCop and LCqg). Tenebrio molitor
(Coleoptera: Tenebrionidae) pupae contaminated by the LCsg of spinosad were offered as
food source to P. nigrispinus for 30 minutes, one, three and six hours after feeding.
Midgut as non-target tissue and brain as control tissue were extracted. Midgut was
separated in the anterior, middle and posterior regions. Light microscopy and confocal
microscopy were performed to verify histological changes and cell death, respectively.
Spinosad was toxic to P. nigrispinus. Many are the works that bring spinosad as lethal to
natural enemies. The vacuolization and peritrophic matrix loss are signs of cell
intoxication. Vacuolation has the function of try to remove toxic substances from cell
interior. The loss of the peritrophic matrix can cause damage to the organ tissue and
allow the entry of microorganisms into the tissue. Cell death is the end result of tissue
contamination, which loses the ability to defend and absorb nutrients, leading to insect
death. Spinosad is toxic to P. nigrispinus, and its LCsy promotes histological changes,
leading to cell death in the three regions of the midgut.

Key words: Biological control, insecticide, non-target organism, peritrophic matrix,

toxicity

Introduciao
Podisus nigrispinus (Dallas, 1851) (Heteroptera: Pentatomidae) ¢ um predador
importante no Brasil com ocorréncia natural, agressividade, voracidade e generalista.

Este predador ¢ utilizado em programas de controle bioldgico em cultivo como algodao,
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soja e plantios florestais (Medeiros et al. 2004; Zanuncio et al. 2014; Castro et al. 2015;
Poderoso et al. 2016). Adultos e ninfas de P. nigrispinus se alimentam de varias espécies-
pragas pertencentes as ordens Lepidoptera e Coleoptera (Lemos et al., 2005; De Bortoli
et al., 2011; Zanuncio et al., 2016; Bottega et al., 2017).

O aumento no uso de pesticidas sintéticos pode provocar o surgimento de pragas
resistentes, bem como de efeitos negativos ao meio ambiente e a satide humana, e isso
vem aumentando a demanda por produtos mais saudaveis pelos consumidores,
revigorando a pesquisa de novas moléculas (Moshi & Matoju, 2017). Efeitos de
inseticidas sobre insetos benéficos a agricultura como abelhas, predadores e parasitoides
tem sido relatados (Cook et al., 2016; Samuelson et al., 2016; Lefebvre et al., 2017).
Inseticidas usados no manejo integrado de pragas (MIP) em muitos sistemas de producao
devem ser compativeis com agentes de controle biologico (Michaud & Grant, 2003).

O excesso de agrotoxicos pode reduzir populagdes de inimigos naturais (Regan et
al., 2017). A manuten¢do e preservaciao desses organismos no agroecossistema deve ser
considerada no do MIP, e auxiliar o manejo da resisténcia de insetos a inseticidas (Ghazy
et al., 2016), reduzindo frequéncias e volumes de aplicagdo. Novos produtos seletivos
vém sendo desenvolvidos e utilizados em substituicdo a pesticidas convencionais que
causam efeitos indesejaveis a organismos nao-alvo e a saide humana (Moustafa et al.,
2016).

Espinosade ¢ uma molécula do grupo das espinosinas, com atividade inseticida
seletiva a algumas espécies e considerada de baixo risco (Anjum & Wright, 2016; Bai et
al., 2016). Nas condi¢cdes naturais, a espinosina ¢ secretado pela bactéria

Saccharopolyspora spinosa, e¢ tem alta eficicia comparada com outras classes de
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inseticidas (Thompson et al., 1997, Cleveland et al., 2002). O espinosade possui atividade
neurotdxica semelhante aos inseticidas do grupo dos neonicotindides, mas diferindo no
sitio especifico de sua ligagcdo ao receptor de acetilcolina nicotinico e/ou ao receptor de
acido gama-aminobutirico (GABA) (Salgado 1997; Thompson et al., 2000; Watson 2001,
Lopez et al., 2012). O espinosade tem sido indicado para cultivos organicos € no manejo
integrado em rotacdo com moléculas como o imidaclopride (Orr et al., 2009; Gonzales-
Cobos et al., 2016; Herbst et al., 2017).

O intestino médio do inseto esta envolvido com digestdo e absor¢cdo de nutrientes,
producdo de enzimas, e se encontra dividido em trés porgdes, um intestino médio anterior
e posterior largo, e um intestino médio tubular (Gongalves et al., 2016). O epitélio do
6rgdo ¢ composto de uma uUnica camada de células colunares uniformes (Rost et al.,
2005) e secreta a matriz peritréfica, um envelope que envolve o bolo alimentar,
separando o alimento do epitélio (Lehane, 1997). O intestino pode ser considerado a
primeira barreira contra intoxicagdes e porta de entrada de substdncias em vérios insetos
(Tate et al., 1982; Pradeepa et al., 2016).

A utilizagdo de moléculas para o controle de pragas, mesmo as mais seletivas,
como o espinosade, pode gerar efeitos adversos em inimigos naturais, como P.
nigrispinus.

O objetivo deste trabalho foi avaliar toxicidade, mudancas histologicas e
mortalidade celular no intestino médio de P. nigrispinus apds consumir alimento

contaminado por espinosade.
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Material e Métodos
Insetos

Adultos de P. nigrispinus foram obtidos da criacdo massal do Laboratorio de
Biologia Celular e Estrutural (Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil),
mantida a 27 £ 2 °C, umidade relativa de 75 + 5% e 12:12 h de fotoperiodo (l:e). Esses
insetos foram alimentados com pupas de Tenebrio molitor e folhas de Eucalyptus grandis
(W. Hill ex. Maiden) ad libitum (Neves et al., 2010).

Pupas de T. molitor foram obtidas da criacdo massal do Laboratorio de Controle
Biologico de Insetos (LCBI) do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria
(BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV) em Vigosa, Estado de Minas
Gerais, Brasil. Pupas de 7. molitor foram mantidas em bandejas de plastico (60 cm de
comprimento x 40 cm de largura X 12 cm de altura) com temperatura de 25 + 1°C,
umidade relativa de 70 = 10% e 12:12 h de fotoperiodo (l:e). Adultos de P. nigrispinus e
pupas de 7. molitor, sem amputacdes ou malformagdes aparentes, foram utilizados nos

bioensaios.

Bioensaios

Seis concentracdes da molécula inseticida espinosade foram preparadas a partir do
produto comercial Tracer® (Dow AgroSciences Industrial Ltda., Sdo Paulo — SP, Brasil),
diluidas em série, a partir da concentracdo inicial de uma parte do inseticida comercial,
para uma parte de agua destilada, além do controle (dgua destilada) foram ajustadas em 1

mL de solucdo estoque (tratamentos e dgua destilada): 0,75, 1,5, 3, 6, 12 e 24%(m/v). As

21



seis concentragdes obtidas a partir das dilui¢des foram aplicadas em um volume de 5 pL.
sobre a presa, 7. molitor, para alimentacdo dos adultos de P. nigrispinus. Oitenta insetos
foram utilizados por concentragdo do espinosade. Os insetos foram individualizados em
tubos de vidro de fundo chato (2,5 x 9 cm). A mortalidade foi registrada, a cada 24 h, por
72 h apo6s o inicio da exposicao.

