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RESUMO

SILVA, C. A. S. Analise dos efeitos do fipronil e dimetoato em larvas e pupas de
Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) africanizada criadas em condig¢des
laboratoriais. 2014. 76 f. Dissertacdo (Mestrado em Agricultura e Ambiente) —
Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de Sao Carlos, Araras, 2014.

A abelha Apis mellifera africanizada Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae), apesar
de ndo ser nativa do Brasil, € muito importante tanto para o ambiente quanto para a
economia. Porém, com o crescimento da producdo de alimento e biocombustiveis,
houve uma expansdo das areas de monocultura, consequentemente aumentou-se
também o uso de fertilizantes e de defensivos agricolas. Entretanto, alguns
inseticidas, como o fipronil (utilizado em cana-de-aclcar) e o dimetoato (substancia
padrdao em testes larvais padronizados pela Organizagdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econémico e utilizado em culturas de algodao), sdo toxicos para
as abelhas. Diante disso o presente estudo teve como objetivo geral avaliar os
efeitos bioldgicos e histologicos da toxicidade desses defensivos agricolas no
desenvolvimento ontogenético de A. mellifera africanizada. Para isso, larvas de
operarias de 1° instar foram coletadas de colonias saudaveis do apiario localizado
na zona rural da cidade de Piedade/SP e foram transferidas para cupulas de
poliestireno esterilizadas, as quais continham dieta larval. Apés a transferéncia, as
clpulas foram mantidas a temperatura de 34+2° C e UR de 85+5° %, sendo as
larvas alimentadas diariamente do 1° ao 5° dia. No 4° dia, prepararam-se trés
concentragbes (20, 5 e 0.5 ng i.a./uL) de fipronil e para o dimetoato uma
concentracao (200 ng i.a./pL).. Foi adicionado 1 pyL de cada concentragao preparada
(isolado) sob o tegumento da larva, chamado tratamento agudo. Os resultados
evidenciaram que nao houve mortalidade larval (72 horas) significativa entre os
grupos (p>0.20) expostos com fipronil e o controle, porém na taxa de pupas
andmalas (p<0.03) e de emergéncia (p<0.04) constatou-se diferenca significativa. As
anomalias mais comuns foram: pigmentacdo na parte superior e inferior do corpo,
malformacéo na cabeca e auséncia de membros; pupa de olho rosa (Pp) e pupa de
olho branco (Pw) com malformac¢do dos membros, tendo formado o olho e ainda
com corpo larval. Supde-se que pelo fipronil ser um composto neurotoxico, ele esteja
agindo na regulacéo e liberacdo dos hormonios ecdisterbéides que estdo envolvidos
na passagem de larva a adulto (processo metamorfico). Apdés o bioensaio com o
dimetoato, foram coletadas pré-pupas (D9) para as analises morfolégicas e
histoquimica, tanto para 0s grupos expostos como para o controle. Pré-pupas foram
processadas rotineiramente. As secclOes histolégicas foram coradas com
Hematoxilina-Eosina. Para a analise histoquimica utilizou-se as rea¢des de Azul de
Bromofenol, Acido Periddico de Schiff e Feulgen. Através da andlise morfologica e
histoquimica, foram observadas alteragcbes no tecido muscular, espagcamentos
intracelular de trofécitos e endcitos, aumento na quantidade de proteinas e lipidios e
ramificagdo nuclear nos trofocitos. A maioria dessas caracteristicas descritas € de
pupas, porém os individuos analisados estavam na fase de pré-pupa, ou seja, €
provavel que a substancia estudada adiante o desenvolvimento das abelhas
expostas ao inseticida. O dimetoato poderia ativar o sistema de desintoxicagéo
celular pelas enzimas carboxilesterases e, por essa via, ocasionar a hidrolise do
Horménio Juvenil e, consequentemente, a aceleracdo das fases metamorficas. A
alta taxa de anomalias na fase pupal e a diminuicdo da taxa de emergéncia em
individuos expostos ao fipronil aumenta a preocupagdo com a diminuicdo da



produtividade nos apiarios comerciais localizados nos agro-ecossistemas. Além
disso, o adiantamento encontrado no presente trabalho chama atencao para danos
na colbnia, ja que na natureza as fases da metamorfose tém uma determinada
duracdo. Esse possivel distarbio fisiolégico poderia causar de forma indireta
prejuizos na cadeia da polinizacao realizada pelas abelhas.

Palavras-chave: abelhas, metamorfose, ecotoxicologia, morfologia, histologia.



ABSTRACT

SILVA, C. A. S. Analysis of the effects of fipronil and dimethoate in larvae and
pupae africanized Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) created under
laboratory conditions. 2014. 76 f. Dissertation (Master in Agriculture and
Environment) — Centro de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal de S&o Carlos,
Araras, 2014.

Africanized Apis mellifera bees Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae), although not
native to Brazil, is very important both for the environment and for the economy.
However, with the growth of food production and biofuels, there was an expansion of
the areas of monoculture consequently was increased also the use of fertilizers and
pesticides. Although some insecticides such a fipronil (used in sugar cane) and
dimethoate (standard substance in larval tests standardized by the Organization for
Economic Cooperation and Development and used in cotton crops), are toxic to
bees. Thus the present study aimed to evaluate the biological and histological effects
of toxicity of pesticides in the ontogenetic development of Africanized A. mellifera.
For this, worker larvae of 1st instar were collected from healthy colonies of the apiary
located in the rural town of Piedade/SP and transferred to sterile polystyrene cells,
which contained larval diet. After the transfer, the cells were maintained at a
temperature of 34+2° C and RH 85+5%, the larvae fed daily from 1st to 5th day. On
day 4, were prepared with three different concentrations (20, 5 and 0.5 ng a.i./uL)
fipronil and dimethoate a concentration (200 ng a.i./uL) was added 1 pL of each
concentration prepared (isolated) under integument of the larva, called acute
treatment. The results showed that there was no larval mortality (72 hours)
significantly between groups (p>0.20), exposed to fipronil and control, but the pupae
rate anomalous (p<0.03) and emergency (p<0.04) was found significant difference.
The most common abnormalities were pigmentation on the upper and lower body,
head and malformation in the absence of members; pink eye pupa (Pp) and white
eyed pupae (Pw) with malformation of the limbs, having formed the eye and with
larval body. It is assumed that the fipronil be a neurotoxic compound, he is acting in
the regulation and release of Ecdysteroid hormones that are involved in the passage
from larva to adult (metamorphic process). After the bioassay dimethoate, pre-pupae
were collected (D9) for morphological and histochemical analysis for both treatment
groups and for the control. Pre-pupae were processed routinely. Histological sections
were stained with Hematoxylin-Eosin. For immunohistochemical analysis, we used
the Bromophenol Blue reactions, Periodic Acid-Schiff and Feulgen. By morphological
and histochemical analysis, changes were observed in muscle tissue, intracellular
spacing of trophocytes and oenocytes, increase in the amount of proteins and lipids
and nuclear branch in trophocytes. Most of these characteristics are described
pupae, however individuals were analyzed in the pre-pupae stage, namely, and it is
likely that the substance studied on the development of bees exposed to the
insecticide. Dimethoate could activate the cellular detoxification system by
carboxylesterases enzymes and, in this way, cause the hydrolysis of the Juvenile



Hormone and hence the acceleration of the metamorphic layers. The high rate of
abnormalities in the pupal stage and decreased emergency rate in individuals
exposed to fipronil raises concerns with decreasing productivity in commercial
apiaries located in agro-ecosystems. In addition, the advance from the present study
calls attention to damage in the colony, as in nature the metamorphosis of the
phases have certain duration. This can cause physiological disorder could indirectly
damage the chain pollination by bees.

Keywords: bees, metamorphosis, ecotoxicology, morphology, histology.
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1. INTRODUCAO GERAL

A fragmentacdo da floresta nativa e a expansdo da agricultura podem ser
alguns dos fatores relacionados a diminuicdo da populacdo dos polinizadores, tais
como as abelhas. Em consequéncia disso, é observada uma baixa produtividade de
frutos e sementes de muitas espécies vegetais em diversas partes do mundo
(VAISSIERE et al., 2011).

Desde que foi identificada a "crise de polinizagdo”, muitos esforcos vem sendo
realizados para conservar e gerir sustentavelmente os polinizadores. No entanto, é
amplamente reconhecida a falta de conhecimento para propor acdes efetivas e
alcancar praticas de conservacdo e de gestdo. O uso incorreto e intensivo de
defensivos agricolas pulverizados durante a floracdo em campos de cultivos
comerciais contribui para o declinio da atividade de polinizadores nas culturas e
ecossistemas em torno das plantacdes (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2006;
UNEP, 2010). Além disso, esses produtos quimicos poderiam contribuir para a morte
das abelhas, e com o fendmeno conhecido como Colony Colapse Disorder (CCD),
que é caracterizado por uma sindrome multifatorial que causa a morte macica dos
individuos da colbnia e, consequentemente, a reducéo da polinizacdo em culturas e
paisagens (FRAZIER et al., 2008; ELLIS et al., 2010; NEUMANN, CARRECK, 2010).

Ainda que existam diversos trabalhos que tém por objetivo analisar os efeitos
de determinados inseticidas, como fipronil, imidacloprido, tiametoxam e outros em
abelhas adultas (YU et al., 1984; SMIRLE; WINSTON, 1988; DECOURTYE et al.,
2002; DECOURTYE et al., 2005; JOHNSON et al., 2006; DECOURTYE et al., 2008;
ALIOUANE et al., 2009; BADIOU-BENETEAU et al., 2012; HENRY et al., 2012;
CARVALHO et al., 2012; ROAT et al., 2013; DI PRISCO et al., 2013; OLIVEIRA et
al., 2013; ROSSI et al., 2013; CATAE et al., 2014) ainda sédo poucas as pesquisas
cientificas em relacdo as larvas e pupas, que podem ser indiretamente
contaminadas via contato com as operarias durante a alimentacéo larval.

Pesquisas atuais realizadas na Europa (HARDSTON e SCOTTS, 2010;
VIDAU et al., 2011) revelaram uma alta mortalidade de abelhas quando realizada a
sua aplicagdo de fipronil em culturas (COLIN, 2004). O fipronil € um defensivo

agricola aplicado no Brasil em diversas monoculturas para o controle de pragas,
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como cupins e formigas. Porém, mesmo ndo sendo alvo destes defensivos
agricolas, as abelhas se contaminam durante o forrageamento. Devido ao efeito
maléfico desse inseticida em importantes insetos polinizadores (GODOY, 2013) seu
uso vem sendo avaliado e monitorado em diversos paises europeus (Alemanha,
Itélia e Eslovénia) (AMARO e GODINHO, 2012). Entretanto, no Brasil sua aplicacédo
é realizada em larga escala nas culturas de algodao, batata, milho, soja e cana-de-
acucar (AGROFIT, 2014).

