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RESUMO
As abelhas estdo expostas a uma ampla diversidade de agrotoxicos durante a
atividade de forrageamento, como por exemplo os piretroides, um grupo quimico de
agrotoxicos neurotoxicos que afetam as abelhas ao causar prejuizos a saude e
diminuicdo da sobrevivéncia dos individuos. Apesar dos estudos ecotoxicologicos
se concentrarem na espécie modelo Apis mellifera, as abelhas nativas também
estdo expostas aos agrotoxicos e ainda apresentam uma sensibilidade diferente a
essas substancias quimicas, como a espécie Tetragonisca angustula, uma abelha
nativa sem ferrdo que tem grande relevancia na polinizacédo de ecossistemas naturais.
Nesse sentido, alternativas para os efeitos nocivos de agrotéxicos nas abelhas
podem estar no uso de inseticidas botanicos e de nanopesticidas. Dessa forma, esse
estudo teve por objetivo o diagnostico dos efeitos citotoxicos do inseticida botanico
extrato de piretro no intestino médio de T. angustula e sua comparacdo com 0O
inseticida encapsulado em nanoparticula lipidica sélida e isolada e com a formulacéo
comercial deltametrina. Para isso, operarias de T. angustula foram coletadas na
entrada de suas colbnias e submetidas a bioensaio de exposi¢cdo oral, sendo
ensaiados sete grupos experimentais em triplicata: Controle, Controle acetona,
Extrato de piretro puro, Piretro carreado em nanoparticula, Nanoparticula isolada,
Acetato de polivinila e Deltametrina. ApGs 48 horas de exposi¢cdo continua, as abelhas
foram submetidas a disseccao para remocéo dos intestinos, que foram processados
para microtomia e posterior analise histologica. As laminas contendo as seccdes
histolégicas de cada individuo foram coradas com Hematoxilina e Eosina e analisadas
para diagnostico das alteracBes histolégicas no intestino médio. Os resultados
semiquantitativos indicam que o extrato de piretro foi menos citotdéxico que a
deltametrina, porém nao apresentou diferenca significativa com o piretro encapsulado
na nanoparticula. Conclui-se que o inseticida botanico puro e nanoencapsulado pode
representar uma alternativa mais segura para as abelhas em comparacdo aos

agrotoxicos sintéticos.

Palavras-chaves: abelha nativa, efeitos subletais, inseticida botanico, intestino

médio, Meliponini



ABSTRACT

Bees are exposed to a wide variety of pesticides during a foraging activity, such as
pyrethroids, a chemical group of neurotoxic pesticides that affect like bees by causing
damage to health and reducing the deficiency of disorders. Although ecotoxicological
studies focus on the model species Apis mellifera, as native bees they are also
exposed to pesticides and still have a different sensitivity to these substances, such as
a species Tetragonisca angustula, a native stingless bee that has great potential for
pollination of natural systems. In this sense, alternatives for the harmful effects of
pesticides on bees can be found in the use of botanical insecticides and
nanopesticides. Thus, this study aimed to diagnose the cytotoxic effects of the
botanical insecticide pyrethrum extract on the midgut of T. angustula and its
comparison with the insecticide encapsulated in solid and complete lipid nanoparticle
and with the additional commercial deltamethrin. For this, workers of T. angustula were
collected at the entrance of their colonies and submitted to oral exposure bioassay,
being tested seven experimental groups in triplicate: Control, Acetone Control, Pure
pyrethrum extract, Pyrethrum carried in nanopatrticle, Isolated nanoparticle, Acetate of
polyvinyl and Deltamethrin. After 48 hours of continuous exposure, the bees were
subjected to dissection to remove the intestines, which were processed for microtomy
and subsequent histological analysis. The slides containing the histological sections of
each individual were stained with Hematoxylin and Eosin and analyzed for diagnosis
of histological changes in the midgut. The semiquantitative results indicate that the
pyrethrum extract was less cytotoxic than deltamethrin, but it did not differ with the
pyrethrum encapsulated in the nanoparticle. It is concluded that the pure and
nanoencapsulated botanical insecticide may represent a safer alternative for bees
compared to synthetic pesticides.

Keywords: stingless bee, sublethal effects, botanical insecticide, midgut, Meliponini
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1 INTRODUCAO GERAL

Devido ao seu amplo uso nas culturas agricolas existentes no mundo, assim
como relatos de mortalidade em diferentes espécies (REF), os agrotdxicos sdo
xenobidticos (substancias quimicas estranhas ao organismo) importantes de serem
estudados pela area da Ecotoxicologia. Atualmente, o agronegdécio € um importante
ramo econdmico em diversos paises, sendo responsavel por 26,9% do Produto
Interno Bruto do Brasil (CEPEA/CNA, 2021). Atrelado a essa importancia, os
agrotéxicos sao usados em larga escala para exterminio de pragas agricolas e
aumento na produtividade das lavouras (CARNEIRO et al., 2015). No entanto, eles
podem ser toxicos para organismos nado-alvos, como as abelhas, que sao essenciais
para a boa qualidade das proéprias culturas. Por isso, € importante que seus efeitos
sejam estudados pela area da Ecotoxicologia.

As abelhas sao importantes polinizadores de plantas cultivaveis e nao
cultivaveis, contribuindo com a diversidade genética das espécies e melhorando a
gualidade dos frutos (GARIBALDI et al., 2011; KLEIN et al., 2007). No Brasil, séo
encontradas aproximadamente 244 espécies descritas de abelhas nativas sem ferrao
(PEDRO, 2014), e elas sdo responsaveis por aproximadamente 40-90% da
polinizacdo da vegetacao nativa, dependendo do ecossistema considerado (KERR et
al., 1997; LOPES; FERREIRA; SANTOS, 2005; PEDRO, 2014). Dentre a diversidade
de espécies existentes, a espécie Tetragonisca angustula (Latreille, 1811) é muito
comum em ambientes urbanos e presente em todas regides do pais (CORTOPASSI-
LAURINO, 2005; LOPES; FERREIRA; SANTOS, 2005), esta poliniza algumas
espécies de plantas das familias Nyctaginaceae, Euphorbiaceae, Moraceae,
Fabaceae, Bignoniaceae, Apiaceae, Asteraceae, entre outras (RCPOL, 2016).

Aléem disso, as abelhas sem ferrdo podem estar sofrendo uma reducao
populacional, a qual € um fenémeno global inicialmente percebido nos Estados Unidos
e posteriormente na Europa, e relatado principalmente com a espécie A. mellifera.
Contudo, outras espécies de abelhas também estdo expostas aos mesmos fatores
extressores (PIRES et al., 2016; SANTOS, 2010). Doencas causadas por
microsporidios, virus e acaros, mudancas climéticas, perda de habitat, desnutricdo
pela falta de variedade de recursos e exposi¢do a agrotoxicos sdo fatores que levam
a diminuicdo na sobrevivéncia das abelhas (GOULSON et al., 2015). Considerando a

grande diversidade de espécies de abelhas no pais com diferentes fisiologias,


https://www.google.com/search?sxsrf=AOaemvLMNNvDaOfKsVZbsn0RlSKWcQU2ig:1636653901321&q=Nyctaginaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MDfJLrdYxMrrV5lckpiemZeYnJqYCgDqzooZHQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwji5KHz8pD0AhWeHLkGHU8xBDUQmxMoAXoECEUQAw
https://www.google.com/search?sxsrf=AOaemvLo2irXVXqpHEQFLVNC6APJeERG_A:1636654119980&q=Moraceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLQz9U3SCsvq1jEyuGbX5SYnJqYCgCaqkrlFwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiJ5cPb85D0AhWmHbkGHSu7AIsQmxMoAXoECFcQAw
https://www.google.com/search?sxsrf=AOaemvIiIXEJuuffAogVtcCMN2Iy5rEFqw:1636654187458&q=Bignoniaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MMwuq6haxMrjlJmel5-XmZicmpgKAB0JmEscAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiQptr785D0AhUNILkGHdtGDE4QmxMoAXoECDEQAw
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comportamentos, e graus de sociabilidade, bem como a diferenca de sensibilidade
aos agentes estressores no ambiente como evidenciado por estudos toxicolégicos
com agrotoxicos (CHAM et al., 2019; MIOTELO et al., 2021; ROSA-FONTANA et al.,
2020), é reconhecido que as medidas de protecdo e avaliacdo de risco baseados no
modelo A. mellifera podem néo ser suficientes para proteger as demais espécies de
abelhas sociais e solitarias nativas (FISHER, 2021; SCHMOLKE et al.,, 2021;
SGOLASTRA et al., 2020).

Dentre os agrotoxicos relacionados a reducdo das populacdes de abelhas,
estdo os piretroides (BOVI, 2013), um grupo quimico de inseticidas sintéticos
formulados com base nas piretrinas (HIRATA, 1995). Esses inseticidas sao
amplamente usados na agricultura, a exemplo da bifentrina, deltametrina, permetrina,
lambda-cialotrina, entre outros. Os piretréides tém efeitos prejudiciais as abelhas,
conforme estudos realizados com A. mellifera, diminuindo seu tempo de sobrevivéncia
JOHNSON et al, 2010) e causando alteracbes comportamentais (FREITAS;
PINHEIRO, 2010) e citotoxicas no intestino médio (ALJEDANI; SHIBOOB;
ALMEHMADI, 2017), cérebro, hipofaringe e glandulas (CASTRO et al., 2020). Além
disso, podem se acumular nas lavouras apoés repetidas aplicacées, e permanecer no
ambiente por meses, como por exemplo, no polen (CABRAS et al., 1985; ERICKSON;
ERICKSON, 1983; SANTOS, 2005), dessa forma, a busca por alternativas mais
segura aos organismos ndo-alvos é imprescindivel.

