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RESUMO

TADEI, Rafaela. Efeitos da combinacéo de agrotdxicos e do patdgeno Nosema ceranae no
desenvolvimento de Apis mellifera africanizada. 2020. 130 f. Dissertagdo (Mestrado em
Biotecnologia e monitoramento ambiental) — Universidade Federal de S&o Carlos, campus
Sorocaba, Sorocaba, 2020.

Populagdes de abelhas vém sofrendo declinio em diversas partes do mundo, possivelmente
devido a uma combinacdo de fatores bidticos e abioticos, como agrotoxicos, patdgenos e
fragmentacdo florestal. Desde a fase larval, as abelhas sdo expostas a combinagdes de
agrotoxicos pela alimentacdo e por contato que podem prejudicar sua saude e a capacidade de
combater de patdgenos, como o microsporidio Nosema ceranae. O presente estudo teve como
objetivo avaliar se a exposi¢cdo a combinacgéo de agrotoxicos na fase inicial do desenvolvimento
da abelha altera as taxas de infec¢do e efeitos causados pelo patdgeno N. ceranae. Para isso,
larvas de Apis mellifera provenientes de trés col6nias saudaveis foram transferidas para
condigdes in vitro e receberam dieta artificial contendo 2% de agrotoxico do terceiro ao sexto
dia de alimentacgdo. O bioensaio larval foi composto por seis grupos experimentais: | — Controle,
Il — Controle solvente, Il — Inseticida clotianidina, 1V — Fungicida piraclostrobina, V —
Combinacdo: inseticida + fungicida, VI — Fungicida piraclostrobina comercial - Comet®. O
consumo total de clotianidina e piraclostrobina foi de 0,17 ng/larva e 0,69 ng/larva,
respectivamente. Esses individuos foram mantidos a 34°C e umidade controlada até a
emergéncia. Ap6s um dia da emergéncia, metade dos individuos de cada grupo experimental
foi inoculado oralmente com 100.000 esporos de N. ceranae. Seis dias apds a inoculacéo, o
intestino médio das abelhas foi submetido a disseccdo, fixacdo e microtomia para avaliagdo
histoldgica, histoquimica e de imunofluorescéncia. A partir dos cortes histoldgicos foram
realizadas analises quantitativas da taxa de infeccdo, morfométricas da espessura do epitélio e
semi-quantitativas das alteracBes celulares no intestino médio. Efeitos deletérios no
desenvolvimento po6s-embriondrio ndo foram observados nos grupos experimentais. A
exposicdo larval aos agrotdxicos tornou os adultos subsequentes mais susceptiveis as acdes do
patdgeno Nosema ceranae, aumentando as lesbes epiteliais no intestino médio. Dentre os
grupos experimentais, o inseticida apresentou a maior citotoxicidade ao intestino médio e
aumentou as taxas de infeccdo celular aos esporos inoculados. N&o foi observado sinergismo
nos individuos expostos a combinacdo de agrotoxicos, porém a co-exposicdo favoreceu a
infecgdo ao patogeno. A formulacdo comercial do fungicida ndo potencializou os efeitos do
principio ativo no epitélio ventricular das abelhas adultas. Desse modo, esse estudo € o primeiro
a avaliar a exposicdo larval a combinacdes de agrotoxicos seguida da inoculagdo com N.
ceranae e mostrou que a exposicdo larval a doses subletais destes agrotoxicos podem afetar a
salde dos individuos adultos subsequentes.

Palavras-chave: Abelha. Neonicotindide. Fungicida. Desenvolvimento larval.



ABSTRACT

TADEI, Rafaela. Effects of the combination of pesticides and the pathogen Nosema ceranae
on the development of africanized Apis mellifera. 2020. 130 p. Dissertation (Master in
Biotechnology and Environmental Monitoring) - Federal University of S&o Carlos, campus
Sorocaba, Sorocaba, 2020.

Bee populations have declined in several parts of the world, possibly due to a combination of
biotic and abiotic factors, such as pesticides, pathogens and forest fragmentation. Since the
larval stage, bees are exposed to combination of pesticides by food and contact that can harm
their health and capacity to combating pathogens, such as the microsporidium Nosema ceranae.
The present study aimed to assess whether exposure to the combination of pesticides in the
early stage of bee development changes the rates of infection and effects caused by the pathogen
N. ceranae. For this, Apis mellifera larvae from three healthy colonies were transferred to in
vitro conditions and received an artificial diet containing 2% of pesticides from the third to the
sixth day of feeding. The larval bioassay was composed of six experimental groups: I - Control,
Il - Solvent control, Il - Clothianidin insecticide, IV - Pyraclostrobin fungicide, V -
Combination: insecticide + fungicide, VI - Commercial pyraclostrobin fungicide - Comet®.
The total consumption of clothianidin and pyraclostrobin was 0.17 ng / larva and 0.69 ng / larva,
respectively. These individuals were kept at 34°C and humidity controlled until the emergency.
One day after the emergency, half of the individuals in each experimental group were orally
inoculated with 100,000 N. ceranae spores. Six days after inoculation, the midgut of the bees
was submitted to dissection, fixation and microtomy for histological, histochemical and
immunofluorescence evaluation. From the histological sections, quantitative analyzes of the
infection rate, morphometric of the epithelial thickness and semi-quantitative analyzes of
cellular changes in the midgut were performed. Deleterious effects on post-embryonic
development were not observed in the experimental groups. Larval exposure to pesticides made
subsequent adults more susceptible to the actions of the pathogen Nosema ceranae, increasing
epithelial lesions in the midgut. Among the experimental groups, the insecticide showed the
highest cytotoxicity to the midgut and increased the rates of cellular infection to the inoculated
spores. No synergism was observed in individuals exposed to a combination of pesticides, but
co-exposure favored infection with the pathogen. The commercial formulation of the fungicide
did not enhance the effects of the active principle on the ventricular epithelium of adult bees.
Thus, this study is the first to assess larval exposure to combinations of pesticides followed by
inoculation with N. ceranae and showed that larval exposure to sublethal doses of these
pesticides can affect the health of subsequent adult individuals.

Keywords: Honeybee. Neonicotinoid. Fungicide. Larval development.
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1 INTRODUCAO

As abelhas sdo insetos polinizadores que desempenham um papel importante na
producdo de alimentos cultiviveis e na manutencdo da biodiversidade (HUNG et al., 2018;
LEVIN, 1983). Dentre as abelhas, a Apis mellifera Linnaeus, 1758 € uma espécie generalista,
abundante nos ecossistemas, e de facil manejo, sendo muito utilizada na polinizacao de plantas
cultivaveis, producdo de mel e demais produtos apicolas, possuindo grande relevancia
econdmica e ambiental (GARY et al., 1985).

Na ultima década, paises europeus, Brasil e EUA vém sofrendo com um declinio de
populacdes de abelhas (JOHNSON et al., 2010; LEE et al., 2015; PIRES et al., 2016), afetando
tanto o equilibrio do meio ambiente, como o setor econdmico alimenticio (CALDERONE,
2012). As evidéncias ao crescente declinio de populacdes de abelhas apontam combinages
maultiplas de fatores bidticos e abidticos, dentre eles destacam-se 0s agrotoxicos e 0s patdégenos
(GOULSON et al., 2015; NICHOLLS et al., 2017; SIMON-DELSO et al., 2014).

O contato com os agrotoxicos ocorre durante as atividades diérias de coleta de pélen e
néctar, realizada pelas abelhas forrageiras, levando esses recursos até a coldnia, 0s quais podem
conter residuos desses xenobidticos. O polen e néctar sdo utilizados para producao do alimento
que sera ingerido pelas abelhas adultas e larvas (BEYER et al., 2018; ZHU et al., 2014). Dentre
os agrotdxicos frequentemente encontrados no polen e néctar, estdo os inseticidas
neonicotindides e os fungicidas (RAIMETS et al., 2020).

Outro estressor frequente nas coldnias de abelhas A. mellifera é o patdgeno Nosema
ceranae Fries, 1996, um endoparasita microsporidio que infecta exclusivamente as células do
intestino médio das abelhas, e vem sendo relacionado com prejuizos na sobrevivéncia de
coldnias (HIGES et al., 2008). Em abelhas adultas, a infecgdo por Nosema tem multiplos efeitos
em sua saude (ANTUNEZ et al., 2009; MAYACK; NATSOPOULOU; MCMAHON, 2015;
MAYACK; NAUG, 2009) e no comportamento devido as alteracdes no polietismo normal das
abelhas, ou seja, acelerando de forma prematura a progressao temporal de tarefas que a abelha
desempenha conforme sua idade avan¢a (GOBLIRSCH; HUANG; SPIVAK, 2013; HOLT;
ARONSTEIN; GROZINGER, 2013; LECOCQ et al., 2016). A infeccdo por Nosema € também
conhecida por alterar niveis de uma proteina chave, a vitelogenina, necessaria para oviposi¢ao
em rainhas e para a modulagio do polietismo das abelhas operéarias (ANTUNEZ et al., 2009;
LECOCQ et al., 2016).
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A combinacgdo desses dois estressores, agrotoxicos e Nosema ceranae, ainda é pouco
compreendida em abelhas, podendo aumentar os impactos por efeitos sinérgicos (ALAUX et
al., 2010; DUSSAUBAT et al., 2016) ou ndo ocorrer sinergismo entre eles (ODEMER et al.,
2018). Este é o primeiro estudo que relaciona a exposicao aos agrotoxicos durante a fase larval
e os efeitos tardios dessa exposicdo com a infecgdo do patdgeno N. ceranae em A. mellifera
africanizada. A hipotese geral desse trabalho € que a exposi¢do aos agrotoxicos durante a fase
larval causa prejuizos na salde das abelhas adultas, alterando estruturas celulares no intestino
médio que influenciam na defesa contra o patdgeno natural N. ceranae. Desse modo, objetivou-
se avaliar os efeitos tardios da exposic¢do larval aos agrotoxicos e sua influéncia sobre a infeccéo
ao patogeno N. ceranae durante a fase adulta em comparacdo as abelhas ndo expostas aos

agrotoxicos na fase larval.

1.1 REVISAO DA LITERATURA

1.1.1 Relatos do declinio de populacdes de abelhas e CCD (“Colony Collapse Disorder”)

Segundo o levantamento realizado por Underwood e vanEngelsdorp (2007), existem
relatos de apicultores nos EUA de grandes perdas de abelhas desde 1869, sendo que ocorreu a
intensificacdo desses relatos a partir de 2006 a 2007 (vanENGELSDORP et al., 2007, 2008).
Simultaneamente, outros paises da Europa (Croacia, Dinamarca, Fran¢a, Holanda, Eslovénia e
Reino Unido) (vanENGELSDORP; MEIXNER, 2009), bem como o Canad, também relataram
perdas de abelhas maiores que 20% em seus apiarios no inverno de 2007/2008 (PERNAL,
2009).

Nos anos seguintes, os relatos de declinio de populacfes de abelhas se intensificaram e
permanecem até os dias de hoje (BRUCKNER et al., 2019; LEE et al., 2015; SCHMUCK;
LEWIS, 2016). Esse declinio populacional afeta o setor econdmico, a agricultura (STOKSTAD,
2007) e o ambiente, visto que ele pode estar se estendendo também para outras espécies de
abelhas e ndo apenas na espécie Apis mellifera (SPIVAK et al., 2011).

Em A. mellifera, sinais e sintomas especificos de declinio das colonias sem causa
definida passou a ser reconhecida como uma sindrome denominada “Colony Collapse
Disorder” (CCD) (UNDERWOOD; vanENGELSDORP, 2007). Alguns dos sinais e sintomas
identificaveis que caracterizam a CCD sdo o rapido enfraquecimento ou morte de abelhas
operarias adultas, evidenciada pelo excesso de crias comparada ao nimero de abelhas adultas;

falta de abelhas mortas dentro e ao redor da colmeia, uma vez que estas podem abandonar as
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colonias ou ndo conseguirem retornar para elas (STOKSTAD, 2007, VANENGELSDORP et
al., 2009) e invaséo posterior das pragas de colmeias (VANENGELSDORRP et al., 2009).

Nos paises da América Latina ha uma escassez de relatos que documentem perdas de
colbnias de abelhas com sintomas classicos de CCD (VANDAME; PALACIO, 2010). No
Brasil, foram registradas morte de abelhas A. mellifera em algumas cidades; entretanto, estes
registros ndo possuem caracteristicas que os classifique como CCD. As perdas foram associadas
com patdgenos ou ao uso de agrotdxicos, marcadas pela alta mortalidade de abelhas forrageiras
e pela observacdo de muitas abelhas mortas em volta da col6nia. Ainda faltam dados sobre
populagdes de abelhas nativas e um monitoramento que permita contabilizar as perdas de
colonias de A. mellifera de forma a identificar se o Brasil possui casos de CCD ainda néo
notificados (PIRES et al., 2016).

A fim de identificar o fator responsavel por esses declinios, vanEngelsdorp et al. (2009)
avaliaram a presenca de diferentes estressores (patdgenos e presenca de agrotoxicos) em
coldnias saudaveis e com sintomas de CCD. Apesar das coldnias com CCD apresentarem uma
carga de patdgenos maior que as saudaveis, ndo foi possivel identificar um dnico fator que
poderia ser caracterizado como causal para explicar a sindrome. Outros estudos também néo
identificaram um Unico estressor causal (CORNMAN et al., 2012; SIMON-DELSO et al.,
2014).

Atualmente, acredita-se que o declinio de populacbes de abelhas ocorre por uma
combinacéo de fatores, causando uma sobrecarga de estresse sobre a colénia (CORNMAN et
al., 2012; GOULSON et al., 2015).

1.1.2 Fatores estressores associados ao declinio

As evidéncias do crescente declinio de populacdes de abelhas apontam combinacdes
multiplas de fatores bidticos e abidticos (LONG; KRUPKE, 2016; SPIVAK et al., 2011),
incluindo exposicao aos agrotoxicos (na fase larval ou na fase adulta); aos patdégenos e parasitas;
fatores ambientais, como perda e fragmentacdo de habitats (GOULSON et al., 2015), e
restricdes nutricionais (DI PASQUALE et al., 2013).

Devido a grande persisténcia de algumas classes de agrotdxicos no ambiente, seus
residuos sdo encontrados em diferentes compartimentos, como solo, 4gua, no pélen e néctar das
plantas (KRUPKE et al., 2012; LENTOLA et al., 2017; SKERL et al., 2009) com os quais as

abelhas possuem contato, além da sua presenca em diferentes matrizes apicolas, como o mel e
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no corpo das abelhas (KILJANEK et al., 2017; PANSERI et al., 2014) e no “bee bread”
(alimento larval) (SIMON-DELSO et al., 2017).

No estudo de Long e Krupke (2016), residuos de mais de 30 diferentes agrotoxicos
foram encontrados no polen coletado pelas abelhas (majoritariamente proveniente de plantas
da familia Fabaceae), sendo os mais frequentes os fungicidas e os herbicidas. Sanchez-Bayo e
Goka (2014) encontraram mais de uma centena de residuos de agrotoxicos em coldnias de A.
mellifera, sendo que os mais frequentes foram os inseticidas neonicotindides e fungicidas das
classes dicarboximida e isoftalonitrila.

Uma andlise em diferentes matrizes apicolas (alimento larval, cera, abelhas e mel)
realizada por Pohorecka et al. (2017), encontrou maior propor¢do de amostras positivas aos
residuos de agrotoxicos no “bee bread” comparada as demais matrizes (60,2% das amostras
estavam contaminadas). Apesar da maioria dos agrotdxicos desses estudos terem sido
encontrados em concentracdes baixas, ou seja, abaixo da concentragdo considerada letal para
as abelhas, estes insetos tém contato diario com uma grande diversidade de quimicos, que
podem se acumular no corpo do inseto (YANG et al., 2012), atingindo concentrac6es deletérias.

O contato das abelhas com os agrotoxicos ocorre principalmente pelas atividades diarias
de coleta de pélen, néctar e contato com a superficie de plantas. O pdlen e néctar coletados sdo
usados para preparo do alimento larval, que é oferecido nos seis primeiros dias do
desenvolvimento pds-embrionédrio (CHARPENTIER et al., 2014; HERBERT JR et al., 1978).
Devido a estrutura social das abelhas, os agrotoxicos sao levados pelas abelhas forrageiras para
a colmeia, causando uma cascata de contaminacgdo intra-colonial, incluindo os individuos na
fase larval (ZHU et al., 2014).

Dentre o0s insetos, as abelhas possuem um déficit de aproximadamente metade da
guantidade de enzimas de biotransformacédo que realizam a desintoxicacdo, o que aumenta a
sensibilidade das abelhas aos agrotoxicos e a infec¢gdes por patégenos (CLAUDIANOS et al.,
2006; WU; ANELLI; SHEPPARD, 2011). O contato de abelhas com fungicidas (CAMPBELL
etal., 2016; MULLIN et al., 2016; SIMON-DELSO et al., 2014), inseticidas (BRANDT et al.,
2016; ZALUSKI; JUSTULIN; ORSI, 2017) e/ou herbicidas (COUSIN et al., 2013; MAO;
SCHULER; BERENBAUM, 2017) foi responsavel por efeitos deletérios a nivel celular,
molecular e comportamental nos individuos adultos e foram relacionados com o declinio de
populacdes de abelhas; no entanto, essa relacéo ainda esta sendo estudada para abranger todas
as classes de agrotdxicos mais utilizadas e suas variadas combinagoes.

O efeito de patdgenos e parasitas de abelhas como estressores vem sendo estudado. As

evidéncias sugerem que este fator estressor isolado ndo possui efeito causal na mortalidade de
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populacbes de abelhas, mas quando este estressor estd em combinagdo com a exposicao das
abelhas aos agrotdxicos o potencial de propagacéo de tais patdgenos é facilitado (FINE; COX-
FOSTER; MULLIN, 2017; PRISCO et al., 2013). Simon-Delso et al. (2014) estudou o efeito
de cinco virus frequentes em abelhas (Virus da Célula de Rainha Negra - BQCV, Virus da
Paralisia Cronica da Abelha - CBPV, Virus da Paralisia Aguda da Abelha - ABPV, Virus das
Asas Deformadas - DWV e Virus da Cria Ensacada - SBV) e demonstraram que eles ndo foram
determinantes no aparecimento de disturbios nas colénias de abelhas.

Contudo, alguns estudos em nivel de col6nia sugerem que os agrotdxicos ndo levam ao
declinio das populagbes (STERK et al., 2016), mas possivelmente o parasita Varroa, o
patégeno Nosema ou a presenca de virus seja a causa mais provavel da CCD (DAINAT et al.,
2012; ODEMER et al., 2018; ROLKE et al., 2016; SIEDE et al., 2018; ZEE et al., 2015). Logo,
essas informaces ainda sdo contraditorias no meio cientifico (COULON et al., 2018), pois ha
estudos que sugerem maior potencial deletério dos agrotoxicos frente aos patdgenos (BOHME
et al., 2017; TSVETKOV et al., 2017). Os efeitos do patdgeno emergente Nosema ceranae

serao discutidos no topico 1.1.6.

1.1.3 Organismo modelo: Apis mellifera

1.1.3.1 Fase larval

Apos trés dias da oviposicao realizada pela abelha rainha, as larvas de abelhas operérias
eclodem e iniciam a fase de alimentagdo intensa, com duracdo de cinco dias em A. mellifera
africanizada e de seis dias na europeia (MICHELETTE; SOARES, 1993). Todos os residuos
metabolicos sdo armazenados na larva até o Gltimo estagio larval (5° instar), quando defecam e
eliminam os excretas (ZHU et al., 2014). Ap6s a fase de alimentacéo, a célula do favo de cria
é operculada pelas abelhas operérias, etapa chamada de “cria fechada”. No final da
metamorfose, a abelha adulta emerge roendo o opérculo de cera.

A alimentacdo das larvas de operarias consiste de geleia real nos trés primeiros dias,
seguida, nos outros dias do periodo larval, de uma mistura de secre¢do de glandulas
mandibulares e hipofaringeas das abelhas nutridoras, contendo pequena quantidade de polen e
néctar, alimento denominado de “bee bread” (BOBIS et al.,, 2017; KAFTANOGLU,;
LINKSVAYER; PAGE, 2011; WANG et al., 2016). O consumo de pélen para A. mellifera
durante toda a fase de alimentacéo larval é cerca de 5,4 mg (BABENDREIER et al., 2004) e 0
consumo de néctar de 59,4 mg (RORTAIS et al., 2005).
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As larvas possuem um corpo fusiforme, com espiraculos laterais e ficam sobre o
alimento depositado nas células de cria; desse modo, se o alimento estiver contaminado com
agrotoxicos, as larvas sdo expostas a esses contaminantes por via oral e por contato, entrando
no individuo pelos espirdculos e membranas intersegmentais ndo esclerotizadas (ZHU et al.,
2014). Sua anatomia interna consiste basicamente de um grande tubo digestdrio, tubos
excretores, glandulas secretoras de seda e sistema nervoso (CRUZ-LADIM, 2009). No inicio
da metamorfose, o intestino medio conecta-se ao intestino posterior, sendo marcado pela
defecacdo (FRIOL et al., 2017).

Existem dois protocolos da OECD (Organizagdo para Cooperacdo e Desenvolvimento
Econbmico) que padronizam testes ecotoxicologicos em larvas de Apis mellifera, a OECD n°
237, referente a exposicdo aguda e OECD n° 239, referente a exposicao repetida (OECD, 2013,
2016).

1.1.3.2 Fase adulta

As abelhas operérias exercem funcgdes variadas na col6nia, dependendo da sua idade,
evento chamado de polietismo temporal (JOHNSON, 2010). Abelhas recém-emergidas
desempenham funcBes de limpeza das células dos favos (SEELEY, 1982), permanecendo
dentro da coldnia devido ao seu desenvolvimento ainda imaturo em relacdo a falta de
capacidade de voar e ferroar (WINSTON, 2003). Dos 4 aos 12 dias de idade passam a
desempenhar atividades de alimentacdo da cria e cuidados com a rainha (SEELEY, 1982),
sendo chamadas de operarias nutridoras (JOHNSON, 2010). Em seguida, até os 21 dias de vida,
as abelhas, agora chamadas de abelhas de meia-idade, exercem atividades relacionadas a
construcdo e reparo das células de cria, recebimento e processamento do néctar (JOHNSON,
2008). Por fim, as operarias deixam de exercer funcdes dentro da colénia e iniciam as atividades
de forrageamento para coleta de néctar, pélen, prépolis e dgua, sendo denominadas operarias
forrageiras (ROBINSON, 1992).