Outro defensivo agricola muito utilizado no Brasil em culturas de trigo,
algodao, maca, tomate (LIECHOSCKI, 2004) e citros € o dimetoato (NORTOX,
2014). Tal inseticida é da classe dos organofosforados de acgdo sistémica
(AGROFIT, 2014), e tem como alvo insetos-praga e acaros. Além disso, o dimetoato
€ o inseticida padrdo para uso em testes toxicoldgicos com larvas de abelhas, uma
vez que a sua acao na taxa de mortalidade larval esta bem definida (AUPINEL et al.,
2007a; 2007b). O seu uso nos bioensaios in vitro € importante como parametro de
comparacao com os demais inseticidas cuja acao nas larvas é pouco conhecida.

Trabalhos recentes tém mostrado que as abelhas expostas a baixas
quantidades de defensivos agricolas ndo apresentam alta taxa de mortalidade e as
modificacdes comportamentais sdo limitadas, o que dificulta o diagnéstico (PHAM-
DELEGUE et al., 2002; THOMPSON, 2003).

Segundo Malaspina e Silva-Zacarin (2006) a analise morfolégica dos 6rgaos é
uma das ferramentas que se enquadram na realizacdo desses testes. Por esses
motivos, estudos que analisam a morfologia de 6rgdos de larvas e pupas de abelhas
expostas a inseticidas, tal como o corpo gorduroso sao indispensaveis para
investigar a acdo dos xenobidticos durante a fase pos-embrionaria de A. mellifera,
pois esses compostos toxicos podem atuar nas funcdes do 6rgdo e suas vias de
atuacao (ISAC et al., 1982; HONDA et al., 2006; LYCETT et al., 2006; YANG, et al.,
2001; MONGELLI, 2013).

Sao utilizados como parametros para a andlise dessas exposicoes
toxicolégicas os biomarcadores, que sdo definidos como quaisquer respostas
bioldgicas (celular, bioquimica ou tecidual) a um composto quimico ambiental, no
qual a mensuracdo ocorre em um determinado organismo ou em seus produtos

(fluidos corpéreos), e que mostre um desvio da homeostase em nivel fisiolégico,
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bioguimico, molecular, celular e/ou estrutural (VAN GESTEL e VAN BRUMMELEN,
1996).

Em adicdo, as analises histopatolégicas do corpo gorduroso, que identificam
biomarcadores de exposicdo e/ou citotoxicidade, associadas as analises
morfoldégicas na metamorfose, tais como anomalias nas pupas e taxa de
emergéncia, podem fornecer dados para a compreensao sobre a eventual queda de
produtividade nas colbnias localizadas no entorno de areas agricolas, visando
melhorar o0 manejo dessas areas de forma a atender tanto a necessidade dos
apicultores quanto melhorar a producdo agricola potencializada pela polinizagédo

apicola.

1.1. Contextualizacdo do problema

Com o aumento da producédo de alimentos, houve uma expansdo das areas
de monocultivo, e consequentemente do uso de fertilizantes e de defensivos
agricolas. Atualmente, o Brasil € o maior consumidor de pesticidas no mundo, sendo
0s inseticidas representantes de 34,7% das receitas totais (US $ 2,94 bilhdes) de
vendas em 2011 (AUFAUVRE et al., 2012; NICODEMO et al., 2014).

Em meados de 2006, detectou-se nos Estados Unidos um fenémeno
conhecido hoje por CCD, no qual os apicultores perderam de 50 a 90% do numero
de colénias de A. mellifera (COX-FOSTER et al., 2007; VanENGELSDORP et al.,
2009). Porém, muitos pesquisadores ainda tentam buscar respostas para esse
problema, mas acredita-se que o uso indiscriminado dos defensivos quimicos para
combater insetos-praga em areas na producdo agricola, assim como aparecimento
de patégenos (acaros, fungos, bactérias e virus) nas coldnias poderia estar entre as
principais causas (WESTIN, 2007).

A partir da constatacdo dos efeitos deletérios dos defensivos agricolas
tiametoxam, clotianidina, imidacloprido e fipronil sobre as abelhas, algumas acodes
tem procurado diminuir esse impacto. Em julho de 2012 foi publicado no Diario
Oficial da Unido (DOU) que o IBAMA iniciou formalmente um processo de
reavaliagdo dessas moléculas e sua aplicacdo de forma aérea. Essa iniciativa seguiu
diretrizes de politicas publicas do Ministério do Meio Ambiente (MMA), voltadas a
protecdo de polinizadores. A decisdo baseou-se em pesquisas cientificas e em

acOes adotadas por outros paises, que indicam que 0 uso excessivo de defensivos



SILVA, CA.S. 2014

agricolas € prejudicial para insetos polinizadores, em especial para as abelhas,
podendo causar a morte ou alteracdes no comportamento (IBAMA, 2012).

1.2. Caracteristicas e aplicacdo dos defensivos agricolas

Os inseticidas podem afetar as abelhas por 3 meios de contaminacédo: )
contato (durante o forrageamento, com particulas de inseticidas que ficaram
depositadas nas flores), Il) ingestdo (através do pdélen e néctar contaminados por
meio do uso de inseticidas sistémicos, que é absorvido pelo tecido vegetal) e Ill)
fumigacédo (particulas suspensas de inseticidas que foram aplicados na éarea
agricola); os efeitos de toxicidade estdo relacionados as concentracfes
administradas e seu tempo de exposicdo (MALASPINA, 1979). Esses efeitos
toxicos, dependendo da dose, podem diminuir a longevidade das abelhas, causando
a morte e alteracdes fisiologicas (MALASPINA et al., 2008; PINHEIRO; FREITAS,
2010; IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012). Segundo Devillers (2002) e Desneux et
al. (2007) os efeitos subletais ndo provocam imediatamente a morte e nem graves
indicios de intoxicagdo, porém comprometem a viabilidade, a sobrevivéncia e a
populacdo da colmeia, sendo assim se tornam efeitos imprevisiveis e de natureza
bastante variavel, fazendo com que dificulte sua avaliacdo e diagnose
(IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012).

1.2.1. Fipronil

O fipronil (5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluormetil) fenil]-4-[(trifluorometil) sulfinil]-
1H-pirazol-3-carbonitrila) (Figura 1) pertence a classe dos fenilpirazéis de segunda
geracdo, desenvolvido no fim da década de 80 (BOBE et al., 1998ab, MANRIQUE,
2009). E comercializado no Brasil com os nomes comerciais Blitz®, Standak®,
Regent®, Klap®, podendo ser aplicado em tratamentos de sementes, e tanto por via
terrestre quanto aérea. Este produto € empregado para controlar cupins, besouros,
lagartas e brocas nas culturas de algodéao, batata, milho e soja. No estado de Sé&o
Paulo mais especificamente em cana-de-agucar, tendo varias formas de aplicacédo
(AGROFIT, 2014).
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Figura 1. Formula estrutural do ingrediente ativo fipronil.
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Fonte: Sigma-Aldrich, 2014.

O fipronil tem pouca volatilizagao no ar, sendo considerado um composto com
baixa presséo de vapor. No solo, o valor médio do coeficiente de adsorcao do fipronil
a matéria organica do solo (Koc) é 803, que confere ao composto de baixa a
moderada adsorcdo por éarea de superficie (MEDE; RHONE-POULENC
AGRICULTURAL LIMITED, 1997; DPR, 2001; MANRIQUE, 2009). Em exposicdo a
luz solar, a degradacdo do Fipronil no solo resulta no fotoproduto desulfinil, a
oxidacdo produz sulfona, a hidrélise amida e o processo de reducdo forma sulfido,
gue é extremamente estavel e mais téxico que o composto original (FENET et al.,
2001; NPTN, 2005; MANRIQUE, 2009).

O fipronil € uma molécula neurotoxica que atua diretamente no sistema
nervoso central (SNC) dos insetos, bloqueando os canais de cloro e agindo sobre o
receptor do acido y-aminobutirico (GABA). Dessa forma, ndo hé inibicdo normal do
impulso nervoso causando hiperexcitacdo, convulsdes e paralisia, levando a morte
do inseto (CONNELLY, 2001; TINGLE et al., 2003; NATIONAL PESTICIDE
INFORMATION CENTER, 2009). O fipronil é altamente toxico para insetos nao-alvo,
possuindo DLsy em adultos de A. mellifera africanizada de 1,9 ng i.a./uL/abelha
(PEREIRA, 2010) e 1,06 ng i.a./uL/abelha (ROAT et al., 2013).
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1.2.2. Dimetoato

O dimetoato (0,0-dimethyl S-methylcarbamoylmethyl phosphorodithioate)
(Figura 2) pertence a familia dos organofosforados caracterizado por varias
substancias quimicas derivadas do &cido fosforico, conhecidos como inibidores da
acetilcolinesterase, anticolinesterasicos ou colinérgicos de acao indireta (FIKES,
1990; ROCHA e SPINOSA, 1992). Este grupo possui grande variedade de produtos
agricolas e sanitarios, desde os extremamente toxicos até aqueles com baixa
toxicidade (CHAVASSE e YAP, 1997). Ele é comercializado no Brasil com os nomes
comerciais Agritoato®, Dimexion® e Perfekthion®. O uso deste produto €
empregado para controlar moscas domeésticas, insetos e acaros, nas culturas de

algodao, citros, macga, tomate e trigo (AGROFIT, 2014).

Figura 2. Formula estrutural do ingrediente ativo dimetoato.
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Fonte: SILVA, 2010.

O dimetoato é a substancia quimica utilizada como referéncia/padrdo nos
bioensaios toxicolégicos com larvas de A. mellifera para a avaliagdo de risco dos
defensivos agricolas nas abelhas pela OECD (2012). Essa escolha da OECD pelo
dimetoato ocorreu devido a toxicidade por contato (DL) e oral (CL) aguda para
abelhas operarias de A. mellifera europeia ter sido determinada entre maio e outubro
por 12 anos consecutivos, 1981-1992 (63 testes de contato e 62 orais) usando
métodos laboratoriais padronizados na Inglaterra e Alemanha (GOUGH et al., 1994).