Dez pupas de T. molitor foram mergulhadas por 10 segundos numa solugdo
inseticida a base de espinosade coma CLs, estimada (2,22 pL de ingrediente ativo/mL de
solucdo, equivalente a CLsy determinada anteriormente) e colocadas sobre papel toalha
por um minuto para retirar o excesso de inseticida. Em seguida, as pupas foram
individualizadas em tubos de vidro de fundo chato (2,5 x 9 cm) vedados com algodao
hidrofilo, onde foram colocados um adulto de P. nigrispinus (com idade seis dias). Cada
individuo permaneceu se alimentando da presa por 0,5, 1, 3 ou 6 h, constituindo os
tratamentos. No controle, as presas foram mergulhadas em agua destilada e oferecidas

como alimento aos adultos de P. nigrispinus por uma hora.

Microscopia de luz

Adultos de P. nigrispinus foram alimentados por 7. molitor contaminados com
espinosade na concentracao letal estimada de CLsy em diferentes periodos de tempo (0.5,
1, 3 e 6 horas) e crioanestesiados a -4 °C. O cérebro e intestino médio foram dissecados
em solucdo salina para insetos (NaCl 0,1 M; KH,PO4+ 0,1 M e Na,HPO40,1 M ) e
transferidos para solu¢do fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 12h a5 °C. A
seguir as amostras de intestino médio foram desidratadas em série crescente de etanol

(70°, 80°, 90° e 95°v/v) e embebidas em historesina JB4 (Electron Microscopy Sciences,
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Fert Washingtcn, PA). Se¢des ccm 3 pum de espessura fcram cbtidas, ccradas ccm
hematcxilina e ecsina e analisadas em micrcscopic de luz Olympus BX-60 (Olympus

Ccrpcraticn, Tckyc, Japan).

Microscopia confocal

Podisus nigrispinus fcram alimentadcs ccm 7. molitor ccntaminadcs ccm
ccncentragac letal estimada de CLso dc espincsade. Apos diferentes pericdcs de tempc de
expcsicac (6, 12, 24 e 48 h), P. nigrispinus fcram discecadcs em tampac de fcsfatc de
sodic (PBS a 0,1 M), ¢ cérebre e as trés regides dc intestinc médic fcra transferidcs para
sclucac fixadcra de Zambcni per 2 h. A seguir, as amcstras de intestinc médic e cérebre
fcram lavadas ccm PBS centendc 1% de Tritcn X-100 (PBST) e incubadas ccm 1,5% de
de scrc albumina bevine em PBST durante 15 min. As amcstras fcram incubadas ccm
anticcrpc anti-clivadc-caspase 3 (Trevigen, Gaithersburg, MD, EUA) a 1:500 em PBST
durante trés dias. Apds lavagem com PBST, as amostras foram incubadas com anticorpo
IgG de coelho conjugado com FITC com isotiocianato de fluoresceina (FITC) a 1:500 em
PBST durante dois dias no escuro, lavadas com PBST. O nucleo foi corado com iodeto
propidio (5 mg / mL) durante 5 min. As amostras de intestino médio foram montadas em
laminas de vidro com 50% Sacarose e examinadas usando um microscépio confocal de

varredura a laser (Zeiss LSM510 META, Carl Zeiss, Jena, Germany).
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Analise estatistica

As concentragoes letais CLjs, CLsop, CL7s, CLgg, CLg9 € os limites de confianca
foram determinados por regressdo baseada em concentracdao probit-mortalidade (Finney
1971) com o procedimento PROC PROBIT do programa SAS User v. 9.0 para Windows

(SAS Institute 2002).

Resultados
Mortalidade

Toxicidade

As concentragdes letais do espinosade (x’= 30,6776; gl= 5) foram toxicas para
adultos de P. nigrispinus. As cinco concentragdes letais (CL,s, CLso, CL7s, CLgg € CLgo)
(Tabela 1) foram estimadas por Probit (x*; P< 0,001). A mortalidade foi < 1% no

controle.

Mudangas histologicas

A estruturacdo histologica do cérebro de P. nigrispinus se apresenta normal, com
células de formato regular e niicleos com cor e formato uniforme. O histologia do cérebro
ndo apresentou mudangas visiveis entre tratamentos (Fig 1-A, B, C, D, E).
Intestino médio anterior

As células colunares do intestino médio anterior exibiram conformag¢do normal,
com nucleos evidentes e citoplasma com baixa vacuolizagdo. As células se encontraram
justapostas com matriz peritrofica de forma continua e sem dobras (Fig 1- F). Apds 30

minutos de exposi¢do ao espinosade, a célula do intestino médio anterior ndo teve
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mudangas (Fig 1-G). O aumento no numero ¢ tamanho dos vactiolos formados no
interior das células, além da perda do formato colunar caracteristico e a condensacdo da
cromatina ocorrem apos uma hora (Fig 1-H). A partir de trés horas de exposicao, ndo foi
visivel a matriz peritrofica e a célula comegou a ter perda parcial de sua porg¢do apical
(Fig 1-1). Apos seis horas de exposicdo ao espinosade, foi possivel visualizar dobras do
epitélio e todos os eventos visualizados nas tempos anteriores, foram repetidos (Fig 1-J).
Intestino Médio Médio

As células do intestino médio médio exibiram conformagao colunar caracteristico,
nucleos evidentes, citoplasma com vacuolizacdo normal e sem dobras (Fig 1-L). Apo6s 30
minutos de exposi¢do ao espinosade, o tecido apresentou caracteristicas similares ao
comparado ao controle (Fig 1-M). A partir de uma hora, a vacuoliza¢do e as dobras do
epitélio aumentaram (Fig 1-N). Apos trés horas de exposi¢do ao inseticida, os tecidos
exibiram as mesmas caracteristicas observadas nos tecidos dos individuos ap6s uma hora
de exposi¢do (Fig 1-O). Apos seis horas de exposicdo, as células do intestino médio
médio comecaram a eliminar material celular para o lamem do 6rgao (Fig 1-P).
Intestino Médio Posterior

As células do intestino médio posterior do controle apresentaram aspectos
semelhantes as do intestino médio médio e médio anterior (Fig 1-Q). Apds 30 minutos de
exposi¢do ao alimento contaminado com espinosade, as células do intestino posterior nao
apresentaram sintomas de intoxicacdo (Fig 1-R). A partir de uma hora, a vacuolizagdo foi
observada (Fig 1-S), seguida de uma intensificagdo neste processo nos tempos 3 e 6 horas

e a perda do formato caracteristico da célula (Fig 1-T; 1-U).

25



Morte celular
Os tecidos do cérebro, intestino médio anterior, intestino médio médio e intestino
médio posterior apresentaram um aumento na apoptose, com o passar dos tempos

avaliados (Fig. 2).

Discussao

A mortalidade de P. nigrispinus demonstrou a sensibilidade desse predador ao
espinosade. Cerca de 71% dos trabalhos publicados relatam o espinosade como letal a
predadores e 100% dos trabalhos demonstram ser este inseticida toxico para parasitoides
(Biondi et al., 2012). O espinosade foi compativel com Picromerus bidens (Linnaeus,
1758) (Hemiptera: Pentatomidae) no manejo integrado de pragas (Mahdian et al., 2007).
Este inseticida foi seletivo para inimigos naturais, incluindo P. nigrispinus (Salgado,
1998; Thompson & Hutchins, 1999; Torres et al., 2002). A seletividade do espinosade
para organismos nao alvo ¢ discutivel (Castro et al., 2013) devido a alteracdes em
comportamento e morte de insetos benéficos, descritos como respostas a exposi¢ao
(Desneux et al., 2007; Rabea et al., 2010).