Os fatores conhecidos que modulam esse polietismo sdo: feroménio mandibular da
rainha e o feroménio reprodutivo que podem induzir o aumento da producdo de vitelogenina
(JOHNSON, 2010), interagdo entre niveis do horménio juvenil e da expressao da vitelogenina
(alta no corpo gorduroso das abelhas nutridoras e baixa em forrageiras) (AMDAM; OMHOLT,
2003; MESSAN; PAGE; KANG, 2018), expressdo de receptores de octopamina e quantidade
de octopamina (maior em forrageiras que em nutridoras) (REIM; SCHEINER, 2014).
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Devido ao seu hébito generalista e por percorrerem grandes distancias durante as
atividades de forrageio, as abelhas Apis mellifera e seus produtos s&o consideradas
bioindicadores para 0 monitoramento ambiental da contaminacéo por agrotéxicos (OLIVEIRA
et al., 2016; PANSERI et al., 2014). A. mellifera é também utilizada na maioria dos estudos
ecotoxicoldgicos como espécie-modelo para estudos com abelhas, apesar de ndo representar
todas as espécies, devido a grande diversidade destes insetos e da falta de dados que mostrem
sua representatividade em comparacdo as outras espécies de abelhas (LIMA et al., 2016),

possibilita o inicio da compreensdo de como xenobidticos podem afetar esses polinizadores.

1.1.3.2.1 Sistema digestorio das abelhas

O intestino das abelhas pode ser dividido anatomicamente em trés regides: a regido
anterior, composta pela faringe, eséfago, papo e um proventriculo; a regido média, composta
pelo ventriculo ou intestino médio; e a regido posterior, composta pelo piloro, ileo e pelo reto
(CRUZ-LADIM, 2009). A maior parte da digestdo e absor¢cdo de nutrientes e de outras
substancias quimicas ocorre no ventriculo, sendo chamado informalmente como o “estdmago
funcional” das abelhas (CRUZ-LADIM, 2009; GREGORC; SILVA-ZACARIN; NOCELLI,
2011).

O epitélio do ventriculo é composto por quatro tipos de células, duas prisméticas que se
estendem desde a membrana basal até a luz do Iimen, sendo elas as células digestivas e as
células do colar da valvula esofagica; e dois tipos de células basais, as células regenerativas
(MARTINS et al., 2006)e células enddcrinas (RAES; VERBEKE, 1994), que ndo se estendem
até a luz do limen e se intercalam entre as células prismaticas (CRUZ-LADIM, 2009). As
células digestivas possuem bordo apical estriado sendo responsaveis pela sintese de enzimas
digestivas e pela absorcdo de nutrientes; células enddcrinas produzem peptideos com acgédo
hormonal (MARTINS et al., 2006), como a somatostatina em A. mellifera (BOUNIAS;
MOREAU; GOURDOUX, 1986), e as células regenerativas formam ninhos na base do epitélio
e se diferenciam para substituicdo de células epiteliais senescentes ou danificadas (CRUZ-
LADIM, 2009; FERNANDES et al., 2010).

O interior do ventriculo é envolto por uma membrana peritréfica constituida por uma
rede de microfibrilas de quitina, proteinas peritrofinas e carboidratos (SILVA-ZACARIN et al.,
2010) onde séo liberadas as enzimas digestivas. Essa membrana separa as celulas epiteliais do
alimento presente no lumen do ventriculo, formando uma regi&o endoperitrofica (localizada no

espaco interno & membrana na qual h& o alimento) e uma regido exoperitréfica (compartimento
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entre a membrana peritrofica e as células epiteliais). Além de participar da digestdo, essa
membrana possui a fungdo de protecdo do epitélio contra danos abrasivos e quimicos do
alimento e age como uma barreira fisica contra parasitas e bactérias (CRUZ-LADIM, 2009;
SILVA-ZACARIN et al., 2010).

A digestdo das macromoléculas no ventriculo inicia-se na regido endoperitrofica por
meio das enzimas digestivas. As moléculas resultantes da digestdo inicial vao para o espago
exoperitrofico, ocorrendo a digestdo de oligopeptideos e peptideos. As substancias quimicas
absorvidas pelo ventriculo séo transportadas pela hemolinfa (GREGORC; SILVA-ZACARIN;
NOCELLI, 2011). Compostos ndo digeridos sdo direcionados ao intestino posterior juntamente
com a urina priméaria formada nos tdbulos de Malpighi (NOCELLI et al., 2016). O intestino,
devido a sua funcdo digestiva e absortiva, é o0 6rgdo de primeiro contato com o0s xenobioticos
ingeridos por via oral, como os residuos de agrotoxicos que podem estar presentes no pélen e

néctar.

1.1.4 Evidéncias do efeito de inseticidas neonicotindides em abelhas

O primeiro neonicotindide desenvolvido como inseticida, o imidacloprido, foi langado
na década de 1990. Em seguida, outros neonicotindides foram desenvolvidos (SILCOX;
VITTUM, 2008) e o uso desta classe de agrotéxico expandiu (BUDGE et al., 2015;
GOULSON, 2013), Figura 1. O composto mais recentemente incluido ao grupo de inseticidas
da classe neonicotindide foi a clotianidina, descoberta inicialmente como um metabdlito do
tiametoxam, porém devido ao seu potencial neurotdxico, alta eficiéncia no combate de pragas
e baixa toxicidade para mamiferos, aves e animais aquaticos (UNEME et al., 2006), a
clotianidina passou a ser utilizada como agrotoxico (UNEME, 2011). O principio ativo
clotianidina é utilizado na formulacdo comercial do Inside FS®, Poncho®, com classificaces
ambientais nivel 111 (mediamente toxico) e Sumistar® com classificacdo ambientais nivel Il
(muito perigoso) (MAPA, 2019).

Os neonicotindides sdo inseticidas neurotoxicos, persistentes no meio ambiente e de
acdo sistémica, sendo aplicados nas folhas ou sementes e entdo translocados pela seiva da planta
até o polen e néctar (SIMON-DELSO et al., 2014). Estudos vém relatando a presenca de
neonicotindides no polen e néctar de cultivos agricolas tratados com formulagfes comerciais
desses inseticidas (Figura 2) (BYRNE et al., 2014; DIVELY; KAMEL, 2012; POHORECKA
et al., 2012; SCHMUCK et al., 2001; STONER; EITZER, 2012). Dentre os neonicotinoides

identificados em matrizes apicolas, polen ou néctar destacam-se o tiametoxam, clotianidina,
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tiacloprido, imidacloprido e acetamiprido (SCHMUCK; LEWIS, 2016; SILVINA et al., 2017;
TSVETKOV et al., 2017).

FIGURA 1. Estrutura quimica dos principais inseticidas da classe neonicotinoides.
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Fonte: UCHIGASHIMA et al. (2012)

FIGURA 2. ConcentragBes méximas de inseticidas neonicotindides encontradas no pélen, abelhas adultas e bee
bread em diferentes regies do mundo.
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Fonte: Elaborado pela autora a partir de levantamento bibliogréafico utilizando como palavras chaves: residues,
pollen, bee, bee bread, residues pesticides, neonicotinoid.

Os neonicotindides sdo potencializadores da atividade da acetilcolina (GYORI et al.,
2017). Especificamente, a clotianidina € um agonista da acetilcolina e compete com ela pelos

receptores nicotinicos (NAChRs). A acetilcolinesterase, enzima responsavel pela degradacgéo da
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acetilcolina, ndo consegue degradar rapidamente as moléculas de clotianidina. Dessa forma, o
impulso nervoso é transmitido continuamente, despolarizando células de Kenyon (neurdnios
presentes nos corpos pedunculados do cérebro), causando hiperexcitabilidade do sistema
nervoso central e morte do inseto (GYORI et al., 2017; UNEME et al., 2006).

As abelhas, apesar de possuirem neurénios gustativos da probdscide que s&o capazes de
detectar contaminantes, ndo detectaram o néctar contaminado com neonicotindide (KESSLER
et al., 2015). Portanto, este recurso floral contaminado nédo foi repelido pelas abelhas, que o
coletaram.

Na avaliacdo de toxicidade de diferentes agrotoxicos realizada por Iwasa et al. (2004),
0s neonicotindides foram considerados os mais toxicos para as abelhas. Mudangas
comportamentais e cognitivas em abelhas adultas causadas pela exposicdo aos neonicotindides,
como dificuldade em retornar para a coldnia, danos nas habilidades de memoria, orientacéo e
comunicagdo, tremores e agitacdo, foram descritos em alguns estudos (ALKASSAB;
KIRCHNER, 2018; BORTOLOTTI et al., 2003; DECOURTYE et al., 2004; DESNEUX;
DECOURTYE; DELPUECH, 2007; MENGONI GONALONS; FARINA, 2015; ROSSI et al.,
2013; SANCHEZ-BAYO; BELZUNCES; BONMATIN, 2017; SANTOS et al., 2018; TISON
etal., 2019).

Além disso, os neonicotindides podem aumentar a susceptilidade de abelhas as
infecgdes por patdgenos. A exposicdo de abelhas a clotianidina afetou a ativagdo da expressdo
do gene Dmel\LRR prejudicando a resposta imune do inseto, promovendo a replica¢do do virus
das asas deformadas nas abelhas (PRISCO et al., 2013). A exposi¢do a nicotina, composto com
acdo similar aos dos neonicotindides, aumentou o gasto energético das abelhas em atividades
de desintoxicagdo e atividades metabolicas (RAND et al., 2015), podendo reduzir a energia
disponivel para a defesa contra a invasdo de patogenos. Brandt et al. (2016) também
evidenciaram que a imunocompeténcia de abelhas expostas a neonicotindides (imidacloprido,
clotianidina ou tiacloprido), avaliada pela atividade de melanizacdo, resposta de
encapsulamento e quantidade de hemadcitos na hemolinfa, foi prejudicada.

Contudo, ndo somente as abelhas adultas sdo afetadas pelos neonicotindides, mas
também as larvas. Os estudos de agrotoxicos em larvas de Apis mellifera representam apenas
3,7% dos estudos envolvendo os efeitos dos agrotoxicos nas abelhast.

Larvas de A. mellifera africanizada expostas a doses ambientais de tiametoxam sofreram

morte celular precoce em seus lobos Opticos (area associada a visdo e orientagdo) (TAVARES

! Conforme busca na base “Periédicos CAPES” entre os anos de 1800 a 2019 utilizando as palavras chaves:
honey bee, Apis mellifera larvae, neonicotinoid, larval.
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et al., 2015), bem como distarbios fisioldgicos e reducdo da sobrevivéncia larval (TAVARES
etal., 2017). Peng e Yang (2016) também encontraram efeitos prejudiciais da exposicdo larval
a doses subletais do neonicotindide imidacloprido no cérebro, afetando o desenvolvimento de
areas do sistema nervoso responsavel pela interpretacdo das informacdes visuais e olfativas.

Danos em células digestivas, células dos tubulos de Malpighi, em células de Kenyon do
cerebro, foram evidenciados por Friol et al. (2017) em abelhas recém-emergidas que tiveram
exposicdo larval ao tiametoxam em concentracdo 1 pg/L. Pupas e abelhas recém emergidas
expostas enquanto larvas a essa mesma concentracdo de tiametoxam apresentaram reducao na
frequéncia de sinapses em estruturas do cérebro envolvidos na recepcdo de estimulos,
aprendizagem e memoria (TAVARES et al., 2019). A exposi¢do a clotianidina em larvas
apresentou efeitos tardios, reduzindo a longevidade das abelhas apds a emergéncia (TADEI et
al., 2019).

Em colbnias, a exposicdo cronica aos residuos de clotianidina reduziu o comportamento
higiénico das abelhas, alterou o comportamento de postura de ovos da abelha rainha e reduziu
a sobrevivéncia de larvas (TSVETKOV et al., 2017). Residuos de tiacloprido presentes no
polen foram coletados pelas forrageiras e levou a morte de colénias em menos de trés anos
(BEYER et al., 2018). Entretanto, alguns estudos relataram a auséncia de efeitos deletérios em
abelhas (Apis mellifera) expostas aos neonicotindides clotianidina e imidacloprido (BAILEY
et al., 2005), em col6nias expostas a clotianidina (ROLKE et al., 2016) e ao tiametoxam
(HERNANDO et al., 2018; PILLING et al., 2013), e em coldnias de Bombus terrestres
Linnaeus,1758 expostas a clotianidina (STERK et al., 2016).

Apesar desses estudos que demonstram efeitos deletérios causados por neonicotindides
e de estudos que os associem aos declinio de colénias (BUDGE et al., 2015; HENRY et al.,
2012), seus efeitos no declinio de populacGes de abelhas ainda sdo controversos. Dentre 0s
fatores que tornam esse cenario pouco claro sdo as crescentes criticas e demandas da
comunidade cientifica por estudos que avaliem os efeitos em col6nias, em outras fases de
desenvolvimento da abelha e em condicGes de exposicdo mais proximas das reais, visto que

grande parte dos efeitos deletérios tém sido observados nas operarias adultas.

1.1.5 Evidéncias do efeito de fungicidas estrobilurina em abelhas

Fungicidas do grupo quimico estrobilurina foram desenvolvidos a partir de substancias
naturais extraidas de cogumelos do género Strobilurus. Especificamente, o composto

piraclostrobina (Figura 3) foi desenvolvido no ano de 2000 e possui agdo protetiva e curativa
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nas plantas, ou seja, possui eficicia no inicio da infeccdo fungica, agindo sobre os esporos
infectantes e impedindo o crescimento do fungo (BALBA, 2007). Ele possui acéo sistémica,
sendo translocado pela seiva da planta para outros locais diferentes do de sua aplicacdo e é
persistente no meio ambiente (ZALUSKI; JUSTULIN; ORSI, 2017), possuindo um tempo de
meia vida no solo de 32 dias (ANDRADE et al., 2011). Devido a sua acéo sistémica, residuos
desses fungicidas sdo encontrados no polen, néctar de plantas e em outras matrizes apicolas
(Figura4) (LENTOLA et al., 2017; TOSI et al., 2018).

FIGURA 3. Estrutura quimica do fungicida piraclostrobina pertencente a classe estrobilurina.
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Fonte: http://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/pyraclostrobin3878217501318011?lang=pt&region=BR .
Data de acesso: 15 set. 2018.

O ingrediente ativo piraclostrobina € utilizado na formulacdo de 25 fungicidas
comerciais, sendo aplicado em folhas de diversas culturas, como algoddo, café, batata, soja,
feijdo, macd, mamdo, manga, meldo e melancia. As classificagdes toxicologicas desses
produtos variam de | a Ill, mas todos possuem uma classificagdo ambiental de Il — produto
muito perigoso ao meio ambiente (MAPA, 2019). Outros principios ativos pertencentes ao
grupo estrobilurina sdo o azoxistrobina, kresoxim-methyl, picoxistrobina, dimoxistrobina,
metominostrobina, trifloxistrobina e fluxastrobina (BALBA, 2007).

Os fungicidas estrobilurinas possuem como modo de agdo a inibicdo da respiracdo
mitocondrial do fungo. O composto se liga a um sitio especifico na membrana interna da
mitocondria inibindo a quinona oxidase do citocromo b (pertencente ao complexo citocromo
bcl). A inibicdo bloqueia a transferéncia de elétrons entre o citocromo b e o c1, interrompendo
a oxidacdo do NADH e a sintese do ATP (BALBA, 2007; BARTLETT et al., 2002).
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FIGURA 4. Concentra¢cdes maximas de fungicidas estrobilurinas encontradas no pélen, abelhas adultas e bee
bread em diferentes regides do mundo.
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Fonte: Elaborado pela autora a parir de levantamento bibliografico utilizando como palavras chaves: residues,

pollen, bee, bee bread, residues pesticides, fungicide.

Atualmente existem poucos estudos avaliando os efeitos de fungicidas nas abelhas.
Domingues et al. (2017) observaram que o picoxistrobina reduziu a longevidade e ativou 0
sistema hepato-nefrocitico em abelhas adultas. Outros estudos relacionaram o piraclostrobina
isolado e combinado com inseticidas com alteragdes comportamentais (TADEI et al., 2019;
TARNO; WICAKSONO; BEGLIOMINI, 2018) e com danos celulares em glandulas
hipofaringeas (ZALUSKI; JUSTULIN; ORSI, 2017). Esse mesmo principio ativo em
combinacdo com o fungicida boscalide causou desorientacdo das operarias forrageiras e reduziu
a nidificacdo de abelhas solitarias (ARTZ; PITTS-SINGER, 2015), reduziu o consumo de pdlen
(DEGRANDI-HOFFMAN et al., 2015), inibiu a atividade de mitocondrias isoladas in vitro de
Apis mellifera quando aplicado em concentracGes acima de 5 ppm (CAMPBELL et al., 2016)
e reduziu a emergéncia de rainhas quando larvas foram alimentadas com doses subletais
(DEGRANDI-HOFFMAN; CHEN; SIMONDS, 2013).

Os fungicidas também podem afetar a salde das colbnias por alterarem a taxa de
infeccdo de patdgenos. No estudo de Pettis et al. (2013) o piraclostrobina e o fungicida
clorotalonil aumentaram a susceptibilidade a infeccdo intestinal por esporos de Nosema,

conforme os niveis desses fungicidas aumentaram na dieta polinica das abelhas.
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1.1.6 Nosema ceranae em Apis mellifera

O microsporidio endoparasita Nosema ceranae foi caracterizado inicialmente como
patdgeno natural em Apis cerana Fabricius, 1793 (FRIES et al., 1996), mas dez anos depois de
sua caracterizacdo foi observado que este patdgeno também infecta a abelha Apis mellifera
(FRIES et al., 2006; PAXTON et al., 2007). Porém, evidéncias sugerem que as abelhas dessa
espécie ja conviviam com esse patogeno desde 1998 (PAXTON et al., 2007). A infec¢cdo ao
microsporidio reduz a salde das abelhas e, consequentemente, a sobrevivéncia das coldnias,
contribuindo possivelmente para a perda global das col6nias de abelhas (HIGES et al., 2008),
porém essa relacdo ainda € controversa (RETSCHNIG et al., 2015).

Apds a deteccdo de Nosema ceranae em A. mellifera europeia (FRIES et al., 2006),
pesquisadores buscaram entender os efeitos deste patdgeno nas abelhas e suas diferengas com
a outra espécie de microsporidio Nosema apis Zander, 1909, descrita anteriormente como
causadora de nosemose (MARTIN-HERNANDEZ et al., 2009).

N. ceranae sdo fungos altamente especializados (ADL et al., 2005) que parasitam
exclusivamente as células epiteliais do intestino médio de Apis mellifera (FRIES et al., 2006;
MARTIN-HERNANDEZ et al., 2009), induzindo a degeneracdo do epitélio digestério e
absortivo do intestino médio (MARTIN-HERNANDEZ et al., 2011), prejudicam a renovacao
do epitelio intestinal e a homeostase do intestino (PANEK et al.,, 2018). A partir de
experimentos de infeccdo de abelhas adultas, pdde-se observar que N. ceranae é mais
patogénica que N. apis (HIGES et al., 2007), apresentando maiores indices de infecgdo e
namero de esporos durante os dias iniciais de infeccdo. Diferentemente da N. apis, a N. ceranae
se adapta melhor em temperaturas mais altas, tendo pico méaximo de infeccdo a 33°C
(MARTIN-HERNANDEZ et al., 2009).

A infecgdo inicia-se quando esporos infectantes de N. ceranae chegam ao intestino
médio da abelha e germinam nas células epiteliais por meio da eversdo de um filamento polar
na membrana celular liberando esporoplasma na célula hospedeira (FRIES et al., 1996;
GISDER et al., 2011) no primeiro dia de exposi¢cdo (HIGES et al., 2007). O ciclo de vida de
Nosema ¢é dividido entre fase proliferativa (merogonia) e fase esporogonica (GISDER et al.,
2011). Apo6s a germinacdo, a estrutura vegetativa inicial (meronte fusiforme) se multiplica e,
apos 48 a 72 horas, a infecgéo se estabelece no epitélio do ventriculo, sendo observados esporos
em diferentes fases do ciclo de desenvolvimento (GISDER et al., 2011; HIGES et al., 2007). A

progressdo da infeccdo ocorre pela infeccdo de células vizinhas por meio da transmissao
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horizontal, evidenciada por Higes et al. (2007), que constatou a presenca de esporos vazios no
epitélio em Apis mellifera.

Em uma avaliacéo da saude de coldnias expostas a fatores estressores, apenas a Nosema
ceranae foi observada como um fator determinante para o declinio do nimero de abelhas nas
colonias (HIGES et al., 2009). Entretanto, a presenca de Nosema nao define necessariamente a
salde da colbnia. A nosemose causada por N. ceranae é caracterizada por quatro fases, a
primeira assintomatica; a segunda denominada de fase de substituicdo, na qual aparecem
alteracdes comportamentais nos individuos da coldnia, como a postura de ovos no inverno; a
terceira fase é caracterizada pelo aumento da quantidade de operérias forrageiras, sendo
chamada de “falsa recuperagdo” e, por fim, na Gltima fase, h4 uma alta porcentagem de abelhas
infectadas dentro da coldnia e a rainha é encontrada morta (HIGES et al., 2008). Outros estudos
mostraram que N. ceranae nao é um fator causal para o declinio de populacGes de abelhas, mas
pode estar envolvido em combinacdo com outros fatores estressores (TRAVER et al., 2018;
VANENGELSDORP et al., 2009).

Na col6nia, a presenca de abelhas com infec¢des inferiores a 1.000.000 de esporos ndo
é suficiente para apresentar sintomas visiveis de infec¢do (HIGES et al., 2008). Assim, mesmo
que seja assintomatica para colonia (MEANA; MARTIN-HERNANDEZ; HIGES, 2010),
abelhas podem possuir altas cargas de esporos e prejudicar a aptidéo individual da abelha, como
0 aprendizado (PIIROINEN; GOULSON, 2016).

A infeccdo ocorre pela ingestao de esporos presentes no alimento, via oral por trofalaxia,
via fecal (SMITH, 2012), ou depois da limpeza dos pelos do corpo (OIE, 2018). A exposicdo
de abelhas recém emergidas ao alimento contaminado com esporos de N. ceranae pode levar
ao aumento da mortalidade diaria de adultos (GOBLIRSCH; HUANG; SPIVAK, 2013),
modificar os niveis de vitelogenina, interferindo na regulacdo da expressao idade-especifica do
comportamento das abelhas (GOBLIRSCH; HUANG; SPIVAK, 2013; LECOCQ et al., 2016)
e na oviposi¢do das rainhas (ALAUX et al., 2011). O patdégeno também altera a via da
octopamina (via fisioldgica que responde ao estresse energético) responsavel por modular a
divisdo do trabalho, comportamento de danca, que informa a distancia e a localizacdo exata de
uma fonte de alimento, e de forrageio (MAYACK; NATSOPOULOU; MCMAHON, 2015).
Dessa forma a infecgdo por Nosema foi relacionada as alteragbes comportamentais e ao
forrageio precoce de abelhas (GAGE et al., 2018).

Outros efeitos associados a infecgdo por Nosema séo o estresse energético (KURZE et
al., 2016; MAYACK; NAUG, 2009), enfraquecimento do sistema imune (ANTUNEZ et al.,

2009), aumento do consumo das reservas de lipidio, reducdo do tempo de vida (LI; CHEN;
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COOK, 2018), e inibicdo da apoptose no epitélio intestinal da abelha como uma estratégia de
sobrevivéncia do microsporidio que completara seu ciclo no interior das células digestivas
(HIGES et al., 2013; KURZE et al., 2018), possivelmente pelo aumento da transcricdo do gene
da proteina-(iap)-2 inibidora da apoptose (KURZE et al., 2015).