Além disso, as varia¢cfes das CLs e DLs foram muito ténues (GOUGH et al., 1994).
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1.3. Fases e controle hormonal do desenvolvimento ontogenético de Apis

mellifera africanizadas

As abelhas assim como outros organismos da classe Insecta sao
holometéabolos e, sendo assim, passam por um processo denominado metamorfose
completa com quatro estagios distintos durante o desenvolvimento: embrionario,
larval, pupal e adulto (Figura 3); sendo as trés ultimas separadas por mudas
metamoérficas (MICHELETTE et al., 1993).

Figura 3. Ciclo de vida das abelhas operarias A. mellifera. 1-3: estagio embrionario.
4-8: do 1° ao 5° instar larval, fase de alimentacdo. 9: 5° instar larval, fase de
tecelagem do casulo. 10-12: pré-pupas. 13 e 20: pupas. 21: adulta recém-emergida

(ecdise).
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Fonte: Modificado de Winston (1991).

Segundo Nijhout e Wheeler (1982), os conjuntos de genes larvais, pupais e
adultos seriam diferentemente sensiveis ao hormdnio juvenil (HJ). Os genes larvais
estariam ativos somente na presenca de altos niveis de HJ. Com a diminuicdo do
nivel hormonal, no final da vida larval, os genes pupais seriam ativados pela
ecdisona e, posteriormente, quando o hormdnio juvenil praticamente desaparece, 0S
genes do adulto passariam a se expressatr.

A figura 4 apresenta o balango entre os dois hormoénios que definem cada

etapa do desenvolvimento (DUBROVSKY, 2005). A presenca do HJ direciona a
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acdo de ecdisteroides (Ecd) durante o desenvolvimento larval, promove o
crescimento, mas mantém o organismo na forma de larva e, assim, impede que a
muda metamorfica ocorra (NIJHOUT, 1994). Os ciclos de muda sao, portanto,
eventos que seguem um padrao ciclico, nos quais a nova cuticula € sintetizada sob
a antiga, a qual é subsequentemente eliminada. Essa etapa que marca o inicio da
muda e que se caracteriza pelo desprendimento entre a epiderme (PRYOR, 1940;
FRAENKEL e RUDALL, 1940; THOMPSON, 1978; HOPKINS e KRAMER, 1992;
SUGUMARAN, 1998) e a cuticula velha & conhecida como apélise (NIJHOUT, 1994;
ELIAS-NETO et al. 2009; HERNANDES, 2013).

Figura 4. Desenvolvimento pds-embrionario em abelhas Apis mellifera. O esquema
ilustra a ocorréncia de 4 mudas larvais (L1-L2, L2-L3, L3-L4, L4-L5F) e uma muda
metamoérfica (L5S-PP-Pw), moduladas pelo balanco entre ecdisteroides (Ecd) e
horménio juvenil (HJ). A amplitude dos picos hormonais ndo estd em escala, ou seja,
nao correspondem necessariamente aos seus titulos in vivo. L1 a L5 correspondem
aos cinco estagios larvais; L5F — larva de 5° estagio em fase de alimentacéo; L5S —
larva de 5° estagio em fase de tecelagem de casulo; PP — Pré-pupa; Pw — pupa de

olho branco.
L] |

/_\ |

*

—  Ecd
—— HJ
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Fonte: http://www.aginclassroom.org/html/Newsletter/fall2007.html; HERNANDES, 2013.

As abelhas possuem quatro diferentes fases (embrionaria, larval, pupal e
adulto), separadas por mudas metamorficas (REMBOLD et al., 1980). Os embrides
se desenvolvem de ovos depositados nos alvéolos de cera dos favos, ou células de
cria, construidos pelas abelhas operéarias. Apos trés dias, as larvas eclodem dos
ovos e iniciam a fase larval que é principalmente um periodo de alimentacdo e

crescimento, e constituida por cinco instares larvais (L1, L2, L3, L4 e L5) que foram
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determinados pelo estudo de Michelette e Soares (1993) (Figura 5), sendo que o0 5°
e ultimo instar € subdividido em fases de acordo com as mudancas que ocorrem. H4
trés subfases neste Ultimo instar: |- Feeding phase ou Fase de alimentacdo, quando
a larva estd sendo alimentada, logo a célula do favo de cria ainda nédo foi
operculada; IlI- Spinning phase ou fase de Tessitura, quando a célula do favo de cria
foi operculada pelas operérias e a larva, em seu interior sintetiza e secreta a seda do
seu casulo; llI- Prepupa phase ou fase de pré-pupa, marcada pelo término da
defecacdo. Na defecacdo ocorre a abertura da passagem do intestino médio
(ventriculo) para o intestino posterior e a larva esvazia o mesmo (CRUZ-LANDIM,
2009). Adicionalmente, as posi¢cdes e movimentos da larva dentro da cupula, peso e
diametro da cabeca séo utilizados como parametros para a caracterizacdo das
subfases desse ultimo instar (MICHELETTE e SOARES, 1993).

A fase pupal é caracterizada pela ecdise e a sintese da cuticula definitiva que
caracterizam a sexta e Ultima muda, imaginal, e finalmente a emergéncia da abelha
adulta. Nesta fase de metamorfose, acontece a degeneracédo de alguns 6rgaos por
meio de morte celular programada, e a reconstrucdo da musculatura e do canal
alimentar, além do desenvolvimento dos 6rgaos reprodutivos (SNODGRASS, 1956;
WINSTON, 2003; LOTERIO, 2011). As sucessivas fases de pupa (Tabela 1) (Pupa
de olho branco (Pw), Pupa de olho rosa (Pp), Pupa de olho rosa escuro (Pdp), Pupa
de olho marrom sem pigmentacdo (Pb), Pupa de olho marrom com inicio da
pigmentacado da cuticula (Pbl) Pupa de olho marrom com pigmentacéo intermediaria
da cuticula (Pbm) e Pupa de olho marrom (Pbd) com pigmentacédo total da cuticula
(Pbd)) foram classificados usando como parametros a cor do olho e a pigmentacao
da cuticula toracica (MICHELETTE e SOARES, 1993). Segundo Gallo et al. (2002)
nesta fase é possivel distinguir a cabeca, o térax e o0 abdome, visualizando-se olhos,
pernas, asas, antenas e partes bucais. Os olhos e 0 corpo passam por mudancas de
coloracdo até a emergéncia da abelha adulta. A duracdo de cada uma das fases é
diferenciada para cada casta.

Na classe Insecta os processos de mudas larvais, metamorfica e imaginal séo
regulados por acdo de hormdénios do sistema nervoso central e de glandulas
prototoracicas (GILBERT, 2006; DAVIS et al., 2007; ZITNAN et al., 2007; ZITNAN e
ADAMS, 2005; LOTERIO, 2011). Uma vez que as pupas nao se alimentam, todo o

alimento ingerido pelos insetos durante a fase larval serve como reserva de
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nutrientes para a metamorfose, quando entdo o inseto permanece sem se alimentar
(CONTE, 1994; CRUZ-LANDIM, 2004; FERREIRA, 2010). Proteinas produzidas
durante o estagio larval e armazenadas na hemolinfa recebem a denominacéo geral
de “proteinas de estocagem” (BURMESTER e SCHELLER, 1999). Algumas destas
pertencem a classe das hexamerinas (TELFER e KUNKEL, 1991) e s&o sintetizadas
em grandes quantidades pelo corpo gorduroso larval em resposta a intensa ingestéo
de alimento, e sdo secretadas na hemolinfa onde se acumulam (SCHELLER et al.,
1990; HAUNERLAND, 1996). Essas proteinas serdo utilizadas em processos do
metabolismo intermediario no desenvolvimento pos-larval (LOCKE e COLLINS 1965,
1966, 1967, 1968; LEVENBOOK e BAUER, 1984; LOTERIO, 2011).

Tabela 1. Média dos pesos, minimo (Min) e maximo (Max) em mg nos estagios do
desenvolvimento ontogenético de operarias de A. mellifera africanizada.

Dias do Dias apés Min—Max Estagios do
desenvolvimento ecloséo do ovo (mg) desenvolvimento
12e3 | e | - Ovo
4 1 0.1-0.3 Larva (forma de C)
5 2 0.4-1.3 Larva (forma de C)
6 3 1.9-6.7 Larva (forma de C)
7 4 9.1-34.2 Larva (forma de C)
8 5 34.8-111.0 Larva (fase de
alimentacgéo)
81.5-130.1 Larva ficando em pé
9 6 (fase de tessitura do
casulo)
10 7 100.7-127.5 Pré-pupa (final da
defecacgédo)
11 8 93.7-129.2 Pré-pupa (PP)
12 93.0-121.0 Pupa de olho branco
(Pw)
13 10 94.1-121.4 Pupa de olho branco
(Pw)
14 11 92.1-122.3 Pupa de olho rosa
(Pp)
15 12 92.7-116.9 Pupa de olho rosa
escuro (Pdp)
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Dias do Dias ap6s Min—-Max Estagios do
desenvolvimento ecloséo do ovo (mg) desenvolvimento
16 13 85.8-121.5 Pupa de olho marrom
sem pigmentacéo (Pb)
17 14 89.5-114.3 Pupa de olho marrom

com inicio da
pigmentacao da
cuticula (Pbl)

18 15 91.4-113.6 Pupa de olho marrom
com pigmentacéo
intermediaria da

cuticula (Pbm)

19 16 81.4-106.4 Pupa de olho marrom
com pigmentacéo total
da cuticula (Pbd)
20/21 17/18 54.7-102.6 Emergéncia

Fonte: Modificado de Michelette e Soares,1993 e Nunes-Silva et al., 2006.

Figura 5. Desenvolvimento ontogenético das operarias de A. mellifera africanizada.
Os numeros indicam dias apés a postura dos ovos: Ovo (dias 1 a 3); larva (dias 4-9);
pré-pupa (dia 10 e 11); pupa (dias 12 e 19); adulto (dia 20).

Fonte: NUNES-SILVA et al., 2006.
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1.4. Corpo gorduroso em A. mellifera

O corpo gorduroso larval e pupal tém sido muito estudados nos diversos
grupos de insetos, tanto em seus aspectos morfolégicos e fisiolégicos quanto
bioguimicos (OLIVEIRA, 2005), sendo constituido de células com ampla
funcionalidade, o que se deve a sua interface Unica com a hemolinfa, meio onde
metabolizam, aumentam de volume e secretam. Sua estrutura principal € similar em
muitos insetos (LOCKE; 1998), possuindo origem embrionaria de uma parte do
mesoderma somatico, e estendendo-se por todo o comprimento do inseto, estando
presente durante todo o periodo de vida (FERREIRA, 2010).

Ruvolo e Cruz-Landim (1995) descreveram o corpo gorduroso com destaque
dentre os 6rgdos da larva que possui uma maior resposta a acdo dos inseticidas
anélogos ao HJ, uma vez que o mesmo responde ao HJ enddégeno (DANTAS, 2009).

