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Resumo

As abelhas brasileiras sdo responsaveis por polinizar cerca de 40-90% das plantas nativas
de acordo com o bioma. Dentre as espécies encontradas no Brasil destaca-se a Melipona
scutellaris, eussocial, capaz de realizar polinizacdo por vibracdo. Porém, as populacdes
de abelhas tém sido afetadas por maltiplos agentes/fatores estressantes, principalmente o
uso de agrotdxicos, como é o caso do tiametoxam, um inseticida neorotdxico e sistémico,
ou seja, seu 6rgdo alvo é o cérebro e ele pode chegar ao néctar e ao pélen através da seiva
da planta. Quando os recursos, como néctar e polen sdo ingeridos pelas abelhas, o
ingrediente ativo entra em contato primeiramente com o intestino, 6rgao responsavel pela
digestdo e absorcdo, e posteriormente cai na hemolinfa podendo atingir os tabulos de
Malpighi, responsaveis por sua filtracao e excrecdo, bem como o cérebro, seu 6rgao alvo.
Devido a importancia de se entender qual a via metabdlica desse composto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos de nanodoses do inseticida tiametoxam no intestino,
tibulos de Malpighi e cérebro de forrageiras de M. scutellaris. Para isso as abelhas foram
coletadas diretamente da entrada das col6nias e expostas, via oral, a doses subletais do
tiametoxam, CLso= 0,0453 ng i.a./uL dieta; CLso/10= 0,00453 ng i.a./uL dieta e CLso/100=
0,000453 ng i.a./uL dieta. Em seguida foram dissecadas apds os tempos de, 1, 4, 8 e 24h
do inicio da exposicdo apara a avaliagdo do efeito agudo e submetidas as técnicas de
Hematoxilina e Eosina (HE), HSP90 (proteina de choque térmico) e Tunel (kit para
deteccdo de morte celular). Através da técnica de HE foi possivel observar que as
concentracdes mais altas ocasionaram alterac6es na morfologia celular nos trés 6rgéos
estudados. Ja a técnica de HSP90 mostrou aumento na expressao da familia das proteinas
de choque térmico de acordo com o aumento da concentracdo do inseticida, em
determinados tempos, e um equilibrio entre os trés érgdos, ou seja, quando a expressao
aumenta no intestino e diminui nos tubulos de Malpighi, com exce¢do da maior
concentracdo, no maior tempo no 6rgéo alvo, que sofreu uma queda, o que pode indicar
morte celular, a qual ndo foi evidenciada pela técnica de Tunel em nenhum érgédo. Dessa
forma concluimos que nanodoses do inseticida tiametoxam causam danos morfolégicos,

promovem aumento na expressao da HSP90 e podem levar os individuos a morte.

Palavras-chave: Intestino, tabulos de Malpighi, cérebro, fragmentacdo do DNA, proteinas
de choque térmico.



Abstract

The Brazilian bees are responsible for pollinating about 40-90% of native plants
according to the ecosystem. Among the species found in Brazil is Melipona scutellaris,
eussocial, able to perform pollination by vibration. However, bee populations have been
affected by the use of pesticides, such as thiamethoxam, a neonicotinoid and systemic
insecticide, that is, its target organ is the brain and it can reach nectar and pollen through
the sap of the plant. When the resources are ingested, the active ingredient first comes
into contact with the intestine, the organ responsible for digestion and absorption, and
then passes into the hemolymph, reaching the Malpighi tubules responsible for their
filtration and excretion, as well as the brain, organ target. Due to the importance of
understanding the metabolic pathway of this compound, the objective of this work was to
evaluate the effects of nanodoses of the insecticide thiamethoxam in the intestine,
Malpighi tubules and the brain of M. scutellaris forages. For this, the bees were collected
directly from the colonies and exposed, orally, to sublethal doses of thiamethoxam, LC50
=0.0453 ng i.a./uL diet; LC50 / 10 = 0.00453 ng i.a./uL diet and LC50 / 100 = 0.000453
ng i.a./uL diet. Then, they were dissected after the start of the exposure times, 1, 4, 8 and
24h, and subjected to the Hematoxylin and Eosin (HE), HSP90 (Thermal Shock Protein)
and Tunel (Cell Death Detection Kit) techniques. Through the HE technique it was
possible to observe that the higher concentrations caused alterations in the cellular
morphology in the three studied organs, such as increased cellular elimination, strongly
stained nuclei, loss of cytoplasmic material and chromatin condensation. The HSP90
technique showed an increase in the expression of the heat shock protein according to the
increase in concentration at certain times and a balance in its production between the three
organs, that is, when the production increases in one organ it decreases in the Other,
except for the analysis of the results for the highest concentration, of the longer time in
the target organ, which suffered a fall, which may indicate cellular death, which was not
evidenced by the Tunel technique in any organ. Thus, we conclude that nanodoses of the
insecticide thiamethoxam cause morphological damage, increase the expression of heat

shock proteins and can lead to death.

Key words: Intestine, Malpighi tubules, brain, DNA fragmentation, heat shock proteins.
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1. INTRODUCAO

Nos ecossistemas, as relagfes entre os individuos sdo extremamente importantes
e interdependentes, alimento e abrigo para a fauna sé séo possiveis gragas a presenca da
flora e vice-versa. Dentre essas relagdes, a polinizacdo € um dos elementos mais
importantes, pois para que a existéncia das angiospermas seja viavel é necessaria a
existéncia dos sistemas de polinizagédo, para que elas possam, a partir de suas flores,
produzir frutos e disseminar/propagar as sementes (SHEPERD et al., 2003, KLEIN et al.,
2007). Este € um processo essencial que garante a reproducdo das plantas e permite a
variabilidade genética e qualidade de frutos (KEVAN E VIANA 2003, KLEIN et al.,
2007 e BROSI E BRIGGS, 2014).

Dentre os sistemas de polinizacdo encontra-se a entomofilia, realizada por insetos,
polinizadores da maioria das plantas devido a abundancia de individuos com adaptacdes
as estruturas florais (NOGUEIRA-COUTO et al., 1990). Os insetos polinizam 90% das
angiospermas, sendo 80% desses vegetais de interesse econdmico (NOGUEIRA-
COUTO, 1998). As abelhas séo os polinizadores predominantes na maioria das regides
geograficas (KREMEN et al., 2007). Elas polinizam cerca de 70% das culturas agricolas,
promovem uma producdo com maior qualidade dos frutos (KLEIN et al., 2007;
GIANNINI et al., 2015) e aumentam a producdo de sementes em 41 culturas em todo o
mundo (GARIBALDI et al., 2013).

Estes insetos fazem parte da base da cadeia alimentar, possibilitando o fluxo de
energia para outras espécies animais e vegetais, pois participam ativamente na reproducéo
vegetal aumentando a produtividade das plantas que dependem da reproducdo cruzada
(PRONT, 2000). No entanto, esse servico ecossistémico prestado pelas abelhas vem
diminuindo e essa redugdo pode variar de impactos ndo desejaveis, como perda do valor
econémico das culturas (KLATT et al., 2013, GARRATT et al., 2014) e futuramente a
falta de alimento, até o decréscimo e consequentemente extingcdo de espécies vegetais
dependendtes das abelhas para a polinizacdo (BRITTAIN E POTTS, 2011).

As abelhas sdo um grupo monofilético originado das vespas (MICHENER, 2007).
Pertencem a classe Insecta, e estdo inseridas na ordem Hymenoptera (NOGUEIRA-
NETO, 1997), reunidas na superfamilia Apoidea que contem 13 subfamilias (MOURE,
2007). Mundialmente, existem mais de 20 mil espécies descritas (CAMARGO e PEDRO
1836), sendo a sua maioria representada por espécies solitarias. No entanto, uma pequena
parcela das espécies sdo abelhas eussociais, caracterizadas pela divisdo de castas

femininas onde as operarias sdo responsaveis pela limpeza, defesa e forrageamento, e as



rainhas sdo responsaveis pela postura de ovos. O macho, chamado de zangdo, tem a
funcéo exclusiva de fecundar a rainha durante o voo nupcial. Dentre as eussociais, esté a
subfamilia Apinae, a qual compreende mais de 500 espécies de abelhas com ferrdo
atrofiado, os meliponineos (MICHENER, 2013) e abrange a tribo Meliponini, onde
encontramos a espécie do presente estudo (reclassificado por MICHENER, 2007).

Os individuos desta tribo possuem um ferrdo vestigial sendo incapazes de ferroar,
ocorrem na América Neotropical, em grande parte da América Latina e Central e estdo
divididos em 390 espécies, elas sdo responsaveis por cerca de 40-90% da polinizacdo das
plantas nativas, dependendo do ecossistema considerado (EVANGELISTA-
RODRIGUES et al., 2008). Dentre estas espécies estd Melipona scutellaris, conhecida
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popularmente como “urugu”, “uru¢u do Nordeste” ou “urugu verdadeira” (WEBBEE,
2010),

As operarias dessa espécie possuem corpo robusto, vértice marrom-amarelado,
com pelos amarelo-ruivos, frequentemente com alguns mais claros, cor de ouro. O clipeo
é levemente convexo, e a face relativamente estreita. Seu térax é preto no dorso (figura
1), com pelos densos e amarelo-dourados, e face ventral e 0 abdémen escuro, com cinco
listras claras (NOGUEIRA-NETO, 1997).

O interior do ninho de M. scutellaris é feito de uma mistura de cera e propolis.
Seu alimento é armazenado em potes com cerca de 4 cm que podem conter néctar ou
polen coletados das flores, fontes de proteinas e aclcares, respectivamente, usados para
alimentar suas crias, as quais sdo mantidas em células com todo o alimento para seu
desenvolvimento, desde a postura dos ovos. Estas células sdo justapostas e apOs o
nascimento, sua cera € usada para outras construgdes. Por ndo possuirem veneno, sua
Unica defesa sdo as mandibulas e dessa forma é necessario guardar a entrada da coldnia e
repelir invasores, para isso a entrada das coldnias é pegajosa e tem odor desagradavel
(NOGUEIRA-NETO, 1997).



Figura 1: Abelhas da espécie M. scutellaris, dentro da coldnia, alimentando-se de
polen misturado com xarope (50% &gua e 50% acUcar), complemento alimentar oferecido

uma vez por semana.