A reproducgdo e a infeccdo por N. ceranae ocorrem no intestino medio das abelhas
infectadas (HUANG; SOLTER, 2013), porém esporos ja foram detectados em solucdes de
orgdos macerados, dentre ele os tdbulos de Malpighi, glandulas hipofaringeas, glandulas
salivares e corpo gorduroso (CHEN et al., 2009; GISDER et al., 2010), no pélen corbicular
(HIGES et al., 2008) e na geleia real (TRAVER; FELL, 2012), indicando que 0s esporos podem
chegar até as larvas através do consumo do “bee bread”.

Recentemente, dois estudos demonstraram que larvas de A. mellifera europeia criadas
in vitro podem ser infectadas (BENVAU; NIEH, 2017; EIRI et al., 2015). Eiri et al. (2015)
observaram que os esporos de Nosema desenvolveram-se intracelularmente em células do
intestino médio no estagio de pré-pupa, e levaram a reducdo da longevidade do adulto. Outro
efeito tardio, observado nas abelhas adultas infectadas na fase larval, foi o aumento de
vitelogenina, que pode atrasar o polietismo normal e perturbar o equilibrio das col6nias
(BENVAU; NIEH, 2017). O namero de esporos e frequéncia da infecgdo por N. ceranae em
larvas ainda ndo sdo conhecidos.

Os efeitos fisioldgicos da infeccdo em larvas e adultos, as vias apoptoticas afetadas e o
esclarecimento dos efeitos desse patdgeno na dinamica da coldnia ainda sdo poucos conhecidos
(BENVAU; NIEH, 2017; EIRI et al., 2015; GREGORC et al.,, 2016; MAYACK;
NATSOPOULOU; MCMAHON, 2015; ODEMER et al., 2018; RETSCHNIG et al., 2015).
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2 ARTIGO 1

Efeito de um neonicotindide e sua combinagao com fungicida no desenvolvimento de
Apis mellifera africanizada e sua influéncia na infeccdo por Nosema ceranae nos adultos
emergentes

Effect of a neonicotinoid and its combination with fungicide on the development of Apis
mellifera africanized and its influence on Nosema ceranae infection in emerging adults

Resumo

Residuos de inseticidas neonicotindides e fungicidas sdo comumente encontrados no pdlen e
néctar coletado pelas abelhas. A exposicdo a esses agrotoxicos pode prejudicar a saude das
abelhas facilitando a infeccdo por patdgenos, como Nosema ceranae, e potencialmente
comprometer a col6nia. Objetivou-se avaliar os impactos na sobrevivéncia e no epitélio do
intestino médio de abelhas expostas a uma combinacdo de dois agrotoxicos na fase larval e ao
patégeno Nosema ceranae na fase adulta. Larvas de primeiro instar de trés col6nias saudaveis
de Apis mellifera foram transferidas para condicdes in vitro e alimentadas do terceiro ao sexto
dia de alimentacdo com dieta artificial contendo 2% da solucdo teste: &gua — controle, acetona
— controle solvente, inseticida clotianidina (0,17 ng/larva), fungicida piraclostrobina (0,69
ng/larva) ou inseticida + piraclostrobina. As abelhas recém-emergidas com um dia de idade,
subsequentes a exposicdo larval, foram entdo inoculadas oralmente com 2uL de solucédo
acucarada contendo 100.000 esporos de Nosema ceranae. A exposi¢do ao inseticida e a
combinacéo aos agrotoxicos afetaram a sobrevivéncia das abelhas apenas na fase adulta. Dentre
0S grupos experimentais, as abelhas expostas ao inseticida isolado e ndo infectadas pelo
patdgeno tiveram evidéncias de citotoxicidade nas células do intestino médio. A exposic¢éo aos
dois agrotdxicos tornou os adultos subsequentes mais susceptiveis as a¢cdes do patdgeno no
intestino médio. Esse € o primeiro trabalho a avaliar os efeitos de combinagdes de agrotoxicos
e do patégeno Nosema ceranae em duas fases diferentes do desenvolvimento de A. mellifera.

Palavras-chave: Agrotoxicos. Patdgeno. Co-exposicao. Clotianidina. Piraclostrobina.

2.1 INTRODUCAO

Residuos de agrotdxicos sdo encontrados no polen e néctar de plantas (CODLING et
al., 2018; TONG et al., 2018), recursos estes coletados pelas abelhas e levados até a colénia.
Dentre os residuos frequentemente detectados em matrizes apicolas estdo os inseticidas
neonicotindides, que apesar das evidéncias que este grupo quimico de agrotdxico pode causar
risco a saude das abelhas (GOULSON, 2013; SANCHEZ-BAYO; BELZUNCES;
BONMATIN, 2017; TAVARES et al., 2019), eles ainda s&o rotineiramente utilizados em
diversos paises (SIMON-DELSO et al., 2015). Além dos inseticidas, outra classe de agrotoxico

presente no polen e no bee bread (alimento larval) sdo os fungicidas de diferentes grupos
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quimicos (RAIMETS et al., 2020). Desse modo, as abelhas adultas e as larvas sdo expostas por
meio da alimentagdo desses recursos a uma combinacdo de agrotoxicos que podem, em
determinadas concentragGes, causar efeitos prejudiciais a salide das abelhas (BOHME et al.,
2017).

Os inseticidas neonicotindides e os fungicidas da classe estrobilurina sdo persistentes,
maoveis no meio ambiente e possuem agdo sistémica na planta (DECOURTYE; DEVILLERS,
2010; SANCHEZ-HERNANDEZ et al., 2016).

Estudos com concentracGes realistica de inseticidas neonicotindides mostraram que
estes causam efeitos deletérios em abelhas adultas de Apis mellifera, como mudangas
comportamentais (ALKASSAB; KIRCHNER, 2018; WILLIAMSON; WILLIS; WRIGHT,
2014), danos nas glandulas hipofaringeas das operarias nutridoras (WESSLER et al., 2016) e
aumento da susceptibilidade de abelhas as infec¢Ges por patdgenos (PRISCO et al., 2013), bem
como reducéo da longevidade em abelhas adultas expostas na fase larval (TADEI et al., 2019).

Estudos do efeito de fungicidas em abelhas ainda sdo escassos; contudo, alguns deles
mostraram que baixas doses de fungicidas podem estar relacionados com distdrbios na colénia
(DEGRANDI-HOFFMAN et al., 2015; SIMON-DELSO et al., 2014), reducdo da longevidade
das operarias (DOMINGUES et al., 2017), alteracdes morfologicas em células digestivas do
intestino médio com inducdo da apoptose (CARNEIRO et al., 2020) e alteracdes
comportamentais em abelhas adultas expostas na fase larval (TADEI et al., 2019).

Contudo, as abelhas sdo expostas conjuntamente a outros fatores estressores, como a
limitacdo e reducdo da diversidade de recursos florais e aos patdgenos. Dentre os patdégenos
comuns em A. mellifera, estd o fungo endoparasita Nosema ceranae. Isoladamente, esse
patdgeno altera niveis de expressdo de proteinas nas abelhas adultas levando a alteracdes
comportamentais como o forrageio precoce. Em combina¢do com o inseticida neonicotindide
imidacloprido, os efeitos do patdgeno foram intensificados em abelhas operarias (ALAUX et
al., 2010) e rainhas (DUSSAUBAT et al., 2016). Doublet et al. (2015) e Retschnig et al. (2015)
também constataram a presenca de sinergismo entre os dois estressores, aumentando a
mortalidade in vitro de abelhas e prejudicando a imunocompeténcia das mesmas (GRASSL et
al., 2018).

As pesquisas das interagdes entre esses dois estressores representam menos de 1% dos
estudos envolvendo agrotdxicos em abelhas adultas?. Os resultados publicados até 0 momento

ainda sdo inconclusivos e, em alguns pontos, estudos in vitro e em col6nias geraram dados que

2 Conforme busca na base “Periodicos CAPES” entre os anos de 1800 a 2019 utilizando as palavras chaves:
honey bee, Apis mellifera, larvae, neonicotinoid, fungicida, combination pesticides, Nosema ceranae.
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se contradizem (ODEMER et al., 2018). Na natureza, as abelhas sdo expostas simultaneamente
a diversos estressores (GOULSON et al., 2015), portanto o estudo dessas interagdes se faz
necessario.

Visto que a exposicdo aos neonicotindides durante a fase adulta reduzem as defesas
imunologicas das operarias (BRANDT et al., 2016; PRISCO et al., 2013) e que residuos de
fungicidas aumentam a probabilidade de distdrbios em coldnias de abelhas (SIMON-DELSO
et al., 2014), e também aumentam a probabilidade de infec¢do por Nosema em abelhas adultas
(PETTIS et al., 2013), a hipotese deste trabalho (H1), evidenciada na Figura 5, € que a
exposicdo a combinacdo desses dois agrotoxicos na fase larval acarreta em alteragdes celulares
que alteram as taxas de infecgdo e os efeitos do patdgeno natural N. ceranae durante a fase
adulta, podendo modificar o comportamento e/ou longevidade e reduzir a satde das abelhas. O
presente estudo é inédito em nivel mundial e fornecera dados importantes para a compreensao
do efeito dos diferentes fatores estressores (agrotoxicos e patdgeno) em momentos distintos do
ciclo de vida da abelha A. mellifera.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos causados pela
exposicdo larval combinada do neonicotindide e fungicida, e a influéncia na taxa de infeccéo

por Nosema ceranae no intestino médio na fase adulta e suas possiveis alteragdes celulares.

FIGURA 5. Sintese dos efeitos dos agrotdxicos (neonicotindides e fungicidas) e do patbgeno Nosema ceranae em
abelhas operarias adultas e hipdtese dos efeitos da exposi¢do combinada por esses estressores em diferentes fases

do desenvolvimento da abelha.
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Fonte: Elaborado pela autora com base em BORTOLOTTI et al., 2003; GAGE et al., 2018; PETTIS et al., 2013;
TADEI et al., 2019; TAVARES et al., 2019.
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2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Bioensaio larval em condigdes in vitro

A metodologia do bioensaio larval de exposicdo repetida aos agrotoxicos seguiu 0
protocolo n° 239 da OECD (OECD, 2016). Favos contendo larvas de primeiro instar, obtidas
apos postura monitorada da rainha, foram coletados do Apiério Bico Doce situado em Sorocaba
— SP (Latitude 23°C 35’ 207, Sul; Longitude 47°C 29’ 59, Oeste).

Larvas de primeiro instar de trés colbnias saudaveis foram transferidas para clpulas
contendo 20 pL de alimento artificial — dieta A (composto por 50% de solucdo agucarada e 50%
geleia real) (Tabela 1). As cupulas foram dispostas em placas de cultura celular de 48 pocos, as
quais foram previamente forradas com algodao dental embebido em 500 pL de solugéo aquosa
contendo 15% de glicerol e 0,2% de cloreto de metilbenzetonio. Em seguida, as placas foram
acondicionadas em uma caixa hermética dentro da estufa B.O.D a 34+2°C, com auséncia de

luz, e umidade relativa de 95 + 5% durante o desenvolvimento larval (Figura 6).

TABELA 1. Composicéo e volume das dietas oferecidas na fase de alimentacéo durante o desenvolvimento larval

de Apis mellifera.

) ) D-frutose  D-glucose  Extrato de Geleia real
Dieta Dia e volume ofertado
(%) (%) levedura (%) (m/m)
1 (20uL) 12 12 2 50%
B 3(20uL) 15 15 3 50%
C 4 (30pL), 5 (40uL) e 6 18 18 4 50%

(50pL)
Fonte: OECD n° 239, 2016.

N&o houve manipulacéo das placas ap6s 48 horas da transferéncia para a aclimatagédo
dos individuos, de acordo com o protocolo. No terceiro dia, os individuos mortos foram
removidos e as placas foram organizadas em blocos conforme o delineamento experimental

(Figura 7) para a exposicao repetida de agrotoxicos.
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FIGURA 6. Montagem de clpulas para transferéncia das larvas de primeiro instar e acompanhamento do
desenvolvimento pés-embrionario. A) Colocagdo de algoddes estéreis em cada pogo da placa de cultura. B) Adigao
de 500pL de solucdo aquosa contendo 15% de glicerol e 0,2% de cloreto de metilbenzetonio. C) Insercdo das
cupulas estéreis sobre os algoddes umedecidos. D) Adicdo da dieta artificial em cada cdpula, no primeiro dia do
bioensaio. E) Transferéncia de larvas de 1° instar do favo para cada cdpula. F) Acondicionamento das placas
contendo as larvas na caixa hermética mantida a 34+2°C, umidade relativa de 95 + 5% em estufa B.O.D.
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Fonte: Autoria prépria.

Do terceiro ao sexto dia do bioensaio, as larvas foram alimentadas individualmente com
dieta artificial contendo 2% de solucéo teste, conforme o grupo experimental correspondente.
O volume total de dieta consumido foi de 140 pL/larva. A mortalidade larval foi observada
diariamente. A umidade foi reajustada para 80% = 5% no D7 e os algoddes umedecidos foram
removidos. No 15° dia, as cupulas com pupas viaveis foram transferidas para potes especificos
para a emergéncia dos adultos (potes de plastico transparentes e ventilados), contendo um
alimentador lateral com solucéo aquosa de sacarose 50% m/v.

Apo6s a emergéncia, as abelhas foram infectadas com esporos de N. ceranae, de acordo
com o0 método descrito no topico 2.2.3, e foi adicionado aos potes um comedouro com dieta
liquida proteica contendo 17% de extrato de levedura, 2% de uma mistura de aminoacidos
especifica para animais (AMINOMIX®) e 81% de solucdo aquosa de sacarose 50% m/m,
totalizando um teor proteico de 12% no alimento. A dieta proteica foi testada e adaptada de
Morais et al. (2013), sendo utilizada a composi¢cdo que resultou em maior consumo pela
abelhas. As composicGes das dietas proteicas testadas estdo sintetizadas no Apéndice 1 (Tabela
2).
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2.2.2 Exposicdo larval aos agrotoxicos

Para o teste de toxicidade larval foram utilizados os principios ativos da clotianidina
(CAS n° 210880-92-5, pureza > 98%), piraclostrobina (CAS n° 175013-18-0, pureza > 98%) e
do dimetoato (CAS n° 1219794-81-6, pureza > 98%), adquiridos da Sigma-Aldrich™ St. Louis,
Missouri, EUA.

As concentracfes de agrotdxicos presentes na dieta larval foram baseadas em
concentrages realisticas encontradas por outros estudos no “bee bread” e pélen de abelhas, ou
seja, 41,6 ppb para o inseticida neonicotinodide clotianidina (MOGREN; LUNDGREN, 2016) e
146 ppb para o fungicida estrobilurina piraclostrobina (MULLIN et al., 2010; TOSI et al.,
2018). Com base nesses valores, a concentracdo desses principios ativos na dieta foram
calculadas conforme o consumo total (intake) de pélen de uma abelha na fase larval (5,4 mg
em cinco dias de alimentacdo, de acordo com Babendreier et al., 2004). A concentracdo de
clotianidina e piraclostrobina (principio ativo e formulacdo comercial) na dieta foi de 1,4 ppb
(intake = 0,17 ng/larva) e de 4,93 ppb (intake = 0,69 ng/larva), respectivamente.

Para preparacdo das solucdes dos agrotdxicos, os principios ativos foram diluidos em
solugéo aquosa com 4% de acetona. A concentracdo de acetona utilizada ndo ultrapassou 0,01%
do volume final da dieta.

Os grupos experimentais foram distribuidos igualmente entre as placas de cultura
(Figura7), sendo eles: I —controle (CTL), Il —controle solvente (acetona - ACT), Il —inseticida
clotianidina (INS), 1V — fungicida piraclostrobina (FUNG), V — Combinacdo: inseticida +
fungicida (COMB). Cada bioensaio foi composto por um total de 18 placas (N = 144
larvas/grupo experimental). Concomitantemente foi realizado o teste toxicolégico com o
dimetoato (inseticida padrdo, intake = 7420 ng/larva) para validagéo do teste segundo a OECD
n° 239 (OECD, 2016). O bioensaio foi repetido quatro vezes para obtencdo do N amostral.
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FIGURA 7. Delineamento experimental do bioensaio de exposicéo larval aos agrotoxicos. Cada bloco continha
duas placas de cada col6nia (A), totalizando trés blocos experimentais que foram distribuidos nas prateleiras da
caixa hermética. A Gltima prateleira continha trés placas reservas para substituicao de individuos mortos antes do
primeiro dia da exposicéo (B).
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Fonte: Autoria propria.

2.2.3 Infeccdo de abelhas recém-emergidas por Nosema ceranae

Esporos de Nosema ceranae foram obtidos de abelhas forrageiras de Apis mellifera
africanizada infectadas, obtidas de col6nias localizadas em apiario comercial (Latitude 23°C
35”207, Sul; Longitude 47°C 29’ 597, Oeste, Sorocaba - SP), sendo a espécie do microsporidio
confirmada por diagnéstico molecular (GREGORC et al., 2016; SOUZA et al., 2015). Os
esporos foram extraidos por meio da maceracao do abdémen de acordo com o método de Fries
et al. (2013) adaptado por Eiri et al. (2015) e misturados em solucdo agucarada para alimentagéo
ad libitum, por dois dias consecutivos, das operarias jovens de A. mellifera previamente
aclimatadas em potes de pléstico transparentes em condicdes in vitro, para garantir um estoque
de esporos frescos para a infeccdo das recém-emergidas resultantes do bioensaio larval.

Ap6s dez dias da alimentacdo das abelhas jovens com os esporos, estas foram
anestesiadas em temperatura baixa para maceracdo do abdémen e extracdo dos esporos. A
solucdo de esporos resultante foi centrifugada e o precipitado foi ressuspendido em solucao
acucarada até a obtencdo da concentracdo final de 50.000 esporos/uL, mensurada com um
hemocitdmetro. Esta solucédo final de esporos frescos foi armazenada em um refrigerador e

utilizadas em menos de 24 horas, conforme recomendado por Fries et al. (2013).
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Apo6s um dia da emergéncia das abelhas resultantes do bioensaio larval, metade dos
individuos pertencentes a0 mesmo grupo experimental e coldonia foram inoculadas
individualmente, por via oral, com 2 pL de solucdo aquosa de sacarose 50% m/v contendo
50.000 esporos/uL (KURZE et al., 2018) e a outra metade recebeu 2 pL de solucéo aquosa de
sacarose 50% m/v sem esporos. Os individuos que nédo ingeriram totalmente a solucdo oferecida
foram desconsiderados. Cada novo grupo experimental (Tabela 3) foi acondicionado em potes

separados e devidamente identificados.

TABELA 3. Grupos experimentais ap6s a emergéncia das abelhas adultas, dose de agrotoxicos e nimero de
esporos ingeridos. CTL — controle, ACT — controle acetona, FUNG — fungicida, INS — inseticida, COMB —
combinacdo (FUNG+INS).

Clotianidina Piraclostrobina

Grupo experimental Esporos/abelha
(ng/larva) (ng/larva)

CTL 0 0 0
CTL + esporo 0 0 100.000
ACT 0 0 0
ACT + esporo 0 0 100.000
INS 0,17 0 0
INS + esporo 0,17 0 100.000
FUNG 0 0,69 0
FUNG + esporo 0 0,69 100.000
COMB 0,17 0,69 0
COMB + esporo 0,17 0,69 100.000

Diariamente, foram removidas as abelhas mortas para registro da mortalidade e para
determinacdo do nivel de infecgdo por meio da contagem de esporos de N. ceranae. O abdémen
de cada abelha foi macerado individualmente em um mililitro de &gua destilada. A solucéo
resultante foi filtrada e preencheu-se a cAmara de Neubauer com aproximadamente 200 pL da
solucéo de esporos e, em microscopio optico, foi contabilizada o nimero de esporos presentes
em cinco quadrantes da camara (Figura 8). Esporos sobre as linhas inferiores e linha esquerda
desses quadrantes foram considerados na contagem. O nimero total de esporos foi calculado
conforme o volume correspondente da cdmara de Neubauer (equacdo 1 a 3). No total, 200

abelhas mortas foram analisadas individualmente para contagem dos esporos.
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M x V1
Esporos/abelha = Vv (D

Sendo, M = média de esporos
V1 = volume utilizado por abelha em mm3

V2 = volume de um quadrante em mm3

E belha = M x10° 2
sporos/abelha = 0,004 (2)

QI+Q2+Q3+Q4+Q5 1_()6

Esporos/abelha = S 1 3)

FIGURA 8. Padrdo de contagem de esporos em camara de Neubauer. Q1 ao Q5 = quadrantes considerados para
contagem; seta= indica linhas de cada quadrante que foram consideradas na contagem caso o esporo esteja sobre

elas. Area central =0,05mm x 0,05 mm = 0,0025 mm2 x 16; Profundidade= 0,1 mm; Volume = 0,004 mm3; VVolume
total = 25 x 0,004 mm3 = 0,1 mm?3 = 0,0001 cm3.
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Fonte: Adaptado de SILVESTRE, A. M.; LAVIN, S.; CUENCA, R. Hematologia y citologia sanguinea em
reptiles. Clin. Vet. Peq. Anim, v. 31, n. 3, p. 131-141, 2011.

2.2.4 Analise histologica

Para identificar os efeitos da co-exposicdo larval aos agrotoxicos e da infecgdo por
Nosema no intestino médio, abelhas operarias adultas emergidas dos bioensaios larvais (Tabela

3) foram coletadas dos potes aos seis dias ap0s a inoculacéo, anestesiadas por refrigeracéo e
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submetidas a dissecgdo. Os intestinos coletados foram imersos em solucdo fixadora
(paraformaldeido 4% em tampao de fosfato de sédio 0,1 M; pH 7,4) por 24 horas a 4°C.

Os orgaos fixados foram lavados no mesmo tampédo fixador e submetidos a uma
desidratacdo lenta gradativa com trocas em solucdes de etanol com concentragéo crescente (15,
30, 50, 70 — “overnight”, 85, 90, 95 e 100%) a baixa temperatura (4°C) por uma hora a cada
concentracdo e duas trocas no alcool 100%, de acordo com a metodologia descrita por Silva-
Zacarin et al. (2012). Trés 6rgédos por grupo experimental foram embebidos em historesina
liquida Leica® por cinco dias (10°C) e, em seguida, emblocados em histomoldes em historesina
de inclusdo (historesina de embebicéo acrescida de catalisador na proporg¢éo 15mL:1mL). Apos
a polimerizacdo, os blocos de resina foram submetidos a microtomia para obter seccOes
histoldgicas dos 6rgaos com 3 um de espessura. Por individuo foram produzidas seis laminas
com 12 seccdes cada.