Ha& dois grupos de corpo gorduroso em larvas de abelhas, sendo um
denominado de parietal (Cg.p), 0 que se encontra junto aos musculos
intersegmentares (ms), e o visceral (Cg.v), circundando os 6rgaos internos (Figura 6)
(CRUZ-LANDIM, 2009). O corpo gorduroso desempenha diversas fun¢des, como
absorcdo de substancias da hemolinfa e liberacdo de alguns compostos por ele
produzidos (lipidios, carboidratos e proteinas). Esse Orgdo € praticamente
constituido por dois tipos de células, sendo eles os trofdcitos e endcitos (CRUZ-
LANDIM, 2009).

Figura 6. Esquema ilustrativo da distribuicdo corpérea do corpo gorduroso larval.
Cg.p: corpo gorduroso parietal; Cg.v: corpo gorduroso visceral, ms: musculo
intersegmentar.

Fonte: Adaptado de Cruz-Landim (2009).
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Os trofécitos sdo os maiores responsaveis pela sintese de proteinas da
hemolinfa, assim realizam a regulagcdo do meio interno do inseto, de modo que as
trocas dos metabdlitos sejam imediatas suprindo suas necessidades. Os endcitos
sao células responsaveis pela sintese lipidica e de hidrocarbonetos (CRUZ-LANDIM,
2009), que sdo constituintes da epicuticula e participam da producdo de cera
(NOIROT e QUENNEDEY, 1974; 1991; SANTOS et al., 2004; ABDALLA et al.,
2005), sendo encontrado no abdome das operarias (SOARES, et al. 1992).

No final do estagio larval, a cuticula sofre apdlise e o inseto permanece imovel
no interior da cuticula, sem se alimentar mais. Este estagio € denominado pré-pupa
(PP) e tem duracéo variavel nas diferentes espécies de abelhas (SNODGRSS, 1956;
CRUZ-LANDIM, 2009). Durante esta fase do ciclo vital do inseto, que pode ser
longa, é possivel distinguir, através da cuticula larval apolisada, as mudancas que ja
ocorreram na forma do corpo da abelha (CRUZ-LANDIM, 2009).

2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo geral avaliar os efeitos bioldgicos e
histolégicos da toxicidade dos defensivos agricolas fipronil e dimetoato no
desenvolvimento ontogenético de Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae)

africanizadas.

2.1. Objetivos Especificos
Fipronil
- Determinacéo da taxa de mortalidade larval, de pupas andmalas e de emergéncia;
- Avaliacdo da morfologia externa de larvas e imaturos;
- Analise da morfologia interna de pupas anémalas.
Dimetoato
- Avaliacdo da morfologia (histologia) e composicéo (histoquimica) dos granulos

intracelulares dos trofécitos do corpo gorduroso de pré-pupas (PP).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencéao das Larvas

As larvas foram coletadas no apiario localizado na zona rural da cidade de
Piedade, Sdo Paulo, Brasil (23° 42' 41" S e 47° 25' 8" W), proximo ao Laboratoério de
Biologia Estrutural e Funcional (LABEF) da UFSCar, Sorocaba/SP, onde foram
selecionadas coldnias saudaveis e em condi¢bes ideais para a coleta. Favos
adicionais foram inseridos na colonia selecionada para a postura da rainha de
maneira que se obtivesse quantidade suficiente de larvas de 1° instar (L1). As larvas
(L1) foram transferidas para cupulas de poliestireno contendo alimento previamente
preparado e foram mantidas em condi¢cdes controladas de temperatura e umidade
(35+1°C e umidade relativa de 905 %).

3.2. Preparo da dieta larval

Todos os materiais utilizados nos procedimentos a seguir foram previamente
esterilizados em autoclave e secos em estufa. A bancada de trabalho foi esterilizada
com solucéo de alcool 70% antes do inicio do trabalho para diminuir a ocorréncia de
contaminacao.

A dieta larval foi composta pelos acucares D-glucose, D-frutose, extrato de
levedura e geleia real, sendo a concentracdo variada conforme exigéncias do inseto
nas diversas fases (AUPINEL et al. 2005, 2007), representada na Tabela 2.

Todos os alimentos foram preparados em solucdo aquosa, e posteriormente
filtrados usando filtro milipore. As larvas foram alimentadas com o auxilio de

micropipetas (Figura 7) conforme a Tabela 2.
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Tabela 2. Cronograma de alimentacdo das larvas mantidas em estufa com
temperatura e umidade controladas, segundo a metodologia proposta por Silva-
Zacarin et al. (2011). Composicdo quimica e concentracdo dos alimentos
empregados na criacao in vitro de larvas de A. mellifera.

DIA D1 D2 D3 D4 D5
Alimento A B C C C
Volume por larva 20 pL 20 pL 30 pL 40 pL 50uL

Dieta artificial

D-glucose 12 % 15 % 18 % 18 % 18 %
D-frutose 12 % 15 % 18 % 18 % 18 %
Extrato de levedura 2% 3% 4% 4% 4%
Geleia real 50 % 50 % 50 % 50 % 50 %

Composicdo das dietas: (A) 12% de D-glucose, 12% de D-frutose, 2% de extrato de levedura e 50%
de geléia real; (B) 15% de D-glucose, 15% de D-frutose, 3% de extrato de levedura e 50% de geléia
real e (C) 18% de D-glucose, 18% de D-frutose, 4% de extrato de levedura e 50% de geléia real. O
asterisco (*) indica o dia da contaminacdo por contato das larvas com os i.a.s fipronil e dimetoato
(isolados).

Figura 7. A. placas com as larvas sendo alimentadas segundo a metodologia de
Aupinel et al. (2005 e 2007) modificada por Silva-Zacarin et al. (2011), com auxilio
de micropipetas. B. detalhe da larva sendo alimentada com auxilio de micropipeta.
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3.3. Bioensaios toxicolégicos

3.3.1. Exposi¢ao aguda por contato

Os bioensaios toxicolégicos foram realizados de acordo com o método de
Aupinel et al. (2005 e 2007) modificado por Silva-Zacarin et al. (2011). Para isto,
foram utilizadas microplacas de cultivo celular com 48 pocgos, sendo que em cada
um foi colocado um algodé&o dental esterilizado embebido com uma solu¢cdo aguosa
contendo 15% de glicerol e 0,2% de dicloroisocianurato de soédio.

As cupulas foram previamente esterilizadas durante 30 minutos com uma
solucdo aquosa de 0,2% dicloroisocianurato de sédio e secas em capela de fluxo
laminar. Apdés secagem, as cuUpulas ficaram acondicionadas nas microplacas de
cultivo celular e posteriormente foi distribuida a dieta artificial. Para evitar o choque
térmico no momento da transferéncia das larvas, as placas previamente preparadas
foram colocadas numa caixa hermética dentro da B.O.D. (Figura 8) a temperatura de
35+1°C e umidade relativa de 90+5% durante 7 dias. Para a manutencdo da
umidade, uma bandeja contendo uma solucao saturada de K,SO, foi acondicionada

no fundo da B.O.D. As larvas foram alimentadas do primeiro ao quinto dia.

Figura 8. Interior da estufa B.O.D. Eletrolab, com a caixa hermética no interior da
qual sdo acondicionadas as placas de bioensaios.

{ |

3.3.1.1. Definicdo das doses a serem usadas na exposicdo aguda pelo
Fipronil

Neste trabalho foram utilizadas doses de fipronil baseadas nos valores de
DLso encontrados por Tingle et al. (2003) - “4 ng/abelha” e “6,2 ng/abelha” por
Decourtye (2002) para esse inseticida em operarias adultas de A. mellifera europeia.

A partir de uma concentragdo de 1.000 ng/pL realizou-se uma cascata de diluicéo



17
SILVA, CA.S. 2014

para se obter as seguintes concentragcbes acima da DLsy (20 ng i.a./pL/larva),
proxima a DLsp (5 ng i.a./uL/larva) e abaixo da DLz (0.5 ng i.a./uL/larva).

O fipronil utilizado foi obtido através da empresa Sigma—Aldrich, com 97% de
pureza. A solucdo estoque foi preparada na concentracdo de 1.000 ng/pL, em
solvente composto por dgua e acetona (1:1 v/v) devido a baixa solubilidade dessa
molécula em agua. Esta solu¢do foi mantida em frasco totalmente escuro e em
freezer comum (-15°C) com intuito de evitar a degradacdo do composto e a
evaporacao do solvente antes de realizar as dilui¢des.

No quarto dia, as larvas receberam, com a ajuda de pipeta automatica, 1 uL
das doses 20, 5 e 0.5 ng i.a./uL/larva (Figura 9) de fipronil via contato (Figura 10A),
direto no tegumento. O mesmo procedimento foi realizado para o controle agua e
agua com acetona. Realizaram-se triplicatas e utilizou-se 24 larvas para cada
tratamento.

Neste trabalho, escolheu-se utilizar o método via contato, pois segundo
Lindauer (1952) e Kaftanoglu et al. (2011) uma larva de operaria € alimentada pelas
abelhas nutridoras cerca de 143 vezes em toda a fase larval (3° ao 5° instar). Sendo
assim, durante o processo de alimentacdo a abelha nutridora entra em contato com
a larva e as paredes do alvéolo, podendo contamina-las. Além disso, o alimento ndo
ingerido fica depositado na célula, em contato com a larva.

Figura 9. Concentracdes do fipronil utilizadas para exposicdo de larvas de A.
mellifera, juntamente com a identificacdo das placas dos grupos expostos e controle.
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Figura 10. A. Larva de 4° instar com a gota composta pelo inseticida na superficie
do tegumento (exposicdo por contato). B. Larvas sendo expostas por contato (via
tegumento) utilizada nos experimentos com o ingrediente ativo (fipronil e dimetoato).

3.3.1.2. Definicdo da dose a ser usada na exposi¢do aguda pelo dimetoato

Neste trabalho foi utilizada a dose de dimetoato baseada no valor da DLsg
encontrada por Aupinel et al. (2007) de 193 ug i.a./larva descrita para larvas A.
mellifera europeia. Sendo assim, de uma solucdo com concentracdo 1.000 ng/pL

realizou-se uma cascata de diluicdo para obter a concentragédo de 200 ng i.a./jL.
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O dimetoato foi obtido da empresa Sigma—Aldrich, com 99,4% de pureza. A
solugdo estoque foi preparada na concentragdo de 1.000 ng/pL, em solvente de
agua e acetona (1:1) devido a baixa solubilidade dessa molécula em agua. Esta
solucéo foi mantida em frasco totalmente escuro e em freezer comum (-15°C) a fim
de evitar a degradacdo do composto e a evaporacao do solvente antes de realizar
as diluigdes.