Uma possivel solucdo sdo os inseticidas botanicos, que sdo substancias
biossintetizadas pelo metabolismo secundario de plantas e que apresentam funcao de
repeléncia ou intoxicacdo de predadores, como os insetos fit6fagos (AGUIAR-
MENEZES, 2005). Conhecido desde 1800, o extrato de piretro € um composto
extraido das flores da espécie Chrysanthemum cinerariae folium e que tem funcéo
inseticida com acdo neurotdxica, sendo amplamente usado para o controle de
moscas, pulgas, mariposas, formigas e mosquitos (BOND; BUHL; STONE, 2014;
VISHAL-SONI, 2014). Estudos vém sendo realizados a fim de diagnosticar seus
efeitos em organismos néo-alvos (OLIVEIRA et al, 2019a; OLIVEIRA et al., 2019b),
visto que o0s inseticidas botanicos tém potencial de serem menos toxicos a esses
organismos (AGUIAR-MENEZES, 2005).

Outra possivel solugéo para diminuir 0s prejuizos causados pelos agrotoxicos

pode estar relacionado com a utilizagcdo da nanotecnologia. Os nanopesticidas sao
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produzidos pelo encapsulamento do principio ativo de um agrotéxico em
nanoparticulas, buscando uma menor toxicidade aos organismos nao-alvos e menor
poluicdo no ambiente, como em solos e corpos hidricos, devido sua lenta velocidade
de liberacdo (BOSE, 2021; HELGASON et al., 2009). As nanoparticulas lipidicas
sélidas ainda apresentam a vantagem de serem menos passiveis a degradacao
guimica, além de conseguirem atingir locais especificos em organismos-alvos devido
sua matriz lipidica (BOSE, 2021; HELGASON et al., 2009). Embora tenham potencial
menos toxico, estudos ainda sdo necessarios para comprovar esses efeitos na biota
terrestre e aquatica, visto que podem ser considerados contaminantes emergentes
(ROCHA; BARBOSA JUNIOR, 2014; TORDIN, 2018).

Considerando essas possiveis solu¢des nanotecoldgicas descritas na literatura
e baseado em dados prévios (OLIVEIRA et al., 2019) obtidos para a espécie exética
Apis mellifera Africanizada, a hipétese deste estudo € que a toxicidade do piretro ao
epitélio intestinal da espécie nativa de abelha sem ferrdo T. angustula, exposta por
meio de ingestao oral, diminui quando o piretro € carreado por nanoparticulas lipidicas
sélidas, em comparacdo ao piretro em formulacdo comercial e extrato de piretro
isolado, se constituindo assim, como uma alternativa ao uso convencional de

agrotoxicos em culturas visitadas por polinizadores.

1.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

No mundo existem mais de 190 milhdes de substancias quimicas registradas
segundo a American Chemical Society (CAS), sendo que, desse total, 85 mil estédo
listadas como substancias toxicas na Environmental Protection Agency (EPA). No
entanto, é dificil saber e estimar quantos produtos estdo em uso atualmente pela
sociedade, o que levanta a discusséo de quantos compostos toxicos podem estar em
contato com os seres humanos e com a biodiversidade (UNEP, 2020).

Com foco no estudo de potenciais efeitos das substancias quimicas nos seres
vivos, a Ecotoxicologia. considerada um ramo da Toxicologia Ambiental, se especifica
no estudo de como esses agentes quimicos interferem na dinamica populacional
dentro de um ecossistema, seja com pesquisa in situ ou em laboratério, utilizando de
organismos autoctones ou espécies modelo (ABE, 2017; NIVA; BROWN, 2019). O
termo mais usual nos estudos ecotoxicolégicos sdo xenobioticos, definidos como

substancias quimicas estranhas aos seres vivos e que podem ser produzidos
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naturalmente por processos biolégicos, como por exemplo alguns compostos vegetais
(ex.: 6pio, cicuta, etc.); por fenbmenos naturais (ex: erupcdes vulcanicas); ou podem
ser sintéticos, produzidos antropicamente, em especial pelas industrias (ex.:
agrotéxicos, farmacos, etc.) (PATTERSON; GONZALEZ; IDLE, 2010). Os
xenobidticos ndo sdo necessariamente prejudiciais ao individuo, no entanto, o risco
ecoldgico de um xenobidtico pode ser influenciada por dois fatores: quantidade ou
concentracdo do xenobiodtico e tempo e/ou frequéncia de exposicdo (ISSX, 2021).

Varios estudos relatam a toxicidade dos xenobiéticos sintéticos em diferentes
seres vivos nao-alvos, como as abelhas (por exemplo, DOMINGUES et al, 2020;
OLIVEIRA et al.,, 2013; TADEI et al.,, 2020; TISON et al., 2019), diplépodes
(MOSCARDI; SOUZA; FIGUEIREDO, 2018), colémbolos (MENEZES-OLIVEIRA et
al., 2018), anfibios (FIGUEIREDO; RODRIGUES, 2014; JONES-COSTA et al., 2018),
peixes (OLSVIK et al.; 2019; SABRA; MEHANA, 2015), mamiferos (MEDICI et al.,
2021; SULTATOS, 1994), aves (ARYA; SINGH, BHATT, 2019; STICKEL, 1973), entre
outros. Nesses estudos, sdo observados diferentes efeitos nos espécimes, como:
citotéxicos (TADEI et al., 2020; MEDICI et al., 2021), genotdxicos (LI et al., 2019;
OLSVIK et al.,, 2019), hematologicos (MITRA; CHATTERJEE; MANDAL, 2011),
comportamentais (GRUE; GIBERT; SEELEY, 1997, MITRA; CHATTERJEE;
MANDAL, 2011; TADEI et al., 2020), além de diminuicdo da sobrevivéncia (FREITAS;
PINHEIRO, 2010; HENRY et al.,, 2012; TADEI et al., 2020) e outros efeitos
metabdlicos, neuroldgicos e bioquimicos (ARYA; SINGH, BHATT, 2019; FREITAS,;
PINHEIRO, 2010; GRUE; GIBERT; SEELEY, 1997; PEREIRA et al., 2018).

O Brasil esta entre os dez maiores produtores agricolas do mundo, ocupando
a quarta posicdo na producdo de graos e sendo o segundo maior exportador
agropecuario do mundo (ARAGAO; CONTINI, 2021). Sendo assim, a agricultura
representa um importante ramo econémico no pais. Em 2020, o agronegécio
contribuiu em dois trilhdes em Produto Interno Bruto (PIB) (26,9% do PIB) e
representou 30% das exportacdes em 2019 (ABRASCO, 2021; CEPEA/CNA, 2021).
Por outro lado, em conjunto com o crescimento da agroeconomia, 0 uso de
agrotoxicos no Brasil também aumentou. A partir de 1900, a quantidade de
agrotoxicos usados nas lavouras passou de 58 mil toneladas a 375 mil toneladas em
2015, significando 9,2% em relacdo ao percentual global (MORAES, 2019), e, em

2008, o Brasil atingiu o primeiro lugar no mercado de agrotoxicos (CARNEIRO et al.,
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2015). Esse aumento esta relacionado a expansdo do plantio de organismos
transgénicos em monoculturas, como a soja, e também a uma maior resisténcia das
pragas como, por exemplo, ervas daninhas, fungos e insetos (CARNEIRO et al.,
2015). Dessa forma, estudos para identificar os impactos do uso de agrotoxicos em
nivel de espécie, de populacdo e de ecossistema tornaram-se importantes e
necessarios, em especial em um pais no qual o registro de formulacdes de agrotoxicos
atingiu recorde histérico em 2020 (NUNES et al., 2021).

A busca por novas formulacbes menos toxicas aos seres vivos e ao meio
ambiente vem sendo intensificada em pesquisa e desenvolvimento cientificos, e 0s
inseticidas botanicos representam uma possivel solucdo. Diversas espécies de
plantas produzem substancias quimicas secundarias nas suas rotas biossintéticas
metabolicas, que aumentam a chance de sobrevivéncia do organismo vegetal ao
repelir ou intoxicar animais herbivoros, em especial insetos fitofagos (AGUIAR-
MENEZES, 2005). O piretro € um exemplo de inseticida botanico, sendo um composto
formado principalmente por piretrinas (piretrina | e piretrina Il), extraidas da flor da
espécie Chrysanthemum cinerariae folium, e por outros compostos adicionais que
aumentam sua eficiéncia como agrotéxico (VISHAL SONI, 2014). As piretrinas séo
formadas por seis ésteres dos acidos crisantémicos e pirétricos com os alcoois
ciclopentonas (piretrolona, cinerolona e jasmolona) (Figura 1). Desde 1800, o
composto piretro € geralmente usado como inseticida contra pulgas, moscas,
mariposas, formigas e mosquitos (AGUIAR-MENEZES, 2005; BOND; BUHL; STONE,
2014). Uma das substancias quimicas produzidas sinteticamente baseada nas

piretrinas é conhecida como piretréide (HIRATA, 1995).
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Figura 1. Representacéo 2D da Piretrina | (superior) e Piretrina Il (inferior).
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Fonte: NCBI/PubChem (2013).