Fonte: Autoria Propria

Elas sdo muito usadas para a polinizacgao dentro e fora de estufas, pois sdo capazes
de realizar polinizagdo por vibragdo de forma eficiente, vibrando a musculatura torécica
para liberacdo do pdlen pelas anteras do tipo poricida, como em plantas do género
Solanaceae, como tomate, batata, pepino, entre outros (NUNES-SILVA; HRNCIR;
IMPERATRIZ-FONSECA, 2010). Essas abelhas tém habito generalista, colonias
perenes, incapacidade de abandonar 0s ninhos e armazenam uma quantidade consideravel
de alimento (MALAGODI-BRAGA E KLEINERT, 2000). E uma espécie endémica do
Nordeste brasileiro, mas bem adaptada ao clima do Estado de Sao Paulo (VIANA, 2010).

Cada vez mais as abelhas sdo obrigadas a procurar fontes de recursos em
monoculturas, como no caso da cana-de-agucar, ja que as matas nativas estdo sendo
desmatadas, o que gera a fragmentacgdo do habitat, como é o caso do estado de S&o Paulo,
que atualmente abriga 52,3% dos 7,6 milhdes de hectares de toda a area plantada de cana-
de-acucar (Saccharum spp.) no Brasil, o que corresponde a uma producdo aproximada de
655,16 milhdes de toneladas (CONAB, 2015) e uma producdo vegetal de US$
18,386,825,455 (GIANINI et al., 2015). Essa cultura exerce um importante papel na
economia devido ao aumento na exportacdo de acucar e &lcool (GONCALVES et al.,
2003), um biocombustivel que ganhou destaque devido ao aumento excessivo do preco

do petréleo e ao grande destaque das energias renovaveis.



A cana-de acucar se adaptou muito bem ao Brasil e devido a isso tem uma alta
produtividade, que pode ser comprometida por alguns fatores, como as pragas, dentre as
quais se destaca a cigarrinha Mahanarva fimbriolata (STAL, 1854), que interfere na
qualidade tecnoldgica (DINARDO-MIRANDA et al., 2000; GONCALVES et al., 2003).

Na tentativa de controlar essas pragas, os agricultores usam diversos agrotoxicos,
dentre eles inseticidas, como o tiametoxam, eficiente no controle da cigarrinha e que
consequentemente evita perdas da produgdo (PEIXOTO, 2004; DINARDO-MIRANDA;
GIL, 2007). Com o crescimento da area usada para o plantio da cana-de-agucar e
fragmentacdo do habitat (NUNES et al., 2007), as abelhas estdo ficando sem recursos
florais e acabam coletando a substancia agucarada proveniente do corte da cana, que pode
estar contaminada com o agente quimico utilizado no controle de pragas. Além disso, 0s
poucos remanescentes de matas nativas estdo inseridos na matriz agricola, e podem
receber a deriva da pulverizacdo da cultura.

O inseticida tiametoxam, nome quimico 3- (2-clori-tiazol-5-ilmetil) -5-
metil[1,3,5] oxadiazinan-4-ilideno-N-nitroamina, que contém o grupo nitro (BADIOU-
BENETEAU et al., 2012), pode ser pulverizado sobre as folhas por pulverizador terrestre
e aéreo, usado em tratamentos de sementes ou aplicado no solo sendo absorvido pela raiz.
De acordo com a Syngenta (2010) o tiametoxam é altamente bioconcentravel em peixes,
altamente persistente no meio ambiente, altamente toxico para organismos aquaticos e
para abelhas. Esse inseticida € um neonicotinoide, ou seja, seu 6rgdo alvo é o sistema
nervoso dos insetos. Eles foram desenvolvidos nos anos 90 e atualmente existem varios
ingredientes ativos registrados para uma grande variedade de culturas (FAIRBROTHER
et al., 2014), estando entre os mais utilizados nas Ultimas trés décadas (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, 2014).

Ele apresenta elevada solubilidade em agua e baixa sor¢do no solo, assim como
classificacdo toxicoldgica Il (medianamente toxico) (AGROFIT, 20032 REUNIAO,
2015). Em relagéo aos efeitos ambientais, apresenta potencial de periculosidade |
(altamente perigoso ao meio ambiente), sendo muito toxico para abelhas, e persistente em
matrizes ambientais.

O mecanismo de acdo dos neonicotinoides consiste em mimetizar a acetilcolina
na ligagcdo ao seu receptor pos-sinaptico. Sendo assim, no momento da transmissao do
impulso nervoso a molécula do inseticida se liga ao receptor nicotinérgico e o impulso

passa constantemente, uma vez que a enzima acetilcolinesterase nao é capaz de degradar



suas moléculas, como faria com a acetilcolina, causando hiperexcitacéo, podendo levar a
morte do inseto (MARCON, 2002).

Porém, ndo sdo as doses letais utilizadas nas culturas que vem preocupando o
mundo, doses que ndo conseguem matar os insetos de imediato podem ser tdo ou mais
prejudiciais que a dose letal. Muitos testes vém sendo feitos com doses subletais, onde o
individuo é exposto a dosagens mais baixas que as DLso (dose letal média) determinadas,
em 24 e 48 horas e os sintomas sdo observados e analisados durante esse tempo
(CRESSWEL, 2011). Os resultados tém demonstrado que doses subletais dos
neonicotinoides podem acarretar perda de memdria e alteracfes no comportamento das
abelhas (DESNEUX et al., 2007), o que implica na reducéo da eficiéncia no processo de
polinizacdo (FELTHAN et al., 2014), na reproducéo desses insetos (FAUSER-MISSLIN
et al., 2013) e na sua capacidade de retornar para a colonia (HENRY et al., 2012).
Segundo Brittain e Potts (2011) efeitos subletais podem ser mais perigosos para a
sobrevivéncia da col6nia quando comparados aos efeitos letais. Adicionalmente a
exposicao desses insetos a doses subletais pode desencadear alteracdes morfofisioldgicas
(SOARES, 2013; JACOB, 2013; CATAE, et al., 2014; COSTA, 2015), que podem ser
bons indicadores de exposi¢cdo (MALASPINA; SILVA-ZACARIN, 2006)

As abelhas podem entrar em contato com este inseticida via oral, pois o
tiametoxam é um ingrediente ativo sistémico, dessa forma ele pode ser translocado pela
planta e chegar ao néctar e polen, assim as abelhas terdo contato com ele via oral durante
sua alimentacéo individual (GOULSON, 2013). Outra forma da abelha entrar em contato
com esse inseticida € através da aplicacdo foliar, quando é pulverizado sobre a planta ou
através da deriva proveniente da aplicacdo nas sementes (FAIRBROTHER et al., 2014)
ou seja, € um inseticida sistémico por contato e ingestdo (IUPAC, 2015), podendo afetar
todos os individuos da colbnia que se alimentardo desses recursos potencialmente
contaminados. Além do inseticida em si, metabdlitos destes compostos também ja foram
encontrados no néctar, no pélen coletado pelas forrageiras e na cera produzida pelas
operéarias (BLACQUIERE et al., 2012).

O sistema digestorio é o primeiro a entrar em contato com 0s agrotoxicos quando
ingeridos. Nas abelhas o trato digestério foi descrito para A. mellifera por Snodgrass
(1956). Ele € composto por um tubo alimentar dividido em trés partes, o intestino anterior,
intestino médio e intestino posterior (Figura 2). Dentre os trés, 0 Unico que tem origem
endodérmica € o intestino médio, os demais tém origem ectodérmica. No intestino médio,

também conhecido como ventriculo, é onde ocorre a maior parte da digestdo e absorcao



de nutrientes e por isso também chamado de estdbmago funcional (SNODGRASS, 1956;
CRUZ-LANDIN, 2009; ROSSI, 2013).

O intestino € um tubo cilindrico, grosso e longo que possui dobras na sua extens&o.
Externamente, a superficie do ventriculo apresenta anelagdes, que fazem com que seu
aspecto fique parecido com o de uma mola. Internamente seu epitélio é constituido por
trés tipos de células, sendo elas, as digestivas, que sdo maioria e tem a fungéo de sintetizar
enzimas digestivas, 0os componentes da membrana peritrofica e absorver nutrientes, as
enddcrinas que ficam espalhadas e produzem hormonios e as regenerativas que sdo as
células de renovacdo (CRUZLANDIM; SILVA-DE-MORAES; SERRAO, 1996). Elas
formam os ninhos de células regenerativas, células indiferenciadas que tem a funcéo de
substituir as células principais quando estas sofreram desgaste e sdo eliminadas para o
limen. Em toda a extensdo do ventriculo, também existe uma borda em escova apical
bem desenvolvida, essas caracteristicas foram facilmente observadas através da técnica
de hematoxilina e eosina, que coram tanto o citoplasma quanto os nucleos das células e
por isso nos permitem detalhar alteragdes morfolégicas no interior do érgdo (CRUZ-
LANDIM; SILVA-DE-MORAES; SERRAO, 1996; CRUZ-LANDIN, 2009).

Recobrindo as microvilosidades que formam o bordo em escova, encontra-se a
membrana peritrofica, uma camada que apresenta, entre outras funcdes, a de proteger o
epitélio contra o impacto direto do alimento, promover uma barreira fisica contra parasitas
e bactérias e controlar o fluxo de substancias entre os compartimentos externos e internos
da membrana (CRUZ-LANDIN, 2009). Os danos causados nessa membrana podem
alterar o funcionamento do 6rgdo e prejudicar o metabolismo das abelhas, colocando em
risco o individuo, podendo se estender a toda colonia (MALASPINA; SILVA-
ZACARIN, 2006; CRUZ et al., 2010).

Figura 2: Intestino de M. scutellaris sob estereomicroscopio (Leica). Tubulos de Malpighi
(tM); Intestino Posterior (IP); Intestino Meédio (IM) e Intestino Anterior (1A).
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Fonte: Autoria propria

Apds absorvido pelo intestino, o inseticida atinge o vaso dorsal no abdémen que
0 conduzira até a cabeca, quando nao for absorvido, 0 mesmo ira para a hemolinfa, onde
poderé ser absorvido pelos tubulos de Malpighi. Nas abelhas os tibulos de Malpighi séo
longos, finos e numerosos nos individuos adultos. Eles sdo compostos basicamente por
uma camada de células apoiada sob uma lamina basal. Ao longo dos tubulos € possivel
distinguir trés diferentes regides (Figura 3), a proximal, média e distal, sendo que o
numero de células diminui conforme se afasta da insercao no intestino e as células que
compde essas diferentes regides tem morfologias distintas (MEYRAN, 1982).