No quarto dia, as larvas foram expostas, com a ajuda de pipeta automatica,
através de 1 pl/larva as doses 200 ng i.a./uL/larva (Figura 11) de dimetoato via
contato (Figura 10A), direto no tegumento a fim de testar a faixa de sensibilidade do
principio ativo. O mesmo procedimento foi realizado para o controle com agua e

agua + acetona, utilizou-se 24 larvas para cada grupo experimental (Figura 11).

Figura 11. Concentracdo do dimetoato utilizada para exposicao de larvas de A.
mellifera, juntamente com a identificacdo da placa do grupo exposto e controle.
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3.4. Andlise do desenvolvimento pés-embrionario e morfologia externa

dos individuos expostos ao fipronil

Foi observada a mortalidade acumulada ap0s a exposicdo aguda entre os
dias 5 (D5) e 7 (D7) do experimento, totalizando 72 horas; e também a emergéncia
de individuos entre os dias 16 (D16) e 18 (D18) ap6s a eclosdo do ovo
(MICHELETTE e SOARES, 1993; NUNES-SILVA et al., 2006)
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Para avaliar as deformac@es foram realizadas observacdes nas fases de pré-
pupa até a pupa de olho marrom com pigmentacao da cuticula (Pbd) (MICHELETTE
e SOARES, 1993). Durante as observagdes os individuos anbémalos foram
fotografados em estereomicroscopio e contabilizou-se a incidéncia das anomalias

nas diferentes fases do desenvolvimento pupal.

3.5. Anédlises estatisticas da taxa de mortalidade, incidéncia de
anomalias e taxa de emergéncia

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 3
tramentos (20, 5 e 0.5 ng i.a./uL) e controle (Agua e agua com acetona); com 3
parcelas (repeticoes).

Para a andlise dos resultados, foi feito o teste de variancia (ANOVA, teste F)
e posteriormente o test t de Student (p<0,05), através do programa Assistat versao
7.7 beta (SILVA, 2014).

3.6. Coleta das pré-pupas (PP)

Os individuos foram coletados no dia 9 (D9) do experimento. O método
escolhido para a coleta de pré-pupas (PP), no controle e no tratamento agudo com
dimetoato foi realizado com base na classificacdo de Michelette e Soares (1993) e

Nunes-Silva et al. (2006) para o desenvolvimento ontogenético de A. mellifera.

3.7. Andlise Morfolégica

3.7.1. Inclusdo em historesina

Os individuos (pupas anémalas e pré-pupas (PP)) foram anestesiadas por
resfriamento a 4°C por alguns minutos e transferidas para uma placa de Petri a
temperatura ambiente contendo solucéo de fixacdo (paraformaldeido 4% em tampao
fosfato de sédio 0,1M — pH 7,4). Em seguida, foi realizado um corte longitudinal ao
longo de todo o tegumento dorsal para penetracdo do fixador. Depois, os individuos
de cada grupo (n= 2 para cada grupo) foram imersos em paraformaldeido 4% a 4°C
por 48h. Posteriormente, o material foi lavado trés vezes em tampéao cacodilato 0,1M
por 30 minutos (Silva-Zacarin et al., 2012) e desidratado em banhos de solucdes
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alcodlicas de concentragcfes crescentes de 15%, 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% e
100% por 1 hora cada, sendo a ultima concentracdo realizada por duas vezes
consecutivas. Apoés este procedimento, o material foi incluido em historesina Leica, e
foram feitas seccbes com 6,0 pum de espessura em micrétomo da Leica
Microsystems® com navalha de tungsténio. As secc¢des histolégicas obtidas foram

estendidas em laminas de vidro, e secas a temperatura ambiente.

3.7.2. Técnica Hematoxilina e Eosina (HE)

As laminas contendo as seccdes histologicas foram submetidas a coloragéo
de Hematoxilina-Eosina (HE) (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983). Inicialmente as
laminas contendo as secc¢des histoldgicas foram hidratadas em agua destilada,
durante 1 minuto, posteriormente coradas em hematoxilina durante 10 minutos,
lavadas em &gua e, em seguida, coradas em eosina durante 5 minutos. Ao final, as
seccdes histolégicas foram lavadas em agua para retirar o excesso do corante. Apés
secas, as laminas foram montadas, analisadas e fotodocumentadas ao microscépio
de luz. Nesta ultima etapa, utilizou-se o programa Stchiff do microscopio Leica® -

DM1000 para realizar a concatenacgéo das fotos do material analisado.

3.8. Analise histoquimica

3.8.1 Azul de Bromofenol

A técnica de Azul de Bromofenol foi utilizada para deteccdo de proteinas
totais (PEARSE, 1985). As laminas contendo as secc¢fes histoldgicas das pré-pupas
(PP) foram inicialmente coradas com solugédo de Azul de Bromofenol a temperatura
ambiente durante 2 horas, sendo em seguida banhadas em solucdo aquosa de
acido acético 0.5%, durante 5 minutos. Logo apés, as laminas foram lavadas em
agua corrente por 5 minutos. Em seguida, foram secas e montadas em Entelan

(resina).

3.8.2. Acido Periédico de Schiff (PAS)
A técnica de coloracdo por PAS (Acido Periédico de Schiff) (PEARSE, 1956),
permite a deteccdo de glicoconjugados neutros. As laminas contendo as seccodes

histologicas das pré-pupas (PP) foram inicialmente colocadas em acido periédico por
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10 minutos, seguido de &agua corrente durante 5 minutos. Em seguida, foram
submersas em reagente de Shiff por 1 hora na auséncia de luz. Posteriormente,
essas laminas foram lavadas em agua corrente por 30 minutos. Em seguida, foram

secas e montadas em Entelan (resina).

3.8.3. Reacgéo de Feulgen

A técnica da reacéo de Feulgen (FEULGEN e ROSSENBECK, 1924), permite
a deteccdo de DNA, por meio de duas etapas. Inicialmente foi feita a hidrolise acida,
com HCI 4N, para remocdo das bases puricas (A e G), e por fim liberagdo do
grupamento aldeido para reagir com o Reativo de Schiff. Apds 1:30h na solucdo de
HCI, as laminas passaram na agua corrente e 0 excesso de agua foi removido, em
seguida as seccOes histoldégicas permaneceram em reagente de Shiff por duas
horas. Os radicais aldeidos ligam-se ao reativo de Schiff restaurando o grupamento
cromoéforo da molécula, produzindo um composto corado (magenta). Em seguida,

foram secas e montadas em Entelan (resina).

4. RESULTADOS

4.1. Frequéncia de mortalidade e anomalias a exposic¢ao do fipronil

Ao comparar os quatro grupos (controle, 20, 5 e 0.5 ng i.a./uL/larva) quanto as
médias da mortalidade larval (Tabela 3), constatou-se que nao houve diferenca
significativa (p>0,2045) (Tabela 3) segundo o ANOVA (teste F; 1,9226) e o teste t
de Student a 5% de probabilidade.

Tabela 3. Analise de variancia (teste F) e valores médios da mortalidade larval
individuos expostos com fipronil.

Médias de tratamento F P
Controle 3.66667 a 1,9226 ns | 0.2045

207 7.33333 a

5% 4.00000 a

0,5" 6.00000 a

ng i.a./uL/larva.

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de T ao nivel de
5% de probabilidade.

ANOVA (Teste F) & ns= néo significativo (p>= 0,05).
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No entanto, para a variavel das anomalias pupais, houve diferenca significativa
(teste t de Student; p<0,0349 e teste F; 4.7347 ) (Tabela 4) entre o grupo controle e
os tratamentos com 20 e 5 ng i.a./uL/larva (Tabela 4), que diferiram também do
tratamento com 0.5 ng i.a./uL/larva (Tabela 4). Este resultado confirma o efeito
negativo no desenvolvimento das abelhas a exposicéo de larvas ao fipronil.

Tabela 4. Analise de variancia (teste F) e valores médios das anomalias na fase
pupal em larvas tratadas com fipronil.

Médias de tratamento F P
Controle 0.33333 ¢ 4.7347 * | 0.0349
207 5.33333 a

5% 4.33333 ab
0.5" 0.66667 bc

ng i.a./uL/larva.

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de T ao nivel de
5% de probabilidade.

ANOVA (Teste F) = * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0.05).

Na fase de pupa, a presenca de individuos com pigmentacdo na parte
superior e inferior do corpo, malformacao na cabeca e sem membros (Figura 13L) foi
a anomalia mais comum, que ocorreu frequentemente na dose de 20 ng
i.a./uL/larva. Em todas as concentracdes (20, 5, 0.5 e 0 ng i.a./pL/larva) ocorreram
anormalidades como: pupa de olho rosa (Pp) e pupa de olho branco (Pw) com
malformacdo dos membros (Figura 13D, 13F e 13J), tendo formado os olho e
continuado com corpo larval (Figura 13H), porém as frequéncias variaram de acordo

com a dose aplicada (Tabela 4).

Na tabela 5 é possivel observar que houve diferenca significativa na taxa de
emergéncia (teste t de Student; p<0.0413 e teste F; 4.4162), entre 0 grupo controle e
os tratamentos com 20 e 5 ng i.a./ul/larva (Tabela 5), diferindo também do

tratamento com 0.5 ng i.a./yL/larva (Tabela 5).
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Tabela 5. Analise de variancia (Teste F) e valores médios da taxa de emergéncia
em individuos expostos com fipronil.

Médias de tratamento F P
Controle 14.66667 a 44162 * | 0.0413
207 0.00000 b
5% 3.00000 b
0.5" 9.00000 ab

*ng i.a./uL/larva.

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o teste de T ao nivel de
5% de probabilidade.

ANOVA (Teste F) >* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0.05).