As andlises histoldgicas foram realizadas por meio da caracterizagdo semi-quantitativa
de alteracbes do intestino médio a partir da observacdo de seis sec¢bes por individuo,
totalizando trés individuos por grupo experimental. Para isso, as ldminas foram coradas com
Hematoxilina-eosina (1%) (ANEXO 1) para andlise morfologica do intestino e Azul de
toluidina (1%, pH =10, ANEXO 2) para detecgdo de células infectadas com esporos de Nosema
(FRIES et al., 2013). Em seguida, o escore foi calculado conforme o nivel de intensidade de
cada caracteristica histopatolégica observada.

Os parametros utilizados para avaliar as alteracdes no intestino médio das abelhas,
Tabela 4, foram estabelecidos com base nos estudos de Bernet et al. (1999), Grella et al. (2019)
e Oliveiraetal. (2019). Para cada parametro foi atribuido um valor de acordo com a importancia
da alteracdo e o valor de escore. As alteragdes foram classificadas em quatro niveis de
intensidade: 0 — auséncia de alteracdo, 1 — alteracdo sutil, 2 — alteracdo moderada, 3 — alteracédo
intensa. O fator de importancia foi classificado em trés niveis: 1 — minima importancia
patoldgica (danos reversiveis), 2 — moderada importancia patoldgica (danos geralmente
reversiveis); 3 — severa importancia patologica (danos irreversiveis) (BERNET et al., 1999;
OLIVEIRA et al., 2019).

O indice de lesdo (li) para cada alteracdo foi calculado a partir do nivel de intensidade
e o fator de importancia (Equac&o 4). Para cada seccdo analisada também foi calculado o indice
de lesdo do 6rgéo (lorg) conforme definido por Bernet et al. (1999) e adaptado por Oliveira et

al. (2019), a partir da somatoria dos indices de lesdo (Equacdo 5).



L, =a Xw

lorg = Za X w

alt

Sendo, a = nivel de intensidade
w = fator de importancia

Yait = somatoria de alteracdes

(4)

(5)
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TABELA 4. Parametros histoldgicos qualitativos utilizados para andlise semi-quantitativa para determinagdo de

danos no intestino médio de abelhas exposta a estressores e o fator de importancia correspondente. *Dados

quantitativos (frequéncia) foram utilizados para defini¢do do escore.

Parametros

Fator de importancia

Reducdo da espessura do epitélio *

Pequenos vacuolos no citoplasma

Secrecdo apocrina

Liberacédo de células para o limen

Diferenciacdo dos ninhos de células regenerativas
Nucleos com cromatina compactada
Desestruturacéo epitelial

Nucleo picndtico nas células digestivas
Vacuolizacdo degenerativa / perda citoplasmatica
Matriz peritréfica modificada

Infeccdo de células com esporos de Nosema *
Vilosidades (estrutura, distribuicdo e frequéncia)
Reduc&o de ninhos de células regenerativas

Nucleo picnético nas células regenerativas

1

W W W DD DD NN PR

A espessura do epitélio foi medida por meio do software Image Pro-Plus 6.0,

desconsiderando a matriz peritrofica. Considerou-se o eixo maior da célula para as medicdes,

ou seja, partindo da lamina basal e se estendendo até a porgdo apical das células digestivas,
incluindo a bordadura em escova (FERNANDES et al., 2010) (Tabela 5). Para o célculo do

escore referente a reducéo da espessura do epitélio, os niveis de intensidade 0, 1, 2 e 3 foram

atribuidos respectivamente aos seguintes intervalos: >50 pum, 41-50 pm, 35-40 pm, <35 pm.
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A taxa de infec¢do no intestino médio foi medida pela relacdo entre o nimero de células
totais e o numero de células infectadas. Para isso, separou-se o intestino médio em trés regides,
as quais foram classificadas como anterior (proxima a valvula cardiaca), central e regido
posterior (préximo ao local de insercdo dos tubulos de Malpighi no inicio do intestino
posterior). Em cada uma dessas regifes do intestino medio foram analisados quatro diferentes
campos (Tabela 5). O nimero total de células foi contado a partir do numero de ndcleos das
células epiteliais (excluindo-se as células indiferenciadas do ninho de células regenerativas) e
a taxa de infeccdo pelo numero de células infectadas com esporos maduros e com esporos
imaturos, utilizando o software ImageJ - Fiji. Os niveis de intensidades do escore foram
atribuidos conforme a porcentagem de células infectadas: 0 — 0% de infeccdo, 1 — menor que

30% de infec¢do, 2 — entre 30 e 65% de infeccdo e, 3 — maior que 65% de infec¢ao.

TABELA 5. Parametros utilizados para morfometria do intestino e quantificacdo da taxa de células infectadas pelo

esporo de Nosema ceranae.

Células infectadas Espessura epitélio por

regido do intestino

N° de individuos 3 3
Aumento final 400x 100x
N° de sec¢des por lamina 5 5
Campos de visdo por seccao 12 12
histoldgica

Coloracéo Azul de toluidina H.E.

A deteccdo de proteinas totais foi realizada por meio da reacdo com Azul de Bromofenol
(adaptado de PEARSE, 1960, ANEXO 3), para a deteccdo de glicoconjugados neutros e
glicogénio utilizou-se a reacdo do Acido Periddico de Schiff (PAS) (MCMANUS, 1946,
ANEXO 4) e para deteccao de lipidios foi realizada a coloracdo com Sudam Black B (SILVA-
ZACARIN et al., 2012, ANEXO 5). Para isso, analisou-se 12 secc¢Bes de um individuo para
averiguar a presenca ou auséncia de reacdo positiva tanto na secre¢cdo como na regido de

vacuolizagdo observadas nas células do epitélio intestinal.
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2.2.5 ldentificacdo de morte celular

Intestinos médio fixados de abelhas, ap0s a desidratacdo lenta com serie crescente de
alcool, foram diafanizados com xilol e incluidos em parafina histolégica a 60°C por trés horas.
Os blocos de parafina foram submetidos & microtomia e laminas silanizadas foram montadas
contendo 12 seccdes histoldgicas com 8 pum cada, sendo esta espessura a ideal para analise por
microscopia confocal de varredura a laser. Em seguida, as laminas foram desparafinizadas com
xilol e reidratadas em cascata decrescente de alcool.

As secgdes histologicas foram submetidas a recuperacao antigénica com tampao citrato
de sodio 0,1M (pH 6) por 1 minuto e 30 segundos no micro-ondas em poténcia alta. Apds a
recuperacdo antigénica e permeabilizacdo com citrato, as laminas foram lavadas em tampéo
PBS e mantidas em camara umida para reagdo de TUNEL (“Terminal deoxynucleotidyl
transferase - mediated dUTP nick end labeling”), segundo método de Gavrieli, Sherman e Ben-
sasson (1992), a fim de identificar regides de quebras de DNA de fita simples e dupla,
indicativas de inicio de morte celular. Para isso, o Kit de Deteccdo de Morte de Células In Situ
(ISCDDK - “In-Situ Cell Death Detection Kit”, Roche®) foi aplicado nas se¢des histologicas
do intestino médio de abelhas. Utilizou-se 50 pL da solucéo de reacdo de Tunel por lamina, as
quais foram incubadas na solu¢do por uma hora a 37°C no escuro. Apos a reacdo, as laminas
foram lavadas com tampé&o PBS e montadas com meio de montagem com DAPI (350/455 nm,
faixa de excitagdo/emissdo) para evidenciacdo dos nucleos das células. Os nucleos positivos a
reacdo de TUNEL séo identificados pela presenca de nucleotideos marcados com fluoresceina.

A andlise foi realizada por meio de microscopia confocal de varredura a laser. Utilizou-
se 0 laser com comprimento de onda de 488 nm, na intensidade cinco para detec¢do de nucleos
positivos a reacdo de TUNEL. A faixa de leitura utilizada foi 480 a 576 nm, correspondente a
excitacdo e emissdo da fluoresceina (identificagdo dos nucleos com quebras no DNA), ganho
de 1034,8 V e offset de -30%. Percorreu-se trés sec¢des histoldgicas por grupo experimental
para analise da presenca ou auséncia de células com marcacgdo positiva para fragmentacdo do
DNA.

2.2.6 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa R (versdo 3.6.1; R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, AT, 2019). Todos os dados foram analisados por

modelos ndo-paramétricos, sendo previamente verificados pelo teste de normalidade de



39

Shapiro-wilk e pelo teste de homogeneidade de Bartlett. Utilizou-se modelos lineares
generalizados (GLM) com distribuicdo binomial e quasibinomial para anélise dos dados de
sobrevivéncia, e GLM de gaussian e quasipoisson para analises morfométricas. Dados de
contagem de esporos e os indices de lesdes foram analisados por meio do teste de
Wilcoxon/Kruskal-Wallis, com valor de P ajustado pelo método de Benjamini-Hochberg. O
modelo estatistico utilizado para cada conjunto de dados foi estabelecido com base na analise
de residuos realizado pelo Half-normal plot usando o pacote hnp (MORAL; HINDE;
DEMETRIO, 2017). Utilizou-se a regressdo de Cox e o pacote “survival” (THERNEAU, 2015;
THERNEAU; GRAMBSCH, 2000) para analises da sobrevivéncia e longevidade das abelhas
adultas e para o tempo letal médio foi utilizado o pacote “ecotox” (HLINA et al., 2018).

Considerou-se significativos valores com P<0,05.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Exposicdo aos agrotoxicos

Apds a exposicao larval aos agrotoxicos, observou-se que 0s principios ativos do
inseticida e fungicida isolados e combinados ndo afetaram o desenvolvimento pds-embrionario
das abelhas (Tabela 6). A taxa de pupacéo e de emergéncia ndo foram afetadas por nenhum dos
grupos experimentais (P = 0,33 e P = 0,95, respectivamente). O bioensaio foi validado pela alta

mortalidade das larvas expostas ao dimetoato (controle positivo), P < 0,01.

TABELA 6. Taxas médias da mortalidade relativa e das fases de desenvolvimento durante o periodo pds-
embrionario (média = erro padrdo). Emergéncia (larva): taxa de emergéncia calculada a partir do ndmero inicial
de larvas; Emergéncia (pupa): taxa de emergéncia calculada a partir do nimero inicial de pupas de olho branco.
INdo hé diferenca significativa entre os grupos experimentais, letras diferentes representam diferenca significativa

entre os grupos, P significativo < 0,05.

Mortalidade Pupacdo ! Emergéncia ! Emergéncia !

larval (larva) (pupa)
Controle 1417 £2,59 a 73,26 = 3,37 40,22 + 1,53 58,21 +4,54
Acetona 13,82 £2,27 a 75,23 £ 3,17 38,15+ 1,44 59,97 + 4,45
Inseticida 20,41 +3,87 a 73,27 £ 4,27 41,53 +1,94 59,91 + 3,97
Fungicida 18,67 £ 3,67 a 76,55 + 3,42 49,58 + 2,63 62,91 + 4,55
Combinado 21,20+ 4,42 a 69,55 + 4,84 32,64 + 2,02 58,75 + 4,46
Dimetoato 91,67+1,44 b - - -
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Durante o desenvolvimento das abelhas, foram observadas melanizacdo nas larvas,
pupas andmalas e adultos emergentes com asa deformada em todos 0s grupos experimentais.
Apesar das taxas de anomalias serem maiores em alguns grupos (Figura 9), ndo houve diferenca
significativa na frequéncia dessas entre 0s grupos experimentais. Entretanto, a analise estatistica

mostrou que as diferengas observadas séo provenientes das diferencas intercoloniais (P = 0,02).

FIGURA 9. Taxa de anomalias observadas durante o desenvolvimento pds-embrionério (média * erro padréo). A)
Melanizagdo (P=0,06): presenca de pontuagdes pretas no corpo de larvas e/ou pupas; B) Pupa anémalas (P=0,3):
coloracdo desigual dos olhos ou corpo sem os apéndices; C) Asa andmala (P=0,5): abelha adulta com asa ndo
desenvolvida ou com formado deformado. CTL — controle, ACT — controle acetona, FUNG — fungicida, INS —
inseticida, COMB - combinacdo (FUNG+INS).
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A exposicdo ao inseticida e a combinacdo dos agrotoxicos reduziu a taxa de
sobrevivéncia das abelhas ao longo do tempo (Figura 10A, P < 0,01) e o tempo letal médio
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(Figura 11). Em combinagdo ao patdgeno essa reducdao ndo foi observada (Figura 10B, P =
0,13). As abelhas expostas ao fungicida e ao patdgeno tiveram a longevidade maior em relacdo

aos outros grupos inoculados ao patogeno.

FIGURA 10. Curva de sobrevivéncia e longevidade das abelhas adultas expostas aos agrotoxicos durante a fase
larval. A) Sem inoculacéo de esporos de Nosema ceranae; B) Com inoculacdo de Nosema ceranae nas abelhas
adultas com 1 dia; C) Comparagdo entre os grupos experimentais, letras diferentes representam diferenca
significativa entre os grupos (P < 0,05). * diferenca significativa entre os grupos controles (P < 0,05). CTL —
controle, ACT — controle acetona, FUNG — fungicida, INS — inseticida, COMB — combinacdo (FUNG+INS).
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FIGURA 11. Tempo letal médio (TL 50) de A. mellifera africanizada expostas aos agrotoxicos durante a fase
larval. CTL — controle, ACT — controle acetona, FUNG — fungicida, INS — inseticida, COMB — combinagéo
(FUNG+INS). Letras diferentes representam diferenca significativa entre os grupos (P < 0,05).
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A inoculacdo com Nosema ceranae ndo interferiu na longevidade das abelhas, porém
reduziu o tempo letal médio do grupo controle sem esporo (Figura 11). Essa redugdo, com

excecdo do inseticida, também foi observada nos outros grupos, porém néo foi significativa.

2.3.2 Infecc@o com esporos de Nosema ceranae

Como esperado, os grupos que ndo foram inoculados com esporos de Nosema ceranae
ndo apresentaram esporos ou possuiram um numero muito baixo (Tabela 7, P = 0,01). O
monitoramento da infeccao pela contagem de esporos das abelhas mortas ao longo do bioensaio
ndo resultou em diferenca significativa na quantidade de esporos presente nos grupos
experimentais que foram inoculados com o patégeno (Tabela 7, P = 0,87), nem na taxa de
infeccdo entre os grupos que foram inoculados (Figura 12, P = 0,99). O numero de esporos
resultantes da contagem pela camara de Newbauer ndo diferiu de acordo com a idade das
abelhas mortas (P > 0,05).

TABELA 7. Estimativa de nimero de esporos (média e mediana) presentes nas abelhas adultas mortas a partir da
contagem em camara de Newbauer. Letras representam diferenca significativa entre os grupos, P significativo
<0,05.

N° esporo Média Mediana Desvio
inicial padrédo
0 3.333,33 0 18.257,42 a
Controle
100.000 125.000 100.000 110.128,92 b
0 3.846,15 0 13.587,32 a
Acetona
100.000 136.538,46 100.000 117.947,19 b
o 0 1.724,14 0 9.284,77 a
Inseticida
100.000 97.619,05 100.000 84.374,45 b
o 0 0 0 0 a
Fungicida
100.000 125.000 100.000 90.960,48 b
) 0 2.083,33 0 10.206,21 a
Combinado

100.000 86.666,67 75.000 79.798,60 b
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FIGURA 12. Taxa de infec¢do a partir da analise das abelhas mortas resultantes do bioensaio de infeccdo (média
* erro padrdo). Considerou-se infectadas todas as abelhas que apresentaram um ou mais esporos na contagem pela
camara de Newbauer. (Letras representam diferenga significativa entre os grupos, P significativo < 0,05). CTL —
controle, ACT — controle acetona, FUNG — fungicida, INS — inseticida, COMB — combinacdo (FUNG+INS).
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Entretanto, a taxa de infeccdo celular, analisada por meio de sec¢fes histologicas do
intestino médio, diferiu entre os tratamentos (Figura 13, P = 0,003). A exposicao ao inseticida
e a co-exposicdo aos agrotoxicos, durante a fase larval, aumentou a taxa de células infectadas
com Nosema ceranae (Figura 13A, P <0,001), cerca do dobro de células foi afetado pelo esporo
em comparagao aos grupos controles. Nas abelhas expostas ao inseticida, a infeccdo atingiu
mais da metade das células do intestino médio aos seis dias apds a inoculacdo. A exposi¢do ao
principio ativo do fungicida aumentou a taxa de células infectadas com esporos maduros em
trés vezes mais (P < 0,001), porém essa diferenca néo foi observada na infec¢éo total (P = 0,28).

Observou-se que a taxa de infeccdo foi diferente conforme a regido do intestino médio
(ventriculo) e a maioria das células digestivas possuiam esporos na forma imatura (Figura 14).
A regido anterior do ventriculo, nos grupos expostos, teve uma taxa de infecgdo menor (Figura
13B) que a regido mediana e posterior do 6rgao (P < 0,0001). Em média, a regido posterior
apresentou maior taxa de células com esporos maduros que as demais regides (P=0,01). Esporos
imaturos foram observados em todo 6rgdo, sendo menos pronunciados na regido anterior
(P<0,01). A taxa de infeccéo e a proporc¢éo de esporos imaturos entre a regido média e posterior
néo diferiu significativamente (P>0,6), Figura 13C.
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FIGURA 13. Padrao de infeccdo celular apos seis dias da inoculagdo com esporos de Nosema ceranae no intestino
médio de Apis melifera africanizada (média + erro padrdo). A) Taxa de infeccdo em diferentes estagios do
desenvolvimento do patégeno por tratamento; B) Taxa de infecgdo por regido do intestino médio; C) Taxa de
infeccdo por regido do 6rgdo e estagio de desenvolvimento do patdgeno. Letras da mesma cor representam
diferencas significativas entre os grupos experimentais. CTL — controle, ACT — controle acetona, FUNG —
fungicida, INS — inseticida, COMB — combinacdo (FUNG+INS), Esp - esporo.
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FIGURA 14. Fases de desenvolvimento do esporo de N. ceranae no epitélio ventricular de abelha. A) Epitélio
infectado por esporos na fase imatura (seta vermelha), coloracdo azul de toluidina; B) Epitélio infectado por
esporos na fase imatura e madura (seta preta), coloracdo azul de toluidina; C) Infeccdo por esporos imaturos no
epitélio, H.E.; D) Infeccdo por esporos maduros no epitélio sendo liberados para o limen, H.E. tm — Tabulo de

Malpighi, nr — ninho de células regenerativas, Im — limen, n - nicleo.

2.3.3 Espessura do epitélio ventricular

Por meio da morfometria do epitélio observou-se que a regido posterior do ventriculo
possui uma espessura média maior que as demais regides (P = 0,001). A inoculagdo com
esporos de Nosema ceranae em abelhas ndo expostas aos agrotdxicos nao alterou a espessura
do epitélio (Figura 15). O grupo ACT + esporo apresentou uma altura do epitélio maior que 0s
demais grupos (P < 0,001).

As abelhas expostas ao inseticida (com e sem esporos) apresentaram um epitélio mais
fino (P < 0,001). A reducdo da espessura do epitélio foi mais pronunciada quando as abelhas
foram expostas apenas ao inseticida na fase larval. O fungicida ndo afetou a espessura do
epitélio dos adultos emergentes (P = 0,99). As abelhas co-expostas aos agrotdxicos nao

sofreram alteracdo da espessura do epitélio do intestino (P = 0,08), entretanto na regido anterior
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do drgdo as abelhas expostas também ao patdgeno apresentaram reducéo na espessura (Figura
15B, P = 0,003), nas outras areas do intestino médio essa reducdo nao foi significativa (Figura
15C e D).

FIGURA 15. Espessura do epitélio ventricular de Apis mellifera (média + erro padrdo). A) Média da espessura do
orgdo; B) Espessura média da regido anterior do ventriculo; C) Espessura média da regido central do ventriculo;
D) Espessura média da regido posterior do ventriculo. CTL —controle, ACT — controle acetona, FUNG — fungicida,
INS — inseticida, COMB — combinag8o (FUNG+INS). Letras representam diferencas significativas entre os grupos

experimentais.
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2.3.4 Analise histologica e histoquimica

A frequéncia de alteragdes morfoldgicas no intestino médio com fator de importancia 1,
ou seja, minima importancia patoldgica, diferiu entre os grupos experimentais (Figura 16 e 17).
A presenca de secre¢do apocrina e de pequenos vacuolos no citoplasma foi elevada nos grupos
controles (Figura 16A e C), enquanto nucleos com cromatina compactada sé foram observados

em individuos que foram expostos a algum dos agrotoxicos.
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A exposicdo aos agrotdxicos e a inoculagdo com esporos de Nosema aumentou a taxa

de liberagdo de células para o lumen (Figura 16D), com excec¢do do grupo INS. Esse aumento

também foi observado no grupo ACT + esporos.

FIGURA 16. indices de lesdo (IL) de alteragdes morfoldgicas de baixa importancia patoldgica (média + erro

padrdo). A) Secregdo apdcrina; B) Nucleo com cromatina compactada; C) Pequenos vacuolos no citoplasma; D)

Liberacéo de células no lumen; E) Altura do epitélio; F) Diferenciacdo do ninho de células regenerativas. CTL —
controle, ACT — controle acetona, FUNG — fungicida, INS — inseticida, COMB — combina¢do (FUNG+INS).

Letras representam diferencgas significativas entre os grupos experimentais.
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FIGURA 17. Alteracbes morfoldgicas observadas no epitélio ventricular de Apis mellifera. A) Secrecdo apocrina

(seta vermelha) e pequenos vactolos no citoplasma (asterisco preto); B) Area do epitélio apresentando nicleos

com cromatina compactadas e grande vacuolizagdo degenerativa (asterisco vermelho); C) Células sendo liberadas
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para o limen (seta preta); D) Alta quantidade de células liberadas no limen (seta preta); E) Ninho com a presenca
de células regenerativas com nucleo picnético (seta branca); F) Epitélio ventricular com ndcleo da célula digestiva
em picnose (seta) e com ndcleo picndtico fragmentado (ponta de seta vermelha); G) Matriz peritrofica; H) Epitélio
infectado por esporos de Nosema ceranae (seta azul) e ninho de células regenerativas em diferenciacao (seta com

contorno vermelho).
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A exposicao ao inseticida reduziu a espessura do epitéelio do intestino medio, notada
pelo aumento do indice de lesdo e aumentou a diferenciacdo dos ninhos de células
regenerativas, evidenciando a resposta do 6rgdo ao dano. Entretanto, em combinacdo com o
patogeno, esses efeitos ndo foram observados. Alteracbes com importancia patologica
moderada e severas (Figura 18), como vacuolizacdo degenerativa, nucleo picnético no epitélio
e no ninho, reducédo na frequéncia de ninhos, e altera¢des estruturais (Figura 19) também foram
maiores nos individuos do grupo INS sem esporos em compara¢do com o grupo CTL. A
presenca dos esporos de Nosema no grupo INS reduziu o indice de leséo dessas alteragdes.

Mudancas morfologicas na membrana peritréfica ndo diferiram entre os grupos quando
em comparagdo ao grupo ACT + esporo, ou apresentaram indices menores que o observado
nesse grupo, mas diferiram do grupo CTL e CTL + esporo (Figura 17E).