A vacuolizacdo apos uma hora de alimentacdo mostra que o processo ¢ a primeira
resposta a contaminagao nas trés regides do intestino (Bravo et al., 1992). A vacuoliza¢ao
¢ um processo associado a acdo detoxicante, responsavel por defender células e evitar que
grandes quantidades de substancias atinjam demais 6rgdos (Wang et al., 2013). A intensa
vacuolizacdo do citoplasma tem sido caracterizado como processo de morte celular
causado por autofagia (Levine & Klionsly, 2004), provocando a perda da forma padrao e

aparéncia de degeneracdo da célula indicam o processo de apoptose celular (Gongalves et
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al., 2016). Inseticidas provocaram danos estruturais a células de intestino de larvas de
mosquitos Culex quinquefasciatus (Say, 1823) (Diptera: Culicidae) (Alves et al., 2010).
A condensacdo da cromatica ocorre normalmente no momento de mitose celular (Dou et
al., 1999), ¢ em casos de citotoxidade, a cromatina condensada ¢ um dos sintomas de
apoptose (Wahab et al., 2009). Os inseticidas cipermetrina, malation e o 6leo de nem
aumentaram a condensacdo de cromatina em células da glandula de seda de lagartas de
terceiro instar da Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae)
(Santos et al., 2014). A ruptura da matriz peritréfica diminui a sobrevivéncia de insetos,
sendo esta, responsavel por proteger o epitélio de abrasdes e microrganismos, além de
promover compartimentacdo de enzimas (Bolognesi, 2008). Bacillus thuringiensis causa
o distanciamento da matriz peritréfica e do epitélio de Psoroptes cuniculi (Delafond,
1859) (Sarcoptiformes: Psoroptidae) (Dunstand-Guzman et al., 2015). A desorganizac¢ao
do epitélio reduz a resposta a intoxicagdo, sendo este responsavel por ativar resposta de
defesa do orgdo (Janeh et al., 2017). O inseticida lufenuron provocou a desorganizagdo
do epitélio de Anthonomus grandis (Boheman, 1843) (Coleoptera: Curculionidae) (Costa
etal., 2017) , semelhante ao encontrado neste trabalho.

O tempo requerido pelo bolo alimentar no trato digestivo e as diferentes fungdes
que cada regido do intestino desempenham podem ser responsaveis pelas diferencas de
sintomas nas trés partes do intestino médio (Trumm & Dorn, 2000; Bu & Chen 2009). O
movimento peristaltico é responsavel por realizar a passagem do bolo alimentar através
do sistema digestivo do inseto (Gallopin & Kitching, 1972). As trés regides do intestino
médio apresentam histologia diferente e funcdes distintas, proporcionando uma melhor

alimentacdo e digestdo (Guedes et al., 2007).
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A morte celular foi continua em todos os tecidos avaliados onde o inseto ingeriu
alimento contaminado com espinosade. Pesticidas provocam estresse oxidativo,
aumentando as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, a diminui¢do da habilidade de
defesa de antioxidantes e inducdo da fragmentacdo do DNA, provocando morte celular
(Astiz et al., 2009). O progresso na mortalidade de células sugere falta de capacidade das
células em se recuperar, sendo a apoptose um processo autodestrutivo, que tem papel
importante na determinacdo de sobrevivéncia celular (Shao et al., 2016). O espinosade ¢
conhecido por provocar apoptose em células de Bombyx mori (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Bombycidae) e Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) (Gu et al., 2014; Yang et al., 2017).

O espinosade ¢ toxico para o P. nigrispinus, ¢ sua CLsy provocou mudangas
histologicas, causando a morte das células das trés regides do intestino médio. O intestino
médio € importante para alimentacdo do inseto, sendo este 6rgdo responsavel pela

absorcao de nutrientes utilizados na manutencao da vida do inseto.
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Tabela 1. Concentracdes letais de espinosade em adultos de Podisus nigrispinus

(Heteroptera: Pentatomidae)

CL VE IC 'S
25 1.341 1.065 - 1.583

50 2.186 1.898 - 2.457

75 3.563 3.184 - 4.050 30.67
90 5.809 4.986 - 7.154

99 16.87 12.42 - 26.45

CL, concentragdo letal para matar 25%, 50%, 75%, 90% e 99% de adultos de Podisus
nigrispinus; VE, valor estimado (mg ml™); IC, intervalo de confianga (mg.L™);
d

x’, qui-quadrado para concentragio letal e limites fiduciais baseados em uma

escala logaritmica em nivel de significancia em P <0,0001.
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Controle 0.5h 1h 3h 6h

Intestino Intestino
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Intestino
posterior

Figura 1. Secgdes histologicas do cérebro, intestino médio anterior, médio e posterior de
Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae) em diferentes tempos de alimentacdo
contaminado com inseticida neurotoxico espinosade, mostrando epitélio (Ep), nucleo (n),

citoplasma (c), vacuolo (V), lumen (L) e formacao de vesiculas (seta), dobras do epitélio

(DEp).
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Figura 2. Imunoflourescéncia para detec¢do de apoptose em cérebro, intestino médio
anterior, intestino médio médio e intestino médio posterior de Podisus nigrispinus
(Heteroptera: Pentatomidae) em diferentes tempos de exposi¢do a alimento contaminado

com inseticida neurotdxico espinosade, mostrando morte celular (seta).
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Capitulo 2

Espinosade provoca mudancas histolégicas nas glandulas salivares do percevejo

predador, Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae)

Valdeir Celestino dos Santos Junior®, Luis Carlos Martinez", Angelica Plata-Ruedab, José
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Resumo: Para um bom manejo integrado de pragas, o controle bioldgico e o controle
quimico precisam ser compativeis. As novas moléculas quimicas que entram no mercado
apresentam maior compatibilidade com inimigos naturais. O espinosade ¢ descrito como
seletivo para grande parte dos inimigos naturais, mas estudos vem demonstrando sua
letalidade a diversos predadores e parasitoides. O objetivo deste trabalho foi avaliar as
mudangas histoldgicas nas glandulas de Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae)
exposto ao inseticida espinosade. Teste de toxicidade foi realizado a fim de verificar

toxicidade do inseticida ao predador e suas concentragdes letais (CLys, CLso, CL75, CLgo €
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CLg9). Pupas de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidade) contaminadas pela CLs
de espinosade foram dadas como alimento para P. nigrispinos ¢ 30 minutos, 1, 3 ¢ 6
horas apos inicio da alimentagdo as Glandulas salivares (tecido ndo-alvo) e o cérebro
(tecido controle) foram extraidas. As glandulas foram separadas em glandulas principais
e glandulas acessorias. Microscopia de luz e confocal foram realizadas para verificar as
mudangas histologicas e morte celular, respectivamente. O espinosade ¢ toxico ao P.
nigrispinus, se mostrando letal ao inseto quando aplicado em suas presas. A
vacuolizacdo, seguida da desestruturagdo celular ¢ um sintoma da intoxicacdo do inseto
pelo espinosade. A vacuolisacdo foi a primeira tentativa de detoxicagdo da célula. A
desestrutura¢do da célula foi decorrente da excessiva vacuolizacdo e perda de partes
essenciais para a sobrevivéncia celular. A apoptose avaliada em todos os tecidos foi
progressiva. O espinosade ¢ conhecido por induzir a morte programada de células pela
disfuncao mitocondrial. O espinosade foi toxico para o percevejo predador P. nigrispinus,
e sua CLsy promove mudangas histologicas, levando a célula de glandulas salivares a

morte.