4.2. Andlise do desenvolvimento ontogenético e morfologia externa dos

individuos expostos ao fipronil

Nesta analise observaram-se diversas anomalias e graus de frequéncia,
durante a metamorfose em A. mellifera. Atentou-se para a posi¢do dos individuos
andmalos dentro das cupulas; elas ficavam deitadas no fundo do recipiente,
enquanto que as normais ficavam em pé (Figura 13A, 13C, 13E, 13G, 13l), como em
condicbes naturais (Figura 15). As anomalias mais frequentes durante o
desenvolvimento pupal foram: pupa de olho branco (Pw) anémala com malformacéo
na cabeca e sem formacdo de membros (Fig. 13D); pupa de olho rosa (Pp) anbmala
sem formacédo dos membros (Fig. 13F); pupa de olho rosa (Pp) anémala sem
formacdo de membros, com olho e corpo de larva (Figura 13H; 14A e 14B); pupa de
olho rosa escuro (Pdp) andmala sem formacdo de membros (Fig. 13J); pupas
andmalas com pigmentacdo na parte superior e inferior do corpo, malformacao na

cabeca e auséncia membros (Figura 13K).
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Figura 13. A e C. Pupa de
olho branco (Pw) normal
(controle); B. Pupa de olho
branco (Pw) deitada no
fundo da capula; D. Pupa de
olho branco (Pw) anémala
com ma formagdo na
cabeca e sem formacédo de
membros (seta); E e G.
Pupa de olho rosa (Pp)
normal; F. Pupa de olho
rosa (Pp) anbmala sem
formagcdo dos membros
(seta); H. Pupa de olho rosa
(Pp) anémala sem formacéao
de membros, com olho e
corpo  de larva (seta
vermelha); I. Pupa de olho
rosa escuro (Pdp) normal; J.
Pupa de olho rosa escuro
(Pdp) an6mala sem
formacdo de membros; K.
Pupas andbmalas com
pigmentacao na  parte
superior e inferior do corpo,
ma formacdo na cabeca e
sem membros; L. Detalhes
de pupas anbmalas
evidenciando a cabecga
(circulo vermelho) e o
abdome deformado (seta
larga preta). Barra: 1 mm.

25
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Figura 14. A. Pupa de olho rosa com corpo de larva; B. Aumento do corpo da pupa
com anomalias morfolégicas, evidenciando o olho e abdémen.

Figura 15. Morfologia externa de pupas de olho rosa (Pp) de A. mellifera criadas em
condic¢des naturais. Em detalhe, seus apéndices.

Antenas

Aparelho

Aparelho e

bucal

Lancetas do
ferrao

Fonte: Modificado de STAROSTA, 2007; RAMOS e CARVALHO, 2007.



27
SILVA, CA.S. 2014

4.3. Morfologia interna das pupas anémalas

Nas figuras 16 e 17 foi realizada a concatenacao das seccdes histoldgicas de
pupas andmalas contaminadas com fipronil. A figura 16 evidencia uma anomalia
recorrente em pupa de olho rosa (Pp): cabeca e térax de pupa e abdome de larva:
esses individuos possuem cuticula larval pouco espessa recobrindo a cuticula pupal,
presenca de apéndices ndo evertidos, o ventriculo e os tubulos de Malpighi estdo
em inicio do processo de degeneracdo metamorfica, porém fezes podem ser
observadas no lumen ventricular. Pode-se observar também endcitos periviscerais
larvais presentes e trofocitos esparsos (tipicos da fase pupal), desenvolvimento do
tecido muscular de adulto. As anomalias em pupas de A. mellifera afetam a
passagem de um instar para outro, como estagio larval para o pupal, uma vez que
essa fase é marcada pela desobstrucao intestinal e consequente defecacdo, o que

nao foi observado nos presentes resultados.

Figura 16. Concatenagcdo de Pupa
de olho rosa (Pp) anémala. Cab.Pp.
cabeca de pupa de olho rosa;
Tor.Pp. térax de pupa de olho rosa;
Ab.l. abdémen de larva; ClI.
cuticula larval; Cp. cuticula pupal,
Ap.e. apéndices pouco evertidos;
Int.p. Intestino posterior; Exc. fezes;
Cg.v. endcitos e trofocitos do corpo
gorduroso visceral larval; Msc.a.
desenvolvimento do tecido muscular
de adulto; Cer. cérebro
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A figura 17 evidéncia uma anomalia em que o individuo possuia corpo de
larva com olho rosa: olho em desenvolvimento e pigmentado, possui a regido da
cabeca e dos apéndices com cuticula larval e cuticula da pupa, enquanto que a
regido abdominal possui somente a cuticula larval; o ventriculo e os tabulos de
Malpighi estdo em inicio do processo de degeneracdo metamorfica, porém hé fezes

no limen ventricular.

Figura 17. Concatenagdo Pupa
de olho rosa (Pp) anémala. Cab.
cabeca de larva; Ape.
Apéndices; CI. cuticula larval;
Cp. cuticula da pupa; Ab.l
abdome de larva; Cg.v. endcitos
e trofocitos do corpo gorduroso
visceral; Int.p. Intestino posterior;
Exc. fezes; Cer. Cérebro; Cel.n.
espacamento de células
necrosadas.




29
SILVA, CA.S. 2014

4.4. Analise morfolégica

4.4.1. Analise da concatenacao de secc¢des histoldgicas de pré-pupa (PP)

expostas ao dimetoato

Nesta técnica foi possivel realizar a concatenacdo das seccdes histologicas de
pré-pupas de A. mellifera africanizada (Figura 18), para visualizar panoramicamente
0 organismo. Em comparagdo ao grupo controle (Figura 18A), a morfologia dos
orgaos de pré-pupas (PP) de A. mellifera mostrou-se alterada no grupo exposto
(Figura 18B). No controle observam-se os apéndices da cabeca (antenas) e do torax
(pernas), um estreitamento separando mesossoma e metassoma, maior volume de
células (corpo gorduroso) em todo individuo, inclusive na cabecga (cérebro) (Figura
4A), enquanto que em pré-pupas expostas ao dimetoato (Figura 18B) a distribuicdo
de células pelo corpo apresentaram-se irregulares, com diversos espagamentos e

nao se observou apéndices da cabeca e os toracicos formados (Figura 18B).

Figura 18. Concatenacdo das seccfes histolégicas coradas com HE dos érgdos de
A. mellifera. Comparacdo morfolégica entre pré-pupas (PP) de abelhas do grupo
controle (A) e expostas ao dimetoato (200 ng i.a./uL/larva) (B). ant: antena; p:
pernas; Cg.v: corpo gorduroso parietal; cer: cérebro.
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4.4.2. Analise do Corpo Gorduroso de pré-pupa (PP)

Nas figuras 19E e 19G (controle) mostram os trofdcitos, células com
morfologia tipicamente de células de reserva, pois é possivel observar vacuolos, em
forma, tamanho e quantidades variaveis, predominante em toda a regido
citoplasmatica. Os nucleos geralmente sdo esféricos e centrais em relacdo aos
limites celulares, porém, as vezes o0s vacuolos chegam a comprimi-los contra a
membrana plasmética deixando-os marginais. Esse fato deve-se ao acumulo de
substancias no interior dos vacuolos dos trofécitos, gerando vacuolos coalescentes,
ou seja, a fusdo de um ou mais vacuolos.

A figura 19A, 19B, 19C e 19D também mostram a dispersdo dos endcitos e a
dispersao deles entre os trofécitos (Cg.v) na camada visceral. Os trofécitos do grupo
controle apresentam limites celulares muito bem definidos (Figura 19G), assim

como, nucleo e citoplasma (Figura 19G), porém, o grupo exposto apresenta sutil
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diferenca, com nucleos irregulares dos trofocitos, bem maior em relagdo ao
citoplasma (Figura 19H).

No grupo exposto com dimetoato ndo ha homogeneidade na distribuicdo das
células do corpo gorduroso visceral, com grandes espacos intercelulares (Figura
19B e 19D). No grupo controle as células estdo mais intimamente associadas
(Figura 19A e 19C).

A musculatura segmentar também se mostrou alterada no grupo exposto
(Figura 19B, 19D, 19F e 19H) ndo acompanhando o tegumento (Figura 19B e 19D);
as fibras musculares se apresentaram mais curtas, com o padrao de estriacdo

desorganizados, onde se encontram os nucleos desarranjados (Figura 19F).

Figura 19. Seccdes histologicas coradas com HE. Comparacdo morfolégica entre
dos 6rgaos de pré-pupas de A. mellifera do grupo controle (A, C, E e G) e expostas
ao inseticida dimetoato (200 ng i.a./uL/larva) de forma aguda (B, D, F e H). Observa-
se 0 teg: tegumento; ms: muasculo segmentar; seta: musculo segmentar
desarranjado; Cg.v: corpo gorduroso visceral; estrela: espacamentos intercelulares;
va: vacuolos; trf: trofécitos; en: endcitos; n: nucleo; losango: ndcleo grande e
irregular, ur: urocito.
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4.5. Analise histoquimica

45.1. Azul de Bromofenol

Neste teste, o corpo gorduroso do grupo exposto (Figura 20B e 20D) e do
grupo controle (Figura 20A e 20C) reagiu positivamente, corando-se em azul escuro.
Observou-se também o acumulo de granulos proteicos (deteccdo de proteinas
totais) nos dois grupos. Entretanto, ha presenca de areas negativas ao Azul de
Bromofenol, provavelmente sdo as areas de vacuolos citoplasmaticos com lipidios.

No grupo exposto (Figura 20B e 20D) constatou-se distanciamento entre 0s
trofocitos e a presenca de pequenas células do sistema imunitario, conhecidas como
hemacitos (Figura 20D). Em relagdo aos endcitos ndo foram detectadas alteragctes
em nenhum dos grupos de tratamento comparado ao grupo controle (Figura 20A e
200C).

Nesta técnica pode-se constatar alta quantidade de granulos de proteinas
(Figura 20B e 20D) no grupo exposto, bem como de goticulas lipidicas, que deverédo
ser comprovadas por testes adicionais.

Figura 20. Testes histoquimicos pela reacdo do Azul de Bromofenol no corpo
gorduroso de pré-pupas de A. mellifera. Células do grupo controle (A e C) e do
grupo exposto ao dimetoato (200 ng i.a./pL/larva) (B e D). Observa-se: trf: trofocitos;
en: endcitos; seta: hemacitos; estrela: espacamentos intercelulares, va: vacuolos.
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4.5.2. Acido Periédico de Schiff (PAS)

No corpo gorduroso do grupo exposto ao dimetoato (Figura 21B e 21D) e do
grupo controle (Figura 21A e 21B) o citoplasma dos trofécitos apresentaram regides
positivas, indicando acumulo de glicogénio e glicoconjugados neutros nos granulos,
por meio da deteccio histoquimica com Acido Periodico de Shiff (PAS). O acimulo
de glicogénio é comum nos trofocitos, o que pode ser visualizado pela granulagéo
fina PAS-positiva. Entretanto, no grupo exposto (Figura 21B e 21D) observou-se
maior quantidade de células do corpo gorduroso que apresentaram reacao
fortemente positiva o PAS por todo o citoplasma do trofécito, adquirindo uma
coloracdo purpura mais escura (Figura 21B e 21D), o que evidencia maior

concentracéo de polissacarideos.
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Figura 21. Testes histoquimicos pela reacdo PAS de érgaos de pré-pupas de A.
mellifera do grupo controle (A e C) e exposto ao dimetoato (200 ng i.a./uL/larva ) (B
e D). Observa-se: trf: trofécitos; en: endcitos; teg: tegumento; ur: urécito; triangulo:
evidenciando coloracdo mais escura; va: vacuolos.