O sistema excretor das abelhas é composto por um nimero variavel de tubulos de
Malpighi, que eliminam metabolitos, substancias ndo metabolizadas ou em excesso no
organismo e, por isso, sdo extremante importantes no processo de desintoxicacdo
(HABIB, 2003). Dentro da cavidade abdominal, os tubulos ficam soltos a fim de aumentar
sua area de contato com a hemolinfa e facilitar a filtracdo da mesma. Inicialmente esse
composto filtrado se caracteriza como um fluido iso-osmotico, que carrega produtos
toxicos e ions. Depois de filtrado recebe o nome de urina priméria que é excretada pelas
abelhas junto com suas fezes (revisado por NOCELLIR. C. F. et al., 2016).

A parede do tdbulo possui microvilosidades em sua regido apical para aumentar a
superficie de contato e transportar maior quantidade de agua e ions entre o citoplasma e
o limen, enquanto que a regido basal apresenta invaginacdes perpendiculares a lamina
basal 0 que aumenta a absor¢do de agua e ions presentes na hemolinfa para as células do
tibulo (BRADLEY, 1985). Tanto o intestino quanto os tabulos de Malpighi sofrem



alteracdes morfoldgicas induzidas pelo tiametoxam pelo tiametoxam, como demonstrado

pelo trabalho de Catae et al. (2014) para A. mellifera.

Figura 3: Esquema (A) e foto (B) das regides do tabulo de Malpighi inserido no

ventriculo. Ventriculo (V); Regido proximal (P); Regido mediana (M) e Regido distal (D).

Fonte: Autoria propria.

Uma vez na hemolinfa, uma parcela do inseticida ingerido alcanca o cérebro,
6rgdo alvo da molécula, o qual é protegido pela barreira hematopoiética. O cérebro é o
centro de associacdo dos insetos, ele recebe estimulos de 6rgdos sensoriais da cabeca e de
partes posteriores do corpo por meio de interneurénios que comp@e a cadeia nervosa
ventral. Nas abelhas ¢ composto por regides que contém corpos celulares, que sdo
chamadas de somata ou prolongamentos celulares, chamadas de neurdpilas (CHAPMAN,
1998).

Ele é formado pela fusdo de trés ganglios, o tritocérebro, deutocérebro e
protocérebro. E neste Gltimo que se encontram os lobos dpticos, uma estrutura que se
apresenta em camadas devido a disposicao das celulas e seus prolongamentos. Essa regido
é composta pela retina e por células fotorreceptoras e responsavel pelo processamento
visual, os lobos Opticos direito e esquerdo estdo interligados pela ponte cerebral, formada
por uma massa de neurdpilas (RIBI et al., 2008). O proteocérebro também contém os
corpos pedunculados (Figura 4), os centros mais importantes de processamento,
aprendizagem e memoria, distribuidos em dois pares com grande volume e grande
quantidade de células e sinapses (CRUZ-LANDIN, 2009). Cada corpo pedunculado é
constituido por uma neurédpila em forma de calice e preenchido por corpos celulares,
chamados células de Kenyon (FARRIS, 2005; FAHRBACH, 2006; SOUZA, 2009). O



calice e dividido em anéis de neurdpila que ficam em torno dos corpos celulares, sendo
eles os labios, que formam a borda do calice, o colar e o anel basal, que € o fundo do
calice de onde partem os pedunculos (figura 4).

Figura 4: Esquema (A) e foto (B) do cérebro de abelha M scutellaris. A seta indica

um dos dois pares de corpos pedunculados presentes na estrutura.

A

Fonte: www.neurobiologie.fu-berlin.de/beebrain/ (RYBAK et al., 2010) (A). Autoria
propria (B).

Devido a sua relacdo com a aprendizagem e memdria em abelhas, 0s corpos
pedunculados tem sido alvo de muitos estudos, como o desenvolvido por Rossi (2013)
qgue observou um maior dano nessa estrutura em A. mellifera quando exposta ao
imidacloprido em doses altas e por periodos mais longos. Existem estudos relacionando
danos ao cérebro realizados com abelhas brasileiras, como o de Soares (2013) que
observou a morte dos neurdnios devido a exposicdo de individuos da espécie
Scaptotrigona postica ao inseticida imidaclopido e Jacob et al. (2015) que utilizaram
fipronil.

Os inseticidas neonicotinoides causam danos morfofisiologicos que séo o reflexo
das alteracbes celulares, assim, estudos em nivel celular podem ser extremamente
importantes para avaliar os efeitos tdxicos (MALASPINA E SILVA-ZACARIN, 2006) e
como as células sdo impactadas (GREGORC E ELLIS, 2011). Um dos impactos
observados pode ser a alteracdo na expressdo de proteinas de choque térmico as HSPs
(GREGORC A; ELIIS J. D. 2011).

As HSPs atuam, principalmente, na protecdo e manutencao de processos celulares
vitais, como transporte de proteinas para dentro dos compartimentos celulares como

reticulo endoplasmatico e mitocondria, dobramento de proteinas, impedimento da
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agregacdo indesejavel de proteinas, degradacdo de proteinas instaveis, controle de
proteinas reguladoras, entre outras (MARIMOTO et al., 1994 e YOKOYAMA et al.,
2000; GARRIDO et al., 2001; FRYDMAN, 2001; KREGEL, 2002). As HSPs também
sdo usadas para fins de monitoramento do microambiente celular, uma vez que altos
niveis de sua expressdo tem a finalidade de proteger a célula e indicam presenca de algum
agente toxico (BIERKENS J.G.E.A. 2000).

Elas séo classificadas de acordo com sua massa molecular, HSP90, HSP70,
HSP60, entre outras (GARRIDO et al., 2001). No caso da familia HSP90, utilizada neste
estudo, ainda ndo esta definido se quais membros sdo anti-apoptoticas ou pro-apoptaticas,
pois isso depende do estimulo que ocorre para o desencadeamento da morte celular
(GARRIDO et al., 2001), pois ela esta vinculada a diversas proteinas de sinalizacdo, por

isso podem gerar diversas respostas na célula (LINDQUIST S. 1988).

Quando o inseto é exposto a doses de inseticidas, a producdo anti-apoptotica de
HSP aumenta e isso pode impedir a morte celular. Caso a morte celular ocorra, havera a
quebra do DNA durante o processo, 0 que dara origem a extremidades 3°~OH, as quais
sdo detectadas através da técnica de Tunel (SILVA-ZACARIN et al., 2006; TAVARES,
2015). Dessa forma o uso de técnicas que detectam variacfes na expressao de HSP e
quebras na cadeia de DNA podem nos indicar quais os danos causados pelas doses
subletais e qual a sua extensdo. As informacGes obtidas podem nos permitir refletir sobre
as doses utilizadas nas culturas e o real impacto que elas podem trazer a longo prazo e
elaborar documentos para regulamentar a dose, 0 modo, o periodo e fora correta de

utilizagéo.

Devido a grande importancia desses orgaos para a manutencéo do individuo e da
sua col6nia e a escassez de estudos com a espécie M. scutellaris, principalmente ao nivel
celular, o objetivo desta pesquisa foi identificar os possiveis danos causados por
nanodoses do inseticida tiamentoxam as células prismaticas do intestino, na regido
mediana dos tubulos de Malpighi e nos corpos pedunculados, tragando assim, uma linha

metabdlica.
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2. OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos de nanodoses do inseticida tiametoxam para a abelha nativa M.

scutellaris.

2.1 Objetivos especificos

1- Acompanhar as alteragdes provocadas pelo inseticida ao longo do tempo através de
técnica morfologica.

2- Analisar possivel morte celular por quebra de DNA no intestino, tubulo de Malpighi e
corpo pedunculado de M. scutellaris ap6s exposicao a doses subletais de tiametoxam.

3- Analisar a expressdo de HSP90 no intestino, tabulo de Malpighi e corpos pedunculados
de M. scutellaris apds exposicéo a doses subletais de tiametoxam através do alimento.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material biolégico

Abelhas operarias campeiras da espécie M. scutellaris foram coletadas na entrada
de 3 coldnias, no meliponario da Universidade Estadual de S&o Paulo “Julio de Mesquita
Filho” — campus de Rio Claro. As abelhas foram acondicionadas em potes plasticos de
250 mL (10 abelhas por pote/concentracao) previamente furados para entrada de ar e com
suprimento de alimento (solucdo de sacarose 50% v/v) (Figura 5). Os experimentos foram
conduzidos em estufa para demanda bioquimica de oxigénio (B.O.D.) com temperatura a
28°C +1°C (temperatura aproximada do interior do ninho de meliponas) e umidade
relativa de 70% +- 5%, de acordo com o protocolo adaptado da OECD (1998b)

estabelecido para a espécie Apis mellifera.

3.2 Exposicéo ao inseticida para analise morfoldgica e histoquimica

Os tempos de coleta e as concentracfes de inseticida utilizadas para a producgéo
do alimento contaminado foram baseados em trabalhos em andamento (Protecdo de
polinizadores: toxicidade do Tiametoxam para M. scutellaris Latreille, 1811
(Hymenoptera, Apide, Meliponini) — Processo Fapesp 2013/21833-0 — Lucas Miotelo),
que foi de 1, 4, 8 e 24 horas apds o inicio da ingestdo de alimento, ad libidium,
contaminado com doses de CLso= 0,0453 ng i.a./uL dieta; CLso/10= 0,00453 ng i.a./uL
dieta e CLsoi00= 0,000453 ng i.a./ulL dieta. Nos tempos de exposigdo citados foram
coletados: ventriculo; tabulos de Malpighi e cérebro dos individuos.
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Figura 5: Forrageiras de M.scutellaris se alimentando da solucéo de sacarose (50% agua

+ aglcar v/v).