Palavras-chave: apoptose, controle bioldgico, tecido ndo alvo, toxicidade, vacuolizagdo

celular

Abstract: For a good integrated pest management, biological control and chemical
control must be compatible. The new chemical molecules that are entering the market are
more compatible with natural enemies. Spinosad is described as selective to most of the

natural enemies, but studies have shown its lethality to various predators and parasitoids.
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The objective of this work was to evaluate the histological changes in the glands of
Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae) exposed to the insecticide spinosad.
Toxicity test was performed to verify toxicity of the insecticide to the predator and its
lethal concentrations (LCjs, LCso, LC7s, LCop and LCyg). Tenebrio molitor (Coleoptera:
Tenebrionidae) pupae contaminated by spinosad LCsy were gave as food source to P.
nigrispinus and 30 minutes, one, three and six hours after feeding, salivary glands as non-
target tissue and brain as control tissue were extracted. The glands were separated on
main glands and accessory glands. Light microscopy and confocal microscopy were
performed to verify histological changes and cell death, respectively. Spinosad is toxic to
P. nigrispinus, being lethal to predator when applied on its prey. Vacuolization, followed
by cellular disruption is a symptom of insect poisoning by spinosad. Vacuolisation is the
first attempt to detox the cell, the cell disruption is due to excessive vacuolization and
loss of essential parts of cell. The apoptosis is seen in all tissues as progressive. Spinosad
is known to induce programmed cell death by mitochondrial dysfunction. Spinosad is
toxic to predatory bug P. nigrispinus, and its LCsy promotes histological changes, leading

the salivary gland cell to death.

Key worlds: apoptosis, biological control, cell vacuolation, non-target tissue, toxicity

Introduciao

Diversos estudos vém sendo realizados ao longo dos anos sobre o predador P.

nigrispinus (Dallas, 1851) (Heteroptera: Pentatomidae) (Molina-Rugama et al., 1998;

Magalhaes et al., 2014), por apresentar grande potencial para compor programas de
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controle biologico (Medeiros et al., 2000). Fatores como facil criagdo massal e alta
capacidade predatoria (Zanuncio et al., 2001; De Bortoli et al., 2016) facilitam o uso do
P. nigrispinus em culturas agricolas e areas florestais (Lemos et al., 2001; Zanuncio et al.,
2014; Denez et al., 2015; Strapasson et al., 2016). O uso de P. nigrispinus em programas
de Manejo Integrado de Pragas (MIP), torna necessaria a compatibilidade desse predador
com outras formas de controle (Castro et al.,, 2015). Pesticidas como deltametrim,
imidaclopride, metamidafos, espinosade, tiametoxam e clorantraniliprol demonstram
compatibilidade com P. nigrispinus (Torres & Ruberson, 2004; Castro et al., 2013).

Efeitos colaterais a saude humana, a vertebrados € ao meio ambiente mostra a
necessidade de se reduzir o uso de pesticidas (Zadoks & Waibel, 2000). Contaminacao de
corpos d’agua, alimentos e trabalhadores por pesticidas (Gangemi, et al., 2016; Gérez et
al., 2017; Rivera-Becerril et al., 2017) tem mudado o comportamento dos consumidores,
onde cada vez mais, pressionam o setor agricola por produtos mais sustentaveis
(Fernandez-Alba & Agiiera, 2007). Com o desuso de moléculas como o organoclorados
(Gueueke et al., 2013), a induastria quimica necessita produzir novas moléculas mais
eficientes e menos toxicas (Agnello et al., 2009).

O espinosade ¢ uma molécula com atividade inseticida seletiva para algumas
espécies artropodes e de baixo risco para vertebrados e invertebrados (Liu et al., 2016;
Kovarikova et al., 2017). Pertencente ao grupo das espinosinas, em condigdes naturais, ¢
secretada pela bactéria Saccharopolyspora  spinosa (Actinomycetales:
Pseudonocardiaceae) e atualmente ¢ utilizado para manejo de diversas pragas nos maiores
paises produtores agricolas (Kirst, 2010). O espinosade ¢ um inseticida neurotdxica

(Salgado, 1998), semelhante ao grupo dos neonicotindides (Mota-Sanchez et al., 2006),
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mas diferindo no sitio especifico de sua ligacdo aos receptores de acetilcolina nicotinico e
do 4cido gama-aminobutirico (GABA) (Watson, 2001). Em MIPs, o espinosade pode ser
rotacionado com moléculas como o imidaclopride e amitraz (Orr et al., 2009; Jonsson et
al., 2010).

A citotoxicidade por inseticidas, um novo ramo derivado da toxicologia e da
citotoxicologia procura avaliar danos e elucidar o mecanismo de agdo de moléculas
quimicas em células de insetos (Zhong et al., 2016). A citotoxidade vem sendo utilizada
como ferramenta para entender os efeitos de substancias potencialmente toxicas em
tecidos alvo e ndo alvo de diferentes organismos (Davila et al., 1998; Yang et al., 2017).

P. nigrispinus apresenta habito alimentar zoofitéfago (Torres & Boyd, 2006) e a
digestdo ocorre através da inje¢do de saliva na presa, um processo chamado de digestao
extra-oral (Gongalves et al., 2016). As glandulas salivares desse inseto produzem saliva
composta por diferentes substancias tais como agua, lipidios, carboidratos e enzimas
favorecendo a digestdo extra-oral, além de manter a eficdcia no consumo das presas
(Martinez et al., 2014), embora, compostos toxicos proteicos e ndo proteicos desse inseto
sdo responsaveis pela paralizacdo e morte da presa (Cohen, 1990; Martinez et al., 2016).
Por apresentar grande quantidade de substincias na saliva, sua produgdo apresenta alto
custo energético na digestdo extra-oral (Martinez et al., 2014; Martinez et al., 2016).
Cerca de 79% dos artropodes terrestres predadores utilizam a digestdo extra-oral como
forma de alimentagdo, e através da inje¢do de compostos tOxicos em suas presas, estes
aumentam sua eficiéncia na extragcdo de matéria e nutrientes da presa (Cohen, 1995).

Predadores tem tolerancia relativa a inseticidas, o que enfatiza a importancia para

o potencial sucesso de programas de MIP (Zanuncio et al., 2011). Embora exista pouca
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informacgdo dos efeitos histoldgicos e ultraestruturais causados em insetos predadores
quando expostos a inseticidas usados para o controle de suas presas. A utilizacao de tais
moléculas para o controle de pragas, mesmo as mais seletivas, como o espinosade, pode
gerar efeitos nocivos as populacdes desse inimigo natural com consequéncias diretas nas
estratégias de predacdo e alimentacao.

O objetivo deste trabalho foi avaliar toxicidade, mudancas histologicas e
mortalidade celular em glandulas salivares de P. nigrispinus apds consumir alimento
contaminado por espinosade.

Material e Métodos

Insetos

Adultos de P. nigrispinus foram obtidos da criacdo massal no Laboratorio de
Biologia Celular e Estrutural (Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais, Brasil),
mantida a 27 £ 2 °C, umidade relativa de 75 £ 5% e 12: 12 h de fotoperiodo. Esses
insetos foram alimentados com pupas de Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae)
e folhas de Eucalyptus grandis (W. Hill ex. Maiden) ad libitum (Neves et al., 2010).