4.5.3. Reacao de Feulgen

A técnica de Feulgen permitiu identificar que as pré-pupas do grupo exposto
(Figura 22B e 22D) apresentaram cromatina mais condensada e maior frequéncia de
ndcleos irregulares em relacdo ao controle (Figura 22A e 22C), o que indica maior

area de troca entre o citoplasma e o nucleo (atividade nuclear).
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Figura 22. Testes histoquimicos pela reacado de Feulgen contracorada com Schiff do
corpo gorduroso de pré-pupas de A. mellifera. Abelhas do grupo controle e (B e D) e
abelha tratada ao dimetoato (200 ng i.a./uL/larva) (A e C). Observa-se: teg:
tegumento; trf: trofécitos, en: endcitos; n: nucleo; seta: ndcleos ramificados; va:
vacuolos.

5. DISCUSSAO

5.1. Efeitos do fipronil

No presente estudo, nos verificamos que quando houve aplicacdo ou contato
das larvas de A. mellifera africanizada com doses do defensivo agricola fipronil,
obteve-se baixa taxa de mortalidade, mesmo nas concentracdes mais elevadas.
Esses dados nos sugerem que as larvas de abelhas sdo mais tolerantes ao
inseticida que as abelhas adultas.

Pereira (2010) e Roat et al. (2013) determinaram o valor da DLsy para
operarias de A. mellifera africanizada de 1,9 ng/abelha e 1,0 ng/abelha,
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respectivamente. Pereira (2010) constatou que a DLsy do Fipronil € o mais baixo
valor entre os diversos ingredientes ativos testados (tiametoxam o valor de 17
ng/abelha e acetamiprido o valor de 9.300 ng/abelha). Dessa forma, o fipronil
apresentou uma toxicidade 4.895 maior que o acetamiprido e 8,9 vezes maior que o
tiametoxam. Porém, mesmo o fipronil apresentando alta toxicidade aos individuos
adultos, no presente trabalho, isso néo foi verificado, ou seja, as larvas de A.
mellifera africanizada ndo demonstraram mortalidade para doses que sao
extremamente toxicas para as adultas.

Segundo o trabalho realizado por Yang et al. (2012), a dose de imidacloprido
capaz de matar 50% das larvas de operarias de A. mellifera foi de aproximadamente
1400 ng/larva. Esta dose é muito maior do que as encontradas na literatura para as
abelhas adultas, as quais compreendem o valor de 3,7 a 80,9 ng/abelha (SCHMUCK
et al., 2001; NAUEN et al., 2001; SUCHAIL et al., 2004; ROSSI et al., 2013).

Corroborando os dados desse trabalho, estudos desenvolvidos pelo nosso
grupo de pesquisa com o0s inseticidas tiametoxam e imidacloprido também
mostraram essa resposta diferenciada das larvas aos defensivos agricolas
(TAVARES et al., 2013; SOARES et al., 2014).

Essa tolerancia pode ser explicada pela presenca do corpo gorduroso bem
desenvolvido das larvas (CONTE; CRUZ-LANDIM, 1992; CRUZ-LANDIM, 2009). O
corpo gorduroso é um local de desintoxicacdo, e pelo fato do fipronil ser um
composto moderadamente lipofilico (GUNASEKARA e TROUNG, 2007; ALVES,
2010), este poderia entrar nos trofdcitos e ser metabolizado. Essa metabolizacdo do
inseticida no corpo gorduroso da larva poderia atrapalhar a chegada do composto ao
seu alvo no sistema nervoso. Além disso, o fato das estruturas cerebrais estarem em
formacdo nas larvas também pode contribuir com a diminuicdo do potencial
neurotdxico do inseticida (SOARES, 2014).

Supde-se que o corpo gorduroso também esteja relacionado com a alta taxa
de anomalias apresentada por individuos expostos ao fipronil no desenvolvimento
larval. Segundo Martins (2012) esse tecido possui proteinas relacionadas ao
transporte de hormdénios importantes para o processo de metamorfose.

O tecido basico encontrado no abdome de larvas e pré-pupas de abelhas é o
corpo gorduroso. Sendo constituido principalmente por dois tipos celulares:

trofocitos, com diferenciacbes funcionais, e 0os endcitos. As células deste tecido



38
SILVA, CA.S. 2014

possuem ampla plasticidade, o que € demonstrado pelas mdultiplas fun¢gbes que
desempenham, e pelo fato do corpo gorduroso ser alvo dos hormonios
morfogenéticos dos insetos (LOCKE, 1998; OLIVEIRA, 2005; CRUZ-LANDIM, 2009).

Jenkins et al. (1992 apud ELIAS-NETO, 2008) constaram que ao cultivar
Aedes aegypti em condicdes laboratoriais, houve sintese de novo ecdisteréides no
abdomes destes organismos e, propuseram a presenca de fonte abdominal desses
hormdnios uniformemente distribuida.

Segundo Barbosa-Hetem et al. (1998) o aumento dos titulos de 20-
hidroxiecdisona (20E) induz maior acumulo de granulos proteicos nos trofécitos do
corpo gorduroso de A. mellifera cultivados em condicdes laboratoriais, e que ha uma
relacdo deste horménio com o final da fase larval dos insetos (LOCKE et al.,1965,
MONGELLI, 2013).

Além de atuar na aquisi¢cdo de granulos proteicos nos trofdcitos, os titulos de
ecdisona e de HJ em A. mellifera estao relacionados com a determinacao das castas
nesta espécie de abelha. Na larva da rainha o aumento progressivo do titulo de
ecdisterdide comeca entre o terceiro e quarto instares, mas em abelhas operaria ele
comeca apenas na fase de tessitura do casulo, no 5° instar larval (RACHINSKY et
al., 1990; FEUDLAUFER et al., 1985). Portanto, o pico de ecdisterdide na larva de
rainha é responsavel pelo encurtamento do tempo de desenvolvimento, o que néo
acontece na larva de operaria (MONGELLI, 2013).

Dentre as diversas formas de HJ (HJ 0, HJ I, HJ Il e HJ Ill, HJ B3, MF)
detectado nos insetos, o Unico tipo presente nas abelhas é HJ Il (TRAUTMANN et
al., 1974; HUANG et al., 1991). O HJ é sintetizado por um par de glandulas do
complexo retrocerebral comandado pelo sistema nervoso central e localizado no
térax, denominada corpora allata (CA) (GILBERT et al., 2000) e que também inclui
as glandulas prototoracicas, onde os ecdisterdides sao produzidos (NIJHOUT e
WHEELER, 1982; De WILDE e BEETSMA, 1982; REMBOLD, 1987b; RACHINSKY
et al., 1990; SCHMIDT-CAPELLA e HARTFELDER, 1998, LOTERIO, 2011). Como
constatado neste estudo, a maioria dos individuos anémalos havia formado o térax,
gue esta relacionado ao local de producéo do HJ nesses individuos.

Além disso, o HJ atua no controle do estoque de granulos proteicos pelos
trofocitos, tendo relacdo na produgdo e também no controle dos niveis da proteina

ligante de HJ na hemolinfa, tendo seu pico de sintese em larvas de operarias no
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meio do estagio do 5° instar (ADAMSKI et al.,, 1996; RACHINSKY et al., 1990;
TAUCHMAN, 2007). Os horménios ecdisterbides estdo envolvidos na passagem de
larva a adulto (processo metamorfico), de forma que ao final do 5° instar em larvas
de operarias, os titulos de ecdisterdide comecam a aumentar (RACHINSKY et al.,
1990). Os nossos resultados indicam que os individuos ndo estdo completando a
muda do ultimo instar larval provavelmente por manter um titulo mais alto de HJ na
regido abdominal, e ndo realizar a ativacdo dos genes pupais pela ecdisona e
consequentemente, 0os genes do adulto ndo passam a se expressar (NIJHOUT e
WHEELER, 1982, NOCELLI, 2003).

Outra hipétese para a ocorréncia de anomalias em pupas de A. mellifera
cotaminas pelo fipronil na fase larval, esta relacionada com a producao do HJ pela
corpora allata (CA) (GILBER et al., 2000) sendo esta estimulada e controlada pelo
neuro-hormonio protoracicotropico (PTTH) (BOLLENBACHER et al., 1981). Quando
o HJ é liberado na hemolinfa e alcanga um alto nivel (estimula e mantém o
funcionamento dos genes responsaveis pelas caracteristicas larvais)
(WIGGLESWORTH 1965; GADE et al., 1997) ele participa de uma reagdo de
feedback negativo, que regula a producdo deste e outros horménio (Figura 23).
Pressupde-se que, pelo fipronil ser um composto neurotoxico, ele esteja agindo no
feedback e n&o permitindo a ocorréncia da inibicdo da producéo do HJ pelo PTTH
(Figura 23). Essa interferéncia do fipronil pode afetar de alguma forma, ainda néo
elucidada, negativamente a regulacéo e liberacdo de ecdisterdides pelas glandulas
protoracicas (Figura 23), essas responsaveis por produzir o horménio de muda
(mudanca na fisiologia larval e no comportamento) denominado ecdisona (20E)
NIJHOUT e WHEELER, 1982; DE WILDE e BEETSMA, 1982; REMBOLD, 1987b;
RACHINSKY et al., 1990; SCHMIDT-CAPELLA e HARTFELDER, 1998).



40
SILVA, CA.S. 2014

Figura 23. Esquema representando 0 processo neuro-endocrino  no
desenvolvimento nos insetos e a possivel a¢ao do fipronil (neurotoxico).
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Os resultados evidenciaram que os individuos anémalos mesmo estando em fase
de pupa, possuiam cuticula larval. Resultados estes, que corroborados pelos nos
estudos de Denneulin et al. (1977), que evidenciaram que os pesticidas podem atuar
como inibidor da sintese de quitina reduzindo assim, a producédo de polissacarideos,
0 que consequentemente induz perturbacdes na formacgéo da cuticula (MONGELLI,
2013). Entretanto ndo ha relatos na literatura sobre esse efeito do fipronil em larvas
de abelhas.