Fonte: Lourengo,2012

Para cada grupo/tempo do bioensaio e técnica, foram dissecadas 5 abelhas, que
tiveram os 6érgdos propostos retirados, fixados em paraformoldeido tamponado a 4% por
24 horas e estabilizados em Tampao Fosfato de Sodio (PBS), pH 7,4 e 0,1 M também por
24 horas. Em seguida seguiu-se o protocolo padrdo para inclusdo em historesina Leica
para andlises morfoldgicas. As sec¢des de Sum de espessura obtidas em micrétomo
(Leica) foram colocadas em laminas histoldgicas, as quais passaram pela dupla coloracdo
com Hematoxilina e Eosina, na mesma lamina.

Os orgaos de outras 5 abelhas de cada grupo foram fixados em paraformoldeido
4% por 4 horas e em seguida foram colocados em PBS, na sequéncia foram incluidas em
agarose do tipo II. As secgdes de 100um de espessura obtidas em Vibratomo (Leica) —
Processo Fapesp 2012/13370-8 -, foram colocadas em laminas Starfrost (Knittel Glass),
as quais foram submetidas as técnicas de Tunel e HSP 90 e foram analisadas no
microscopio confocal de varredura a laser (Leica).

3.3 Coloracao pela Hematoxilina e Eosina
De acordo com o protocolo estabelecido por JUNQUEIRA; JUNQUEIRA (1983),
as ldminas foram mergulhadas em &gua destilada por 1 minuto, coradas com hematoxilina

aquosanpor 10 minutos, lavadas em &gua destilada por 5 minutos, e com agua corrente
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por 1 minutos. Apds estes procedimentos, foram coradas com eosina por 5 minutos e
novamente lavadas com agua corrente por 1 minutos. Posteriormente, foram secas e
montadas em DPX, meio de montagem permanente. Apo6s a secagem das laminas, 0s
cortes foram analisados e fotografados em foto-microscopio de luz Leica utilizando-se o

programa DP Controller para aquisi¢ao das imagens.

3.4 Determinacéao de escore para quantificagéo de HE

A descricao e os valores estabelecidos para as alterac6es foram adaptados a partir
do protocolo estabelecido por Bernet et al. (1999). Os fatores de impactos foram
determinados com base na importancia dos danos patoldgicos, de acordo com o grau em
que a lesdo afeta a funcdo do 6rgéo e a sobrevivéncia do individuo.

As alteracGes foram previamente classificadas em trés graus de importancia,
sendo eles: grau 1 que representa uma lesdo patoldgica minima e facilmente reversivel
quando exposta a um agente toxico; grau 2 que representa uma lesdo moderada, a qual €
possivel a reversdo na maioria dos casos, e grau 3 representa uma lesdo grave, geralmente
irreversivel, que pode causar um dano parcial ou total no érgdo analisado.

O grau de importancia foi multiplicado pela frequéncia da alteracdo que foi de 0
a 6, baseada em 9 individuos sendo 3 da cada col6nia, dos quais foram analisados 18
cortes ndo sequenciais (6 cortes de 3 diferentes laminas) distintos. Dessa forma, 0 era ndo
ocorréncia, 2 simbolizava uma ocorréncia leve, 4 era uma ocorréncia moderada e 6 era
uma frequéncia acentuada, todas as analises foram efetuadas em comparagao ao controle.
O valor final da multiplicacéo foi usado para o calculo da estatistica. Esse método gerou
uma analise dos danos causados nos orgaos que incluem sua extensao, sua significancia

e sua importancia patoldgica.

3.5 Método Tunel (TUNEL - In situ Cell Death Detection Kit)

Depois da retirada dos oOrgdos, os mesmos foram colocados em fixador
(paraformoldeido 4%) por 4 horas e posteriormente em Tampédo Fosfato de Sodio por até
7 dias. Em seguida as Iaminas foram recobertas com solugdo de proteinase K (20 pg/mL
em 10Mm Tris-HCI, pH 7,5) por 15 minutos, a temperatura ambiente e cAmara imida.
Em seguida, lavadas em 4 banhos de PBS de 2 minutos cada.

Posteriormente foi colocado 50 uL. da solugdo de Tunel, realizada de acordo com
o protocolo do Kit, AP “In Situ Cell Death Detection” (Roche), sobre as sec¢des

histologicas tratadas, enquanto que a sec¢ao controle recebeu 50 uL. da solucdo 1, que
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contem no Kit, sem a enzima. As sec¢des foram mantidas em camara Umida por 60
minutos a 37°C e posteriormente lavadas 3 vezes em PBS, 2 minutos cada troca. Em
seguida as laminas foram montadas com o meio de montagem Prolong Gold Prolong®
Gold Antifade (Molecular Probes).

Para a realizacdo desta técnica foram feitos controles positivo e negativo. No
controle positivo foi adicionada a DNase, que tem a funcédo de realizar a quebra do DNA,
para que ocorra marcagdo. Neste controle, a DNase € adicionada e o protocolo normal no
Tunel é seguido com as aplicagdes dos anticorpos. Ja no controle negativo € adicionado
apenas o0 anticorpo sem a enzima, pois dessa forma testariamos o Kit para verificar sua
viabilidade e funcionalidade.

A marcacéo foi visualizada no Centro de Microscopia e Imagem da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba — UNICAMP por meio de um microscopio confocal de
varredura a laser (Leica TCS-SP5) e para a aquisi¢cdo das imagens foi utilizado o software
Leica Application Suite-AF. Todas as fotos adquiridas para o intestino foram realizadas
com 0s mesmos parametros, sendo eles Smart Gain: 910.0 V; Smart Offset: 1.0%;
Pinhole: 67.97 um; Line: 8; Frame: 2; Resolution: 1024x1024; Speed: 400Hz; Lazer 14%
Satndy; Number of steps: 5 e Z-size = 20 um.

Jé& para os tubulos de Malpighi e para o cérebro os parametros foram: Smart Gain:
910.0 V; Smart Offset: 1.0%; Pinhole: 67.97um; Line: 8; Frame: 2; Resolution:
1024x1024; Speed: 400Hz; Lazer 14% Satndy e Number of steps: 1.

3.6 Marcagédo de HSP90

Os orgaos foram colocados em fixador (paraformoldeido 4%) por 4 horas e
posteriormente em Tampdo Fosfato de Sédio por até 7 dias. Em seguida foram
permeabilizados com Triton X-100 a 0,5% por 10 minutos em temperatura ambiente.
Depois passaram por 4 banhos de PBS de 2 minutos e foram incubados em solugdo com
0 anticorpo primario anti-HSP 90 monoclonal (Invitrogen), diluido em PBS (1:100),
incubados durante a noite a 4° C e mantidos 1 hora a 37° C, ambos em cAmara imida. As
seccOes foram lavadas 3 vezes em PBS, incubadas com anticorpo secundario conjugado
com Cy5 diluido em PBS (1:500) por 1 hora a temperatura ambiente e lavadas 3 vezes de
5 minutos cada com PBS. Para finalizar, as ldminas foram montadas com o meio de
montagem Prolong® Gold Antifade (Molecular Probes). Para a realizacdo desta técnica

foi feito controle negativo, no qual houve apenas aplicacdo do anticorpo secundario.
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A andlise da marcacdo foi realizada no Centro de Microscopia e Imagem da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP por meio de um microscopio
confocal de varredura a laser (Leica TCS-SP5) e para a aquisicdo das imagens foi
utilizado o software Leica Application Suite-AF.

A marcacdo foi visualizada no Centro de Microscopia e Imagem da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba — UNICAMP por meio de um microscépio confocal de
varredura a laser (Leica TCS-SP5) e para a aquisi¢do das imagens foi utilizado o software
Leica Application Suite-AF. Todas as fotos adquiridas para o intestino foram realizadas
com 0s mesmos parametros, sendo eles Smart Gain: 910.0 V; Smart Offset: 1.0%;
Pinhole: 67.97 um; Line: 8; Frame: 2; Resolution: 1024x1024; Speed: 400Hz; Lazer 14%
Standy; Number of steps: 5 e Z-size = 20 um.

Ja para os tubulos de Malpighi e para o cérebro os parametros foram: Smart Gain:
910.0 V; Smart Offset: 1.0%; Pinhole: 67.97 um; Line: 8; Frame: 2; Resolution:
1024x1024; Speed: 400Hz; Lazer 14% Standy e Number of steps: 1.

3.7 Anélise estatistica
Para a técnica de morfologia os valores gerados apds o célculo da multiplicacéo

do escore com a frequéncia de ocorréncia foram submetidos a analise estatistica
comparativa, utilizando o teste Tukey. Para as técnicas de imunoistoquimicas os valores
submetidos a analise estatistica foram gerados pelo préprio programa de captura das
imagens, o LAS AF Lite.

Os valores analisados foram gerados por 3 ROIs (&reas demarcadas) em cada
imagem, sendo que seu tamanho foi de 100um x 100um para o intestino; 100pum x 80um.
para os tlbulos de Malpighi e 20um x 20um para o cérebro, devido aos diferentes
tamanhos dos 6rgédos. Para cada concentracdo foram analisados 9 individuos, e para cada
um deles foram fotografadas 3 regibes do orgdo, dos quais, em cada regido foram
analisados 3 ROIs. A estatistica foi gerada utilizando os escore obtidos a partir da analise
de todas as alteragOes juntas, para que assim possamos ter um panorama geral da

concentragéo e do tempo de exposicdo que causa maior dano.

Para ambas as técnicas os valores foram submetidos a testes estatisticos realizados
pelo programa Sigma Plot13. Inicialmente foi realizado o teste de normalidade Shapiro-
Wilk. Quando os valores eram normais foram submetidos ao método de Holm-Sidak,
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porém quando os valores ndo passavam no teste de normalidade eram submetidos ao teste

Tukey.

As analises foram feitas seguindo duas linhas de comparagéo: 1) comparamos as
diferentes concentragdes dentro do mesmo tempo e 2) comparamos os diferentes tempos
para a mesma concentragdo, incluindo o controle. A partir desses resultados foram
gerados os boxplots para todas as comparagdes que deram diferenca significativa entre
si, ou seja, p<0,05. As comparagdes que ndo foram estatisticamente significantes ndo

estdo sendo apresentadas nos boxplots.