O principio ativo do fungicida levou a condensacdo do nucleo celular, aumento de
liberagdo de células para o limen, aumento de diferenciacéo de ninhos e reducdo no nimero de
ninhos, aumento de vacuolizacdo degenerativa e de nucleos picnéticos no epitélio. Contudo,
em combinagdo com o patégeno, o numero de nucleos picnoticos no ninho foi maior (Figura
18D), enquanto as outras alteracdes observadas tiveram um indice menor, mas maiores que 0S

grupos controles.
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FIGURA 18. indices de lesdo (IL) de alteracdes morfoldgicas de importancia patolégica moderada (média + erro
padrdo). A) Vacuolizagcdo degenerativa; B) Nucleo picnético no epitélio; C) Redugdo de ninhos de células
regenerativas; D) Nucleo picnético no ninho de células regenerativas; E) Membrana peritréfica; F) Infecgdo com
esporos de N. ceranae. CTL — controle, ACT — controle acetona, FUNG — fungicida, INS — inseticida, COMB —

combinacdo (FUNG+INS). Letras representam diferencas significativas entre 0s grupos experimentais.
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A combinacdo dos estressores (COMB + esporo) aumentou o indice das seguintes
alteracdes: compactacao dos nacleos (P = 0,04), liberacdo de células (P < 0,001), diferenciacédo
de ninhos (P < 0,001), vacuolizacdo degenerativa (P = 0,03), nucleos picnoticos no epitélio e
no ninho (P = 0,02), desestruturacdo epitelial e das vilosidades (P = 0,01). O patégeno
potencializou as alteragcdes, contudo, ndo houve potencializacdo dos efeitos pela combinacéo
dos agrotoxicos, visto que as alteragdes nao diferiram daquelas observadas para seus

respectivos principios ativos isolados.
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FIGURA 19. Alteracdes estruturais no epitélio do intestino médio de A. mellifera (média + erro padrdo). A)
Desestruturacao epitelial; B) Reducao da amplitude e frequéncia de vilosidades; C) Secgdo do intestino médio com
vilosidades esparsas (chave) e com baixa amplitude, mostrando desestruturacéo epitelial média; D) Seccdo do
intestino médio com vilosidades frequentes e com alta amplitude (Im — IGmen, ep — epitélio). CTL — controle, ACT
— controle acetona, FUNG — fungicida, INS — inseticida, COMB — combinagdo (FUNG+INS). Letras representam
diferencas significativas entre 0s grupos experimentais.
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A partir da analise de correlacdo de Spearman (Figura 20), observou-se que algumas
alteracdes estdo fortemente correlacionadas positivamente ou negativamente, indicando que
estas podem influenciar na frequéncia da alteracdo correlacionada. A presenca de nucleos
picnoticos no epitélio é fortemente correlacionada com a presenca de nucleos picnéticos nos
ninhos de células regenerativas (p = 0,75; P=0,001) e com a compactagdo de nucleos (p=0,51;
P=0,01). A vacuolizacdo degenerativa € positivamente correlacionada com a reducéo da altura
do epitélio (p = 0,61; P= 0,001) ¢ com a desestruturagdo epitelial (p = 0,61; P= 0,001) e
negativamente correlacionada com a presen¢a de pequenos vacuolos no citoplasma (p = - 0,63;
P=0,001).
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FIGURA 20. Correlacdo de Spearman entre os indices de lesdo das alteracdes morfoldgicas analisadas no intestino médio de A. mellifera. Vac_norm: pequenos vactolos no

citoplasma; Sec_ap: secregdo apdcrina; Inf.: infeccdo com esporos de Nosema; Lib_cel: liberagdo de células para o limen; Pic_ninho: nlcleo picnético no ninho; Nuc_comp:

compactacdo do nucleo; Esp_ep: redugdo da espessura do epitélio; Vac_deg: vacuolizacdo degenerativa; Desest: desestruturagdo epitelial; Vil: vilosidades; Esp_mp: espessura

membrana peritréfica; Dif_nin: diferenciacdo do ninho; F_ninho: reducéo de ninhos. * P=0,05; ** P=0,01; *** P=0,001.
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O indice total de lesdo no 6rgdo (lorg) foi maior em todos 0s grupos experimentais
expostos inoculados com o patdgeno e nos grupos INS e FUNG sem esporos em comparagdo
com o grupo controle (Figura 21, P < 0,001). A presenca do patégeno aumentou 0 lorg em todos
0S grupos experimentais, com excec¢do do INS que na presenca do patdgeno o lorg foi menor,
similar ao ACT + esporo. A visdo geral do intestino médio de cada grupo experimental esta
representada pelas figuras 22 a 25 (Apéndice 2).

FIGURA 21. indice total de les&o no intestino médio de A. mellifera (média + erro padrdo). CTL — controle, ACT
— controle acetona, FUNG — fungicida, INS — inseticida, COMB — combinagdo (FUNG+INS). Letras representam

diferencas significativas entre os grupos experimentais.
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A secrecdo apdcrina e os locais com vacuolizacdo de degeneracdo resultaram em
marcacdo negativa para proteinas (Figura 26 A e B), lipidios (Figura 26 C e D) e gliconjugados

neutros (Figura 26 E e F).
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FIGURA 26. Técnicas histoquimicas para marcacdo de proteinas, lipidios e gliconjugados nas alteragGes
morfologicas no epitélio ventricular de abelhas adultas evidenciando vacuolizagdo de degeneracéo (seta vermelha)
e secrecdo apocrina (seta preta). A e B) Reagdo com azul de bromofenol para marcagéo de proteinas totais. C e D)
Coloragdo com Sudam Black para marcagao de lipideos; E e F) Reagdo de PAS para marcacédo de gliconjugados.

ep: epitélio ventricular; Im: limen; m:musculatura, tm: tibulo de Malpighi, seta: secre¢do apocrina.
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2.3.4 Reacdo de Tunel

Os grupos controles CTL, ACT, ACT + esporo e o controle negativo da reagdo néo

apresentaram marcacao positiva para fragmentacdo do DNA nuclear nas células digestivas e
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nas células dos ninhos de diferenciacdo no epitélio ventricular (Figura 27B e 27B), no CTL +
esporo foi observado apenas uma célula positiva (Figura 28B). Dentre 0s grupos expostos, 0
COMB + esporo foi 0 unico no qual néo foi observado ndcleo celular com marcacdo positiva.
Nas seccOes do INS sem esporo além de nucleos com marcacdo positiva para
fragmentacdo do DNA (Figura 27E), foram observados fragmentacdo do ndcleo (Figura 29B).
No FUNG e COMB, ambos sem esporo, houve marcacao positiva para nicleos de células na
regido de diferenciacdo celular (Figura 27, D e F, respectivamente). Nos demais grupos nao
houve marcacao positiva na regido dos ninhos, apenas em células digestivas do epitélio. Apenas
no grupo COMB sem esporo, foi observado células musculares com nicleos positivos para
fragmentacdo do DNA (Figura 29, C e D). O INS + esporo e COMB sem esporo apresentaram

uma frequéncia menor de células positivas para fragmentacdo do DNA que os demais grupos.

FIGURA 27. Reagdo de Tunel no epitélio ventricular de abelhas expostas aos agrotoxicos durante a fase larval e
sem inoculagdo de esporos de Nosema ceranae na fase adulta. A) Epitélio ventricular sem exposi¢do aos
agrotoxicos com nucleos marcados com Dapi; B) Reacdo de Tunel com marcagao negativa nos grupos controle;
C) Epitélio ventricular com exposic¢ao aos fungicida com ndcleos marcados com Dapi D) Reacdo de Tunel com
marcacao positiva no epitélio ventricular exposto ao fungicida; E) Reacdo de Tunel com marcacgao positiva no
epitélio ventricular exposto ao inseticida; F) Reagdo de Tunel com marcagdo positiva no epitélio ventricular
exposto a combinacdo de agrotoxicos. ep: epitélio, Im: limen, tm: tibulo de Malpighi, seta branca = marcacéao
positiva da reacdo de Tunel em célula digestiva, seta azul = marcacdo positiva da reacdo de Tunel na regido de

diferenciacdo, seta vermelha = marcacdo positiva da reacdo de Tunel em célula liberada no limen.
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Figura 28. Reacdo de Tunel no epitélio ventricular de abelhas expostas aos agrotoxicos durante a fase larval e com
inoculagdo de esporos de Nosema ceranae na fase adulta. A) Epitélio ventricular sem exposi¢do aos agrotoxicos
com nucleos marcados com Dapi; B) Reacdo de Tunel no epitélio ventricular do grupo controle; C) Epitélio
ventricular com exposi¢do aos fungicida com nicleos marcados com Dapi D) Reacdo de Tunel com marcacao
positiva no epitélio ventricular exposto ao fungicida; E) Reacdo de Tunel com marcacdo positiva no epitélio
ventricular exposto ao inseticida; F) Reacdo de Tunel com marcacdo positiva no epitélio ventricular exposto a
combinacdo de agrotdxicos. ep: epitélio, Im: limen, tm; tdbulo de Malpighi, seta branca = marcagéao positiva da
reacdo de Tunel em célula digestiva, seta amarela = esporos de Nosema ceranae, seta vermelha = marcacao positiva

da reacdo de Tunel em célula liberada no limen.
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Figura 29. Reacdo de Tunel no epitélio ventricular de abelhas expostas aos agrotdxicos durante a fase larval. A)
Epitélio ventricular com exposicéo ao inseticida com nicleos marcados com Dapi; B) Epitélio ventricular com
exposi¢do ao inseticida evidenciando nlcleos com fragmentacdo (seta) marcado pela reacédo de tunel; C e D)

Epitélio ventricular com exposicéo ao inseticida e fungicida evidenciando nicleos de misculo marcado pela reagéo

de tlnel. ep: epitélio, Im: Iimen, tm: tabulo de Malpighi.

2.4 DISCUSSAO

Observou-se que a presenca dos principios ativos clotianidina (0,17 ng/larva, C=0,0014
ng/uL) e piraclostrobina (0,69 ng/larva, C=0,0049 ng/uL) no alimento larval de abelhas, néo

afetou o desenvolvimento pds-embrionéario das abelhas, como também foi observado por outros
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estudos com exposicéo larval a clotianidina (NICHOLLS et al., 2017; TADEI et al., 2019) e ao
piraclostrobina (TADEI et al., 2019) em concentrac¢Ges similares as utilizadas neste trabalho.

A auséncia de efeitos detectaveis durante o desenvolvimento larval dos individuos
expostos ao inseticida neonicotindide clotianidina ndo se estende a todos 0s neonicotinoides.
Tavares et al. (2017) observaram redugédo na sobrevivéncia de larvas expostas a 1,44 ng/uL de
tiametoxam e na sobrevivéncia de pupas expostas a 0,001 e 1,44 ng/uL. Rosa et al. (2016)
também observaram diminuicdo no tempo de sobrevivéncia larval de Scaptotrigona aff. depilis
Moure, 1942 quando expostas a 0,044 ng/ larva de tiametoxam.

A melanizagdo observada durante o desenvolvimento larval, em todos os grupos
experimentas, é uma resposta de defesa do organismo mediada por hemdcitos e catalisada pela
fenoloxidase quando ha presenca de patogeno (BRANDT et al., 2016). Como a frequéncia de
anomalias diferiram entre as colbnias, provavelmente, as larvas de primeiro instar transferidas
ja possuiam alguns patogenos virais, entre eles 0 DWV — virus da asa deformada, que podem
resultar em asa deformadas em abelhas recém-emergidas (DEGRANDI-HOFFMAN; CHEN,
2015) e 0 ABPV - virus da paralisia aguda em abelha, ambos detectados por Carneiro et al.
(2015) nas col6nias utilizadas nesse estudo. Reducdo de hemdcitos e aumento de melanizacédo
foram observadas em abelhas adultas expostas apenas a doses mais elevadas de clotianidina
(0,1 ng/pL) (BRANDT et al., 2016).

A observacao de alteracdes morfologicas moderadas e severas no intestino médio de
abelhas adultas indicam um armazenamento de xenobidticos durante a fase larval e a
mobilizacdo desses durante a metamorfose (FENG et al., 2017; TADEI et al., 2019), o que pode
ter interferido de alguma forma na remodelacdo do intestino médio larval para formacdo do
intestino médio do adulto.

A presenca de secrecdo apdcrina e de pequenos vacuolos no citoplasma do epitélio
ventricular sdo resultantes de atividades de sintese de moléculas e liberacdo de secregdo
realizada pelas células digestivas (CRUZ-LADIM, 2009), mostrando que os intestinos dos
grupos controles estavam em alta atividade celular. No estudo de Cruz-Ladim, Serréo e Silva-
Moraes (1996), a secrecdo apdcrina observadas em operarias de A. mellifera foram
denominadas protusdes no citoplasma apical, as quais 0s autores sugerem serem resultantes de
regulacdo osmotica e/ou secrecdo de macromoléculas constituintes da membrana peritrofica e
liberacdo de enzimas digestivas que ficardo alojadas nesta matriz. No presente estudo, nos
grupos expostos, essas caracteristicas (presenca de secrecdo apocrina e de pequenos vacuolos
no citoplasma) ndo foram observadas. Provavelmente os agrotdxicos afetaram a funcéo

secretora das células digestivas, as quais possivelmente reduziram suas atividades metabolicas
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de sintese de forma que o gasto energético fosse desviado para 0s mecanismos de
desintoxicacdo (BADIOU-BENETEAU et al., 2012; BERENBAUM; JOHNSON, 2015), como
estratégia de defesa para que o intestino pudesse compensar o estresse causado pelo
xenobiotico.

Outro mecanismo de defesa do 6rgdo € a eliminacdo de células danificados pelo
estressor. Quando em contato com um estressor, a liberacdo de células para o limen do
intestino, processo natural do 6rgao, pode ser acentuada (OLIVEIRA et al., 2019). Frente a
isso, 0 organismo da abelha sinaliza a diferenciacdo de ninhos de células regenerativas para
repor as células digestivas liberadas para o lumen intestinal (CRUZ-LADIM, 2009), confirmada
pela correlagdo positivas entre elas observada no presente estudo. Se o fator estressor persiste,
a diferenciacao nos ninhos continua a fim de reverter os danos no epitélio do intestino, levando
a reducao de ninhos de células regenerativas como resultado da diferenciacgéo total destes, pois
as células regenerativas ndo se dividem na abelha adulta e, assim, reduzem-se em ndmero
conforme ocorre a substituicdo de células desgastadas e/ou danificadas (CRUZ-LADIM, 2009).
Apesar de ndo ter sido observada uma quantidade maior de células liberadas no limen dos
individuos expostos ao inseticida, estes apresentaram elevada diferenciagdo com consequente
reducdo dos ninhos, indicativos do processo de substituicdo de células epiteliais, podendo estar
relacionadas com a desestruturacdo epitelial e redugdo da espessura epitelial do intestino
observadas neste grupo.

A reducdo de ninhos regenerativos e presenca de nucleos picnéticos nas células imaturas
dos ninhos apontam que o inseticida neonicotindide clotianidina reduz a capacidade
regenerativa do epitélio. Esses efeitos também foram observados no intestino médio de abelhas
expostas a outros neonicotindides (GREGORC; ELLIS, 2011; GRELLA et al., 2019;
OLIVEIRA et al., 2014).

A clotianidina compete com a acetilcolina pelos receptores nicotinicos da
acetilcolinesterase no sistema nervoso do inseto (GYORI et al., 2017). No estudo de Kim et al.
(2012) com A. mellifera, os autores constataram que a abelha possui dois homodimeros de
acetilcolinesterase, um predominantemente expresso nos ganglios e cérebro (sistema nervoso
central - SNC) que desempenha principalmente transmissdo sinaptica e sdo os principais alvos
de inseticidas neurotoxicos e o outro presente no SNC e também nos tecidos ndo neurais (torax,
abddmen e pernas), realizando funcdes de defesa de xenobidticos ao se ligar inespecificamente
em uma variedade de xenobidticos, principalmente inseticida organofosforados e carbamato,

reduzindo a inibicdo da acetilcolinesterase de transmissao sinaptica.
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Durante a fase larval, os niveis de expressdo da acetilcolinesterase e quantidade de
células Kenyon, que contém os receptores de acetilcolina, sdo baixos, sendo intensificados
durante o estagio pupal (THANY et al., 2003; YANG et al., 2012). Desse modo, a ac¢éo do
inseticida sobre as abelhas, em doses subletais, ocorrem a partir da metamorfose (TAVARES
et al., 2017), quando este possivelmente é mobilizado do corpo gorduroso e passa a ficar
disponivel na hemolinfa, atingindo o 6rgéo alvo e expondo o individuo & acao do principio ativo
do agrotoxico.

Quando exposto a um fator estressor, o inseto tende a mobilizar energia para combaté-
lo (EVEN; DEVAUD; BARRON, 2012), assim mesmo sendo o alvo o SNC, as fungdes
digestivas no intestino da abelha podem ser afetadas durante o processo de absorcdo das
moléculas dos agrotoxicos presentes no alimento ingerido pela abelha, seja na fase de larva ou
de adulto. Os danos no intestino médio podem também ser resultantes da citotoxicidade da
clotianidina nas células regenerativas do intestino larval, 6rgdo de primeiro contato ao
agrotoxico e/ou proveniente do estresse ocasionado pelo aumento da atividade da
acetilcolinesterase na fenda sinaptica quando na presenca de um neonicotindide (GYORI et al.,
2017). Durante a metamorfose, o intestino médio larval é remodelado, sendo reabsorvido e
substituido por células regenerativas (CRUZ-LADIM, 2009), através de um equilibrio entre
proliferacdo e morte celular (GONCALVES et al., 2017). Friol et al. (2017) sugerem que a
exposicdo larval a um neonicotindide causa danos nas células regenerativas, levando a
alteracdes estruturais nas futuras células digestivas do intestino médio das abelhas adultas que
se diferenciam durante a metamorfose. A exposicdo a neonicotindides em abelhas adultas
também resultou em citotoxicidade no intestino médio, aumentando a morte celular
(GREGORC et al., 2016). Todos esses mecanismos podem estar associados as alteracfes
morfologicas observadas no intestino médio; porém, estudos futuros sdo necessarios para
confirmar como o neonicotinoide afeta 6rgdos nao-alvos em nivel celular.

Levando em consideracdo a hip6tese da mobilizacdo do composto quimico armazenado
nos tecidos que ocorre durante a metamorfose, o inseticida pode prejudicar regides cerebrais
responsaveis pela visdo, orientacdo (TAVARES et al., 2015) e funcdes olfativas (PENG,;
YANG, 2016; YANG et al., 2012) e reduzir sinapses no cérebro, levando a distarbios
neurofisioldgicos (TAVARES et al., 2019) os quais poderiam ser detectados posteriormente no
individuo adulto.

Adicionalmente, o inseticida também induziu o aumento de morte celular no epitélio
ventricular, a qual foi marcada pelos ndcleos picnéticos e fragmentacdo do DNA, indicativos

de apoptose (ELMORE, 2007) e perda citoplasmatica em éareas extensas (degeneracdo
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vacuolar), que podem ser resultantes de morte celular por exacerbagdo do processo de autofagia
(GRELLA etal., 2019). Mudancas essas correlacionadas com as alterag@es estruturais do 6rgéo
(reducéo da espessura do epitélio e alteracdo do padréo das vilosidades — frequéncia e amplitude
menor) que afetam sua funcéo de absorcdo e digestao, prejudicando a saude da abelha.

Em combinag&o com o patdgeno Nosema, os danos no epitélio ventricular causado pelo
inseticida foram reduzidos (GREGORC et al., 2016). Ap0s seis dias da inoculagdo com esporos
de N. ceranae, a infecgdo ja se espalhou por todo o epitélio e a presenca de uma frequéncia
maior de esporos maduros é observada (HIGES et al., 2007); porém, esporos imaturos sao 0s
mais frequentes (MARTIN-HERNANDEZ et al., 2009), como observado neste estudo. Devido
amaior taxa de infeccdo e ao niUmero maior de esporos maduros na regido posterior do intestino
médio, sugere-se que a infeccdo por N. cerane inicia-se nas regides mais posteriores do intestino
médio e, em seguida, se espalha para a regido anterior, de forma semelhante ao observado em
N. apis (FRIES, 1988). A partir de sete dias de infeccdo, as células epiteliais do intestino
apresentam sinais mais intensos de degeneracdo (HIGES et al., 2007). Portanto, a analise
histopatoldgica das abelhas no sexto dia apos a infecgdo, no presente estudo, permitiu analisar
a citoarquitetura tecidual do intestino médio antes da entrada na fase subsequente, quando a
degeneracdo induzida pelo patégeno poderia mascarar a caracterizacdo dos efeitos
histopatolédgicos induzidos pelos agrotéxicos ingeridos na fase larval de forma combinada a
inoculagdo do patdgeno na fase adulta. Adicionalmente, no final do ciclo do patdgeno (oito a
dez dias), quando os esporos estdo maduros, ocorre a lise celular para liberacao dos esporos no
limen do intestino (FRIES et al., 1996), e a estrutura do epitélio é totalmente modificada, sendo
dificil a visualizacdo de ninhos de células regenerativas (PANEK et al., 2018), cuja resposta a
exposicdo aos agrotéxicos e a infeccdo por Nosema traz importante contribuicdo para a
compreensdo dos seus efeitos combinados.

A estratégia de sobrevivéncia e proliferacdo de Nosema nas células intestinais pode
explicar a reducdo de danos no intestino exposto ao inseticida quando também em contato com
0 patégeno, o qual interfere nas vias de morte celular e mantém a célula infectada viva
(GREGORC et al., 2016). Durante a propagacdo dos esporos, o patdgeno modifica o
metabolismo do hospedeiro, aumentando a disponibilidade de nutrientes (VIDAU et al., 2014),
e inibindo a apoptose (KURZE et al., 2015, 2018), favorecendo assim o desenvolvimento e
maturacao dos esporos (HIGES et al., 2013). A reducao de células positivas a fragmentacéo do
DNA também foi observada no grupo COMB com esporos, corroborando com as observagdes

que N. cerane reduz a apoptose.
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O patégeno também diminuiu as alteragdes epiteliais dos individuos expostos ao
fungicida, com excecdo da presenca de nucleos picnéticos nos ninhos de células regenerativas
que foram potencializadas, levando a um maior indice de lesdo do 6rgdo. Esses individuos
também apresentaram a maior taxa de esporos maduros no epitélio. Dentre os efeitos mais
tardios (a partir de 7 dias de infeccdo) causados pela infecgdo com os esporos de N. ceranae
estdo a reducdo da capacidade de regeneracdo (re-epitelizacdo) do intestino medio
(DUSSAUBAT et al., 2012; PANEK et al., 2018). Desse modo, o fungicida parece ter
acelerado o ciclo de desenvolvimento do patégeno, mas isso ndo resultou numa maior taxa de
infeccdo.