No Brasil, os piretréides sdo amplamente usados em culturas de grdos, como
milho, sorgo e soja, mas alguns inseticidas desse grupo também podem ser aplicados
em outras culturas, como na alface, algodédo e solanaceas. No entanto, segundo
estudo, algumas amostras de alimentos apresentaram piretroides em concentracées
acima do limite maximo de residuos (LMR) permitido, tendo como exemplo o tomate,
0 qual apresentou residuos de permetrina e cipermetrina até sessenta vezes acima
do permitido pela legislacao (SANTOS; AREAS; REYES, 2007). Além disso, também
foi identificado o uso de piretrdides em culturas onde o uso desse inseticida ndo é
permitido, como por exemplo a goiaba (ANVISA, 2019), que apresentou resultados
positivos para 10,60% das amostras analisadas para detectar a presenca de
cipermetrina (FRIEDRICH et al., 2021).

O extrato de piretro (natural) e o piretréide (sintético) tém efeito sistémico nos
insetos, sendo eficazes no controle desses organismos-alvos tanto por via oral como
por contato (FIELD et al., 2017). A principal via de atuacdo desses compostos
guimicos sao as proteinas do sistema nervoso, em especial os canais de sédio
dependentes de voltagem presentes na membrana do axbénio do neurbnio. As
substancias em questdo impedem o fechamento desses canais, permitindo a continua
entrada de sodio no axénio, resultando na hiperpolarizagdo da membrana celular,

causando hiperexcitagéo, seguido de paralisia e morte no inseto (FIELD et al., 2017).
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As piretrinas do extrato de piretro se decompdem rapidamente na presenca de
luz solar, apresentando meia-vida de 11,8 horas na agua e 12,9 horas no solo (BOND;
BUHL; STONE, 2014; VISHAL SONI, 2016). Nas formulacdes de piretroides
sintéticos, no entanto, sdo adicionadas substancias quimicas que aumentam sua
estabilidade e atividade biologica, ampliando efetivamente o tempo em que o
composto permanece no ambiente, como no solo e nas plantas (HIRATA, 1995).

Os piretroides sintéticos sédo considerados altamente toxicos para as abelhas
(CASTRO et al., 2020; JOHNSON et al., 2010; TOYNTON et al., 2009) e podem estar
presente no polen, possibilitando o contato dos individuos com os residuos de
agrotoxicos durante o forrageamento. Um estudo realizado no Brasil encontrou
residuos de deltametrina, ciflutrina, permetrina e cipermetrina em amostras de polen
de todas regides no pais. As regides com maior quantidade de residuos foram:
Sudeste (deltametrina e cipermetrina), Sul (ciflutrina) e Norte (permetrina) (SANTOS,
2005). Além disso, outros estudos também relatam a longa permanéncia de
piretréides no polen, bem como o acumulo desses compostos nas culturas agricolas
apos varias aplicagcbes (CABRAS et al.,, 1985; ERICKSON; ERICKSON, 1983;
SANTOS, 2005). O néctar também pode ser contaminado por residuos de piretroides,
como relatado na propria bula do inseticida sulfaxaflor + lambda-cialotrina (CORTEVA,
2019). Adicionando esses fatores a diminuicdo populacional das abelhas, a
preocupacao quanto ao uso desse inseticida em agroecossistemas é despertada.

As abelhas sdo consideradas importantes polinizadoras de plantas nativas e
cultivadas. Os servicos de polinizacdo desempenhados pelas abelhas sdo essenciais
para a melhoria da qualidade dos frutos e para manutencéo da diversidade genética
das plantas visitadas por elas (GARIBALDI et al., 2011). A polinizagao influencia
positivamente 75% das culturas agricolas globais, e o faturamento mundial ligado
diretamente a polinizacdo esta entre 235 e 577 bilhdes de dblares ao ano (FAO, 2021).
Dessa forma, a polinizagdo realizada por abelhas € considerada um servigo
ecossistémico de regulacdo, ou seja, € responsavel por manter o equilibrio das
condicbes ambientais de maneira natural, beneficiando também os seres humanos
(KLEIN et al., 2007; MEA, 2005).

Devido a importancia das abelhas para a polinizacdo, existe a preocupacao
com o declinio de suas populacdes, causado por fatores como a fragmentacao de
habitats (POTTS et al., 2011), mudancas climaticas (GIANNINI et al., 2017), o uso
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indiscriminado de agrotOxicos sistémicos que contaminam o néctar e o polen nos
cultivos agricolas e no entorno (por deriva em caso de pulverizacdo) (GOULSON et
al., 2015), a pobreza nutricional (recursos monoflorais) (POTTS et al., 2011) e as
doencas (causadas por virus, acaros ou microsporidios) (PIRES et al., 2016),
consequentemente levando a diminuicdo da imunidade da colénia e dos seus
individuos.

A abelha Apis mellifera é a espécie eussocial mais comumente utilizada para o
processo de polinizacdo agricola, devido ao ciclo de vida mais rapido e adaptacao a
areas abertas (OLIVEIRA; CUNHA, 2005). No entanto, algumas culturas agricolas séo
melhores polinizadas por abelhas sociais nativas, com tamanho corporal mais
compativel com o tamanho das flores ou que apresente um comportamento de
forrageamento mais eficaz ao tipo de processo de liberacédo do pélen (PEDRO, 2014).
Por isso, as abelhas sem ferrdo também apresentam importancia econdmica na
producéo agricola (SLAA et al., 2006). Cerca de 30% de espécies de fanerégamas da
Caatinga e do Pantanal, bem como 90% de faner6gamas dos fragmentos de Mata
Atlantica, s&do polinizadas essencialmente por abelhas sem ferrdo (KERR, 1997).
Outros biomas, como Cerrado e Pampas, também apresentam grande diversidade de
espécies de abelhas sem ferrdo (PEDRO, 2014; REGO; ALBUQUERQUE, 2009;
VENTURIERI et al., 2012; WITTER, 2009).

Diferente da espécie poli-hibrida exdética A. mellifera Africanizada, as abelhas
sem ferrdo, também chamadas de meliponideos, possuem ferrdo atrofiado sem
funcdo de defesa (LOPES; FERREIRA; SANTOS, 2005). A maioria quase absoluta
das espécies tem habito tipicamente eussocial, podem ter de 2 a 15 mm de
comprimento, e apresentam habitos variados de nidificacdo e de forrageamento
(SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002). A espécie de abelha sem ferrédo T. angustula,
popularmente nomeada de jatai, € um exemplo de abelha sem ferrédo de adaptacéo
tanto no ambiente urbano como em agroecossistemas, e esta distribuida em diversos
estados brasileiros: S8o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo,
Amazonas, Amapa, Bahia, Ceara, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Paraiba,
Pernambuco, Parana, Rondbénia, Rio Grande do Sul e Santa Catarina (CORTOPASSI-
LAURINO, 2005; LOPES; FERREIRA; SANTOS, 2005; SANTOS, 2010). Como as
abelhas sociais nativas que visitam culturas agricolas e as areas ao entorno estao

expostas aos agrotoxicos e podem apresentar sensibilidade diferente a essas
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substancias quando comparadas a A. mellifera (CHAM et al., 2019; MIOTELO et al.,
2021; ROSA-FONTANA et al., 2020), manifesta-se a necessidade de estudos para
criacdo de medidas que protejam essas espécies.

Diante do crescente aumento da meliponicultura em agroecossistemas, uma
possivel solucdo para a probleméatica envolvendo agrotdéxicos e seus impactos
ambientais, incluindo seus efeitos negativos em insetos nao-alvos, estd na
nanotecnologia. A nanotecnologia € um ramo da ciéncia que permite a manipulacéo
de propriedades da matéria em escala nanométrica, ou seja, em nivel molecular e
atdbmico (EMBRAPA, 2018). As nanopatrticulas lipidicas solidas foram desenvolvidas
com o objetivo de carrear lipidios bioativos e compostos quimicos de interesse, em
especial farmacos, de maneira a facilitar que o ingrediente ativo ultrapasse barreiras
celulares lipidicas e atinja locais especificos no organismo em que a substancia foi
inserida (VILLAFUERTE et al., 2008; YOON; PARK; YOON, 2013). Lipidios sélidos
apresentam maior controle sobre a cinética de liberacdo do ingrediente ativo
encapsulado, permitindo modular a velocidade de liberacdo do composto em
comparacao a nanoparticulas lipidicas liquidas. Devido a matriz sélida, o ingrediente
ativo € menos propenso a degradacao quimica (HELGASON et al., 2009).