4. RESULTADOS

4.1 Atribuicéo dos escores
Para cada alteracdo morfolégica identificada foi atribuido um determinado escore

(quadros 1, 3 e 5) de acordo com a severidade e reversibilidade do dano que a alteracéo

poderia vir a causar nas trés estruturas analisadas.

Em seguida os valores atribuidos foram multiplicados pela frequéncia com a qual
cada alteracdo foi observada (quadros 2, 4 e 6) em cada individuo, sendo que foram

analisados 9 individuos de cada concentracéo.

Quadro 1: Escore estabelecido para as alteracdes nas células do intestino.

FREQUENCIA DAS ALTERACOES NAS CELULAS DO ESCORE
INTESTINO
Aumento da secre¢éo apocrina 1
Aumento da eliminacao de células 1
Esferocristais 1
Alteracdo no Bordo em escova 2
Vacuolizacéo / perda de material citoplasmatico 2
Picnose 3
Perda dos ninhos de células regenerativas 3
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Exemplo do célculo:

Para o tempo de 1 hora foram analisados 9 individuos do controle. A alteracéo observada
foi eliminag&o de células. Para os trés individuos da primeira col6nia ndo foi observada
ocorréncia da alteracdo, portanto a média dos trés, deu o valor de frequéncia 0, para 0s
trés individuos da segunda col6nia também n&o foi observado, repetindo o 0, ja para os
trés individuos da terceira colbnia, houve ocorréncia, porém, observada em baixa
frequéncia, dessa forma, tirando a média dos trés individuos, o valor atribuido foi 2.

Em seguida esses 3 valores foram multiplicados pelo escore dessa alteracdo, que é 1.

Quadro 2: Escore estabelecido para as alteraces nos tabulos de Malpighi

ALTERACAO NOS TUBULOS DE MALPIGHI ESCORE
Secrecao apdécrina 1
Aumento de eliminag&o de células 1
Esferocristais 1
Presenca/altura do bordo em escova 2
Perda de material citoplasméatico 2
Picnose 3

Quadro 3: Escore estabelecido para as alteracdes nos corpos pedunculados.

ALTERACAO NOS CORPOS PEDUNCULADOS ESCORE

Picnose 3

Perda de contato celular 3
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4.2 Alteragdes morfologicas
Para as andlises estatisticas das alteracGes na morfologia dos trés 6rgdos estudados

foram encontradas diferencas significativas apenas quando comparamos as diferentes
concentracOes dentro de um mesmo tempo, ja para a comparagao entre 0s tempos para
cada uma das concentragdes, incluindo o controle, ndo foram encontradas diferencgas

significativas.

Para o intestino medio as principais alteragdes morfoldgicas observadas foram
eliminacdo de células para o lumen (figura 6C), perda de material citoplasmatico (figura
6B e 6D), condensacdo cromatinica, aumento da secrecao apocrina (figura 6E e 6F), perda
dos ninhos de células regenerativas e perda da borda em escova (figura 6B e 6C). Nota-
se que essas se intensificam de acordo com o aumento da concentracdo de tiametoxam a

qual as abelhas foram expostas (grafico 1).

As analises estatisticas das alteracbes morfologicas mostraram que houve
diferenca significativa em todos os tempos analisados, sendo que para os tempos de 1, 4
e 24 horas (grafico 1A, 1B e 1D) a diferenca ocorreu quando comparamos a CLsg com
todas as outras concentragdes as quais os individuos foram expostos, inclusive o controle.
Ja para o tempo de 8 horas (grafico 1C) a diferenca significativa ocorreu quando

comparamos controle e CLso100 com CLso/i0 € CLso (grafico 1).
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Figura 6: Intestino de M. scutellaris nas condi¢cbes experimentais tratado com
tiametoxam. Controle 24 horas 40x (A); CLso por 24 horas 40x (B); CLsos10 por 8 horas
40x (C) e CLsoso por 8 horas 100x (D); CLso 24 por horas 100x (E) e CLso por 24 horas
100x (F). Coloragdo Hematoxilina e Eosina. (ce) Célula eliminada, (ep) epitélio, (L)
Lamen, (m) membrana basal, (n) nicleo, (be) Borda em escova, (pbe) perda da borda em
escova, (nCr) ninho de Células regenerativas e (sa) secre¢do apdcrina. A seta indica perda
de material citoplasmatico.
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Gréfico 1: alteragbes morfoldgicas de acordo com o aumento da concentracdo, no
intestino de M. scutellaris expostas a doses subletais do inseticida tiametoxam. 1 hora
(A); 4 horas (B); 8 horas (C) e 24 horas (D). As letras no topo dos gréficos correspondem
aos resultados/diferencas estatisticas, sendo que letras diferentes indicam p<0,05.
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Os tubulos de Malpighi também sofreram alteracfes com a exposicdo a subdoses
do tiametoxam, como nucleos deslocados para a periferia do 6rgdo (figura 7D e 7F) com
indicios de picnose, perda de material citoplasmatico (figura 7C) e células eliminadas

para o limen (figura 7F).

De acordo com as analises estatisticas realizadas nos resultados dos tubulos de
Malpighi podemos constatar que para os tempos de 1 e 4 horas (gréafico 2A e 2B) houve
diferenca significativa apenas entre a CLso € as demais concentragGes, incluindo o
controle. Ja para os tempos de 8 e 24 horas (grafico 2C e 2D) foi possivel observar uma

diferenca significativa a partir da CLso/10 em relacdo ao controle e a CLso/100.
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Figura 7: Tdbulos de Malpighi de M. scutellaris nas condi¢Ges experimentais controle
40x (A); CLso por 24 horas 100x (B); CLso/0 por 8 horas 40x (C) e CLsosio por 8 horas
40x (D); CLso 24 por horas 100x (E) e CLso por 24 horas 100x (F). Coloragéo
Hematoxilina e eosina. (Ce) Célula eliminada, (ep) epitélio, (sa) secrecdo apdcrina, (pbe)
perda da borda em escova, (n) ndcleo, (m) membrana e (L) Lamen. As setas indicam
perda de material citoplasmatico e os circulos indicam nucleos na periferia do érgéo.
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Grafico 2: Alteracdes morfoldgicas de acordo com o aumento da concentragdo, nos
tubulos de Malpighi, de M. scutellaris expostas a doses subletais do inseticida
tiametoxam. 1 hora (A); 4 horas (B); 8 horas (C) e 24 horas (D). As letras no topo dos
gréficos correspondem aos resultados/diferencas estatisticas, sendo que letras diferentes
indicam p<0,05.
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Nos corpos pedunculados, as alteracbes observadas foram ndcleos fortemente
corados (figura 8) e espacamento entre as celulas de Kenyon (figura 8). Segundo as
analises estatisticas realizadas para os resultados obtidos no cérebro, ndo houve diferenca
significativa entre nenhuma das concentragdes para os tempos de 1, 4 e 8 horas (gréfico
3A, 3B e 3C). A diferenca significativa ocorreu apenas quando analisamos os individuos
expostos a 24 horas (grafico 3D) e se deu entre a CLso € as demais concentragdes

incluindo o controle.
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Figura 8: Cérebro de M. scutellaris nas condi¢Bes experimentais controle 40x (A);
Controle 100x (B); CLsoro por 8 horas 40x (C) e CLsoso por 8 horas 100x (D); CLso 24
por horas 40x (E) e CLso por 24 horas 100x (F). Coloragcdo Hematoxilina e eosina. Colar
(Co); Borda (Bo); Base (Ba); células de Kenyon (CK); células de Kenyon compactas
(CKc) e celulas de Kenyon ndo compactas (CKn). As setas indicam espagamento entre
as células de kenyon e a cabeca da seta indica ncleos com cromatina condensada.
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Grafico 3: Média alteragcBes morfoldgicas de acordo com 0 aumento da concentragcdo, nos
corpos pedunculados, de M. scutellaris expostas a doses subletais do inseticida
tiametoxam por 24 horas. As letras no topo dos gréaficos correspondem aos
resultados/diferencas estatisticas, sendo que letras diferentes indicam p<0,05.
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4.3 Imunomarcacéao pelos métodos de Tunel e de HSP90
A marcacdo pelo método de Tunel mostrou-se negativa para os trés 6érgdos

avaliados, indicando possivel auséncia de morte celular por quebra de DNA (figura 9, 10
e 11). Porém a técnica foi considerada valida, uma vez que os controles negativos e
positivos reagiram da forma esperada, ou seja, o controle positivo (figura 9A, 10A e 11A)

apresentou marcacao, ao contrario do controle negativo (figura 9B, 10B e 11B).
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Figura 9: Intestino de M. scutellaris com aplicacdo da técnica de Tunel. Controle Positivo
(A); Controle negativo (B). Lumen (L); Células eliminadas para o lumen (Ce); epitélio
(ep) e seta preenchida indica ninhos de células regenerativas.

Figura 10: Tabulos de Malpighi de M. scutellaris com aplicacdo da técnica de TUNEL.
Controle Positivo (A); Controle negativo (B). Lamen (L) e membrana (m).

ym 100
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Figura 11: Corpo pedunculado (cp) de M. scutellaris com aplicacdo da técnica de Tunel.
Controle Positivo (A); Controle negativo (B). Colar do calice (c); anel do céalice (a); borda
do calice (b) e células somaticas (a).

A marcacdo por meio da técnica de HSP90 apresentou variacGes entre 0s tempos

e concentragoes.

Para o intestino, a imunomarcacdo de HSP90 mostrou que para todos 0s tempos
houve diferenca estatistica entre determinadas concentrac@es (grafico 4). Para 1 e 4 horas
(grafico 4A e 4B), a quantidade de HSP90 nos intestinos foi significativamente menor
guando estes entraram em contato com a concentracdo de CLso100 € foram maiores para
as concentragdes CLso0 € CLso, quando comparado ao controle. Comparando-se com o
grupo controle, em 8 horas a imunomarcac¢ao de HSP90 aumentou para a concentragdo
CLso/100, enquanto que em 24 horas tanto a CLso/100 quanto a CLso/10 apresentaram aumento

dessa familia.