O aumento da taxa de infeccdo celular nos grupos expostos ao inseticida e co-expostos
(fungicida + inseticida) e o aumento de esporos maduros aos individuos expostos ao fungicida
sugerem que a exposicao de A. mellifera a doses subletais em fases iniciais do desenvolvimento
pode deixa-las mais susceptiveis aos efeitos de Nosema ceranae. Como esporos imaturos nao
s&o observados na contagem pela camara de Newbauer (MARTIN-HERNANDEZ et al., 2009)
e, apos seis dias da inoculacdo os esporos de N. ceranae estdo majoritariamente nesta fase, este
aumento nao foi observado por esse método de quantificacdo utilizado.

O aumento da infeccdo de Nosema foi observado por Pettis et al. (2012) em colonias
expostas a baixas doses do neonicotinoide imidacloprido. Os autores sugerem que a exposicao
ao neonicotindide contaminou o alimentou larval afetando as vias intestinais durante este
estagio de desenvolvimento e resultou na maior taxa de infeccdo por Nosema no adulto. Esse
mesmo efeito foi observado apds a exposicdo de larvas a clotianidina no presente estudo. Em
contato com agrotdxicos, a imunocompeténcia das abelhas pode ser prejudicada (BRANDT et
al., 2016; PRISCO et al., 2013), acarretando na menor eficiéncia no combate de patdgenos
(POQUET; VIDAU; ALAUX, 2016).

Os baixos niveis de esporos observados pela contagem na cdmara de Newbauer nos
grupos que nao foram inoculados com o patégeno podem ser resultantes da presenca de esporos
na geleia real (TRAVER; FELL, 2012) oferecida durante a alimentagdo larval. Esporos de
Nosema podem ser transmitidos por meio de trofalaxia entre abelhas (SMITH, 2012) e pelo
consumo de alimentos contaminados com os esporos (HIGES et al., 2008), possivelmente por
contaminacdo fecal. Dessa forma, regiGes das glandulas hipofaringeas e canais alimentares
podem conter esporos maduros livres e contaminar o alimento larval produzido nessas regides
(CHEN et al., 2009; GISDER et al., 2010). Entretanto, essas quantidades sdo baixas e
insuficientes para causar infeccdo no intestino médio, confirmada pela auséncia de células

infectadas nos grupos nao inoculados. Segundo Forsgren e Fries (2010), cargas de 1.000
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esporos/abelha podem levar a infeccdo de algumas abelhas adultas de A. mellifera europeia,
porém a infeccdo ocorre majoritariamente quando ha a ingestdo de quantidade iguais ou
superiores a 10* esporos de N. ceranae.

Apesar das abelhas ndo serem organismo alvos, o fungicida apresentou citotoxidade no
intestino médio do inseto, potencializando alteracdes indicativas de morte celular (perda
citoplasmatica extensa, nucleos picnético e fragmentacdo do DNA) e desgaste de células.
Outros estudos mostraram efeitos deletérios deste fungicida no comportamento e em células de
glandulas hipofaringeas (ZALUSKI; JUSTULIN; ORSI, 2017). Danos no intestino médio dos
adultos causado pelo piraclostrobina presente no alimento da larva ainda ndo tinham sido
reportados, mas estas alteracbes podem prejudicar a absorc¢éo de nutrientes (CARNEIRO et al.,
2015; MAIOLINO et al., 2014) e estar associados com as modificacbes nos padrbes
comportamentais observados por outros estudos em abelhas expostas aos fungicidas (ARTZ;
PITTS-SINGER, 2015; TADEI et al., 2019; TARNO; WICAKSONO; BEGLIOMINI, 2018).

O fungicida piraclostrobina atua na inibicdo da respiracdo mitocondrial de fungos
(BALBA, 2007). O modo de acdo desse composto em abelhas ainda ndo é conhecido, entretanto
algumas evidéncias sugerem que este possa agir também nas mitocéndrias dos insetos devido
a reducdo de niveis de ATP no musculo toracico (DEGRANDI-HOFFMAN et al., 2015) e
reducdo da taxa de consumo de oxigénio e da taxa respiratéria nas mitocondrias do musculo de
voo das abelhas (CAMPBELL et al., 2016) em abelhas expostas ao fungicida Pristine
constituido pelos principios ativos piraclostrobina e boscalide. Entretanto, estudos futuros sdo
necessarios para confirmar se as reducbes de ATP observadas sdo devido a inibicdo enzimas
transportadoras de elétrons da mitocéndria.

A reducdo dos efeitos deletérios resultantes da co-exposicdo larval ao inseticida
clotianidina e ao fungicida piraclostrobina foi mostrada por Tadei et al. (2019) a partir da
analise de sobrevivéncia das abelhas adultas subsequentes. Essa reducao de toxicidade também
foi observada na avaliacdo de lesdes no intestino médio, em combinagdo, a clotianidina e o
piraclostrobina possuem efeitos interativos antagonisticos.

Com base na espectroscopia FTIR dos dois principios ativos (Figura 30, Apéndice 3),
ndo foi evidenciada uma possivel reacdo entre os compostos que possa resultar na reducdo da
toxicidade dos compostos em conjunto, mas é plausivel que tenha ocorrido uma interagéo entre
eles quando colocados em mistura. Desse modo, a maior quantidade de moléculas do fungicida,
devido a concentracdo mais alta deste composto frente a concentragdo do inseticida, pode ter
interagido com as moléculas do inseticida de modo a diluir os seus efeitos citotdxicos, visto que

o fungicida apresentou menor citotoxicidade em comparagao ao inseticida. Assim, o namero de
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moléculas do inseticida disponiveis para agir como antagonista dos receptores nicotinicos da
acetilcolina foi menor.

Além disso, a presenca dos dois agrotdxicos em conjunto pode ter potencializado as
acdes no sistema imune na abelha e reduzido os danos, entretanto ainda nao esta claro como
esta combinagdo causou menores efeitos aos individuos. Segundo Poquet, Vidau e Alaux
(2016), a interacdo entre agrotoxicos diferentes pode ocorrer nos locais alvos de agdo, pouco
provavel nesse estudo devido aos modos de acOes diferentes dos agrotoxicos usados; ou no
mecanismo de desintoxicacdo da abelha. Futuras avaliagdes nas atividades de enzimas de
desintoxicacdo podem auxiliar na compreensédo desse mecanismo.

Contudo, quando os individuos co-expostos tiveram contato com o patdgeno, essa
reducdo dos efeitos deletérios ndo ocorreu. Pode se afirmar que o patdgeno aumentou as lesées
no intestino médio, possuindo um efeito sinérgico a exposicdo aos agrotdxicos. Portanto, apesar
do patdgeno reduzir algumas alteragdes de menor importancia patoldgica, ele potencializou o
aumento de outras com importancia patoldgica maior, referentes a capacidade regenerativa do
epitélio intestinal. Ambos os agrotoxicos apresentaram citotoxicidade ao intestino médio das
abelhas, sendo o inseticida neonicotindide o mais citotoxico. Em condic6es naturais, as abelhas
estdo expostas a uma ampla diversidade de agrotoxicos e patdgenos (GOULSON et al., 2015)
e, neste contexto, esse estudo possibilitou observar como estressores podem atuar em conjunto

na salde das abelhas.

2.5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que a exposi¢do larval aos
agrotoxicos tornou os adultos subsequentes mais susceptiveis as a¢des do patdgeno N. ceranae,
aumentando efeitos deletérios no intestino médio causado pela infeccdo. O inseticida foi
responsavel pelo aumento da taxa de infeccdo nos individuos expostos somente a esse
xenobiotico e nos individuos co-expostos. O fungicida ndo aumentou a taxa de infeccdo, mas
acelerou a maturacdo dos esporos de Nosema. A co-exposi¢cdo aos agrotoxicos reduziu 0s
efeitos celulares no epitélio intestinal das abelhas comparada aos agrotoxicos isolados, porém
favoreceu a infecgdo ao patdgeno. Portanto, doses subletais desses agrotoxicos ndo causam um
dano imediato quando em contato com larvas de abelhas, mas levam a reducdo da saide do
individuo adulto, podendo contribuir para o enfraquecimento das operarias e, progressivamente,
ao enfraquecimento da coldnia. Os resultados corroboraram com a hipétese inicial, a

combinacdo de dois agrotoxicos na fase larval acarretou em alteracfes celulares no intestino
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médio que alteraram a taxa de infeccdo e os efeitos do patdgeno natural N. ceranae durante a
fase adulta.
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3ARTIGO 2

Efeito silencioso da exposicao larval ao fungicida piraclostrobina no organismo néo-alvo
Apis mellifera africanizada e sua interacdo com o patégeno Nosema ceranae na fase

adulta

Silent effect of larval exposure to the fungicide pyraclostrobin in the non-target organism Apis

mellifera africanized and its interaction with the pathogen Nosema ceranae in adulthood

Resumo

As abelhas possuem contato diariamente com uma ampla variedade de fungicidas, 0s quais vem
sendo associado como um fator estressor para esses organismos. Além do principio ativo,
ingredientes considerados inertes presentes nas formulagdes comerciais desses agrotoxicos
também entram em contato com as abelhas, inclusive na fase larval. Objetivou-se comparar 0s
efeitos da exposicdo larval ao fungicida piraclostrobina (principio ativo-i.a. e formulagéo
comercial-f.c.) na sobrevivéncia e no intestino médio de abelhas adultas inoculadas com
esporos de Nosema ceranae por meio de biomarcadores celulares de citotoxicidade e estresse
celular. Em condicdes in vitro larvas de A. mellifera receberam dieta artificial contendo 2% da
solucdo teste do terceiro ao sexto dia de alimentacdo. Apds um dia da emergéncia das operarias,
estas receberam oralmente 2 pL de solucdo acucarada contendo 100.000 esporos de N. ceranae
infectantes. A exposicdo larval ao fungicida (i.a. e f.c.) ndo afetou o desenvolvimento pos-
embrionario nem a sobrevivéncia das abelhas adultas, contudo induziram citotoxicidade nas
celulas do intestino médio, evidenciada pelo aumento da fragmentacdo de DNA e alteracéo no
padrdo de imunomarcacdo de HSP70. O patdgeno Nosema aumentou 0s danos no epitélio
intestinal das abelhas adultas. Na auséncia do patdgeno, os efeitos citotdxicos do fungicida f.c.
foram menos intensos do que aos observados pela exposicdo do i.a., bem como reduziu a
imunomarcacdo de HSP70, porém na presenca do patdégeno os efeitos do fungicida foram
potencializados. Portanto, baixas doses de fungicidas presentes no bee bread (alimento larval)
podem afetar a saide e comprometer funcgdes fisioldgicas das abelhas adultas.

Palavras-chave: Agrotoxico. Intestino médio. Estrobilurina. Nao-alvo.

3.1 INTRODUCAO

Diversas classes de agrotdxicos, como inseticidas, fungicidas, acaricidas e herbicidas,
sdo aplicadas juntas ou com espagamento temporal em uma mesma cultura agricola, muitos
deles sdo persistentes no meio ambiente e possuem agdo sistémica, acumulando-se na planta e
atingindo recursos florais como o polen, néctar e dleos vegetais (CULLEN et al., 2019;
THOMPSON et al., 2014). Esta diversidade de residuos de agrotdxicos pode atingir organismos

ndo-alvos, principalmente visitantes florais e polinizadores. Dentre os polinizadores, destacam-
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se as abelhas, responsaveis pela polinizacdo de mais de um tergo das culturas agricolas
(SPIVAK et al., 2011).

Amplamente utilizados para producédo agricola (CULLEN et al., 2019), os fungicidas
estdo entre os residuos de agrotoxicos mais detectados em matrizes apicolas e recursos florais
(LONG; KRUPKE, 2016; RAIMETS et al., 2020). Fungicidas estrobilurina foram encontrados
no polen, néctar, mel, cera, bee bread (alimento larval) e também no corpo de abelhas, e em
alguns apiarios, seus residuos ultrapassam a margem de 100 ppb (JOHNSON et al., 2010;
OSTIGUY et al., 2019). Especificamente, o estrobilurina piraclostrobina foi encontrado no
polen corbicular com valores méximos de 145,8 ppb (MULLIN et al., 2010), 124 ppb (TOSI et
al., 2018) e 27.000 ppb (PETTIS et al., 2013); no bee bread em concentracdes de 0,48 ppb,
8,17 ppb (BEYER et al., 2018) e 2.170 ppb (YODER et al., 2013).

Entretanto, ndo somente o principio ativo dos agrotoxicos pode permanecer nas plantas,
como também compostos inertes presentes nas formulages comerciais. Surfactantes foram
encontrados em 60% das amostras de p6len no estudo de Chen e Mullin (2013). Além disso,
Mullin (2015) mostrou que os ingredientes inertes presentes nas formulacdes de alguns
agrotoxicos podem apresentar toxicidade maior que o principio ativo quando em contato com
as abelhas, sendo que nos fungicidas esta toxicidade pode aumentar em até 26.000 vezes
(MULLIN et al., 2016). Segundo Simon-Delso et al. (2014) o nimero de residuos de fungicidas
€ um dos principais fatores estressores para as col6nias, a probabilidade da ocorréncia de
distdrbios de coldnias aumenta quando ha residuos de dois ou mais fungicidas.

Fungicidas ja foram relacionados com alteracdes comportamentais em abelhas (ARTZ;
PITTS-SINGER, 2015; TADEI et al.,, 2019), reducdo na longevidade de abelhas adultas
(FISHER et al., 2017), alteracdes celulares e da microbiota intestinal (ANDERSON et al., 2011,
CARNEIRO et al., 2020; DEGRANDI-HOFFMAN et al., 2017) e alteracbes no sistema
imunoldgico (CIZELJ et al., 2016), podendo facilitar infeccdes por patdégenos. No estudo de
Pettis et al. (2013) os fungicidas piraclostrobina e clorotalonil aumentaram a susceptibilidade a
infeccdo intestinal por esporos de Nosema ceranae. Contudo, ainda existem poucos estudos
sobre os efeitos combinados de fungicidas ao patdgeno Nosema ceranae.

O mecanismo de agdo dos fungicidas estrobilurina consiste na inibicdo da quinona
oxidase do citocromo b na mitocéndria de fungos, interrompendo a sintese de ATP (BALBA,
2007; BARTLETT et al., 2002). Em abelhas o mecanismo de a¢do ndo é conhecido, porém
evidéncias sugerem que o fungicida pode interferir negativamente na funcdo mitocondrial
desses organismos (CAMPBELL et al., 2016; DEGRANDI-HOFFMAN et al., 2015). Parasitas

intracelulares do intestino de abelhas, como Nosema ceranae, também podem interferir
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negativamente na salde das abelhas, pois representa um fator estressor as células intestinais,
levando a estresse energético no individuo (KURZE et al., 2016; MAYACK; NAUG, 2009) e
lise celular no final do ciclo do patdgeno para liberacdo dos esporos (FRIES et al., 1996).
Entretanto, quando um organismo € exposto a fatores estressores, mecanismo de defesa celular
sdo ativados, dentre eles a expressdo de proteinas de choque térmico, como por exemplo a
HSP70 dependente de ATP para a sua atividade de chaperona (BEERE, 2004; KING;
MACRAE, 2015). A expressdo dessas proteinas € considerada um biomarcador de exposi¢édo
aos xenobioticos prevenindo a morte celular (SILVA-ZACARIN; GREGORC; MORAES,
2006) e, portanto, HSP70 € utilizada para mensurar niveis de estresse celular (KIM et al., 2019).

Este trabalho teve como objetivo comparar os efeitos da exposicao larval ao principio
ativo e formulacdo comercial do fungicida piraclostrobina e avaliar as influéncias dessa
exposicdo na infeccdo por N. ceranae no intestino médio das abelhas na fase adulta por meio

de biomarcadores celulares de citotoxicidade e resposta ao estresse.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Exposicéo aos agrotoxicos

Foram conduzidos trés bioensaios larvais de exposicdo cronica, cada um com N=144
larvas por grupo experimental, seguindo a metodologia descrita pela OECD n° 239 (OECD,
2016). Os bioensaios ocorreram no verao e dois na primavera de 2019.

Larvas de primeiro instar de trés coldnias saudaveis de Apis mellifera africanizada foram
transferidas para placas de 48 pocos contendo ctpulas com 20 pL de dieta artificial (AUPINEL
et al., 2005) e mantidas em uma caixa hermética a 34°C e umidade de 95%. No terceiro ao sexto
dia do bioensaio as larvas receberam a dieta artificial contendo a solucédo teste. Cada placa
continha todos os grupos experimentais: controle - CTL, controle solvente (acetona,
concentracdo inferior a 2%) - ACT, fungicida piraclostrobina (principio ativo) - FUNG P.A. e
fungicida piraclostrobina na formulagdo comercial Comet® - FUNG. COM.

A concentragdo do fungicida foi baseada em concentragdes detectadas no pdlen de 146
ppb (MULLIN et al., 2010; TOSI et al., 2018) e no total de p6len consumido na fase larval
(BABENDREIER et al., 2004); desse modo, a concentracao de piraclostrobina (principio ativo
e formulacdo comercial) na dieta consumida no periodo larval foi de 4,93 ppb (intake = 0,69
ng/larva). Concomitantemente foi realizado o teste com o dimetoato (inseticida padrdo, intake
= 7420 ng/larva) para validacédo do teste segundo a OECD n° 239 (OECD, 2016).
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Apo6s um dia da emergéncia dessas abelhas, os individuos de cada grupo experimental
foram divididos em outros dois grupos, um dos grupos recebeu oralmente 2 pL de solugéo
acucarada contendo 100.000 esporos frescos de N. ceranae extraidos de abelhas forrageiras por
maceracao do abdémen (EIRI et al., 2015; FRIES et al., 2013) e 0 outro grupo recebeu 2 uL de
solugéo agucarada sem esporos. As abelhas foram mantidas em estufa B.O.D a 34°C e 70% de
umidade dentro de potes com orificios para promover a ventilagdo contendo dois alimentadores
cada, um com solucdo agucarada 50% m/m e outro com uma dieta liquida proteica contendo
17% de extrato de levedura, 2% de mistura de aminoacidos para animais (AMINOMIX®) e
81% de solugdo aquosa de sacarose 50% m/m (adaptada de MORAIS et al., 2013).
Adicionalmente, trés potes sem abelhas foram acrescidos para o controle da evaporagéo do
alimento. Todos os alimentadores foram pesados diariamente para célculo da taxa de

alimentacao.

3.2.2 Andlise histopatologica

Apds seis dias da inoculacdo com esporos de Nosema, seis individuos de cada grupo
experimental foram removidos dos potes e anestesiados a 4°C para dissec¢do do intestino
médio. Os 6rgdos foram fixados em paraformaldeido 4% em tampé&o de fosfato de s6dio 0,1 M,
pH 7,4 por 24 horas a 4°C. Apos a fixacdo, foram lavados em tampao fosfato de sédio 0,1M e
desidratados lentamente a partir de trocas em solucdes de etanol com concentracdo crescente
(15, 30, 50, 70 — “overnight”, 85, 90, 95 e 100%) a baixa temperatura (4°C) (SILVA-ZACARIN
et al., 2012). Trés orgdos por grupo experimental foram embebidos em historesina liquida
Leica® (10°C) e, em seguida, emblocados em historesina de incluséo (historesina de embebicéo
acrescida de catalisador na proporcdo 15mL:1mL). Apds a polimerizacdo, os blocos de resina
foram submetidos a microtomia para obter seccBes histolégicas dos 6rgdos com 3um de
espessura. Por individuo foram produzidas seis laminas com 12 sec¢fes cada.

Os outros trés 6rgdos de cada grupo experimental, apos a desidratacdo, foram
diafanizados em xilol e embebidos em parafina liquida ultrapura seguida de inclusdo em
parafina ultrapura (Paraplast). Os blocos de parafina foram submetidos a microtomia para obter
seccOes histologicas dos 6rgdos com 8 um de espessura. As laminas foram avaliadas por
métodos de imunofluorescéncia (topico 3.2.3).

As analises histoldgicas foram realizadas a partir de laminas coradas com Hematoxilina-
eosina (1%) (ANEXO 1) para analise morfoldgica do intestino e Azul de toluidina (1%, pH
~10, ANEXO 2) para detecgdo de células infectadas com esporos de Nosema (FRIES et al.,
2013). Realizou-se a caracterizacdo semi-quantitativa de alteragdes do intestino médio de trés
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individuos por grupo experimental, conforme descrito no topico 2.2.4, definiu-se 14 parametros
histologicos para determinacdo de danos no intestino médio (Tabela 4). As alteragbes foram
classificadas em quatro niveis de intensidade: O — auséncia de alteracdo, 1 — alteracéo sutil, 2 —
alteracdo moderada, 3 —alteracdo intensa e em trés niveis de importancia patologica: 1 — minima
importancia patologica (danos reversiveis), 2 — moderada importancia patoldgica (danos
geralmente reversiveis); 3 — severa importancia patolégica (danos irreversiveis) (BERNET et
al., 1999; OLIVEIRA et al., 2019), a fim de calcular o indice de lesdo (le) de cada alteracéo e
o indice total de lesdo do 6rgdo (lorg) @ partir da somatdria dos indices de lesdo (BERNET et al.,
1999; OLIVEIRA et al., 2019). Idem equagéo 4 e 5 no topico 2.2.4.

Para medir a espessura do epitélio ventricular e a taxa celular de infeccdo com esporos
de Nosema, foram analisados trés individuos de cada grupo e cinco seccdes histoldgicas de cada
individuo. Cada seccdo histoldgica do intestino médio foi dividida em trés regides: anterior
(préxima a valvula cardiaca), central e regido posterior (préximo ao inicio do reto). Em cada
regido do intestino foram analisados quatro diferentes campos de viséo, totalizando 12 areas
por seccdo. Para o calculo do escore referente a reducao da espessura do epitélio, os niveis de
intensidade 0, 1, 2 e 3 foram atribuidos respectivamente aos seguintes intervalos: >50 pum, 41-
50 pum, 35-40 um, <35 pum. Para o escore referente a infeccdo por Nosema, 0s niveis de
intensidades do escore foram atribuidos conforme a porcentagem de células infectadas: 0 — 0%
de infeccdo, 1 — menor que 30% de infecgéo, 2 — entre 30 e 65% de infeccdo e, 3 — maior que

65% de infeccéo.

3.2.3 Analise de biomarcadores celulares por imunofluorescéncia

Laminas sinalizadas contendo 12 sec¢es histoldgicas cada foram desparafinizadas com
xilol e reidratadas em cascata decrescente de alcool. Em seguida, estas foram submetidas a
recuperacdo antigénica com tampdo citrato de sédio 0,1M (pH 6) por 1 minuto e 30 segundos
no micro-ondas em poténcia alta. Apds a recuperacao antigénica e permeabilizacdo com citrato,

as laminas foram cobertas em tampdo PBS e mantidas em cdmara Umida até a proxima etapa.

3.2.3.1 Reagdo de TUNEL para imunomarcacdo de fragmentacdo de DNA

Utilizou-se o Kit de Deteccdo de Morte de Células In Situ (ISCDDK — “In-Situ Cell
Death Detection Kit”, Roche®) para reagéo de tunel.
Em uma cadmara umida e escura, foi adicionado 50 pL de solugdo enzimatica com

fluoréforo conjugado em cada ldmina para ocorrer a reagdo de TUNEL (“Terminal
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deoxynucleotidyl transferase - mediated dUTP nick end labeling”), segundo método de
Gavrieli, Sherman e Ben-sasson (1992), a fim de identificar regides de quebras de DNA de fita
simples e dupla, indicativas de inicio de morte celular.