Posteriormente, as nanoparticulas passaram a ser de interesse de outras
areas, como a agricultura (BAKER et al., 2017; KIM et al., 2017). Na ultima década, a
nanotecnologia vem sendo empregada em grande escala na utlizagcdo de
nanofertilizantes e nanopesticidas (GHIDAN; ANTARY, 2019; USMAN et al., 2020).
Os nanopesticidas tém menor potencial de contaminacdo ambiental devido a lenta
liberacdo do ingrediente ativo para o meio, uma vez que ha aumento da solubilidade
do composto encapsulado na nanoparticula, diminuindo sua mobilidade no solo e
aumentando sua eficacia na planta. Portanto, 0os nanopesticidas apresentaram
sucesso no controle dos organismos-alvos (BOSE, 2021) com potencial diminui¢cao de
risco de contaminacdo ambiental. Estudo realizado por Oliveira et al. (2019a)
utilizando esse tipo de nanoparticula como carreador do inseticida botanico piretro
demonstrou que os efeitos citotoxicos em abelhas A. mellifera foram menores em
comparacao ao extrato de piretro na sua forma livre, ou seja, sem encapsulamento.
No entanto, os autores ressaltam a necessidade de mais estudos para entender o

impacto das nanoparticulas lipidicas sdlidas isoladas no organismo estudado.
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A compreensao dos efeitos de nanoparticulas em organismos nao-alvos pode
ser alcancada por meio de biomarcadores em diferentes escalas biologicas, os quais
sdo importantes ferramentas para mensurar o risco potencial de um agente fisico,
quimico ou biolégico em um organismo vivo e no ambiente, utilizando-se de
marcacfes em nivel molecular, bioquimico, celular/tecidual, fisiolégico ou
comportamental (GIL; PLA, 2001; TAYLOR, 2019). Marcadores histoldgicos, por
exemplo, sdo muito Uteis para caracterizacdo de parametros toxicolégicos e
cancerigenos de um xenobiotico em organismos no geral (CAPUTO; GITIRANA,;
MANSO, 2010). As abelhas sdo consideradas importantes organismos bioindicadores,
pois estdo amplamente distribuidas em regifes urbanas e rurais e permitem rastrear
0 uso de determinados xenobidticos por meio de andlises moleculares e celulares,
bem como de seus produtos, como o mel (TAYLOR, 2019).

Nos estudos ecotoxicolégicos com abelhas, o intestino médio € um o6rgao
amplamente utilizado no diagndstico de efeitos celulares que os xenobidticos podem
causar em nivel histolégico, pois o epitélio do intestino forma uma importante barreira
fisica e quimica contra os compostos potencialmente téxicos ingeridos na sua
alimentacdao, provenientes da ingestado de néctar e/ou pélen contaminados (EL-SAAD;
KHEIRALLAH; EL-SAMAD, 2017; MALASPINA; SILVA-ZACARIN, 2006). O sistema
digestivo das abelhas é formado inicialmente pela faringe, seguido pelo eséfago. No
abdémen da abelha existem o intestino anterior, intestino médio e intestino posterior,
sendo o intestino médio o principal 6rgdo metabdlico do inseto, responsavel pela
digestdo e absorcao de nutrientes (SILVA-ZACARIN, 2011; SNODGRASS, 1910). Na
extensado do intestino posterior, ha filamentos conectados a parede intestinal, que sdo
os tubulos de Malpighi com funcéo de excrecdo nos insetos (BOMFIM; OLIVEIRA,;
FREITAS, 2017; NOCELLI et al., 2016).

Considerando que as abelhas sdo organismos de extrema importancia tanto
para a biodiversidade como para a economia agricola e 0s riscos a que estdo expostas
devido ao uso de agrotoxicos sintéticos, uma possivel solucdo a essa problematica
pode estar na nanotecnologia e no uso de inseticidas botanicos, esse trabalho visa
contribuir para a area de estudo da Ecotoxicologia ao avaliar os efeitos, em escala
subindividual (biomarcadores celulares em nivel histologico), do extrato de piretro
encapsulado ou ndo em nanoparticulas lipidicas solidas no intestino méedio da espécie

de abelha nativa sem ferrdo T. angustula.
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2 OBJETIVO GERAL

Este estudo teve por objetivo analisar o potencial citotoxico do extrato de
piretro, encapsulado ou ndo em nanoparticulas lipidicas sélidas, a partir da anélise
histologica do intestino médio de operarias de T. angustula expostas por via oral em

condicBes laboratoriais.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Por meio da avaliacao de biomarcadores celulares de citotoxicidade analisadas
em nivel histologico no intestino médio da abelha, objetiva-se:

e Diagnosticar os efeitos citotoxicos do extrato de piretro carreado ou ndo por
nanoparticula lipidica solida;

e Identificar se a nanoparticula isolada apresenta citotoxicidade ao epitélio
intestinal,

e Analisar se o efeito do principio ativo isolado (piretro) € semelhante ao principio
ativo com uma formulacdo comercial (deltametrina) quanto a citotoxicidade;

e Analisar se o piretro carreado por nanoparticula pode representar uma
alternativa mais segura ao uso de agrotoxicos convencionais quanto a

diminuicdo ou auséncia de citotoxicidade no intestino da abelha.

3 ARTIGO

Analise do potencial citotéxico do extrato piretro encapsulado em

nanoparticulas lipidicas sdélidas no intestino de Tetragonisca angustula

RESUMO

As abelhas estdo expostas a uma ampla variedade de agrotoxicos, como 0S
piretréides sintéticos, durante a atividade de forrageamento em agroecossistemas,
causando prejuizos a saude dos individuos. Os estudos ecotoxicologicos estédo
concentrados na espécie modelo Apis mellifera, porém ha necessidade de se avaliar
a resposta das abelhas nativas aos agrotoxicos, visto que podem apresentar uma
sensibilidade diferente a eles. A abelha social sem ferrdo jatai (Tetragonisca
angustula, Latreille, 1811) € uma espécie com grande importancia na polinizacao de

plantas nativas e na meliponicultura. Solu¢cdes para essa problematica, portanto,
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podem estar no uso de inseticidas botanicos e de nanopesticidas. Dessa forma, esse
estudo teve por objetivo o diagnostico dos efeitos citotdxicos no intestino médio de
operérias de T. angustula do inseticida piretro em trés diferentes formulacdes: | —
extrato de piretro (puro), Il — piretro encapsulado em nanoparticula lipidica soélida, Il -
formulacdo comercial do inseticida (deltametrina), além do comparativo com o0s
grupos: controle, controle acetona, nanoparticula isolada e acetato de polivinila. Para
isso, operarias de T. angustula foram coletadas durante atividade de voo e divididas
em sete grupos experimentais em triplicata, os quais foram submetidos a bioensaio
de exposicao oral continua durante 24 horas. Posteriormente, os individuos foram
dissecados e os intestinos foram removidos, processados e submetidos a microtomia
para andlise histologica. As laminas contendo as secgdes histolégicas de cada
individuo foram coradas com Hematoxilina e Eosina e analisadas para diagnostico das
alteracdes morfologicas no intestino médio. Sete alteracdes no intestino médio foram
utiizadas como biomarcadores de citotoxicidade, sendo realizada analise
semiquantitativa para cada lesao tecidual elencada. Os resultados indicam que o
extrato de piretro foi menos citotoxico que a deltametrina, porém ndo apresentou
diferenca significativa entre o piretro isolado e o encapsulado na nanoparticula,
indicando, portanto, que o inseticida botanico puro pode representar uma alternativa
mais segura para as abelhas em comparacao aos agrotoxicos sintéticos. Ainda que o
inseticida nanoencapsulado também possa ser utilizado em lavouras devido a baixa
citotoxicidade em abelhas, deve haver atencdo quanto ao potencial de contaminacéao
ambiental das nanoparticulas isoladas.

Palavras-chaves: abelha nativa, analise histoldgica, inseticida botanico, intestino
médio, Meliponini

Revista cientificaa ser submetido: Revista especializada na area de Ecotoxicologia.

3.1 INTRODUCAO

Estudos ecotoxicoldgicos com espécies de abelhas sociais nativas, as abelhas
sem ferrdo, sdo extremamente importantes para a conservagao, Visto que essas
espécies sdo essenciais na polinizacdo de plantas nativas (KERR, 1997; LOPES;
FERREIRA; SANTOS, 2005; PEDRO, 2014) e estéo expostas a diversos estressores,
como por exemplo: doencas causadas por microrganismos (TEIXEIRA et al., 2020),

desnutricdo causada por recursos monoflorais (GOULSON et al., 2015), mudancas
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climaticas (GIANNINI et al., 2017) e exposicao excessiva a agrotoxicos (FRANKLIN;
RAINE, 2019). Apesar dos mesmos riscos que a espécie modelo para estudos
ecotoxicolégicos, a Apis mellifera, as abelhas nativas apresentam diferente
sensibilidade a esses estressores, manifestando necessidade em se aprofundar nos
efeitos de agrotoxicos usados na agricultura em abelhas sem ferrdo, visto que esses
estudos ainda sédo escassos considerando espécies nativas, dentre elas, a espécie
Tetragonisca angustula (ARENA; SGOLASTRA, 2014; CHAM et al.,, 2019; DEL
SARTO et al., 2014; FRANKLIN; RAINE, 2019; MIOTELO et al., 2021).