Pupas de T. molitor foram obtidas da criagdo massal do Laboratério de Controle
Biologico de Insetos (LCBI) do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria
(BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV) em Vigosa, Estado de Minas
Gerais, Brasil. Pupas de 7. molitor foram mantidas em bandejas de plastico (60 cm de
comprimento x 40 cm de largura X 12 cm de altura) com temperatura de 25 + 1°C,

umidade relativa de 70 = 10% e 12:12 h de fotoperiodo. Adultos de P. nigrispinus e
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pupas de 7. molitor, sem amputacdes ou malformagdes aparentes, foram utilizados nos

bioensaios.

Bioensaio de toxicidade

Seis concentragcdes da molécula inseticida espinosade foram usadas nos teste de
toxicidade a partir do produto comercial Tracer® SC 480 g L' (Dow AgroSciences
Industrial Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil), diluidas em série, a partir uma solugdo estoque do
inseticida comercial. Seis concentracdes de espinosade além do controle (agua destilada)
foram ajustadas em 1 mL de solugdo estoque (tratamentos e agua destilada): 0,75, 1,5, 3,
6, 12 e 24% (m/v). As seis concentragdes obtidas a partir das diluigdes foram aplicadas
em um volume de 5 pL sobre pupas de 7. molitor e deixadas secar no ambiente. A seguir,
pupas com expostas ao inseticida foram usadas como presa e oferecidas para alimentagao
do predador. Oitenta adultos de P. nigrispinus foram individualizados em tubos de vidro
de fundo chato (2,5 x 9 cm), utilizados por concentragdo e o numero de insetos mortos
contados apos a exposicao das pupas de 7. molitor com o inseticida em intervalos de 6 h

até 72 h.

Alteragoes histologicas

Adultos de P. nigrispinus foram expostos a concentracdo letal estimada CLsy do
espinosade em diferentes periodos de tempo (0.5, 1, 3 e 6 h) e crioanestesiados a -4 °C. O
cérebro e as glandulas salivares foram dissecados em solu¢do salina para insetos (NaCl
0,1 M; KH,PO4+ 0,1 M e Na,HPO4 0,1 M) e transferidos para solu¢dao fixadora de

Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 12 ha 5 °C. A seguir as amostras foram desidratadas
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em série crescentes de etanol (70°(v/v), 80°(v/v), 90°(v/v) e 95°(v/v)) e embebidas em
historesina Leica (Leica Biosystem Nussloch GmbH, Wetzlar, Germany). Se¢des com 3
um de espessura foram obtidas, coradas com hematoxilina e eosina e analisadas em

microscopio de luz Olympus BX-60 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan).

Apoptose

O cérebro, a glandula salivar principal e glandula salivar acessoria de P.
nigrispinus expostos por 6, 12, 24 e 48 h ao espinosade (com a concentragdo letal
estimada CLs) foram dissecados em 0,1 M de tampao de fosfato de sodio (PBS) (Sigma-
Aldrich, St. Luis, MO, USA) e transferidos para solu¢do fixadora de Zamboni por 2 h.. A
seguir, as amostras foram lavadas com PBS contendo 1% de Triton X-100 (PBST). As
amostras foram incubadas com anticorpo anti-clivado-caspase 3 (Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA) diluido 1:500 em PBS por 24 h a -4°C. Apos
incubagdo, as amostras foram lavadas 10x em PBS e incubadas com anticorpo secundario
IgG anti-coelho conjugado com isotiosinate de fluoresceina (FITC) (Sigma-Aldrich, St.
Luis, MO, USA) diluido 1:500 em PBS por 24 horas no escuro a -4°C. O cérebro, a
glandula salivar principal e glandula salivar acessoria, marcados para Caspase-3 foram
lavados novamente, e os nucleos das células foram corados com iodeto TO-PRO-3 (Life
Technologies, Carlslbad, CA, USA) durante 1 h. As amostras foram montadas em
laminas de vidro com 50% sacarose e examinadas usando um microscépio confocal de

varredura a laser Zeiss LSM510 META (Carl Zeiss, Jena, Germany).
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Analise estatistica

As concentragoes letais CLys, CLsg, CL7s, CLgy, CLgg ¢ 0s limites de confianca
foram determinados por regressdo baseada em concentragdo probit-mortalidade (Finney,
1971) com o procedimento PROC PROBIT do programa SAS User v. 9.0 para Windows
(SAS Institute 2002). Os dados do bioensaio de sobrevivéncia foram submetidos a andlise
de sobrevivéncia utilizando o estimador Kaplan-Meier (método Log-rank) usando o
programa Origin Pro v. 9.1 (OriginLab Corporation, 2013). Dados dos percevejos que

sobreviveram até o final do experimento foram tratados como dados censurados.

Resultados
Toxicidade

As diferentes concentragdes letais (CLs, CLsg, CL7s, CLgy € CLgg) foram
estimadas pelo Probit (X°; P < 0,001) (Tabela 1). As concentragdes letais de espinosade
(X’ =30.67; gl = 5, P < 0,001) demonstraram toxicidade deste composto a adultos de P.

nigrispinus. Mortalidade foi < 1% no controle.

Histologia

A estruturagcdo histologica do cérebro se apresentou normal, com células de
formato firme e nucleo de cor e formato uniforme. O cérebro ndo apresentou mudangas
histolégicas visiveis entre controle e os tratamentos com espinosade (Figs. 1a-e).

A glandula salivar principal de P. nigrispinus ndo exposta ao inseticida ndo
mostrou alteragdes nas células epiteliais. O epitélio foi formado por uma camada simples

de células variando de cubicas a colunares (Fig. 1f), com nucleo esférico bem
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desenvolvido com predominio de cromatina descondensada e nucléolo evidente. O
citoplasma mostrou aspecto homogéneo com poucos vacuolos e granulos. O conteudo do
limen teve aspecto homogéneo e acidofilo. Externamente, a glandula salivar principal
estava revestida por uma membrana basal delgada.

Alteragdes histologicas no epitélio da glandula salivar principal foram observadas
apos 30 minutos da exposicao do espinosade, mostrando células com um maior nimero e
tamanho de vacuolos no citoplasma e nicleos com cromatina descondensada (Fig. 1g). O
aumento de granulos no citoplasma e perda do formato padrdo das células de cubicas a
colunares que compdem o epitélio foram observados a partir de 1 h (Fig. 1h). Secrecao
apocrina no limen foi observada com aumento gradual entre 1 e 6 h (Figs. 1H-J). Apds 3
h, as células secretoras do epitélio exibira alto nimero de granulos e vacuolos com
formato irregular, nticleos dilatados, condensacdo de cromatina e ruptura da membrana
plasmatica com vazamento do contetido citoplasmatico em direcdo ao lumen (Fig. 1i). O
epitélio da glandula salivar foi destruido ap6s 6 h de exposicdo a espinosade (Fig. 1j).
Ruptura da membrana plasmadtica foi total mostrando vazamento do conteudo plasmatico
em dire¢do ao limen e ruptura da membrana basal com vazamento do conteudo
plasmatico em dire¢do ao hemocele.