Ap0s a incubacao das laminas com a solucao de reacdo de Tunel por uma hora a 37°C,
estas foram lavadas em tampédo PBS. Utilizou-se meio de montagem com DAPI (350/455 nm,
faixa de excitacdo/emissdo) para montagem das laminas.

As laminas foram analisadas no microscopio confocal de varredura a laser utilizando
laser 488 nm na faixa de leitura de 480 a 576 nm, correspondente a faixa de excitacao e emissdo
da fluoresceina (identificagdo dos nicleos com quebras no DNA). Os padrdes utilizados para a
marcacao da reacdo de tunel foram intensidade do laser cinco, ganho 1034,8 V e offset -30%.
Trés sec¢es histoldgicas de cada grupo experimental foram observadas para analise qualitativa
da presenca ou auséncia de células com marcacdo positiva para fragmentacdo do DNA no

epitélio ventricular.

3.2.3.2 Deteccéo de HSP70 por imunofluorescéncia

Apds a recuperacdo antigénica, laminas contendo cortes histoldgicos de trés individuos
por grupo experimental, foram imersas em solugdo de Triton 0,05% no tampaéo citrato de sodio
0,1M por 10 minutos, em seguida lavadas em tamp&o PBS. Em uma cdmara Umida, as laminas
foram cobertas por 15 minutos com solucdo contendo 3% de soro normal de camundongo para
o0 bloqueio de rea¢es inespecificas do anticorpo primario.

Preparou-se uma solucdo de anticorpo priméario (Anti-HSP70, produzido em
camundongo) na concentracdo 1:300, a qual foi colocada sob as laminas e mantido overnight a
4°C. Em uma lamina extra ndo foi adicionado o anticorpo primario como controle negativo da
reacao. Em seguida, a cdmara Umida foi transferida para banho-maria a 37°C por uma hora. Ao
final da incubacdo com o anticorpo primario, as laminas foram lavadas com tampao PBS e foi
realizado o bloqueio de reagdes inespecificos para o anticorpo secundario com uma solucao de
BSA a 3% por 30 minutos.

A incubagdo com o anticorpo secundério (IgG de coelho, anti-camundongo, conjugado
com Alexa 594) foi realizada no escuro na concentra¢do 1:100. As laminas foram cobertas com
100uL da solugéo contendo o anticorpo secundario por uma hora a 37°C. Em uma lamina extra
néo foi adicionado o anticorpo secundario como controle negativo da reacdo. Apos a incubacgéo
e lavagem com tampao PBS, as laminas foram contadas com meio de montagem contendo

DAPI para analise no microscopio confocal de varredura a laser.
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Os padrdes utilizados nas analises da imunomarcacdo de HSP70 foram laser 552 nm,
com nivel de intensidade cinco, ganho de 800V, offset -20% e faixa de excitagdo/emisséo de
566 a 671 nm, respectivamente. Para marcacdo com DAPI utilizou-se o laser 405 nm, nivel de
intensidade 1, ganho 960 V, offset -50% e faixa de excitacdo/emissdo 381 a 502 nm
respectivamente. Para cada individuo foram analisadas trés sec¢des histoldgicas, sendo feitas
duas reconstrucdes resultantes da varredura em Z na regido mediana do intestino médio com
total de 6 pum de espessura, na qual continham 13 leituras (frames) de 0,5 um de intervalo entre
elas, totalizando seis reconstrugcdes 3D por individuo.

A quantificacdo da intensidade de marcacdo especifica foi realizada pela amostragem
de cincos regides aleatdrias (ROI) com &rea igual a 1.256,64 um? cada, distribuidos no epitélio
do intestino médio de cada reconstrucdo 3D (N = 90 ROIs/grupo experimental). Cada ROI foi
posicionado em regides do epitélio sem traqueias e sem limen, cobrindo toda espessura das
celulas digestivas. O nivel de intensidade média entre os 13 frames de cada reconstrucéo 3D e
a intensidade maxima de marcacdo na reconstrucao, medida pela sobreposicao dos frames em
resolucdo maxima, foram quantificados pelo software LAS X 3.5.5. Os resultados foram
analisados por modelo linear generalizado (GLM) com distribuicdo quasipoisson, no modelo
considerou-se individuos e seccdo histolégica como fatores de variancia entres 0s grupos

experimentais.

3.2.4 Analise dos dados

Todos os resultados foram analisados a partir do programa R (versdo 3.6.1; R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, AT, 2019). Para cada conjunto de dados foram
verificados a normalidade e homogeneidade a partir dos testes de Shapiro-wilk e Bartlett,
respectivamente. Dados paramétricos foram analisados por Anova seguido do pos teste Tukey.
Utilizou-se GLM com distribuicdo binomial e quasibinomial para dados de sobrevivéncia, e
GLM com distribuicdo quasipoisson para analises morfométricas e da taxa de alimentacdo,
seguido de pds-teste com tukey ajustado. Resultados histoldgicos foram analisados por meio
do teste de Wilcoxon/Kruskal-Wallis, com valor de P ajustado pelo método de Benjamini-
Hochberg. Para analise da longevidade de abelhas adultas utilizou-se a regressao de Cox e 0
pacote “survival” (THERNEAU, 2015; THERNEAU; GRAMBSCH, 2000) e o pacote
“ecotox” para analise do tempo letal médio (HLINA et al., 2018). O modelo estatistico utilizado
para cada conjunto de dado foi estabelecido com base na analise de residuos realizado pelo
Half-normal plot usando o pacote hnp (MORAL; HINDE; DEMETRIO, 2017). Considerou-se

significativos valores com P < 0,05.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Exposicdo aos agrotoxicos

N&o houve diferenca na mortalidade larval média dos trés bioensaios larvais entre o0s
grupos ndo expostos e 0s grupos expostos ao fungicida (Tabela 8, P = 0,08). Entretanto, o
bioensaio realizado no verdo diferiu dos realizados na primavera, as larvas expostas ao
fungicida comercial apresentaram mortalidade de 40,97% = 2,08 (P = 0,04). As taxas de
pupacdo e emergéncia ndo diferiram entre os grupos experimentais (P = 0,41 e 0,20,

respectivamente).

TABELA 8. Taxas médias da mortalidade relativa e das fases de desenvolvimento durante o periodo pés-
embrionario (média + erro padréo). IN&o ha diferenca significativa entre 0s grupos experimentais, letras diferentes
representam diferenga significativa entre os grupos, P significativo < 0,05. CTL —controle, ACT —acetona, FUNG

P.A. — fungicida principio ativo, FUNG. COM. — fungicida na formula¢&o comercial.

Mortalidade Pupacéo * Emergéncia !
larval
CTL 14,17+259 a  75,19+2,88 65,34 + 4,09
ACT 13,82+227 a 78,91+2,61 66,61 + 3,94
FUNG P.A. 18,67 £3,67 a 76,55+ 3,42 62,91 + 4,55
FUNG. COM. 21,36 +3,84 a 80,63 +4,11 70,22 + 3,94
Dimetoato 91,67+144 b - -

O fungicida isolado ou em combinacdo com o patdgeno N. ceranae ndo afetou a
sobrevivéncia das abelhas adultas (Tabela 9). O patégeno reduziu o tempo letal médio das

abelhas do grupo controle, porém essa diferenca nao foi observada nos grupos expostos.
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TABELA 9. Tempo letal médio e probabilidade de sobrevivéncia de abelhas expostas ao fungicida durante a fase
larval. CTL — controle, ACT — acetona, FUNG P.A. — fungicida principio ativo, FUNG. COM. — fungicida na
formulacdo comercial. Esp. Nosema: presenca ou auséncia de inoculacéo de esporos de N. ceranae. TL50 = tempo
letal médio; IC = intervalo de confianca; Exp(coef): nimero de vezes que o grupo experimental possui de morrer
comparado ao controle; EP = erro padrdo, P = probabilidade de significAncia em comparagéo ao grupo referéncia
(CTL, sem esporos).

Grupo Esp. Tempo letal médio Sobrevivéncia
experimental Nosema TL50 IC v Exp(coef) + EP P
CTL Ausente 6,01 a 492-6,99 2291 1,00 -
Presente 3,91 bc 3,18-445 1542 1,33+0,23 0,21
ACT Ausente 4,95 ac 3,37-6,02 39,94 1,31+0,19 0,15

Presente 4,06 bc 3,61-4,46 19,82 1,48 £0,22 0,07
FUNG. P.A. Ausente 4,22 ab 2,88-533 48,75 1,09 £ 0,19 0,64
Presente 3,85 ab 2,16 -4,95 22,77 0,79 +£0,24 0,33
FUNG. COM. Ausente 5,82 a 4,71 -6,95 46,58 0,81 +£0,20 0,30
Presente 4,81 ab 3,62-571 12,65 0,79 +£0,23 0,30

A infeccdo com esporos de Nosema e a exposicdo ao fungicida ndo alteraram a taxa de
alimentacdo (Figura 31), apesar do FUNG. COM. sem esporos ter apresentado uma taxa de
alimentacdo energética maior que do grupo controle, ela ndo diferiu do grupo controle solvente.
A presenca de esporos teve uma correlacdo negativa baixa com a taxa de alimentacdo (p = -

0,14; P=0,01), assim como a correlagdo entre idade e a taxa de alimentacdo (p = -0,103; P=
0,05).
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FIGURA 31. Média do consumo diario de alimento energético (solucdo acucarada) e proteico por individuo +
desvio padrédo, durante seis dias ap0s a inoculagdo com esporos de N. ceranae. Letras diferentes da mesma cor
representam diferencas significativas entre os grupos experimentais. CTL — controle, ACT — acetona, FUNG P.A.

— fungicida principio ativo, FUNG. COM. — fungicida na formulagdo comercial. esp. = esporo de N. ceranae.
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3.3.2 Andlise histopatoldgica

O principio ativo do fungicida, sem esporo, levou a maior frequéncia de células
digestivas com condensacdo do ndcleo (Figura 32B), bem como ao aumento de liberagdo de
células para o lumen (Figura 32D) e ao aumento de diferenciacdo das células regenerativas dos
ninhos (Figura 32F) com reducdo na frequéncia de ninhos (Figura 33C), aumento de
vacuolizacdo degenerativa (Figura 33A), reducdo da frequéncia de pequenos vacuolos (Figura
32C) e aumento de nucleos picnéticos no epitélio (Figura 33B). Essas alteracdes, com excecao
da liberacdo de células que ndo diferiu do grupo controle solvente, s6 foram observadas na
formulacdo comercial quando em combinacdo com o patdgeno (Figura 34).

A observacgdo de secre¢do apocrina foi predominante nos grupos controles, com e sem

esporo, e no FUNG COM. sem esporo.



84

FIGURA 32. indices de lesdo (IL) de alteragbes morfologicas de baixa importancia patoldgica (média + erro
padrdo). A) Secregdo apdcrina; B) Nicleo com cromatina compactada; C) Pequenos vactolos no citoplasma; D)
Liberacéo de células no lumen; E) Altura do epitélio; F) Diferenciacdo do ninho de células regenerativas. CTL —
controle, ACT — controle acetona, FUNG P.A. — fungicida principio ativo, FUNG. COM. — fungicida formulacao

comercial. Letras representam diferencas significativas entre os grupos experimentais.
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Em combinacdo com o patdégeno, o nimero de nicleos picnoticos no ninho foi maior no
FUNG P.A. e FUNG. COM. (Figura 33D). A formulacdo comercial desse fungicida + esporo,
diferentemente do principio ativo, reduziu a espessura do epitélio, provocou uma
desestruturacao epitelial do 6rgéo (Figura 34A) e reducdo na frequéncia de vilosidades do 6rgédo
(Figura 34B e D).
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FIGURA 33. indices de lesdo (IL) de alteragdes morfolégicas de importancia patolgica moderada (média + erro
padrdo). A) Vacuolizacdo degenerativa; B) Nucleo picnotico no epitélio; C) Redugdo de ninhos de células
regenerativas; D) Nucleo picnético no ninho de células regenerativas; E) Membrana peritrofica; F) Infeccdo com
esporos de N. ceranae. CTL — controle, ACT — controle acetona, FUNG P.A. — fungicida principio ativo, FUNG.
COM. - fungicida formulacdo comercial. Letras representam diferencas significativas entre os grupos

experimentais.
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FIGURA 34. Fotomicrografias da histologia do intestino médio de abelhas expostas aos agrotéxicos durante a fase
larval e ao patégeno N. cenarae na fase adulta. A) Controle; B) Controle + esporo; C) Controle solvente; D)
Controle solvente + esporo; E) Fungicida principio ativo; F) Fungicida principio ativo + esporo; G) Fungicida
formulagdo comercial; H) Fungicida formulagdo comercial + esporo. ep: epitélio, Im: limen, m: musculo, ponta

de seta preta: ninhos de células regenerativas; seta preta: liberacdo de célula para o Iimen; seta amarela: ntcleo
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picnético; seta azul: secre¢do apocrina; seta branca: nicleo com cromatina compactada; seta vermelha: esporos de

N. ceranae; asterisco preto: vacuolizagdo simples; asterisco vermelho: area com vacuolizagdo degenerativa.

Coloracdo H.E.
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O indice total de lesdo no 6rgéo (lorg) foi maior no grupo FUNG P.A. sem esporos, em
comparagdo com o grupo controle (Figura 35C), e em todos 0s grupos experimentais inoculados
com o patdgeno, sendo mais pronunciado nos grupos expostos ao fungicida. O FUNG. COM.

apresentou lorg Maior que 0s grupos controles apenas na presenca do patégeno.

FIGURA 35. Alteragdes estruturais no epitélio do intestino médio de A. mellifera (média + erro padrdo). A)
Desestruturacio epitelial; B) Reducio da amplitude e frequéncia de vilosidades; C) indice total de lesio no
intestino médio; D) Seccdo do intestino médio com vilosidades esparsas e epitélio com desestruturagdo. CTL —
controle, ACT — controle acetona, FUNG P.A. — fungicida principio ativo, FUNG. COM. — fungicida formulacéo
comercial. Letras representam diferencas significativas entre 0s grupos experimentais.
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A partir da morfometria do epitélio observou-se que a inoculagdo com esporos de
Nosema ceranae em abelhas ndo expostas aos agrotoxicos ndo alterou a espessura do epitélio
(Figura 36). O grupo ACT + esporo apresentou uma altura do epitélio maior que os demais
grupos (P < 0,001).

As abelhas expostas ao fungicida comercial, sem esporos, apresentaram um epitélio
intestinal mais fino que os demais grupos quanto a espessura média geral (Figura 36A),

especificamente na regido anterior do 6rgéo (Figura 36B), P < 0,001. Com esporo de Nosema,
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este grupo teve reducdo da altura do epitélio em todas as regides do 6rgdo (P < 0,001). O
principio ativo do fungicida ndo afetou a espessura do epitélio (P = 0,99).

A taxa de infeccdo celular média, analisada por meio de seccdes histoldgicas do intestino
médio, ndo diferiu entre os grupos experimentais (Figura 37A). O principio ativo do fungicida
aumentou trés vezes mais a taxa de células infectadas com esporos maduros (P < 0,001), porém
essa diferenca ndo foi observada na infecgdo total, nem na exposicdo ao fungicida na

formulacdo comercial (P = 0,28).

FIGURA 36. Espessura do epitélio ventricular de Apis mellifera (média * erro padrdo). A) Média da espessura do
6rgéo; B) Espessura média da regido anterior do ventriculo; C) Espessura média da regido central do ventriculo;
D) Espessura média da regido posterior do ventriculo. CTL — controle, ACT — controle acetona, FUNG P.A. —
fungicida principio ativo, FUNG. COM. — fungicida formulagdo comercial. Letras representam diferencas

significativas entre 0s grupos experimentais.
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FIGURA 37. Padrao de infeccdo celular apos seis dias da inoculagdo com esporos de Nosema ceranae no intestino
médio de Apis melifera africanizada (média + erro padrdao). A) Taxa de infeccdo em diferentes estagios do
desenvolvimento do patdgeno por tratamento; B) Taxa de infeccdo por regido do intestino médio. *Ndo ha
diferenca significativa entre os grupos experimentais (P > 0,05). Letras da mesma cor representam diferencas
significativas entre os grupos experimentais. CTL — controle, ACT — controle acetona, FUNG P.A. — fungicida
principio ativo, FUNG. COM. — fungicida formulacdo comercial, Esp - esporo.
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3.3.3 Reacdo de TUNEL

Os grupos ndo expostos ao fungicida, sem ou com o patdégeno, ndo apresentaram
imunomarcacao positiva para fragmentacdo do DNA nas células epiteliais (Figura 38B e 39B).
Como esperado, células ja liberadas no lumen intestinal tiveram imunomarcacdo positiva
(Figura 39B). No epitélio intestinal dos individuos expostos ao principio ativo do fungicida
piraclostrobina foi observado imunomarcacdo positiva de nucleos com fragmentacdo do DNA
por todo o epitélio, na auséncia (Figura 38C) e na presenca do patégeno (Figura 39C). Além
disso, nesse grupo sem esporo houve imunomarcagdo positiva para ndcleos de células na regido
de diferenciacéo celular ao redor dos ninhos de células regenerativas.

A exposicdo a formulacdo comercial do fungicida, sem e com esporo, também aumentou
a frequéncia de células positivas a fragmentacdo do DNA em relacdo ao controle e observou-
se fragmentacdo de nucleos (Figura 38D e 39D) e nucleo de células na area de diferenciacéo
celular com imunomarcacéo positiva. Sem o patégeno também foi observado nucleos de células

musculares com fragmentacdo do DNA.
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FIGURA 38. Deteccdo de fragmentacdo de DNA pela reacdo de TUNEL no epitélio ventricular de abelhas
expostas aos agrotéxicos durante a fase larval e sem inoculacdo de esporos de Nosema ceranae na fase adulta. A)
Epitélio ventricular sem exposi¢do aos agrotoxicos com ntcleos marcados com Dapi; B) Reagdo de Tunel com
marcagao negativa nos grupos controle e controle solvente; C) Reagdo de Tunel com marcagdo positiva no epitélio
ventricular exposto ao fungicida (principio ativo); D) Reacdo de Tunel com marcagdo positiva no epitélio
ventricular exposto ao fungicida comercial. ep: epitélio, Im: [imen, tm: tdbulo de Malpighi, seta branca = marcacéo

positiva da reacdo de Tunel em célula digestiva.
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FIGURA 39. Deteccdo de fragmentacdo de DNA pela reacdo de TUNEL no epitélio ventricular de abelhas
expostas aos agrotoxicos durante a fase larval e com inoculacéo de esporos de Nosema ceranae na fase adulta. A)
Epitélio ventricular sem exposi¢ao aos agrotéxicos com ntcleos marcados com Dapi; B) Reacéo de Tunel negativa
no epitélio ventricular dos grupos controles; C) Reacdo de Tunel com marcagédo positiva no epitélio ventricular
exposto ao fungicida (principio ativo); D) Reacéo de Tunel com marcagao positiva no epitélio ventricular exposto

ao fungicida comercial. ep: epitélio, Im: lGmen, seta branca = marcacdo positiva da reacdo de Tunel em célula

digestiva, seta vermelha = marcacéo positiva da reacdo de Tunel em célula liberada no lumen.

3.3.4 Quantificacdo de HSP70

A exposicdo ao fungicida na fase larval dobrou a intensidade da imunomarcagéo de
HSP70 no intestino médio das abelhas adultas (Figura 40, P < 0,001). Os grupos expostos ao

agrotoxico (principio ativo e formulagdo comercial) apresentaram valores maiores da
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imunomarcacao na auséncia do patdgeno (Figura 41), sendo que o principio ativo isolado levou
ao maior nivel de HSP70 entre os grupos experimentais. A infeccdo pelo patdgeno Nosema
ceranae aumentou a intensidade de imunomarcacdo de HSP70, nos grupos nao expostos ao
fungicida (Figura 42). A combinacgdo da formulacdo comercial do fungicida com o patdgeno

reduziu a intensidade de marcagdo de HSP70 para niveis basais.

FIGURA 40. Intensidade média de marcacéo especifica de HSP70 por imunofluorescéncia no epitélio ventricular
de Apis mellifera. A) Valores médios + desvio padrdo da intensidade média de HSP70 entre os frames da
reconstrucdo 3D de regides do epitélio ventricular; B) Valores médios + desvio padrdo da intensidade méaxima de
HSP70 dada pela sobreposigao dos frames nas reconstrucoes 3D de regides do epitélio ventricular. CTL — controle,
ACT - controle acetona, FUNG P.A. — fungicida principio ativo, FUNG. COM. —fungicida formulagéo comercial;
NEG - controle negativo, sem fluoréforo. Letras representam diferencas significativas entre os grupos
experimentais.
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FIGURA 41. Detecgdo de imunofluorescéncia positiva para HSP70 a partir de marcagdo com anticorpo primario
e secundario conjugado ao fluordforo (vermelho) e sobreposicdo com DAPI (marcacéo de nlcleos — azul) no
epitélio instentinal de A. mellifera africanizada expostas ao fungicida piraclostrobina na fase larval. A) Controle;
B) Controle solvente — acetona; C) Fungicida — principio ativo; D) Fungicida — formulacdo comercial; E) Controle

negativo, sem o anticorpo primario; F) Controle negativo, sem o0 anticorpo secundario. ep: epitélio, Im: [Gmen.
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FIGURA 42. Deteccdo de imunofluorescéncia positiva para HSP70 a partir de marcacdo com anticorpo primario
e secundario conjugado ao fluoréforo (vermelho) e sobreposi¢do com DAPI (marcagdo de nucleos — azul) no
epitélio instentinal de A. mellifera africanizada expostas ao fungicida piraclostrobina na fase larval e ao patdgeno

N. ceranae. A) Controle; B) Controle solvente — acetona; C) Fungicida — principio ativo; D) Fungicida —

formulagdo comercial. ep: epitélio, Im: [imen.

3.4 DISCUSSAO

A exposicao larval ao fungicida piraclostrobina, principio ativo isolado e na formulacao
comercial, ndo afetou o desenvolvimento e sobrevivéncia das abelhas ao longo do
desenvolvimento e poés-emergéncia. A auséncia de efeitos na sobrevivéncia também foi

observada na exposicao larval a baixas doses do fungicida piraclostrobina (TADEI et al., 2019)
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e outros fungicidas como ipridiona (CARNEIRO et al., 2020), propiconazol e piraclostrobina
+ boscalide (WADE et al., 2019).