Devido a sua atividade de forrageamento, as abelhas estdo expostas tanto por
contato, quanto por via oral, a diversos residuos de agrotoxicos que podem se
acumular no pdlen e no néctar durante a aplicacdo, 0s quais sdo coletados pelos
individuos e levados até a colonia (JAFFE; LOIS; GUEDOT, 2019; SAMARGHANDI
et al., 2017; PETTIS et al., 2013). Os piretroides formam um grupo quimico de
agrotoxicos sintéticos neurotéxicos muito usados em culturas agricolas ao redor do
mundo, a exemplo da bifentrina, permetrina, deltametrina, entre outros (HIRATA,
1995; SANTOS; AREAS; REYES, 2007). Estudos demonstram que esses agrotdxicos
podem causar efeitos deletérios nas abelhas, organismos ndo-alvos, como diminuicéo
na sobrevivéncia (JOHNSON et al, 2010), alteracbes comportamentais
(DECOURTYE et al., 2004) e citotoxidade em diversos 6rgéos (ALJEDANI; SHIBOOB;
ALMEHMADI, 2017; CASTRO et al., 2020).

Sabendo-se do risco que diversos agrotoxicos sintéticos podem causar em
organismos nao-alvos, algumas alternativas sédo estudadas para diminuir esses
impactos. Os inseticidas botanicos sdo substancias quimicas biossintetizadas por
meio do metabolismo secundario de algumas espécies de plantas, podendo ter efeito
repelente ou intoxicante no inseto, apesar de ser menos toéxico a organismos nao-
alvos (AGUIAR-MENEZES, 2005). O extrato de piretro € um exemplo de inseticida
botanico baseado nas piretrinas e retirado das flores da espécie Chrysanthemum
cinerariae folium (BOND; BUHL; STONE, 2014; VISHAL SONI, 2014). Estudo
realizado por Oliveira et al. (2019a) com objetivo de diagnosticar os efeitos citotdéxicos
do extrato de piretro encapsulado em nanoparticula em abelhas A. mellifera
demonstrou que concentracdes baixas de extrato de piretro puro apresentou atenuada

citotoxicidade a espécie.
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Adicionalmente, também visando diminuir 0s impactos negativos dos
agrotoxicos em organismos nao-alvos e no ambiente, os nanopesticidas se
apresentam como uma possivel solucdo a essa problemética (BAKER et al., 2017,
KIM et al., 2017). Agrotéxicos encapsulados em nanoparticulas, como o proprio piretro
carreado por um tipo de nanoparticula (a nanoparticula lipidica sélida), vém sendo
estudados por meio de biomarcadores celulares para diagnostico dos efeitos em
animais ndo-alvos como as abelhas (OLIVEIRA et al., 2019a). Uma vez que o pdlen e
néctar contendo residuos de agrotdxicos podem ser consumidos pelas abelhas, o
sistema digestivo € o primeiro local de contato com essas substancias. O intestino
meédio, em particular, € um importante 6rgao utilizado para avaliacdo dos efeitos
desses residuos, pois biomarcadores celulares/histolégicos indicativos de
citotoxicidade podem ser avaliados neste 6rgdo (MALASPINA; SILVA-ZACARIN,
2006).

Considerando os riscos a que as abelhas estdo expostas durante sua atividade
de forrageamento, bem como as possiveis solu¢cdes que englobam os inseticidas
botanicos e a nanotecnologia, esse estudo tem por objetivo o diagnéstico dos efeitos
citotoxicos do extrato de piretro encapsulado (nanopesticida) no intestino médio de
abelhas nativas T. angustula, além de observar as alteracdes histoldégicas causadas
por esse inseticida carreado por nanoparticula lipidica sélida, bem como na sua forma
isolada. Adicionalmente, também ha a comparacédo dos efeitos em nivel histolégico
entre o extrato de piretro isolado e a formulagcdo comercial de um piretréide, a
deltametrina, para indicar se o inseticida botanico pode representar uma alternativa
menos téxica ao uso convencional de compostos sintéticos desse grupo de

agrotoxicos.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Obtencéo do agrotoxico e nanoparticula

O extrato de piretro Pestanal® (extrato do inseticida botanico, CAS 8003-34-7,
pureza = 99%) foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich®.

As nanoparticulas foram preparadas na Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” - campus Sorocaba, no laboratério de Nanotecnologia Ambiental,

em parceria com Prof. Dr. Leonardo Fernandes Fraceto e Dr.2 Cristiane Ronchi de



24

Oliveira, conforme metodologia e caracterizacdo descrita em Oliveira et al. (2019a) e

esquematizacdo em Anexo 1.

3.2.2 Bioensaio com T. angustula

O bioensaio foi realizado pela Dr2. Hellen Maria Soares-Lima, processo
PNPD/CAPES n° 88882.306809/2018-1. Abelhas da espécie T. angustula foram
coletadas em atividade de voo na entrada de trés diferentes colonias manejadas
(Sorocaba, SP, Brasil, 23°34'52.0"S 47°31'33.8"W) e colocadas em potes plasticos de
250 mL previamente furados contendo um microtubo do tipo eppendorf com solucéo
de sacarose 50% acucar + 50% agua para alimentacao dos individuos. Em cada pote
plastico foram mantidas 10 abelhas provenientes da mesma colbnia, as quais foram
mantidas em temperatura ambiente (em torno de 25°C) durante 24 horas.

ApoOs esse periodo, os alimentadores dos potes foram substituidos e os potes
foram separados em sete grupos experimentais ensaiados em triplicata (N = 30
abelhas, sendo 10 abelhas de cada uma das trés coldnias por pote), conforme a
solucao presente no alimentador, sendo eles: I. Controle (CTLE): solucao de sacarose
50% ml/v; Il. Controle solvente (CA): solucdo de sacarose com acetona 0,144%; IlI.
Extrato de Piretro (PIR): solucdo de sacarose contendo 0,144 ng/puL de extrato de
piretro dissolvido previamente em acetona; IV. Nanoparticula lipidica solida (NLS):
solucdo de sacarose contendo nanoparticulas isoladas na concentracdo usada no
grupo lll; V. Extrato de Piretro encapsulado em nanoparticulas (NLS+PIR): solucéo de
sacarose contendo 0,144 ng/uL de extrato de piretro carreado por nanoparticula; VI.
Deltametrina (DELTA): solucdo de sacarose com deltametrina na dose recomendada
pelo fabricante, contendo 0,144 ng/uL de piretro (formulagédo comercial do piretro); e
VII. Acetato de polivinila (PVA): solucao de sacarose contendo surfactante empregado
na confeccdo das nanoparticulas. As concentracfes para cada substancia foram
baseadas em estudo realizado por Dorigo et al. (2018), contendo o intake para espécie
T. angustula, e no estudo de Oliveira et al. (2019) com A. mellifera, para comparacao
entre espécies, sendo 0,144 ng/uL para jatai correspondente a 1 ng/uL para A.
mellifera.

As abelhas foram mantidas em temperatura ambiente por 24 horas em
exposicao continua via oral (ad libitum). Apos essa etapa, 15 individuos de cada grupo

experimental foram anestesiados a -4°C até a dorméncia e os intestino meédios foram
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dissecados e imediatamente fixados em paraformaldeido 4% em tampéo fosfato pH
7,0 por 24 horas em baixa temperatura, e, em seguida, submetido a desidratacao lenta
em solugdo crescente de etanol em baixa temperatura, segundo protocolo para
processamento histolégico descrito em Silva-Zacarin et al. (2012), com posterior

inclusdo em historesina.

3.2.3 Analise histolégica

Para a anélise morfolégica do intestino, duas laminas ndo sequenciais de cada
individuo foram hidratadas em agua destilada durante 10 minutos e coradas em
Hematoxilina por 25 minutos. Posteriormente, foram lavadas rapidamente em agua
corrente e entdo coradas em Eosina 0,5% durante 2 minutos. Apés lavagem rapida
em agua destilada e secas em temperatura ambiente, foram montadas em meio de
montagem ERV-Mount. Para cada lamina, trés seccdes histologicas né&o
consecutivas, nos quais o intestino médio apresentava lumen aberto, foram
analisadas em fotomicroscopio Leica®, totalizando seis secg¢fes histologicas por
individuo e 18 seccbes por grupo experimental. Apds observacdo das laminas e
analise dos biomarcadores celulares para intestino de abelhas descritos na literatura
(GRELLA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019a; TADEI et al., 2020), sete tipos de
alteraces no orgédo (lesdes) foram elencados para andlise e diagnéstico dos efeitos
do inseticida piretro carreado ou ndo por nanoparticula lipidica solida (Tabela 1).

3.2.4 Andlise semiquantitativa do intestino médio

Para o diagnéstico das lesdes no intestino médio, estabeleceu-se dois
parametros: escore de frequéncia (a), sendo 0 - ausente, 1 - pouco frequente, 2 -
moderadamente frequente e 3 - muito frequente, e fator de importancia patologica (w),
sendo 1 - minima (dano reversivel), 2 - moderada (dano geralmente reversivel) e 3 -
severa (dano irreversivel) (adaptado de OLIVEIRA et al., 2019a; TADEI et al., 2020)
(Tabela 1).

Os ninhos de células regenerativas foram contados em todas as seccodes
histolégicas dos grupos experimentais e comparados ao grupo Controle. Aos valores
obtidos, foram atribuidos os escores, sendo 0 (5 ou mais ninhos em todo intestino), 1

(3 ou 4 ninhos), 2 (1 a 3 ninhos) e 3 (auséncia de ninhos).

Tabela 1. Lesdo no drgédo e respectivo fator de importancia.
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Leséo Fator de importancia patoldgica (w)

Diferenciacéo celular nos ninhos 1
regenerativos

Secrecao apocrina

Liberacéo de células para o limen

Esferocristais

Marginalizag@o cromatinica

N N R R R

Aumento no tamanho dos vacuolos
citoplasmaticos
Reducdo de ninhos de células 3

regenerativas

Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (2019a) e Tadei et al. (2020).