A glandula salivar acessoria controle foi composta por células epiteliais colunares
delimitando um estreito lamen (Fig. 1k). O citoplasma das células secretoras da glandula
salivar acessoria foi caracterizado pelo acumulo de vactolos e material finamente
granular no citoplasma, enquanto o nucleo foi esférico, bem desenvolvido com
predominio de cromatina condensada e nucléolo evidente. O niimero de vacuolos e

granulos no citoplasma e nicleos com cromatina descondensada aumentou a partir de 1 h
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(Fig. 11). Apos 3 h, o formato das células se torna muito variado e pode ser visto inchaco
celular, desorganizagdo do contetudo celular, vacuolizacdo intensa e ruptura da membrana
perinuclear (Fig. 1m). Células secretoras que compdem o epitélio foram destruidas apds
exposicao por seis horas ao espinosade (Fig. 1n). A membrana citoplasmatica nio foi

observada existindo uma mistura do conteudo celular em dire¢do ao limen (Fig 1-j).

Microscopia confocal
Os tecidos do cérebro, glandula posterior, 16bulo anterior e glandula acessoéria

apresentaram um aumento na apoptose, com o passar dos tempos avaliados.

Discussao

Estudos com efeitos de dose letal relatam a mortalidade de insetos, mas as doses
subletais estudadas sdo importantes por descrever variacdo de comportamento do inseto e
respostas estruturais e ultraestruturais em células (Tomé et al., 2015; Adamski et al.,
2016). O uso de novas moléculas de inseticidas, pouco conhecidos, podem aumentar seu
uso por sua seguranca ambiental, baseados apenas em sua origem natural (Tomé et al.,
2015). Estudos relacionados a efeitos citotoxicos de inseticidas ainda sdo pouco relatados
(Yun et al., 2017).

A mortalidade do P. nigrispinus pelo espinosade mostrou sua toxicidade a esse
percevejo predador. Este inseticida afeta a ligacdo dos receptores de acetilcolina
nicotinico no sistema neuroldgico, causando compulsérias contragdes musculares,
paralisia, interrupcao da alimentacdo e morte (Salgado, 1998; Sparks et al., 2001). O

espinosade estimula producdo de espécies de oxigénio reativo, levando a apoptose de
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células do figado de Oreochromis niloticos (Perciformes: Cichlidae) (Piner & Uner,
2013). O espinosade foi relatado como compativel com P. nigrispinus (Torres et al.,
2002), e também como toxico ao mesmo percevejo predador (Castro et al., 2015),
demonstrando controversa seletividade (Castro et al., 2013). Alteragdes no
comportamento e morte de insetos benéficos sdo descritos como respostas a exposi¢do ao
espinosade (Desneux et al., 2007; Rabea et al., 2010). O neurotoxico foi letal ou téxico
para predadores e parasitoides em 71% e 100% dos trabalhos, respectivamente (Biondi et
al., 2012).

A vacuolizagdo nas células da glandula principal ¢ o primeiro sintoma, trinta
minutos apds a contaminagdo do inseto por espinosade. A vacuoliza¢do ¢ a primeira
forma de desintoxicacao celular (Bravo ef al. 1992). Bicho da seda apresenta aumento da
vacuolizacdo em glandulas de seda, quando se alimentam de folhas contaminadas com
extratos botanicos de Azadirachta indica (Sapindale: Meliaceae), Ocimum sanctum
(Lamiales: Lamiaceae)e Parthenium hysterophorus (Asterales: Asteraceae) (Naik &
Naik, 2015). Resultado semelhando foi relatado em glandula salivar de Spodoptera litura
(Fab.) (Lepidoptera: Noctuidae) em fase larval quando utilizado Metarhizium anisopliae
(Metch.) (Hypocreales: Clavicipitaceae) (Sree &Padmaja, 2008). A desestruturacdo das
células, seguida da perda do material para o limen da glandula, observada a partir de uma
hora apds a ingestdo de alimento contaminado demonstra a tentativa da célula em retirar
o material contaminado do interior das células (Gutierrez et al., 2007). Chrysomya
megacephala (Diptera: Calliphoridae) quando contaminada com Brevibacillus
laterosporus (Bacillales: Paenibacillaceae) causa vacuolizagdo e desorganizacio

citoplasmatica (Carramaschi et al., 2017). Em adigdo, fipronil causa mudangas
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histoloégicas em tecidos reprodutivos de machos de Coturnix japonica (Galliformes:
Phasianidae) (Khalil et al., 2017).

A apoptose ¢ progressiva em todos os tecidos avaliados dos insetos que
consumiram alimento contaminado por espinosade. O espinosade induz a morte
programada de células pela disfungdo mitocondrial e liberagdo de citocromo C em células
S19 de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) (Yang et al., 2017). A apoptose
ocorre naturalmente ou em resposta a algum tipo de estresse sofrido pela célula (Santos et
al., 2015; Yang et al 2016). A mortalidade celular sugere a falta de capacidade do tecido
em se recuperar da contaminacdo do tecido ao pesticida, diferente do intestino de
Callibaetis radiatus (Ephemeroptera: Baetidae), que se recupera da contaminagdo por
deltametrim 24 horas apos contaminagdo (Gutiérrez et al., 2016). O espinosade pode
apresentar toxicidade genética a insetos (Yang et al., 2016; Pires Aciole et al., 2014),
causando a morte celular .

O espinosade ¢ toxico para o percevejo predador P. nigrispinus, e sua CLsg
promove mudancas histologicas, levando a célula de glandulas salivares a morte. As
glandulas salivares sdo de extrema importancia para alimentacdo e reprodugdo, e
consequente manutencdo de insetos praga abaixo ao niveis de danos economico de areas

agricolas e florestais.

Referencias
Adamski, Z., Radtke, K., Kopiczko, A., Chowanski, S., Marciniak, P., Szymczak, M.,
Spochacz, M., Faladella, P., Lelario, F., Scrano, L., Bufo, S.A. 2016.

Ultrastructural and developmental toxicology of potato and tomato leaf extracts to

52



beet armyworm, Spodoptera exigua (Lepidoptera: noctuidae). Microscopy
Research Technique 79: 948-958.

Agnello, A.M., Atanassov, A., Bergh, J.C., Biddinger, D.J., Gut, L.J., Haas, M.J., Harper,
J.K., Hogmire, H.W., Hull, L.A., Kime, L.F., Krawczyk, G., McGhee, P.S., Nyrop,
J.P., Reissig, W.H., Shearer, P.W., Straub, R.W., Villanueva, R.T., Walgenbach,
J.F. 2009. Reduced-risk pest management programs for Eastern U.S. apple and
peach orchards: a 4-year regional project. American Entomologist 55: 184—197.

Biondi, A., Mommaerts, V., Smagghe, G., Vinuela, E., Zappala, L., Desneux, N. 2012.
The non-target impact of spinosyns on beneficial arthropods. Pest Management
Science 68: 1523—-1536.

Bravo, A., Jansens, S., Peferoen, M. 1992. Immunocytochemical localization of Bacillus
thuringiensis insecticidal crystal proteins in intoxicated insects. Journal of
Invertebrate Pathology 60: 237-246.

Carramaschi, I.N., Pereira, L.A., Baia, V.S., Mallet, J.R.S., Queiroz, M.M C., Zahner, V.
2017. Laboratory evaluation of Brevibacillus laterosporus strains as biocidal agents
against Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) (Diptera: Calliphoridae) larvae.
Journal of Invertebrate Pathology 146: 69—72.

Cohen, A.C. 1990. Feeding adaptations of some predaceous Heteroptera. Annals of the
Entomological Society of America 83: 1215-1223.

Cohen, A.C. 1995. Extra-oral digestion in predaceous terrestrial arthropoda. Annual

Review of Entomology 40: 85-103.