Entretanto, foi observada alta mortalidade larval no bioensaio realizado no verdo quando
exposta a formulacdo comercial. Como os bioensaios foram realizados com as mesmas
coldnias, as diferencgas de sobrevivéncia podem ter ocorrido por uma interacdo da exposicdo a
formulacao comercial com a diferenca da diversidade polinica coletada pelas abelhas, existente
entre as estacdes do ano (MODRO; MARCHINI; MORETI, 2011), a qual pode interferir na
salde das colonias e consequentemente na sensibilidade das larvas. A sensibilidade de abelhas
aos agrotoxicos pode variar conforme a dieta polinica recebida (SCHMEHL et al., 2014;
WAMHL; ULM, 1983) e diferencas no nivel de p6len da alimentacdo de uma col6nia pode alterar
0s niveis de oviposicdo da rainha (FINE et al., 2018) e no desenvolvimento das glandulas
hipofaringeas de operarias utilizadas na producao de geleia real e bee bread (DI PASQUALE
et al., 2016). Apesar das larvas terem sido transferidas no primeiro instar larval, ou seja, houve
baixo consumo da geleia real proveniente da col6nia, estas larvas podem ja estarem ma nutridas
ou com alteracOes desde a fase da oviposicéo, visto que um Unico dia pode gerar estresse
nutricional e influenciar no desenvolvimento das abelhas (SCOFIELD; MATTILA, 2015).

De modo geral, os efeitos observados pela exposigéo larval ao fungicida foram tardios
e em nivel celular (Quadro 1), podendo ndo serem notados em uma situacdo de avaliacdo de
coldnias pela mortalidade de abelhas operarias, em condi¢fes de campo. A observacdo de
efeitos subletais no intestino médio das abelhas adultas sugere que o fungicida ndo foi eliminado
durante a fase larval, permanecendo no corpo da abelha, o qual pode ter sido mobilizado para
os sitios-alvos quando ocorre a remodelagdo tecidual durante a metamorfose (TADEI et al.,
2019) e/ou ter apresentado citotoxicidade nas células regenerativas do intestino larval no
primeiro contato com o xenobidtico (fase de alimentacdo larval), as quais se diferenciam na
metamorfose (FRIOL et al., 2017).

O aumento na frequéncia de nucleos com cromatina compactada e picnoticos no epitélio
ventricular das abelhas expostas ao fungicida, sugere que essa exposi¢do na fase larval induziu
amorte celular por apoptose nos individuos adultos. Observacdo esta confirmada pela marcacgéo
positiva para fragmentacdo de DNA na reacdo de Tunel. O grupo exposto a formulagdo
comercial ndo havia apresentado nucleos picndticos no epitélio na avaliacdo histoldgica,
contudo na observagdo por imunofluorescéncia houve fragmentacdo do DNA e do ndcleo,
indicativos de apoptose (ELMORE, 2007).

A frequéncia de nudcleos picnéticos no ninho de células regenerativas na analise

histologica foi maior que nucleos positivos a reacdo de Tunel observado nessa regido. A



96

fragmentacdo de DNA € uma etapa mais tardia no processo de morte celular que a compactacao
do nucleo (DOONAN; COTTER, 2008). Assim, nem todo nucleo picnético e compacto
resultara na morte daquela célula.

Diferentemente do principio ativo, as alteracdes histologicas da formulacdo comercial
do fungicida sem o patégeno foram pouco frequentes e com importancia patoldgica baixa.
Reducdes dos efeitos do principio ativo por adjuvantes presentes na formulacdo comercial de
agrotoxicos foram observados em inseticidas quando em contato com o crustaceo Daphnia
magna (MESNAGE; ANTONIOU, 2018), mas ndo ha relatos em insetos. Em abelhas, esta
reducdo dos efeitos deletérios na formulacdo comercial em comparagdo ao principio ativo
isolado ainda néo tinha sido reportada (MULLIN et al., 2015). Contudo, pode-se afirmar que a
formulacdo comercial também apresentou citotoxicidade para o intestino médio das abelhas,
com o aumento da fragmentacdo do DNA, apesar do aumento do nivel de HSP70, que exerce
efeito citoprotetor. A formulacdo comercial do piraclostrobina (Comet®) ja foi relacionada com
a reducdo da altura de células epiteliais por Zaluski, Justulin e Orsi (2017) em glandulas
mandibulares. Alteracdes na espessura de células epiteliais também foram observadas nesse
estudo, porém nas células do intestino médio das abelhas e apenas quando estas foram expostas
a formulagdo comercial. Desse modo, ingredientes inertes presentes nessa formulagéo também
podem apresentar citotoxicidade em organismos néo alvos (MULLIN, 2015; MULLIN et al.,
2015).

Proteinas de choque térmico ou de estresse (HSP) sdo expressas em condicbes
fisioldégicas normais nas abelhas, estando envolvidas em diversos processos fisioldgicos
(SKERL; GREGORC, 2010). Especificamente a familia HSP70 esta envolvida no dobramento
de peptideos (BECKMANN; MIZZEN; WELCH, 1990), montagem e transporte de proteinas
(JOLY et al.,, 2010; RASSOW; VOOS; PFANNER, 1995). Em condi¢cbes de estresse
fisiolégicos ou quimico, a quantidade de HSP70 aumenta como estratégia de sobrevivéncia da
célula (BEERE, 2004; KING; MACRAE, 2015), devido a sua acao citoprotetora, impedindo
agregacdo de proteinas e restabelecendo a conformacdo nativa de proteinas e
consequentemente, suas fungbes (BUKAU; HORWICH, 1998; PRIYA; SHARMA;
GOLOUBINOFF, 2013). Esse aumento foi observado nos grupos expostos ao agrotoxico e nos

grupos controles quando inoculados com o patdgeno.



97

QUADRO 1. Comparacéo entre indices de lesdo histologica e alteragdes imunomarcadas no intestino de A. mellifera expostas ao fungicida piraclostrobina com ou sem
inoculagdo de esporos de Nosema ceranae. Cores diferentes representam diferenca significativa entre os grupos. Setas indicam aumento ou reducado da alteracdo em relagdo a
referéncia (trago longo), nimero de setas indicam intensidade da alteragdo. Vac.: vacuolizagdo; Esp.: espessura; Dif.: diferenciacdo; Desest.: desentruturacao; Vilos.: vlosidade.
1 Redugdo da espessura do epitélio; 2 Redugdo da amplitude e frequéncia de vilosidades; 3Presenga e auséncia de imunomarcagéo, (-): auséncia de fragmentacéo de DNA,; (++):
fragmentacdo do DNA no epitélio e ninho; (+++): fragmentacdo do DNA no epitélio e ninho e fragmentagdo do ndcleo. CTL: controle; ACT: controle solvente; FUNG. P.A.:
fungicida principio ativo; FUNG COM.: fungicida formulagéo comercial.
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A infeccdo por N. ceranae reduz a apoptose como estratégia de proliferacdo dos esporos
nas células hospedeiras (HIGES et al., 2013; KURZE et al., 2018), 0 aumento de HSP70 pode
ter ocorrido pela presenca do patégeno como fator estressor e/ou pela modulacéo do patdgeno
nas vias apoptéticas, visto que HSP70 tem acdo anti-apoptotica (GARRIDO et al., 2001,
SILVA-ZACARIN; GREGORC; MORAES, 2006). Contudo, a combinagdo da exposi¢do ao
fungicida com a presenca do patégeno alterou esse padréo, reduzindo os niveis de HSP70 em
comparagdo ao grupo exposto sem patdgeno, o que pode ocasionar em reducédo da viabilidade
da célula (MOSSER et al., 2000).

A presenca de imunomarcagao positiva para fragmentacéo de DNA e reducdo de HSP70
para quantidades basais na formulagdo comercial com o patégeno indicam que a acdo protetiva
da HSP néo foi suficiente para superar a toxicidade da combinacao desses estressores, 0s quais
causaram danos gerais no intestino médio, marcados por indices de lesdo maiores nos seguintes
parametros: desestruturacdo epitelial, vacuolizacdo degenerativa e nucleo picnético no ninho
de células regenerativas, em comparagao aos outros grupos experimentais (Quadro 1), de modo
gue nesse nivel de citotoxicidade, as células ja apresentavam danos muito grandes para a sua
remediacdo por HSP. A reducdo de HSP70 foi observada em abelhas expostas a alguns
agrotdxicos considerados altamente toxicos, como os nenonicotindides (KOO et al., 2015;
SKERL; GREGORC, 2010) e, em outros eucariotos, estudos mostraram que a expressio de
HSP70 pode variar dependendo do xenobidtico que o organismo foi exposto (MAHMOOD et
al., 2014).

Pettis et al. (2013) observaram que em abelhas adultas, o consumo do fungicida
piraclostrobina aumentou as taxas de infec¢do por Nosema em trés vezes, e niveis mais altos de
Nosema também foram observados em adultos expostos ao fungicida prochloraz na fase larval
(GLAVINIC et al., 2019). Entretanto, nesse trabalho esse efeito na taxa de infeccdo foi menos
pronunciado quando o fungicida foi consumido pela larva, a taxa de infeccdo celular ndo
aumentou pela exposicao ao fungicida, mas houve influéncia na maturacdo dos esporos pelo
principio ativo.

A infeccdo com N. ceranae apresentou um efeito aditivo na citotoxicidade do intestino
médio. Corroborando com as observacgdes anteriores de que a combinag&o de fatores estressores
pode causar uma sobrecarga de estresse nas abelhas (CORNMAN et al., 2012; GOULSON et
al., 2015). Abelhas infectadas com N. ceranae podem apresentar estresse energético podendo
aumentar o consumo de alimento energético e reduzir o tempo de vida da abelha (MARTIN-
HERNANDEZ et al., 2011; MAYACK; NAUG, 2009), porém néo foi observada diferenca na

taxa de alimentacdo energética e/ou proteica entre 0s grupos com e sem o patogeno. Quando
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abelhas possuem alimentacdo ad libitum diferencas no tempo de vida causados pelo patdgeno
nédo aparecem (MAYACK; NAUG, 2009).

Portanto, a exposicdo ao fungicida piraclostrobina ndo leva a morte prematura das
abelhas, porém pode comprometer processos fisiologicos relacionados com a digestdo e
absorcdo de nutrientes realizadas pelo intestno médio (CARNEIRO et al., 2020; DOMINGUES
et al., 2017). A exposi¢do a um ou mais estressores pode desencadear uma diversidade de
efeitos celulares, este estudo mostrou a importancia da avaliacdo de parametros subletais em
abelhas expostas a baixas doses de agrotoxicos e do uso de mais de um biomarcador celular

para avaliagdo de efeitos devido & complexidade de respostas.

3.5 CONCLUSAO

A exposicdo ao fungicida piraclostrobina na fase larval de Apis mellifera afetou a
morfologia do intestino médio das abelhas adultas subsequentes. A combinagdo de estressores
(exposicdo ao fungicida e patogeno Nosema ceranae) aumentou os danos no epitélio do
intestino médio das abelhas, entretanto esses efeitos ndo afetaram a sobrevivéncia das abelhas
em nenhuma fase do desenvolvimento e pds-emergéncia. A formulacdo comercial ndo
aumentou os efeitos citotdxicos do principio ativo na auséncia do patdgeno. Entretanto, a juncao
de adjuvantes da formulacdo comercial com principio ativo e patégeno reduziram a intensidade
da imunomarcacdo de HSP70, promovendo a fragmentacdo de DNA e causando danos na
citoarquitetura do intestino médio. Portanto, baixas doses de fungicidas presentes no alimento
das larvas (bee bread) podem afetar a satide e comprometer funcées fisioldgicas das abelhas

adultas, organismos nao-alvos deste agrotoxico.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os agrotoxicos utilizados nesse estudo apresentaram efeitos subletais tardios que foram
diagnosticados por meio da analise histopatologica do intestino médio das abelhas adultas,
indicando que ndo houve eliminacdo e/ou desintoxicacdo total dos xenobidticos durante a
metamorfose e emergéncia. Durante a alimentacdo larval, os xenobioticos provavelmente foram
armazenados no interior de tecidos, ndo sendo eliminados durante a defecagéo, o que explicaria
o efeito tardio. O fungicida piraclostrobina que possui baixa solubilidade em agua (NCBI, 2017)
e 0s neonicotinodides podem se acumular no corpo gorduroso da larva (FENG et al., 2017). Esse
armazenamento pode resultar em estresse continuo para os individuos durante o
desenvolvimento, diferentemente de abelhas adultas que realizam a excrecdo de residuos
toxicos pela defecacdo regular (ZHU et al., 2014). Assim, 0s agrotoxicos absorvidos na fase
larval permanecem no organismo da abelha, sendo mobilizados para os sitios-alvos durante a
metamorfose (TADEI et al., 2019), podendo ter seu efeito nos 6rgéos, tais como o intestino,
quando ocorre a remodelacéo tecidual.

Portanto, os agrotoxicos testados interferem na remodelacdo intestinal durante a
metamorfose. Dentre os agrotoxicos, em ordem decrescente de citotoxicidade: 1) a clotianidina
apresentou a maior citotoxicidade alterando a citoarquitetura e a capacidade regenerativa do
intestino médio das abelhas na fase adulta, o que pode ter levado a reducgéo da longevidade; 1)
o fungicida na formulacdo comercial alterou a estrutura epitelial, reduzindo sua espessura; 11)
o0 principio ativo do fungicida promoveu o aumento de efeitos relacionados a recuperacdo do
epitélio intestinal; 1VV) a combinagdo dos principios ativos apresentou a menor citotoxicidade
no intestino médio.

Apesar de apresentar uma menor citotoxicidade, quando os individuos co-expostos aos
agrotoxicos tiveram contato com mais um fator estressor, o patdgeno Nosema ceranae, houve
aumento das lesdes no intestino médio. As abelhas estdo expostas a uma combinacéo de fatores
estressores diariamente (GOULSON et al., 2015), esse estudo possibilitou observar respostas
subletais dessa exposicéo.

Os resultados desse estudo reforcam a hipétese inicial que a exposicéo a baixas doses
de agrotoxicos na fase larval causaram prejuizos na estrutura celular do intestino médio dessas
abelhas na fase adulta, alterando o padrdo de infeccdo e as respostas celulares ao patdgeno
Nosema ceranae.

A observacao de efeitos subletais na sobrevivéncia (exposi¢do ao neonicotindide) e em

nivel celular mostram a importéncia de uma avaliagdo mais robusta dos efeitos de agrotoxicos
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em organismos ndo-alvos. Segundo decreto n°® 5.981 de 2006 (BRASIL, 2006), testes
ecotoxicoldgicos em organismos terrestres, entre eles abelhas adultas e em larvas (portaria
IBAMA n° 84/1996, instrucdo normativa n® 2/2017 - BRASIL, 2017) devem ser realizados para
avaliacdo de risco de um agrotéxico a ser registrado, porém 0s parametros observados sdo
apenas a mortalidade (DL50) apds um curto periodo da exposicéo (até 96 horas) (CHAM et al.,
2017). Esse trabalho mostrou que os efeitos apareceram apenas em fases futuras e, portanto,
ndo seriam notados nas fases regulatorias desses compostos. As abelhas possuem uma

complexidade ecologica que deve ser levada em consideracdo em futuras avaliagcoes.
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APENDICE 1

Tabela 2. Composicdo de dietas proteicas liquidas e solidas para alimentacdo de abelhas
adultas (V.p. — valor proteico; % m/m; xarope = solucéo acucarada a 50% m/m).

Composicéo Estado V. p. Observacdes
23% I ina; 65% :0,12% - )
3 ,o de albumina; 65% de sacarose; 0,12% sélido 250 Baix0 ConsUMo
de 4gua
13% de extrato de levedura; 0,05% de . Ndo houve
. , Sélido 25%
albumina; 69% de sacarose; 0,7% de dgua consumo
18% de albumina; 8% de extrato de levedura; . Néao houve
, Solido 25%
63% de sacarose; 0,1% de agua consumo
7% | : 56% : L. Né&o h
37% de e,xtrato evedura; 56% de sacarose; sélido 250 ao houve
0,7% de agua consumo
nsumo médi
13,5% de extrato de levedura; 5% de .. Co ,su 0 medio,
. , Liquido 25%  porem, aumentou
albumina; 81,5% de a4gua .
a mortalidade
24% d_e e>,(tr_at0 de levedura; 2% da mistura Liquido 250 Baix0 COnsSUMo
de aminoé&cidos; 74% de xarope
) Apresen
17% de extrato de levedura; 2% da mistura L. p esentou o
L Liquido 12% maior consumo
de aminoé&cidos; 81% de xarope i
entre as dietas
14% de extrato de levedura; 2% da mistura Liquido 93%  Consumo médio

de aminoéacidos; 84% de xarope

* Mistura de aminodcidos: suplemento animal - AMINOMIX®
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APENDICE 2

FIGURA 22. Epitélio ventricular de abelhas adultas expostas a agrotdxicos durante a fase larval, H.E. A) Controle;
B) Fungicida Piraclostrobina; C) Inseticida Clotianidina; D) Co-exposi¢do (inseticida + fungicida). ep: epitélio

ventricular; Im: ldmen; tm: tGbulos de Malpighi.

Fonte: Autoria propria. »
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FIGURA 23. Epitélio ventricular de abelhas adultas expostas & agrotdxicos durante a fase larval e infectadas com
Nosema ceranae apds a emergéncia, H.E. A) Controle; B) Fungicida Piraclostrobina; C) Inseticida Clotianidina;

D) Co-exposicao (inseticida + fungicida). ep: epitélio ventricular; Im: lamen; tm: tdbulo de Malpighi.
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FIGURA 24. Seccéo do epitélio ventricular de abelhas adultas expostas a agrotoxicos durante a fase larval. A)
Controle; B) Fungicida Piraclostrobina; C) Inseticida Clotianidina; D) Co-exposi¢éo (inseticida + fungicida). ep:

epitélio ventricular; Im: Iimen; n: nidcleo; m: masculo.

Fonte: Autoria propria.
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FIGURA 25. Seccéo do epitélio ventricular de abelhas adultas expostas & agrotoxicos durante a fase larval e
infectadas com Nosema ceranae ap0s a emergéncia. A) Controle; B) Fungicida Piraclostrobina; C) Inseticida
Clotianidina; D) Co-exposicdo (inseticida + fungicida). ep: epitélio ventricular; Im: Iimen; tm: tGbulo de

Nosema ceranae.

Fonte: Autoria propria.
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APENDICE 3

O inseticida clotianidina e o fungicida piraclostrobina foram caracterizados na forma
pura e na forma combinada por espectroscopia FTIR (Fourier Transform Infrared
Spectroscopy) de forma a subsidiar a interpretagcdo dos resultados. A leitura foi realizada pelo
software OMNIC em uma pastilha de KBr na proporc¢do 100:1 KBr/amostra.

A partir dessa analise, observou-se que a maioria das bandas presentes nos espectros
dos agrotoxicos isolados apareceram na mistura dos dois agrotéxicos, algumas das bandas
ausentes no espectro da combinagdo dos agrotdxicos podem ter sofrido sobreposicdo (Figura
28). Na regido “fingerprint” do espetro (1300-900 cm™), 63,6% das bandas foram iguais as
observadas no fungicida piraclostrobina. As bandas presentes nos espectros na regido 1600-
1300 cm-1 de intensidade forte e média indicam as estruturas aromaticas e heteroaromaticas
dos compostos (LOPES; FASCIO, 2004; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

FIGURA 30. Espectro de FTIR do inseticida clotianidina e do fungicida piraclostrobina (d: dobramento).

— Inseticida - |
Regiao |

Fungicida fingerprint

Arométicos e
heteroaromaticos

!
* d Amina secundéria
C=0

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Fonte: Autoria prépria.

LOPES, W. A.; FASCIO, M. Esquema para interpretacdo de espectros de substancias organicas
na regido do infravermelho. Quim. Nova, V. 27, 2004.

SILVERSTEIN, R.; WEBSTER, F.; KIEMLE, D. Spectrometric Identification of Organic
Compounds. 7 ed. 2005.
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ANEXOS
ANEXO 1
Protocolo Hematoxilina e eosina (H.E)

Preparou-se a eosina amarelada 0,5% dissolvendo 2,5 gramas do corante em 500 mL de
agua destilada, apos a homogeneizacdo adicionou-se 1 mL de acido acético glacial e
homogenizou a solugdo. Antes do uso, a solugéo de eosina e de hematoxilina foram filtradas.

Os cortes foram hidratados por 10 minutos em agua destilada, seguido da imersdo em
hematoxilina (formulacdo comercial) por 20 minutos. Os cortes foram lavados em adgua corrente
e em seguida colocados na solucéo de eosina 0,5% por 2 minutos, seguida de lavagem em agua
destilada. Apds os cortes secarem em temperatura ambiente, as ldminas foram montadas com
DPX-Mount.

ANEXO 2
Azul de Toluidina (1%)

Para preparo da solucédo 2 g de Borato de sodio (Borax) foi diluido sob agitacdo em 100
mL de agua destilada. Em seguida, adicionou-se 1 g do corante Azul de toluidina e
homogenizada. Antes do uso, a solucéo foi filtrada.

Os cortes foram hidratados em &gua destilada por 10 minutos e em seguida secos
parcialmente sobre um aquecedor de laminas (28°C). Com a fonte de calor ainda ligada, 0s
cortes foram cobertos com a solu¢do de azul de toluidina por 1 minuto, lavadas em agua

destilada e secas em temperatura ambiente. As ldminas foram montadas com DPX-Mount.

ANEXO 3
Azul de Bromofenol
Preparou a solugdo com 0,15 g de azul de bromofenol em 100 mL de solucdo aquosa de

acido acético 2% e 3g de bicloreto de mercurio (HgCl2). O pH foi ajustado para 7,0 e a solucéo

foi filtrada antes do uso.
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Os cortes foram hidratados por 10 minutos em &gua destilada e imersos na solugéo de
Azul de Bromofenol por 2 horas e 40 minutos. As laminas foram lavadas por 5 minutos em fio
de &gua corrente e secas em temperatura ambiente. Montou-se as laminas com DPX-Mount. A
técnica histoguimica de reacdo com Azul de Bromofenol consiste na deteccdo de proteinas

totais por meio da coloragéo azul.

ANEXO 4

Acido Periodico de Schiff (PAS)

A técnica histoquimica de reacdo com PAS consiste na deteccdo de glicoconjugados
neutros (glicoproteinas, carboidratos, polissacarideos neutros e acidos) e glicogénio os quais
sdo evidenciadas com coloracdo magenta. Os cortes foram hidratados por 10 minutos em agua
destilada, seguida de imersdo em 4acido periodico 0,4% por 30 minutos. As laminas foram
lavadas em 3 banhos de dgua destilada de 3 minutos cada. Apos as laminas serem secas, estas
foram imersas em Reativo de Schiff por 5 horas no escuro e em seguida lavadas em agua
corrente por 20 minutos. Apos a secagem em temperatura ambiente, as ldminas foram montadas
com DPX-Mount.

ANEXO 5
Sudam Black (1%0)

A solucdo do corante foi preparada pela diluicdo de 1g de Sudam black em um volume
final de 100 mL de alcool etilico 70%. Apds a homogeneizacao e filtragem, as laminas
previamente hidratadas por 10 minutos em &agua destilada, foram cobertas com a solugéo
preparada por 5 minutos. Em seguida, foram lavadas até a remocao de todo excesso do corante.

Apos a secagem, as ldminas foram montadas com béalsamo do Canada.