Posteriormente, foi calculado o indice de lesdo para cada alteracdo por
individuo utilizando os fatores de importancia multiplicados pelos valores de escores
de frequéncia das lesdes, conforme seguinte equacao de Bernet et al. (1999):

le=axw

Equacédo 1

Por fim, o indice de les@es total no 6rgao foi calculado por meio da somatéria
dos indices de lesao (Zal), representado pela Equacdo 2 extraida de Bernet et al.
(1999):

lorg = 2alt (a x w)

Equacéo 2

3.2.5 Analise estatistica

A analise dos dados para cada alteracao utilizou os conjuntos de valores
obtidos e foram comparados estatisticamente entre os grupos experimentais utilizando
o programa R (verséao 4.1.1; R Foundation for Statistical Computing Vienna, AT, 2021).
Segundo Teste Shapiro-Wilk, os dados obtidos para cada lesdo ndo apresentaram
distribuicdo normal. Dessa forma, os testes realizados para as les6es foram: Modelo
Linear Generalizado (Familia Quasi-Poisson e Modelo Zero-Inflacionado) para
esferocristais e reducao de ninhos de células regenerativas, utilizando os pacotes hnp
(MORAL; HINDE; DEMETRIO, 2017), emmeans (LENTH, 2021), multcomp
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(HOTHORN; BRETZ; WESTFALL, 2008), MASS (VENABLES; RIPLEY, 2002), doBy
(HBISGAARD; HALEKOH, 2021) e pscl (JACKMAN, 2020); e teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Wilcoxon, com os pacotes multcompView
(GRAVES et al.,, 2019) e rcompanion (MANGIAFICO, 2021), para as lesdes
marginalizacdo da cromatina, secrecao apocrina, liberacao de células e diferenciacéo
de ninhos de células regenerativas.

Para calculo da média e intervalo de confianca foi utilizado o pacote Rmisc
(HOPE, 2013). Os gréficos de efeito foram plotados por meio do pacote daBest (HO
et al., 2019) e foram analisados para todas as lesdes.

Para célculo do indice de lesédo no 6rgéo por grupo foi feito Teste Shapiro-Walk,
indicando normalidade dos dados. Dessa forma, realizou-se teste Anova seguido do
pos-teste Tukey de comparacao multipla.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a analise histoldégica comparativa entre 0s grupos controles e
expostos, ndo houve comprometimento da citoarquitetura do intestino médio, apesar
da observacao de alteracfes nas células digestivas do epitélio intestinal, portanto os
dados evidenciaram similaridade entre os grupos controles e 0os expostos (Figura 2).
O intestino médio de T. angustula possui estrutura similar ao de A. mellifera, se
apresentando na forma tubular. O epitélio € apoiado por uma lamina basal e é
constituido por células prismaticas, denominadas células digestivas, as quais séo
recobertas por microvilosidades, enquanto as células basais séo células regenerativas
agrupadas em “ninho”. O lumen, por sua vez, é delimitado pela matriz peritréfica
(CRUZ-LANDIM, 2009) (Figura 2).
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Figura 2. Fotomicrografia da citoarquitetura do intestino de T. angustula (grupo Controle).
Coloracao: Hematoxilina e Eosina. Aumento: 400x. As letras indicam: cd — célula digestiva; nu —
nudcleo; lu — limen; ml — mdsculo; mp — matriz peritréfica A seta preta indica ninho de células

regenerativas. A seta vazia com contorno preto indica vacuolos citoplasmaticos.

Fonte: Autoria prépria (2021).

As lesbes “compactagdo da cromatina no nucleo” e “nucleos picnéticos”,
comumente relatadas no intestino médio em estudos ecotoxicolégicos com abelhas A.
mellifera (DOMINGUES et al., 2020; GRELLA et al., 2019; JACOB et al., 2014; TADEI,
MENEZES-OLIVEIRA; SILVA-ZACARIN, 2020), ndo foram observadas em nenhum
dos grupos experimentais, portanto, ndo foram adicionadas a este trabalho.

Esferocristais foram observados em baixa frequéncia nas seccdes histolégicas
dos grupos experimentais. Eles sdo naturalmente produzidos pelas células epiteliais
do intestino de abelhas forrageiras, tendo como funcdo a osmorregulacdo e
neutralizacdo de xenobidticos (SERRAO et al., 2008). No entanto, essa lesdo n&o
demonstrou diferenca entre 0s grupos expostos e controles (p < 1) (Figura 3A).

Em relacéo a lesdo “marginalizagédo da cromatina” (Kruskal-Wallis, x? = 59,46,
gl =6, p<0,001), o grupo DELTA (3,777 £ 0,470) teve um aumento de mais de duas
vezes em relacdo ao CTLE (1,333 £ 1,182) e os demais grupos experimentais.
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Ressalta-se a diferenca entre os grupos DELTA e PIR (0,778 £ 0,604), na qual o
DELTA demonstrou aumento de mais de trés vezes na marginalizacado da cromatina
em comparacdo ao PIR, j& que a deltametrina € a formulacdo comercial do piretro
(Figura 3B).

A marginalizacdo da cromatina pode ser um indicativo do inicio de processo de
apoptose (um tipo de morte celular programada) nessas células (MORAES; BOWEN,
2000; SILVA-ZACARIN; TABOGA; MORAES, 2006). Apesar desse processo ocorrer
naturalmente no individuo ao longo de sua vida e aumentar em frequéncia conforme
a idade da abelha (ELMORE et al.,, 2007; MORAES; BOWEN, 2000), o estresse
guimico causado por aumentar a frequéncia de morte celular. Estudos realizados com
as espécies de abelha Apis mellifera (CARVALHO et al., 2009; DECOURTYE et al.,
2009), Scaptotrigona tubiba (MORAES; BAUTISTA; VIANA, 2000) e Melipona
guadrifasciata (DEL SARTO et al., 2014) expostas a deltametrina concluiram que esse
agrotoxico diminui a sobrevivéncia das abelhas, sendo considerado altamente toxico.
Além disso, outros estudos utilizando a A. mellifera evidenciaram que esse inseticida
neurotéxico pode prejudicar a atividade de forrageamento ao provocar alteragdes no
voo (FREITAS; PINHEIRO, 2010), diminuicdo na capacidade de retorno a col6nia
(FREITAS; PINHEIRO, 2010) e induzir hipotermia (VANDAME; BELZUNCES, 1998).
Morfologicamente, a deltametrina pode afetar as células epiteliais do intestino médio
de organismos nao-alvos, como por exemplo em abelhas A. mellifera na qual foi
observado aumento de vacuolos citoplasmaticos e separacdo da membrana basal no
epitélio (ALJEDANI, 2017; ALJEDANI; SHIBOOB; ALMEHMADI, 2017); e em efémera
Callibaetis radiatus, na qual a exposicdo aumentou a frequéncia de apoptose nas
células digestivas (GUTIERREZ et al., 2016). Nesse estudo, a formulacdo comercial
do piretro (deltametrina) também induziu o0 aumento na frequéncia de morte celular
pela exposicéo oral nas células digestivas do intestino médio.

Em relacdo aos vacuolos presentes nas células digestivas, todos os grupos
apresentaram alteracdo quanto ao tamanho e frequéncia desses vacuolos (Kruskal-
Wallis, x? = 54,493, gl = 6, p < 0,001), exceto CTLE e DELTA. O PVA (3,100 + 0,509)
apresentou uma frequéncia maior de aumento do tamanho dos vacuolos
citoplasmaticos em comparacdo aos demais grupos, cerca de trés vezes mais,
incluindo NSL (1,700 £ 0,895) e NSL+PIR (2,000 + 0,591), ainda que o PVA seja usado

na formulacdo das nanoparticulas (Figura 3C).
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A vacuolizacdo citoplasmatica € uma caracteristica morfolégica presente no
intestino devido ao processo fisiologico de autofagia, promovendo a renovacao de
organelas e reorganizacao do citoplasma, sendo inclusive frequente durante as fases
de remodelacdo de 6rgdos na metamorfose nas abelhas (SILVA-ZACARIN, 2007;
SILVA-ZACARIN et al., 2011). O intestino de T. angustula apresenta um epitélio
bastante vacuolizado, no entanto, o aumento na frequéncia e tamanho desses
vacuolos é indicativo de resposta celular ao estresse e pode levar a degeneracéo
epitelial (no caso de vacuolizagdo degenerativa), possibilitando perda da funcéao
intestinal. Diversos estudos demonstram aumento na vacuolizac&o no intestino médio
de A. mellifera apds exposicado a xenobidticos, como fungicidas (CARNEIRO et al.,
2020; TADEI et al., 2020), inseticidas (CATAE et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2013) e
nanoparticulas de o6xido metélico (DABOUR et al., 2020), além de estudo com
meliponideo realizado por Domingues et al. (2020), no qual houve aumento na
vacuolizacdo na base das células digestivas apds exposicdo a concentracao
intermediaria de fungicida. Nenhum dos grupos com alteracbes no tamanho dos
vacuolos apresentou vacuolizacdo degenerativa com perda evidente de citoplasma.
Como resposta ao estresse celular induzido por xenobidticos, células digestivas
podem aumentar o processo de autofagia (eliminacdo de organelas potencialmente
danificadas pelo xenobiotico) (CRUZ-LANDIM; SERRAO; SILVA-DE-MORAES, 1996;
GRELLA et al.,, 2019) ou aumentar a producdo de vesiculas de secrecdo que
subsequentemente aumenta a liberacéo de secrecdo apdocrina que, por sua vez, pode
ser uma forma indireta de protecéo tecidual contra o xenobidtico (GRELLA et al.,
2019). Nesse estudo, o grupo PVA apresentou maior frequéncia no aumento da
vacuolizacdo citoplasmética, indicando citotoxidade desse surfactante em T.
angustula.