Quando analisamos as comparagdes realizadas entre os tempos para as mesmas
concentracdes podemos observar que existe uma tendéncia de queda na expressao de
HSP90 com o aumento do tempo, tanto para o controle (grafico 5A) quanto para a CLso/100
(gréfico 5B). Ja& nas concentracdes mais altas, essa tendéncia sofre uma leve alteracdo
uma vez que para a concentracdo de CLsoso (grafico 5C) a expressao dessa proteina de
choque térmico aumenta em 24h. J& para a concentracdo de CLso (grafico 5D) ela se

mantem alta nos tempos de 1 e 4 horas em relacéo aos tempos de 8 e 24 horas.
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Figura 12: Intestino de M. scutellaris nas condi¢des experimentais controle 4 horas (A);
Controle negativo 24 horas (B); CLso10 por 1 hora (C) e CLso/0 por 4 horas (D); CLso por
8 horas (E) e CLso por 24 horas (F). Técnica de HSP90. (Ce) Célula eliminada; (n) nucleo
e (L) Ldmen. As setas indicam imunomarcacao.
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Grafico 4: expressdo de HSP90 entre as concentragfes, no intestino de M. scutellaris
expostas a doses subletais do inseticida tiametoxam. 1 hora (A); 4 horas (B); 8 horas (C)
e 24 horas (D). As letras no topo dos graficos correspondem aos resultados/diferencas
estatisticas, sendo que letras diferentes indicam p<0,05.
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Gréfico 5: expressao de HSP90 ao longo do tempo no intestino de M. scutellaris expostas
a doses subletais do inseticida tiametoxam. Controle (A); CLso100 (B); CLsos10 (C) € CLso
(D). As letras no topo dos graficos correspondem aos resultados/diferencas estatisticas,
sendo que letras diferentes indicam p<0,05.
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Para os tubulos de Malpighi, quando analisamos as diferencas estatisticas obtidas
nas comparacdes entre as diferentes concentracdes dentro de um mesmo tempo, podemos
observar que para o tempo de 1 hora (grafico 6A) houve diferenca significativa, ja para o
tempo de 4 horas (gréfico 6B) a mesma nédo ocorreu. Quando analisamos o tempo de 8
horas (grafico 6C) é possivel observar que houve uma diferenca estatistica da CLso/100em
relacdo as demais concentrac@es e para o tempo de 24 horas (gréafico 6D) a diferenca entre
as concentragcOes se evidenciou, sendo que a expressdo de HSP90 foi maior na
concentracédo de CLso/0 € teve uma queda na CLso, que ficou, estatisticamente semelhante

ao controle.

Quando comparamos os diferentes tempos dentro da mesma concentracdo, foi
possivel observar que no grupo controle (grafico 7A) houve uma queda na expressao de
HSP90 com o passar do tempo, ja no grupo CLsoioo (grafico 7B) ndo encontramos

diferenca significativa entre os tempos. A partir do grupo CLso1o (gréafico 7C) um dos



30

tempos sofre um aumento, como é o caso de 24 horas para CLso/0 € de 4 horas para CLso
(gréfico 7D).

Figura 13: Tubulos de Malpighi de M. scutellaris nas condigdes experimentais controle 4
horas (A); Controle negativo 24 horas (B); CLsos10 por 1 hora (C) e CLsoso por 4 horas
(D); CLso por 8 horas (E) e CL50 por 24 horas (F). Técnica de HSP90. (n) nucleo; (m)
membrana e (L) Lamen. As setas indicam imunomarcacao.
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Gréfico 6: expressdo de HSP90 entre as concentragdes, nos tibulos de Malpighi, de M.
scutellaris expostas a doses subletais do inseticida tiametoxam. 1 hora (A); 4 horas (B);
8 horas (C) e 24 horas (D). As letras no topo dos graficos correspondem aos
resultados/diferencas estatisticas, sendo que letras diferentes indicam p<0,05.
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Gréfico 7: expressdo de HSP90 ao longo do tempo, nos tdbulos de Malpighi, de M.
scutellaris expostas a doses subletais do inseticida tiametoxam. Controle (A); CLso/100
(B); CLsoo (C) e CLso (D). As letras no topo dos graficos correspondem aos
resultados/diferencas estatisticas, sendo que letras diferentes indicam p<0,05.
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Segundo as analises estatisticas da imunomarcacdo de HSP90 para o cérebro, nos
tempos de 1, 4 e 8 horas (grafico 8A, 8B e 8C) as diferencas estatisticas foram observadas
entre as concentragfes. J& para o tempo de 24 horas (gréfico 8D) o grupo controle e a
CLso foram estatisticamente iguais e mais elevados que as concentracdes de CLso/ o €
CLsoro.

Quando comparamos os diferentes tempos dentro da mesma concentragdo
observamos que para o controle (grafico 9A) houve diferenca significativa apenas quando
comparamos 0 tempo de 8 horas com os demais. J& para a concentracdo de CLso/100
(gréfico 9B) houve uma diminuicdo na expressdo, do tempo de 1 hora até o tempo de 8

horas e, em seguida, um aumento em 24 horas.

Na anélise dos diferentes tempos na concentracdo de CLso1o (grafico 9C) é
possivel observar que houve uma tendéncia de queda na expressdo de HSP90 com o

aumento do tempo. Na andlise da expressdo de HSP90 no decorrer do tempo para a
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concentragédo de CLso (grafico 9D) a sua expressao foi igualmente elevada para os tempos
de 4 e 24 horas.

Figura 14: Cérebro de M. scutellaris nas condi¢bes experimentais controle 4 horas (A);
Controle negativo 24 horas (B); CLso10 por 1 hora (C) e CLso/0 por 4 horas (D); CLso por
8 horas (E) e CLso por 24 horas (F). Técnica de HSP90. Colar (Co); Borda (Bo); Base
(Ba); células de Kenyon (CK). As setas indicam imunomarcacao.
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Gréfico 8: Expressdo de HSP90 de acordo com o aumento da concentragdo, nos corpos
pedunculados, de M. scutellaris expostas a doses subletais do inseticida tiametoxam. 1
hora (A); 4 horas (B); 8 horas (C) e 24 horas (D). As letras no topo dos graficos
correspondem aos resultados/diferencas estatisticas, sendo que letras diferentes indicam
p<0,05.
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Gréfico 9: expressdo de HSP90 ao longo do tempo, nos corpos pedunculados, de M.
scutellaris expostas a doses subletais do inseticida tiametoxam. Controle (A); CLso/100
(B); CLsoo (C) e CLso (D). As letras no topo dos graficos correspondem aos
resultados/diferencas estatisticas, sendo que letras diferentes indicam p<0,05.
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5. DISCUSSAO

5.1 AlteracGes morfoldgicas
Os resultados do presente trabalho mostraram que concentracfes subletais do

inseticida tiametoxam causam alteraces morfologicas nos diferentes 6rgaos estudados
da abelha M. scutellaris. Para verificar se essas alteragdes sdo efetivamente resultado da
exposicao ao agrotdxico e possamos fazer comparagdes entre as concentragdes através de
uma anlise semi-quantitativa, foram estabelecidos escores, que indicam o quanto severo
€ 0 dano e se é possivel reverte-lo. Trabalhos realizados na area de patologia e toxicologia,
com diferentes organismos, costumam atribuir escores para indicar o grau de
comprometimento de um 6rgdo, como Bernet et al., (1999), Marinho et al., (2014) e
Gregorc A. et al., (2016).

Durante as observacGes constatamos projecfes citoplasmaticas, que segundo
Caetano et al., (1994) podem ser consideradas eliminacdo de secrecdo apdcrina. Essas
projecdes podem conter organelas e granulac@es de varios tipos, com a fungéo de secretar
substancias das células digestivas, quando ocorre a secre¢do apdcrina, 0 processo envolve
a perda de pelo menos, 10% do citoplasma apical (TERRA, W. R.; FERREIRA, C. 2012).

O aumento da secrec¢do apdcrina, observado tanto no intestino quanto nos tubulos
para 0s grupos expostos, quando comparados ao grupo controle, em todos os tempos
analisados, pode indicar a excrecdo de substancias que prejudicam seu funcionamento
através do empacotamento e eliminagdo (CAETANO et al., 1994). A eliminacdo de
secrecao apdcrina € uma alteracdo que pode cessar quando nao houver mais substancias
que prejudiguem o funcionamento do organismo, devido a isso seu dano foi considerado
minimo e facilmente reversivel, o que gerou a atribui¢do do escore 1.

Outra alteracdo encontrada foi a eliminacdo de células, tanto para o érgdo de
digestdo quanto para o de excregéo. As células mais afetadas pelo inseticida séo as células
digestivas, uma vez que elas possuem uma zona de contato maior com as substancias e
com o lumen (CAETANO et al., 1994). A eliminacdo de células do epitélio para o limen
ocorre quando a célula ja ndo consegue mais realizar a sua fungdo de forma adequada. No
intestino, rapidamente novas células sdo produzidas por diferenciacéo celular nos ninhos
regenerativos, e assumem o lugar das células que foram eliminadas, para que a funcéo do
0rgdo ndo seja prejudicada (JESUS, 2007; KAKAMAND et al., 2008). Para essa alteracao
foi atribuido o escore 1, pois uma célula, quando eliminada é rapidamente substituida por

outra, adicionalmente esse evento ocorre naturalmente no organismo do individuo.
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Outros trabalhos também constataram essa alteracdo, como Cruz et al., (2010) que
observaram vacuolizacdo citoplasmatica, condensacdo cromatinica e eliminacdo de
células no intestino de larvas de A. mellifera quando expostas ao fipronil e &cido bérico;
e Soares (2012) que também observou eliminacdo de células para o limen quando expos

Scaptotrigona postica a doses subletais do inseticida imidacloprido.

Os Esferocristais encontrados no intestino e nos tubulos de Malpighi tem uma
importancia fundamental no impedimento da intoxicacdo e na regulacdo osmotica do
interior dos 6rgdos (CRUZ-LANDIM, 2009), dessa forma a intensificacdo da liberacao
dos esferocristais pode ser um mecanismo compensatério nos 6rgdos, pois impede a
intoxicacdo das suas células (CAETANO et al., 1994). Devido a isso o escore
estabelecido para esta alteracdo foi 1, pois a medida em que o contato com a substancia
toxica decai, o equilibrio osmotico é reestabelecido e a excrecdo de esferocristais também

decai.