53



Davila, J.C., Rodriguez, R.J., Melchert, R.B., Acosta, D.Jr. 1998. Predictive value of in
vitro model systems in toxicology. Annual Review of Pharmacological and
Toxicology 38: 63-96.

De Bortoli, S.A., Vacari, A.M., Laurentis, V.L., De Bortoli, C.P., Santos, R.F., Otuka,
A.K. 2016. Selection of prey to improve biological parameters of the predator
Podisus nigrispinus (Dallas, 1851) (Heteroptera: Pentatomidae) in laboratory
conditions. Brazilian Journal of Biology 76: 307-314.

Castro, A.A., Corréa, A.S., Legaspi, J.C., Guedes, R.N., Serrdo, J.E., Zanuncio, J.C.
2013. Survival and behavior of the insecticide-exposed predators Podisus
nigrispinus and Supputius cincticeps (Heteroptera: Pentatomidae). Chemosphere
93:1043-1050.

Castro, A.A., Poderoso, J.C.M., Ribeiro, R.C., Legaspi, J.C., Serrdo, J.E., Zanuncio, J.C.
2015. Demographic parameters of the insecticide-exposed predator Podisus
nigrispinus: implications for IPM. BioControl 60: 231-239.

Denez, M.D., Bueno, A.F., Pasini, A., Bortolotto, O.C., Stecca, C.S. 2014. Biological
parameters of Podisus nigrispinus (Hemiptera: Pentatomidae) fed with different
soybean insect pests. Annals of the Entomological Society of America 107: 967—
974.

Desneux, N., Decourtye, A., Delpuech, J.M. 2007. The sublethal effects of pesticides on
beneficial arthropods. Annual Review of Entomology 52: 81-106.

Ferandez-Alba, A.R., Agiiera, A. 2007. Pesticides in food. Analytical and Bioanalytical

Chemistry 389: 1661-1661.

Finney, D.J. 1971. Probit Analysis. Cambridge University Press.

54



Gangemi, S., Miozzi, E., Teodoro, M., Briguglio, G., De Luca, A., Alibrando, C., Polito,
L., Libra, M. 2016. Occupational exposure to pesticides as a possible risk factor for
the development of chronic diseases in humans (Review). Molecular Medicine
Reports 14: 4475-4488.

Gérez, N., Pérez-Parada, A., Cesio, M.V., Heinzen, H. 2017. Occurrence of pesticide
residues in candies containing bee products. Food Control 72: 293-299.

Geueke, B., Garg, N., Ghosh, S., Fleischmann, T., Holliger, C., Lal, R., Kohler, H.P.
2013. Metabolomics of hexachlorocyclohexane (HCH) transformation: ratio of
LinA to LinB determines metabolic fate of HCH isomers. Environmental
Microbiology 15: 1040-1049.

Gongalves, T.S., Soares, M.A., Santos, C.A., Santos, D.A., Santos, J.B., Barroso, G.A.
2016. Does the ingestion of isoxaflutole herbicide affect the midgut and salivary
glands of Pentatomidae predators?. Planta Daninha 34: 125-132.

Gutierrez, M.G., Saka, H.A., Chinen, 1., Zoppino, F.C., Yoshimari, T., Bocco, J.L.,
Colombo, M.I. 2007. Protective role of autophagy against Vibrio cholerae
cytolysin, a pore-forming toxin from V. cholerae. Proceedings of the National
Academy of Science of the United States of America 104: 1829—-1834.

Gutiérrez, Y., Helen, P.S., Serrdo, J.E., Oliveira, E.E. 2016. Deltamethrin-mediated
toxicity and cytomorphological changes in the midgut and nervous system of the
mayfly Callibaetis radiates. PLoS ONE 11(3) 10.1371/journal.pone.0152383

Jansson, N.N., Miller, R.J., Kemp, D.H., Knowles, A., Ardila, A.E., Verrall, R.G.,

Rothwell, J.T. 2010. Rotation of treatments between spinosad and amitraz for the

55



control of Rhipicephalus (Boophilus) microplus populations with amitraz
resistance. Veterinary Parasitology 169: 157-164.

Khalil, S.R., Awad, A., Mohammed, H.H. 2017. Behavioural response and gene
expression changes in fipronil-administered male Japanese quail (Coturnix
Jjaponica). Environmental Pollution 223: 51-61.

Kirst, H.A. 2010. The spinosyn family of insecticides: realizing the potential of natural
products research. The Journal of Antibiotics 63 101-111.

Kovarikova, K., Holy, K., Skuhrovec, J., Saska, P. 2017. The efficacy of insecticides
against eggs and nymphs of Aleyrodes proletella (Hemiptera: Aleyrodidae) under
laboratory conditions. Crop Protection 98: 40-45.

Lemos, W.P., Medeiros, R.S., Ramalho, F.S., Zanuncio, J.C. 2001. Effects of plant
feeding on the development, survival and reproduction of Podisus nigrispinus
(Dallas) (Heteroptera: Pentatomidae). International Journal of Pest Management
47: 89-93.

Liu, Y., Li, X., Zhou, C., Liu, F., Mu, W. 2016. Toxicity of nine insecticides on four
natural enemies of Spodoptera exigua. Scientific Reports 6: 39060.

Magalhaes, G.O., Vacari, A.M., Laurentis, V.L., De Bortoli, S.A., Polanczyk, R.A. 2014.
Interactions of Bacillus thuringiensis bioinsecticides and the predatory stink bug
Podisus nigrispinus to control Plutella xylostella. Journal of Applied Entomology
139: 123-133.

Martinez, L.C. Fialho, M.C.Q., Zanuncio, J.C., Serrao J.E. 2014. Ultrastructure and
cytochemistry of salivary glands of the predator Podisus nigrispinus (Hemiptera:

Pentatomidae). Protoplasma 251: 535-543.

56



Martinez, L.C., Fialho, M.C.Q., Barbosa, L.C.A., Oliveira, L.L., Zanuncio, J.C., Serrdo,
JE. 2016. Stink bug predator Kkills prey with salivary non-proteinaceous
compounds. Insect Biochemistry and Molecular Biology 68: 71-78.

Medeiros, R.S., Ramalho, F.S., Lemos, W.P., Zanuncio, J.C. 2000. Age-dependent
fecundity and life-fertility tables for Podisus nigrispinus (Dallas) (Het.,
Pentatomidae). Journal of Applied Entomology 124: 319-324.

Molina-Rugama, A.J., Zanuncio, J.C., Zanuncio, T.V., Oliveira, M.L.R. 1998.
Reproductive strategy of Podisus rostralis (Stal) (Heteroptera: Pentatomidae)
females under different feeding intervals. Biocontrol Science and Technology 8:
583-588.

Mota-Sanchez, D., Hollingworth, R.M., Grafius, E.J., Moyer, D.D. 2006. Resistance and
cross-resistance to neonicotinoid insecticides and spinosad in the Colorado Potato
Beetle, Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae). Pest
Management Science 62: 30-37.

Naik, M.J., Naik, A.S. 2015. Impact of botanical extracts on histopathology of silkworm
(Bombyx mori L.). Journal of Experimental Biology and Agricultural Sciences 3:
281-287.

Neves, R.C.D., Torres, J.B., Zanuncio, J.C. 2010. Production and storage of mealworm
beetle as prey for predatory stinkbug. Biocontrol Science and Technology 20:1013-
1025.

Orr, N., Shaffner, A.J., Richey, K., Crouse, G.D. 2009. Novel mode of action of
spinosad: Receptor binding studies demonstrating lack of interaction with known

insecticidal target sites. Pesticide Biochemistry and Physiology 95: 1-5.