O aumento da secreg¢do apocrina no intestino de abelhas expostas a diferentes
tipos de xenobidticos é frequentemente relatado nos estudos toxicolégicos (BATISTA
et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2019a). No presente estudo, o
grupo NSL (2,000 + 0,381) aumentou em aproximadamente duas vezes mais a
producéo e liberacdo de secre¢do apocrina em relagdo ao CTLE (0,222 + 0,273) e
demais grupos (NSL+PIR, PVA) (Kruskal-Wallis, x? = 54,421, gl = 6, p < 0,001) (Figura
3D). A secrecdo apocrina é liberada pela parte apical das células epiteliais e é

composta de enzimas digestivas e substancias da matriz peritréfica que séo
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secretadas para o limen (CRUZ-LANDIM; SERRAOQ; SILVA-DE-MORAES, 1996). Um
aumento na producéo e liberagcdo, no entanto, pode significar uma resposta celular
desencadeada por um estressor (GRELLA et al.,, 2019). Semelhante resultado é
apresentado em relacéo a liberacdo de células para o limen. A liberacdo de células
ocorre naturalmente para renovacdo do epitélio intestinal, mas o aumento na
frequéncia desse processo € indicativo de estresse ao xenobiotico (BATISTA et al.,
2020; CASTRO et al., 2020). Neste trabalho, os grupos PVA (1,160 + 0,191), NSL
(0,400 £ 0,254) e NSL+PIR (0,100 + 0,336) apresentaram aumento na frequéncia de
liberacao de células para o lamen em comparacéo ao CTLE (0,500 + 0,256), cerca de
uma vez mais (Kruskal-Wallis, x? = 36,293, gl = 6, p < 0,001) (Figura 3E). CA e CTLE
nao diferiram estatisticamente, assim como PIR e DELTA em relag&o aos respectivos
controles (p < 0,001).

Estudos demonstram que a exposi¢do a xenobidticos podem causar aumento
na liberacdo de secrecdo apodcrina e de células digestivas para o limen, como
evidenciado em estudos de abelhas expostas a diferentes inseticidas, a exemplo:
imidacloprido (CATAE et al., 2017), espinosade (LOPES et al., 2017), acido borico e
fipronil (CRUZ et al.,, 2010) e nanoparticulas (isoladas e carreadoras do piretro)
(OLIVEIRA et al., 2019a), além de estudo realizado com percevejos da espécie
Podisus nigrispinus expostos ao piretroide sintético permetrina (MARTINEZ et al.,
2018) e estudo com meliponideo Melipona scutellaris exposto ao fungicida
piraclostrobina (DOMINGUES et al., 2020). Nesse estudo, os resultados indicam que
a nanoparticula isolada induziu o aumento na frequéncia de ambas as lesdes,
indicando que, apesar de ndo conter o principio ativo do agrotdxico, ainda apresenta
citotoxidade ao intestino. No entanto, ambas as les6es sdo reversiveis, pois a
diferenciacdo de células regenerativas dos ninhos pode recuperar o dano epitelial de
forma rapida, ndo causando alteragdo na sobrevivéncia das abelhas (GRELLA et al.,
2019; OLIVEIRA et al., 2019a).

Em relagédo a redugédo de ninhos de células regenerativas, os controles CA
(3,000 + 1,144) e CTLE (0,333 £ 0,482) diferiram na quantidade de ninhos (p = 0,002,
GLM - Zero Inflacionado). Os grupos NSL e NSL+PIR n&o diferiram do CTLE,
enquanto os demais grupos, incluindo CA, apresentaram diminui¢do na quantidade de
ninhos, cerca de duas a trés vezes menos (Figura 3F). J4 em relacéo a diferenciacéo

de ninhos regenerativos, grupo DELTA (4,000 + 0,950) demonstrou aumento de cerca
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de trés vezes na quantidade de ninhos regenerativos diferenciados em comparacao
ao CTLE e demais grupos (PIR, NLS+PIR) (Kruskal-Wallis, x2 = 37,637, gl =6, p <
0,001) (Figura 3G).

A diferenciacdo dos ninhos de células regenerativas ocorre para substituir as
células digestivas danificadas ou senescentes (CRUZ-LANDIM; SERRAO; SILVA-DE-
MORAES, 1996). A atencédo para essa lesdo se deve a grande presenca de ninhos
em processo de diferenciacéo e ja totalmente diferenciados, pois demonstra intensa
necessidade de renovacéo epitelial no intestino. Ja a diminuicdo na quantidade de
ninhos é considerada uma leséo grave devido a perda da possibilidade de renovacéo
celular, sendo assim, uma vez que os ninhos se diferenciam totalmente, as futuras
células liberadas no limen ndo serdo repostas, causando dano irreversivel (GRELLA
et al., 2019). Estudos demonstram que a exposi¢cao a agrotoxicos pode causar a
diminuicdo de ninhos regenerativos, como em abelhas expostas ao fungicida
azoxistrobina (ORSI, 2020), inseticida tiametoxam (GRELLA et al., 2017; OLIVEIRA
et al., 2013) e clotianidina (CAMARGO, 2019). Ressalta-se estudo realizado com T.
angustula exposta ao inseticida botanico azadiractina em concentragao subletal, no
gual houve auséncia de ninhos regenerativos apés 24h de exposicdo. Embora todos
0S grupos, com excecdo dos grupos com nanoparticulas, tenham apresentado
reducdo nos ninhos de células regenerativas no presente estudo, a formulacao
comercial do piretro (deltametrina) induziu tanto a diferenciagcdo dos ninhos como a
reducdo destes, indicando uma possivel degeneracdo epitelial devido a menor

possibilidade de substituicdo das células liberadas para o lumen.
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Figura 3. Fotomicrografia de intestino médio de Tetragonisca angustula corada com Hematoxilina e
Eosina em aumento 400x. - Estimativa do tamanho de efeito das lesdes celulares e representacéo da
lesdo. O eixo superior dos graficos evidencia a distribui¢do do indice de lesdo e no eixo inferior estao

plotada as médias com seus devidos intervalos de confianca e tamanho de efeito comparativo ao
controle. CTLE: controle; CA: controle acetona; DELTA: deltametrina; NSL+PIR: piretro
nanoencapsulado; NSL: nanoparticula isolada; PIR: extrato de piretro; PVA: acetato de polivinila; le:
indice de lesédo; A: Esferocristais; B: Marginalizacdo da cromatina; C: Alteracdo nos vacuolos
citoplasmaticos; D: Secrecdo apocrina; E: Liberacao de células; F: Diferenciacdo de ninhos; G:
Reducédo na quantidade de ninhos. As letras minUsculas indicam: cd: célula digestiva; nu: nucleo; lu:
limen; mc: marginalizagéo da cromatina; vc: vacuolo citoplasmatico; lib: liberacéo de célula; sa:
secre¢do apocrina; ml: masculo. Seta larga branca contornada de preto indica esferocristais. Seta
preta indica ninho de célula regenerativa ndo diferenciado. Ponta da seta preta indica ninho de célula

regenerativa em diferenciag&o ou diferenciado.
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Fonte: Autoria propria (2021).

Os grupos PVA (10,611+1,618) e DELTA (10,167+1,665) apresentaram indice
de lesé@o no 6rgao estatisticamente mais altos que os demais grupos experimentais e
CTLE (Figura 4, p < 0,001). Comparando com o estudo de Oliveira et al. (2019a)
realizado com A. mellifera, o PVA nédo apresentou diferenca significativa em relacao

aos controles no aumento das les@es, o que indica uma sensibilidade diferente de T.
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angustula a esse surfactante isolado. O acetato de polivinila € um polimero sintético
da familia dos ésteres polivinilicos. Segundo uma de suas fichas de seguranca, nédo
h& dados sobre possiveis riscos ecoldgicos (ROTH, 2016), no entanto, de acordo com
outra empresa que comercializa o produto, o PVA pode ser toxico a organismos
aquaticos, além de ser esperado que sua degradacdo seja lenta, embora ndo haja
dados que comprovem essa hipotese (TEKBOND, 2014). Sendo assim, o PVA pode
apresentar toxicidade a organismos néo alvos, e esse presente estudo demonstra sua
toxicidade para a espécie nativa T. angustula.