Outra alteracdo observada foi a perda da borda em escova, a qual pode acarretar
uma série de problemas, como danos nas células epiteliais, uma vez que sua funcédo
absorcdo e exocitose constitutiva de vesiculas de secrecdo. Diante desse quadro o escore
atribuido para a perda da borda em escova foi 2, uma vez que o dano é dificilmente
reversivel e pode causar alteragdes no funcionamento do organismo pela dificuldade de
absorcéo dos nutrientes.

Além das alteragdes ja citadas, observamos também, perda de material
citoplasmatico, que indica que o epitélio do intestino e dos tubulos de Malpighi estéo
sofrendo danos causados pelo inseticida, os quais dificilmente serdo revertidos e podem
causar alterac6es no funcionamento do 6rgdo, devido a isso atribuimos a essa alteracéo o
escore 2. Outros trabalhos, como o realizado por Oliveira et al., (2012) com A. mellifera
também observaram perda de material citoplasmatico desde o primeiro dia apds a
exposicao ao inseticida tiametoxam e atribuiram isso aos danos imediatos causados pelo
neonicotinoide.

Uma das alteracdes mais graves observaveis no intestino é a perda dos ninhos de
células regenerativas, as quais, segundo Cruz-Landim; Silva-de-Moraes; Serrdo (1996),
tem a funcdo de substituir as células digestivas que ja ndo conseguem mais cumprir seu
papel. Dessa forma, danos causados nesse complexo de células podem afetar o
funcionamento do Orgao e causar problemas irreversiveis na digestdo e absorcdo dos

nutrientes (CRUZ-LANDIM, 2009). A exposic¢ao ao tiametoxam também compromete a
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funcdo e o numero de células regenerativas que sdo fundamentais na reestruturacéo
epitélio, devido a isso o escore atribuido foi 3, pois € um dano irreversivel. Outros estudos
também constataram essa alteracdo, como Oliveira et al. (2013), que realizaram um
experimento com uma dose de 0.428 ng/mL de tiametoxam onde os individuos foram
analisados apos 3, 5 e 8 dias do inicio da exposicao, e observaram reducédo das células
regenerativas e aumento de vacuolos citoplasmaticos.

A Unica alteracdo observada nos trés 6rgdos foi a condensagdo cromatinica,
evidenciada pelos nicleos fortemente corados. E um preltdio de morte celular e é comum
em tecido de insetos que estdo sofrendo degeneracgdo, depois de iniciado o processo de
morte, ele torna-se irreversivel (GREGORC e BOWEN, 1996; DAI e GILBERT, 1997 e
SILVA-ZACARIM et al., 2008). Muitas vezes, quando essas células sdo eliminadas para
0 limen, ainda estdo vivas e comecam 0 processo de morte na luz do 6rgao (CRUZ-
LAMDIM, 2009). A condensacao cromatinica também foi observada por Oliveira et al.,
(2008), em trabalho realizado com A. mellifera exposta a CLso/10 apds 1 dia de contato
com o inseticida, o autor também atribuiu essa observagdo a uma possivel morte celular.
Doses subletais do tiametoxam causam danos o0s trés 6rgaos analisadas, o que pode afetar,
entre outras coisas, 0 comportamento alimentar das abelhas, o aprendizado e a memodria,
refletindo, posteriormente nas col6nias (CRUZ-LANDIM, 2009). Devido ao seu grau de
severidade e sua irreversibilidade, foi atribuido o escore 3 para essa alterag&o.

Outra alteracdo observada neste trabalho foi o espacamento entre as células de
Kenyon, que também foram constatadas por Soares (2012), quando expds abelhas
Scaptotrigona postica a doses subletais do inseticida imidacloprido. Estes espagamentos
indicam a perda do contato entre as células, o que sinalizaria uma desorganizacdo do
tecido. De acordo com Hacker, (2000) a morte celular por apoptose é marcada pela
auséncia do contato entre as células, pela reorganizacdo e pela mudanga da forma celular.
Mediante a isso, 0 escore atribuido para o espacamento entre as células de Kenyon foi 3,
pois é um dano irreversivel e que afeta outras fun¢des dentro do organismo, como ja

citados a cima.

5.2 Via metabodlica
No presente trabalho foi observado que subdoses do inseticida tiametoxam

causaram alteracGes nos trés orgdos estudados. O inseticida ingerido é absorvido pelo
intestino, comumente na regido conhecida como ventriculo, em seguida passa para a

hemolinfa, a qual € levada pelo vaso dorsal do abdémen até o cérebro, quando ndo ocorre
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a absorc¢do, a hemolinfa é absorvida pelos tabulos de Malpighi, onde pode ser excretado
(HABIB, 2003).

Foi possivel observar que no tempo de 1 hora, os danos morfolégicos do intestino
tornam-se estatisticamente significantes apenas na CLso, quando comparados as demais
concentragdes e ao controle. No entanto, as enzimas de desintoxicacgao presentes no tecido
do intestino, que tem a funcédo de biotransformar esses inseticidas (CRAILSHEIM et al.,
1992; RORTAIS et al., 2005), podem né&o ter sido eficientes para promover a quebra
dessas moléculas e desintoxicar o individuo. Devido a isso, 0 tiametoxam pode ter
chegado a hemolinfa e sido filtrado pelos tubulos de Malpighi (HABIB, 2003), os quais
também sofreram danos morfoldgicos na CLso, indicando a citotoxidade deste composto.

A expressdo de HSP90 mostrou-se elevada no intestino das abelhas que foram
expostas ao tiametoxam, assim como sua morfologia mostrou-se comprometida devido
ao efeito do inseticida. Ja para os tibulos de Malpighi e para o cérebro foi possivel
observar uma queda entre eles em relacédo ao intestino. Essa queda na expressao de HSP90
entre os 6rgaos pode indicar que quando o inseticida entra em contato com o intestino, a
expressdo de HSP90 aumenta, minimizando os danos proteotéxicos causados pelo mesmo
e evitando a morte celular. Porém, para os demais 6rgdos, como ao longo da via
metabolica uma parcela do que o individuo ingeriu vai sendo metabolizado e excretado,
a expressao de HSP90 também sofre uma queda no érgdo de excre¢do. Ao longo da via
metabdlica ocorrem adaptacBes fisioldgicas que visam reestabelecer o equilibrio
homeostatico, uma vez que o individuo entrou em contato com um agente estressor
(WELCH, 2005).

Para o tempo de 1h ndo foram encontradas diferengas estatisticas entre as
concentragdes do inseticida tiametixam nos corpos pedunculados, o que pode sugerir que
a HSP90 estd agindo como uma chaperona, evitando a morte celular nas células do
intestino e dos tubulos de Malpighi (FEDER et al., 1996), fazendo com que o inseticida
nédo chegue ao cérebro em quantidades suficientes para provocar alteracées morfologicas

ou de expressdo de HSP90 neste primeiro momento.

Para o tempo de 4 horas, houve uma tendéncia em seguir os mesmos padrdes para
o tempo inicial, tanto para as alteracbes morfologicas, que apresentaram uma diferenca
estatistica apenas na maior concentracdo, de CLso, quando comparado as demais
concentragdes, ClLsono € Clsoioo, € a0 controle, para o intestino e para os tdbulos de
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Malpighi, quanto para a analise imunohistoquimica, nas quais também foi possivel
observar uma queda na expressdo de HSP90 entre os érgdos, sendo mais alta para o
intestino. Outro estudo que também observou altera¢cGes morfoldgicas no intestino apenas
em concentracdo proxima a letal foi o desenvolvido por Rossi et al. (2013), que expos A.

mellifera a doses subletais do inseticida imidacloprido.

Para as analises realizadas no cérebro, assim como no tempo de 1 hora, ndo houve
diferenca significativa para as alteracbes morfologicas entre as concentracgdes, o que pode
ser interpretado como uma eficiéncia da expressao de HSP90 em impedir a morte celular
para o tempo de 4 horas ap0s o inicio da exposic¢ao ao alimento contaminado. Dessa forma
podemos inferir que a HSP90 esta cumprindo seu papel de chaperona, como ja foi citado.

Comparando os resultados de 1 e 4 horas é possivel observar que um intervalo de
tempo de 3 horas ndo é responsavel por uma diferenca significativa entre os danos
morfoldgicos e nem entre a expressdo de HSP90 para os trés 6rgdos. Ja para a analise no
tempo de 8 horas ap06s o inicio de exposicdo é possivel observar uma maior diferenca

quando comparado aos dois tempos iniciais.

Para o tempo de 8 horas as alteracfes morfoldgicas foram observadas a partir da
concentracdo de CLsoio tanto para o intestino quanto para os tubulos de Malpighi,
indicando que quanto mais tempo o individuo passa em contato com o inseticida, menor
a concentracdo necessaria para causar alteracdes que podem comprometer o

funcionamento do seu organismo e consequentemente a sua saude.

Semelhante ao observado no presente estudo, Rossi et al. (2013) constatou que
quanto mais alta a concentracdo de imidacloprido ao qual as abelhas estavam expostas,
mais rapido e mais severos foram os danos morfolégicos encontrados nos tubulos de
Malpighi. Isso pode se agravar ainda mais quando analisamos o habito desses insetos de
coletar pdlen e néctar e armazena-los, entrando em contato direto com agrotoxicos e dessa
forma concentrando-os tanto em seu organismo quanto em suas colénias (JAMES E XU,
2012).

A partir do tempo de 8 horas a expressdao de HSP90 apresenta diferencas
estatisticas entre as concentracfes, que podem estar relacionadas a concentragdo e aos
danos causados na morfologia, os quais podem comprometer a funcdo de digestéo,
absorcdo e excrecdo desses orgaos (CRUZ-LANDIM, 2009). Tanto para o intestino

quanto para os tubulos, a concentracdo que tem a expressdo de HSP90 mais elevada é a
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CLsor100, 0 que nos indica que no tempo de 8 horas a expressao da proteina de choque
térmico é aumentada ja na concentragdo mais baixa e depois sofre uma queda, exatamente

nas concentracdes de CLso0 € CLso, em que os danos morfoldgicos sdo maiores.