57



Piner, P., Uner, N. 2013. Oxidative stress and apoptosis was induced by bio-insecticide
spinosad in the liver of Oreochromis niloticus. Environment Toxicology and
Pharmacology 36: 956-963.

Pires Aciole, E.H., Guimardes, N.N., Silva, A.S., Amorim, E.M., Nunomura, S.M.,
Garcia, A.C.L., Cunha, K.S., Rohde, C. 2013. Genetic toxicity of dillapiol and
spinosad larvicides in somatic cells of Drosophila melanogaster. Pest Management
Science 70: 559-565.

Rabea, E.I., Nars, H.M., Badawy, M.E.I. 2010. Toxic effects and biochemical study of
chlorfluazuron, oxymatrine, and spinosad on honey bees (Apis mellifera). Archives
of Environmental Contamination and Toxicology 58: 722—732.

Rivera-Becerril, F., Tuinen, D.V., Chatagnier, O., Rouard, N., Béguet, J., Kuszala, C.,
Soulas, G., Gianinazzi-Pearson, V., Martin-Laurent. F. 2017. Impact of a pesticide
cocktail (fenhexamid, folpel, deltamethrin) on the abundance of Glomeromycota in
two agricultural soils. Science of the Total Environment 577: 84-93.

Salgado, V.L. 1998. Studies on the mode of action of spinosad: insect symptoms and
physiological correlates. Pesticide Biochemistry and Physiology 60, 91-102.

Santos, D.E., Azevedo, D.O., Campos, L.A.O., Zanuncio, J.C., Serrdo, J.E. 2015.
Melipona quadrifasciata (Hymenoptera: Apidae) fat body persists through
metamorphosis with a few apoptotic cell and increased autophagy. Protoplasma
252: 619-627.

Sparks, T.C., Crouse, G.D., Durst. G. 2001. Natural products as insecticides: the biology,
biochemistry and quantitative structure—activity relationships of spinosyns and

spinosoids. Pest Management Science 57: 896-905.

58



Sree, K.S., Padmaja, V. 2008. Oxidative stress induced by destruxin from Metarhizium
anisopliae (Metch.) involves changes in glutathione and ascorbate metabolism and
instigates ultrastructural changes in the salivary glands of Spodoptera litura (Fab.)
larvae. Toxicon 51: 1140-1150.

Strapasson, P., Pinto-Zevallos, D.M., Zarbin, P.H.G. 2016. Soybean (G/ycine max) plants
genetically modified to express resistance to glyphosate: can they modify airborne
signals in tritrophic interactions?. Chemoecology 26: 7—14.

Thompson, G., Hutchins, S. 1999. Spinosad: a new class of fermentation-derived insect
control agent. Pesticide Outlook 10: 78-91

Tomé, H.V.V., Barbosa, W.F., Martins, G.F., Guedes, R.N.C. 2015. Spinosad in the
native stingless bee Melipona quadrifasciata: Regrettable non-target toxicity of a
bioinsecticide. Chemosphere 124: 103—109.

Torres J.B., Boyd, D.W. 2009. Zoophytophagy in predatory Hemiptera. Brazilian
Archives of Biology and Technology 52: 1199-1208.

Torres, J.B., Silva-Torres, C.S.A., Silva, M.R., Ferreira, J.F. 2002. Compatibilidade de
inseticidas e acaricidas com o percevejo predador Podisus nigrispinus (Dallas)
(Heteroptera: Pentatomidae) em algodoeiro. Neotropical Entomology 31: 311-317

Torres, J.B., Ruberson, J.R. 2004. Toxicity of thiamethoxam and imidacloprid to
Podisus nigrispinus (Dallas) (Heteroptera: Pentatomidae) nymphs associated to
aphid and whitefly control in cotton. Neotropical Entomology 33: 99—-106.

Watson G.B. 2001. Actions of insecticidal spinosyns on y-aminobutyric acid responses
from small-diameter cockroach neurons. Pesticide Biochemistry and Physiology.

71:20-28.

59



Yang, M., Wang, B., Gao, J., Zhang, Y., Xu, W., Tao, L. 2017. Spinosad induces
programmed cells death involves mitochondrial dysfunction and cytochrome C
release in Spodoptera frugiperda St9 cells. Chemosphere 169: 155-161.

Yang, M., Xiang, G., Li, D., Zhang, Y., Xu, W., Tao, L. 2016. The insecticide spinosad
induces DNA damage and apoptosis in HEK293 and HepG2 cells. Mutation
Research/Genetic Toxicology and Environment Mutagenesis 812: 12—19.

Yun, X., Huang, Q., Rao, W., Xiao, C., Zhang, T., Mao, Z., Wan, Z. 2017. A comparative
assessment of cytotoxicity of commonly used agricultural insecticides to human
and insect cells. Ecotoxicology and Environmental Safety 137: 179-185.

Zadoks J.C., Waibel, H. 2000. From pesticides to genetically modified plants: history,
economics and politics. NJAS - Wageningen Journal of Life Sciences 48: 125-149.

Zanuncio, J.C., Jusselino-Fillho, P., Ribeiro, R.C., Zanuncio, T.V., Ramalho, F.S.,
Serrdo, J.E. 2011. Hormetic responses of a stinkbug predator to sublethal doses of
pyrethroid. Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology 87: 608—614.

Zanuncio, J.C., Molina-Rugama, A.J., Serrdo, J.E., Pratissoli, D. 2001. Nymphal
development and reproduction of Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae)
fed with combinations of Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) pupae and
Musca domestica (Diptera: Muscidae) larvae. Biocontrol Science and Technology
11:331-337.

Zanuncio, J.C., Tavares, W.S., Fernandes, B.V., Wilcken, C.F., Zanuncio, T.V. 2014.
Production and use of Heteroptera predators for the biological control of

Eucalyptus pests in Brazil. Ekoloji 23: 98—104.

60



Zhong, G., Cui, G., Yi, X., Sun, R., Zhang, J. 2016. Insecticide cytotoxicology in China:

current status and challenges. Pesticide Biochemistry and Physiology 132: 3—12.

61



Tabela 1. Concentracdes letais de espinosade em adultos de Podisus nigrispinus

(Heteroptera: Pentatomidae)

CL VE IC 'S
25 1.341 1.065 - 1.583

50 2.186 1.898 - 2.457

75 3.563 3.184 - 4.050 30.67
90 5.809 4.986 - 7.154

99 16.87 12.42 - 26.45

CL, concentragdo letal para matar 25%, 50%, 75%, 90% e 99% de adultos de Podisus
nigrispinus; VE, valor estimado (mg ml™); IC, intervalo de confianca (mg L™); ‘%% qui-
quadrado para concentragdo letal e limites fiduciais baseados em uma escala logaritmica

com nivel de significancia em P <0,0001.
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Figura 1. Secg¢des histologicas do cérebro, glandula principal e glandula acesséria de
Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae) em diferentes tempos de exposicdao a
alimento contaminado com inseticida neurotoxico espinosade, mostrando epitélio (Ep),
nucleo (n), vactiolo (V), limen (L) e perda de formato padrao de células das glandulas

(seta).
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Figura 2. Imonoflourescéncia para deteccdo de apoptose em cérebro, glandula principal e
glandula acessoria de Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae) em diferentes
tempos de exposi¢do a alimento contaminado com inseticida neurotoxico espinosade,

mostrando morte celular (seta).
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