Em relacéo ao extrato de piretro carreado ou ndo por nanoparticula, ndo houve
diferenca estatistica considerando esse indice, bem como entre a nanoparticula
isolada ou como carreadora do piretro. O grupo CTLE teve o indice significativamente
menor comparado ao restante dos grupos. No estudo de Oliveira et al. (2019a), o
extrato de piretro em concentracdo mais elevada (10 ng.uL™) e as nanoparticulas
isoladas causaram alteracdes histoldégicas mais significativas em relacdo aos outros
grupos, enquanto as nanoparticulas carreadoras de extrato de piretro nas
concentracdes 1 e 10 ng.uL™* foram consideradas seguras para as abelhas expostas
a curto prazo, assim como a concentracdo mais baixa de extrato de piretro (1 ng.uL™).
Neste presente estudo, a concentracdo usada foi semelhante a concentracdo mais
baixa (0,144 ng.uL™) e os resultados para a espécie T. angustula foram aproximados.
Para melhor comparacao, a espécie também deve ser exposta a concentracdo mais
alta do extrato de piretro e do inseticida encapsulado em nanoparticula. Ressalta-se
gue ambas as espécies dos estudos mostraram alteracdes quando expostas as
nanoparticulas isoladas, manifestando a necessidade de maiores estudos ambientais
sobre as consequéncias dos residuos gerados na nanotecnologia.

Em comparacdo com o inseticida em formulacdo comercial (deltametrina), o
inseticida botanico extrato de piretro demonstrou causar menos alteragfes
histopatolégica nos individuos de T. angustula, podendo ser uma alternativa mais
segura ao uso de piretréides e outros inseticidas sintéticos. Apesar do acetato de
polivinila isolado aumentar as lesbes no 6rgao, quando usado na formulacdo das
nanoparticulas ndo apresentou o mesmo efeito, demonstrando estabilidade na

formulac&o da nanopatrticula.
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Figura 4. indice de Les&o Total no intestino médio de Tetragonisca angustula apds
exposicao oral as soluc@es testes. Asteriscos indicam diferenca significativa em comparacao
ao controle. CTLE — controle; CA —controle acetona; PIR — piretro; NSL+PIR — piretro
encapsulado em nanoparticula lipidica sélida; NSL — nanoparticula isolada; DELTA —

deltametrina; PVA — acetato de polivinila.
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Fonte: Autoria propria (2021).

No Brasil, a avaliacdo ambiental figura uma das etapas necessarias para
registro de agrotdxicos, segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (Ibama). Essa avaliacdo baseia-se em testes em
laboratério e em campo para compreensao dos efeitos das substancias quimicas em
questdo nos seres vivos e no ambiente, como solos e corpos hidricos. A Lei Federal
n° 7.802/1989, o Decreto n° 4.074/2002 e o Decreto n° 8.973/2017 dispbem sobre a
regulacéo dos agrotoxicos no pais, bem como delega ao Ministério do Meio Ambiente
realizar a avaliagdo ambiental dos produtos e seus componentes, enquanto cabe ao
Ibama realizar a analise, registro e controle de agrotoxicos, seus componentes e afins.
Ressalta-se que, ainda que se saiba dos riscos e efeitos toxicos dos agrotdxicos para
organismos ndo-alvos e humanos, a aprovagado de novos principios ativos e produtos
cresceu demasiadamente nos ultimos quatro anos e atingiu recorde historico em 2020,
manifestando necessidade de revisdo da legislacdo referente aos agrotoxicos
(NUNES et al., 2021). Em relagéo aos inseticidas botanicos, a legislacdo que os regula
€ a mesma para 0s agrotoxicos sintéticos. No entanto, a Lei n® 13.123, de 20 de maio
de 2015 aborda a pesquisa e o desenvolvimento de produtos bioldgicos e o acesso
ao patriménio genético, dessa forma, também regula a producdo de inseticidas
botanicos (HALFELD-VIEIRA et al., 2016).
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Apesar da importancia da nanotecnologia em diversas areas, incluindo a
possivel diminuicdo de impactos de agrotoxicos em organismos nao-alvos, é
necessario atentar-se a falta de legislacdo sobre o tema. Na Unido Europeia, por
exemplo, ja h& regulagdo por parte da European Food Safety Authority (EFSA),
enquanto nos Estados Unidos, ha vistoria por parte da Food and Drug Admnistration
(FDA). No Brasil, ndo ha protocolos padronizados para os testes de toxicidade de
nanoparticulas nem para avaliagdo dos impactos ambientais destas. Embora exista
legislacéo visando a protecdo do solo e recursos hidricos e gerenciamento ambiental
de areas contaminadas por substancias provenientes de atividades humanas
(Resolucdo CONAMA n° 420, de 28 de dezembro de 2009), ainda ha necessidade de
se ter uma regulacao nacional sobre os produtos nanotecnol6gicos para que possiveis
impactos a saude humana e ambiental sejam evitados ou mitigados, principalmente
se considerar que a nanotecnologia ja estd em contato com 0 meio ambiente e biota
terrestre e aquatica diariamente (FERREIRA; SANT'ANNA, 2015; LAZZARETTI;
HUPFFER, 2019).

Entender os possiveis efeitos prejudiciais dos agrotoxicos na saude apicola,
bem como compreender como novas tecnologias podem impactar esses organismos
esta intimamente ligado com a sustentabilidade global, como visto, por exemplo, na
Agenda 2030 da Organizacdo das Nacbes Unidas (ONU). A Agenda 2030 da
continuidade a Agenda de Desenvolvimento do Milénio, tendo seu inicio em 2016 e
abrangendo o desenvolvimento econdmico, a erradicacdo da pobreza, da miséria e
da fome, a incluséo social, a sustentabilidade ambiental e a boa governanca em todos
0s niveis, incluindo paz e seguranca. O Objetivo 2 visa “garantir a seguranca alimentar
e melhoria da nutricdo e promogao a agricultura sustentavel”, enquanto o Objetivo 15
pretende “proteger, recuperar e promover 0 uso sustentavel dos ecossistemas
terrestres, gerir de forma sustentavel as florestas, combater a desertificacdo, deter e
reverter a degradacao da terra e deter a perda”. Com base nesses objetivos e no que
foi exposto nesse trabalho, fica nitido que precisamos compartimentalizar a producéo
agricola nas premissas da sustentabilidade, buscando meios produtivos mais seguros
e ambientalmente corretos, que possam proteger a nossa biodiversidade, bem como
produzir alimentos mais seguros para populagao.

Nossos dados mostraram que o extrato de piretro representa uma alternativa

viavel para a agricultura e mais segura para organismos nao-alvos, como as abelhas,
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em comparacao ao inseticida sintético deltametrina. Os inseticidas botanicos ja foram
utilizados no passado em varias lavouras, mas foram deixados de lado pelos
agrotéxicos convencionais, que tem maior persisténcia nas culturas (AGUIAR-
MENEZES, 2005). No entanto, com o aumento da resisténcia das pragas aos
agrotoxicos comumente utilizados e seu risco aos organismos nao-alvos, 0s
inseticidas botanicos voltaram a se destacar, demonstrando aumento na procura e
comercializacdo desses produtos, assim como a pesquisa e desenvolvimento de
novas formulagdes naturais (HALFELD-VIEIRA et al., 2016). Espera-se maiores
iniciativas por parte de governos e instituicdes de regulacdo para que o consumo de
formulacdes menos téxicas seja objetivado.

A andlise da viabilidade dos nanopesticidas ainda necessita de maior
embasamento cientifico para que se possa entender os efeitos ambientais das
nanoparticulas, dessa forma, estudos com outros animais e organismos devem ser
realizados, em especial utilizando espécies nédo-alvo. Visto que nanoparticulas
apresentam maior permeabilidade as membranas, é possivel a maximiza¢do da sua
toxicidade devido a sua maior reatividade com organismo, algo que precisa ser
considerado na escala produtiva, pois precisamos de solucdes que sejam eficientes,
mas também menos impactantes. Por fim, basear-se em estudos cientificos realizados
com espécies nativas, como este, para criacdo de novos modelos para estudos
ecotoxicolégicos, bem como para as tomadas de decisao relacionadas a conservacao
ambiental e o desenvolvimento sustentavel, € de suma importancia para que 0s

objetivos descritos sejam cumpridos.

3.4 Conclusdes

A hipétese deste estudo foi parcialmente aceita. O extrato de piretro carreado
por nanoparticula e o extrato de piretro e a nanoparticula isolados nédo apresentaram
diferencas significativas nas lesées do intestino médio de T. angustula, porém tanto o
extrato de piretro isolado como carreado por nanoparticula demonstraram ser menos
citotoxicos do que a formulacdo comercial deltametrina, dessa forma, representando
alternativas mais seguras ao uso de piretréides sintéticos.

Ressalta-se a necessidade de expor a espécie a outras concentracfes do

inseticida botanico (isolado e encapsulado nas nanoparticulas) que também possam
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estar presentes como residuo nos agroecossistemas, além da realizacéo de estudos

adicionais expondo outras espécies de abelhas.
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ANEXOS

Anexo 1
Figura 5. Nanoparticulas lipidicas sélidas. A) Representagdo esquematica das nanoparticulas

lipidicas sélidas com o extrato de piretro. B) Visualizagdo de nanoparticulas lipidicas sélidas em
solugédo a partir do equipamento de rastreamento de particulas (NTA).
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Fonte: OLIVEIRA, C. R. Nanoparticulas lipidicas solidas como sistemas carreadores de extrato de
piretro e avaliagdo toxicoldgica em organismos nado-alvos. Tese (Doutorado). Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Programa de Po6s-graduacdo em Ciéncias Ambientais, 2019.