Isso pode estar indicando que enquanto a HSP90 estava conseguindo manter o
equilibrio homeostatico do organismo do individuo, que se deu na concentragdo CLso/100,
ndo estava ocorrendo danos morfoldgicos significativos. Porém, a partir do momento em
que essas alteracbes comecaram a prejudicar o funcionamento do mesmo, apresentando
danos morfologicos, que ocorreu nas concentracbes mais altas de CLsoio € Clsg, a
expressdo de HSP90 sofreu uma queda, indicando que talvez a expressdo da proteina de
choque térmico ja ndo fosse mais o suficiente para impedir a morte celular. Alguns
trabalhos que observaram alteracdes morfoldgicas constataram que estas estdo ligadas a
morte celular, como é o caso de Braeckman B, Raes H (1999) que relataram a eliminacao
de células quando infestou larvas de A. mellifera com Bacillus e Silva-Zacarin et al.
(2008) que observou compactacao cromatinica em glandula de seda das larvas de abelhas
A. mellifera, indicando que as células estdo com baixa atividade transcricional, evento

que ocorre durante o processo de morte celular (WILLYE 1981).

Ja para o cérebro, no tempo de 8 horas, a expressao de HSP90 foi menor para a
concentracdo de CLso/00, indicando que nessa concentragdo o agente estressor pode ndo
ter chegado ao cérebro, diminuindo assim a necessidade de produzir niveis altos de
HSP90 no mesmo, pois quando a expressdo de HSP90 aumenta, a probabilidade de
sobrevivéncia da célula é maior, pois ela evita a ativacdo da morte celular programada
(BOWEN I. D. et al., 1993; GARRIDO et al., 2001), uma vez que a célula ndo corre

riscos, e dessa forma ocorre proteotoxicidade, a expressdo de HSP90 se mantem baixa.

Na analise dos resultados do maior tempo estudado, de 24 horas, as diferencas
entre as concentragBes nas quais ocorreram danos morfologicos e expressdo de HSP90
foram diferentes entre os 6rgdos. No intestino a diferenca estatistica apareceu apenas na
concentracdo mais alta de CLso, indicando que os danos morfolégicos causaram
alteracOes significativas e que podem afetar a satde do individuo, como por exemplo
aumento da secre¢do apocrina, que pode estar relacionada ao processo de eliminacao
(CAETANO et al., 1994).

Quando essa desintoxicacdo ndo é possivel a saude do individuo como um todo
pode ser afetada, como foi demostrado no trabalho de Morandin e Winston (2003). Os
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autores mostraram que no grupo controle e no exposto a 7 ppb de imidacloprido os
individuos levaram em média 3 segundos para chegar a uma fonte de alimento. J& nos
tratados com a concentracdo mais alta, de 30 ppb, a velocidade foi 27,7% mais lenta, ou
seja, elas levaram 4,6 segundos para atingir o recurso. Dessa forma, abelhas expostas a
concentracdes acima de 30ppb, que € o caso deste estudo, onde a CLso € igual a 36,859ppb
(os célculos foram realizados levando em consideracdo a densidade do xarope, que é de
1,229 g/mL), podem fazer viagens mais curtas ou carregar uma quantidade menor de
polen, o que pode afetar a satde da colonia.

Mediante isso podemos interpretar que provavelmente as moléculas de HSP90
tenham conseguido controlar os danos causados no tempo de 8 horas na concentracéo de
CLsor00, NO intestino, por isso a expressao de HSP90 na concentracdo de CLso/100 em 24
horas € baixo, em relacdo a 8 horas. Isso explicaria 0 aumento na expressao de HSP90
para a concentragdo de CLso10 N0 tempo de 24 horas, pois foi nessa concentragdo que
houve danos as células, e explicaria a auséncia de diferenca significativa entre a CLso/10
e o controle nas alteracBes morfoldgicas (Bierkens, 2000). J& na concentracao de CLso a
expressao de HSP90 sofreu uma queda, o que pode indicar que sua expressdo ja nao €

mais suficiente para evitar a morte celular e desequilibrios.

J& para os tibulos de Malpighi as moléculas de HSP90 ndo foram capazes de
manter o equilibrio homeostatico e evitar os danos morfologicos, pois tanto para 8 quanto
para 24 horas, as alteracdes significativas ocorreram para as concentracdes de CLsy1o €
CLso. Para este 6rgéo essas diferencas estatisticas ocorreram pela resposta de aumento da
expressdo de HSP90, visando impedir 0s danos ao organismo, uma vez que a expressao
aumentou tanto para as concentragdes de CLsoi00 € CLsoi0 em relagdo ao controle e teve
uma queda na concentragdo de CLso. Essas observagdes sdo, possivelmente, devido a
ineficiéncia da resposta diante de uma dose alta, como também observado pela técnica
histoldgica e por outros trabalhos como Soares (2012), que constataram indicios de morte

celular nas concentragdes mais altas.

Dessa forma o inseticida passou pelo intestino e conseguiu causar alteragdes nos
tubulos de Malpighi, o que pode ser indicativo de que quanto maior o tempo de exposi¢éo
maior serd o alcance do inseticida na via metabdlica, pois foi apenas no tempo de 24 horas

que as alteragdes morfoldgicas no cérebro mostraram diferenca significativa entre si.

As células, como resposta ao estresse causado pela exposicdo ao agrotoxico,

aumentaram a expressdo de HSP90 na concentracdo de CLso no cérebro, em relagéo as
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demais concentracdes, para o tempo de 24 horas. Diante disso, podemos concluir que foi
apenas neste momento que o inseticida atingiu o sistema nervoso do individuo. Dessa
forma as proteinas de choque térmico manteriam o equilibrio homeostatico e evitariam a

morte celular, assim como observado por Petros et al., (2004) e Rossi et al., (2013).

Perante a isso podemos inferir que talvez a morte dos individuos ocorra devido
aos danos causados no intestino e nos tubulos de Malpighi, comprometendo a digestéo,
absorcdo e excre¢do do organismo, (WYLLIE, 1981; HACKER, 2000 e SILVA-
ZACARIM et al., 2008), pois foram nesses 6rgdos que observamos as maiores alteracdes
morfolégicas e uma queda na expressdo de HSP90 para as concentracbes e tempos
maiores. Dessa forma estaria ocorrendo a morte celular, porem em etapas diferentes da

que o teste de Tunel marca ou a fragmentacdo do DNA é mais tardia.

Outros experimentos, como Gregorc e Ellis (2011), também constataram que um
nivel elevado de estresse, como ocorreu com os individuos deste estudo, quando foram
submetidos as concentragfes mais altas, de CLso, pelos maiores tempos, de 24 horas, pode
induzir a apoptose. Eles analisaram os efeitos da exposi¢do a 9 pesticidas, entre eles o
imidacloprido e o glifosato, em larvas A. mellifera e constataram um elevado indice de
apoptose das células do intestino médio desses insetos. Os resultados do trabalho sugerem
que o processo de apoptose foi iniciado como um mecanismo de prote¢édo do 6rgéo, o que
também estaria ocorrendo no presente trabalho, quando o nivel de HSP90 cai, o

organismo do individuo desencadeia a morte celular para tentar proteger o mesmo.

Dessa forma, podemos inferir que a morte celular tenha ocorrido, pois quando a
célula do individuo identificou uma substancia toxica, 0 mesmo desencadeou 0 processo
de morte celular para protegé-lo, o que explicaria a queda na expressdo de HSP90 e as
alteracbes morfologicas e, por fim, a morte de mais de 70% dos individuos na

concentragédo de CLso, no tempo de 24 horas, durante os experimentos.

Outros estudos, também realizaram as trés técnicas, como Tavares et al., (2011)
que analisou cérebro de larvas de A. mellifera expostas a subdoses de tiametoxam e
constatou alteragfes morfoldgicas, como condensagdo cromatinica, porém ndo observou
diferenca estatistica entre 0s grupos controle e 0s grupos expostos ao inseticida pela
técnica de HSP90, o que justifica a marcacdo pela técnica de Tunel, uma vez que a

proteina, da familia HSP90, de choque térmico ndo estaria protegendo o organismo.
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Comparar os niveis de HSP90 no organismo de insetos, como as abelhas, é
fundamental para estabelecermos a relagéo entre estresse celular e morte celular, pois
quando associamos as duas técnicas o esperado seria que quanto maior expressdo de
HSP90 menor a deteccdo de morte celular, pois esta estaria sendo inibida, seja ela
apoptose ou necrose. A exposicdo cronica a doses sub-letais de produtos quimicos pode
ativar a expressdo de HSPs. O aumento da expressao de HSP pode ser induzido por uma
série de fatores, devido a isso ela poderia ser considerada um bom biomarcador para

avaliar os efeitos bioldgicos de diversos agentes toxicos (Pomerai, 1996).

De maneira geral, foi possivel observar que o tiametoxam causou danos mais
acentuados nos 6rgaos e na estrutura estudada a partir da analise dos dados depois de oito
horas da exposi¢do continua ao alimento contaminado, mostrando que a contaminacao
por esse inseticida via oral é capaz de causar danos aos insetos, podendo diminuir a
eficiéncia funcional dos trés 6rgdos analisados. Interessantemente, os resultados apontam
que 0s maiores danos ndo sdo causados ao 6rgdo alvo do inseticida, mas sim aos 6rgaos

envolvidos com os processos de digestao, absorcdo, metabolizacdo e excrecao.

Desta forma, quando se trata de doses subletais, as alteragdes observadas e
relatadas ndo sdo resultado dos efeitos relacionados ao seu mecanismo de acao, e sim

relacionados a sua rota metabolica.

6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho concluimos que doses subletais

do inseticida tiametoxam

- causam alteracdes morfoldgicas no intestino, tdbulos de Malpighi e cérebro,

principalmente na concentracdo mais alta, de CLso;

- provocam aumento na expressdo de HSP90, principalmente nas concentragdes de

CLso/10 € CLsor100.
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- a técnica de Tunel ndo foi capaz de identificar, por fragmentacdo de DNA, morte
celular, apesar dos baixos niveis de HSP90 indicarem possivel morte, na concentragao
de CLso no tempo de 24h.

- nanodoses do inseticida tiametoxam s&o prejudiciais as abelhas e comprometem

sua morfofisiologia.
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