Além disso, durante o periodo larval, a presenca do hormdnio juvenil,
juntamente com a ecdisona, induz as células epidermais a produzirem cuticula
larval. Quando ocorre a reducdo do hormdnio juvenil circulante, no final do periodo
larval, acontece a metamorfose e a pupacdo (WIGGLESWORTH, 1985; NOCELLI,

2003). Logo, intensa sintese de nova cuticula € necesséaria antes da apdlise da
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cuticula larval que ocorre na pré-pupa. Porém, no presente trabalho foi observado
pupas andémalas com cuticula de larva, ndo ocorrendo a apolise necesséaria da

cuticula no processo metamorfico.

Outro resultado importante encontrado no presente estudo é a evidente a
diminuicdo da taxa de emergéncia em individuos de A. mellifera expostos ao fipronil
na fase larval. Esse dado corrobora com pesquisas recentes que expdem
preocupacdao e discutem a relacdo da contaminacao das larvas por pesticidas com a
diminuicAo da produtividade nos apiarios comerciais localizados nos agro-
ecossistemas (CHAUZAT et al., 2006).

5.2. Efeitos do dimetoato

O sistema nervoso € o alvo do dimetoato, porém, sua absor¢cdo pode ser
facilmente realizada por todos os tecidos do organismo, podendo atingir em altas
concentracfes, 0rgdos responsaveis pela metabolizagcdo de xenobidticos, como o
corpo gorduroso em abelhas. Em vista dos poucos estudos sobre acgfes do
dimetoato no desenvolvimento ontogenético de A. mellifera ha necessidade de se

conhecer os efeitos desse i.a. nos 0rgaos desta espécie de abelha.

Neste trabalho pode-se observar que individuos expostos ao dimetoato na
fase larval ndo apresentaram em pré-pupa o desenvolvimento de discos imaginais,
gue vao originar as pernas, antenas e outros apéndices. Os mesmos resultados
foram encontrados por Atkins e Kellum (1986), que verificaram que dimetoato e
malatiom podem causar defeitos morfogénicos em adultos de A. mellifera expostos
na fase de larva, tais como pequeno tamanho do corpo, malformac¢éo ou diminuicao

do tamanho das asas, deformacao das pernas e das asas.

Os discos imaginais sdo grupamentos de células embrionarias
indiferenciadas, derivadas de uma pequena populacdo de células fundadoras no
embrido, que funcionam, segundo Gehring e Nothiger (1973), como grupos
especiais de células que foram determinadas geneticamente durante o periodo
embrionario, mas que foram reservadas para desempenhar seu papel, no
desenvolvimento, apenas numa fase posterior. Svacha (1992), no entanto, questiona

a postulada caracteristica de células indiferenciadas para os discos imaginais, uma
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vez que, trabalhando com os discos imaginais antenais de Bombyx mori, verificou
gque 0S mesmos sdo parte integrante do corpo da larva, e ndo um grupo
indiferenciado de células, esperando o inicio da metamorfose para se manifestarem,
tendo, inclusive, atividade secretora, produzindo cuticula. Para Rachinsky et al.
(1990) o desenvolvimento dos discos imaginais, € controlado pelos niveis de
hormonio juvenil circulante, que pode estar relacionado com o0 CG (NOCELLI, 2003).

Assim como em condicfes naturais, neste estudo as pré-pupas do grupo
controle apresentam pequenos pontos translicidos com localizacdo fixa. Divisdes
celulares promovem o crescimento dos discos durante a fase larval (NEVES, 1984,
OBERLANDER, 1985; NOCELLI, 2003).

Além da participacdo dos hormdnios relacionados com a metamorfose no
desenvolvimento dos discos imaginais, o horménio 20-hidroxiecdisona (20E),
guando em titulos maiores, atua nos trofécitos do corpo gorduroso de A. mellifera
induzindo aumento de granulos proteicos e vacuolos citoplasmaticos (BARBOSA-
HETEM et al., 1998; GALLUZZI et al., 2012), que foram evidenciadas nos resultados
deste estudo.

Os tecidos pupais refletem a complexidade do processo de metamorfose que
as larvas sofrem para atingir a fase adulta. Orgdos como o intestino e a musculatura
passam por processos de reestruturacdo. Sabe-se que ao final do estagio larval é
comum e necessaria a ocorréncia de morte celular programada no corpo gorduroso
visceral e outros 6rgdos dos insetos, e pouco antes da pupacdo as células que
compdem o corpo gorduroso tém sua morfologia alterada (CRUZ-LANDIM, 2009;
LIU et al., 2009), o que pode explicar os trofdcitos esparsos sendo caracteristicos da
fase pupal em abelhas e observados neste estudo na fase larval.

A hipGtese para as larvas expostas com o dimetoato estarem com
caracteristicas histolégicas de pupas, quando estdo na fase de pré-pupa, ou seja,
adiantando o seu desenvolvimento, seria que o inseticida em doses mais baixas
pode estar afetando sua metamorfose, pois no final desta fase € normal o inicio da
degeneragdo de alguns 6rgdos. O dimetoato poderia estar ativando o sistema de
desintoxicacao celular pelas enzimas carboxilesterases e, por essa via, ocasionar a
hidrolise do HJ. Sabe-se que tais enzimas podem hidrolisar o0 HJ apenas se este
estiver disponivel na hemolinfa (HAMMOCK et al., 1975). As carboxilesterases agem

no metabolismo de inseticidas (HASHIMOTO et al., 2003) e de lipidios endégenos
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(YANG et al.,, 2001). Nos insetos, tais enzimas ocorrem no corpo gorduroso, e
possuem também acdo de esterases, relacionando-se por isto a conversdo do HJ
em &acido diol, que passa a ser armazenado no corpo gorduroso, e desta forma
torna-se indisponivel na hemolinfa (HAMMOCK et al.,, 1975; MONGELLI, 2013).
Carvalho (2009) relata a ocorréncia do aumento na atividade das enzimas
carboxilesterases em adultos de A. mellifera expostos as doses subletais de
tiametoxam.

O trabalho realizado por Tavares (2011) para analisar o efeito do inseticida
tiametoxam em larvas de 5° instar de A. mellifera, prop6s que a substancia ativa a
hidrolise do HJ pelas carboxilesterases e, consequentemente, o aumento no titulo de
ecdisona, que segundo Gade et al., (1997) atua no aparecimento das caracteristicas
do adulto. Sendo que nesse trabalho, os resultados mostraram que as pré-pupas
analisadas expostas ao dimetoato possuiam caracteristicas de pupas, como
espacamento entre as células e a grande quantidade de proteinas.

O corpo gorduroso dos insetos pode ser comparado com as células hepaticas
dos mamiferos, pois ambas séo responsaveis por diversas funcdes essenciais para
a sobrevivéncia da espécie, além de realizarem importante papel no metabolismo de
proteinas, lipideos e carboidratos. As células desses tecidos, também servem como
sitios de armazenamento para muitos nutrientes, como a glicose e desintoxicam o
organismo (KUMAR e ANSARI, 1986). Esse processo de metabolizacdo e
desintoxicacdo realizado pelo corpo gorduroso das abelhas supbe-se que esteja
relacionado com a alta quantidade de glicogénio observada pela reacao citoquimica
de PAS nos grupos expostos com dimetoato neste trabalho.

Uma suposicao para esse resultado, é que a intoxicacdo pelo dimetoato pode
estar bloqueando a glicogendlise, sendo assim, provocando uma reducdo ou
suspensao das vias metabdlicas que degradariam o glicogénio (CORI e CORI,
1952). A inibicdo desse processo deixa inativa as rotas do metabolismo de
carboidratos, interrompendo diretamente a producdo energética do organismo
exposto (GAL et al. 1956; OMARA e SISODIA, 1990) e consequentemente
ocasionando o acumulo de glicogénio nas células do corpo gorduroso (trofécitos).

Ainda que existam indicios na literatura sobre a atuacdo dos enocitos no
processo de desintoxicacdo a xenobidticos, eles sdo baseados em dados

bioquimicos e ndo em dados morfolégicos. No entanto, sabe-se que respostas e
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efeitos bioguimicos precedem os efeitos fisiolégicos e morfolégicos, desta forma,
pode-se inferir que enzimas atuariam como possivel mecanismo de desintoxicacéo,
uma vez que alteracbes morfologicas foram detectadas (AZEVEDO et al., 2003;
MONGELLI, 2013).

A avaliacao histopatolégica dos trofdcitos e endcitos de pré-pupas (PP) de A.
mellifera, expostas na fase larval aos inseticidas, pode ser importante para
compreender a acdo destes compostos quimicos na larva e seus efeitos biolégicos
na metamorfose.

Nos resultados, atentou-se para a observacgao de diferentes tipos celulares nos
espacamentos entre os trofécitos e endcitos nos individuos expostos ao dimetoato.
Tais células sdo denominadas plasmatocitos, sendo o tipo celular mais frequente
dos hemacitos. Hemacitos sédo células de defesa encontradas nos invertebrados que
podem variar em numero e tipo, de espécie para espécie. Sabe-se que estas células
originam-se da mesoderme (NELSON, 1915; SHAFIQ, 1954; BRONSKILL, 1959;
FAROOGI, 1963) e, apds o desenvolvimento embrionario, novos hemacitos surgem
por divisdo celular dos pré-existentes (FEIR e MCCLAIN, 1968; FEIR, 1979). Essa
observacdo dos hemdcitos ocorre como resposta imunolégica dos individuos
expostos ao inseticida dimetoato.

Os dados deste trabalho sobre os efeitos bioldgicos da exposicdo de A.
mellifera africanizada a defensivos agricolas corroboram com a hip6tese que
relaciona a intoxicacao das abelhas como uma das diversas causas (acaros, fungos,
bactérias, virus e outros) da CCD, responsavel por perdas de mais de 45% das
colénias de A. mellifera nos Estados Unidos (COX-FOSTER et al., 2007) e, alta
mortalidade em algumas regides do Brasil (MALASPINA, dados pessoais). Sendo
assim, esse declinio na populacdo de abelhas pode causar prejuizos na cadeia da

polinizagéo realizada por esses insetos.


http://www.sciencemag.org/search?author1=Diana+L.+Cox-Foster&sortspec=date&submit=Submit
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6. CONCLUSOES

v O fipronil ndo induziu alteracao significativa na taxa de mortalidade larval em
individuos de A. mellifera africanizada;

v' A exposicao larval ao fipronil mostrou-se extremamente deletéria as pupas;

v' Houve baixa taxa de emergéncia de adultos expostos ao fipronil na fase
larval;

v" ApOs exposicdo ao dimetoato foram observadas caracteristicas da fase pupal
no corpo gorduroso de individuos d pré-pupa;

v' A exposicao larval de A. mellifera africanizada ao dimetoato indicou possivel
alteracdo no desenvolvimento ontogenético desses individuos;
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