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“ A persisténcia é o menor caminho do éxito”
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RESUMO

Os polinizadores sdo responsaveis pela polinizacdo de florestas tropicais e também tem acao
direta e indireta na alimentacdo humana. Dentre os polinizadores, sdo representados, em sua
maior parte pelas abelhas. Porém, estas contribui¢des vém sendo afetadas por diversos fatores,
dentre estes 0s agrotoxicos. Os inseticidas tiametoxam e fipronil, das classes dos
neonicotinoides e fenilpirazois, respectivamente, apresentam diversos efeitos negativos em
diferentes espécies de abelhas, inclusive alteragdes bioquimicas. Assim, 0 objetivo do trabalho
foi analisar, através de técnicas biogquimicas, a atividade das enzimas acetilcolinesterase
(AChE) e carboxilesterase (CaE) na cabeca e glutationa S-transferase no intestino de operarias
da espécie Melipona scutellaris, expostas aos inseticidas citados, de forma isolada e combinada.
Abelhas forrageiras foram coletadas e divididas em quatro grupos experimentais: Controle;
Controle acetona; CLso/2 (0,0226 ng i.a. tiametoxam/pL e 0,0056 ng i.a. fipronil/uL) e CLso/5
(0,00906 ng i.a. tiametoxam/uL e 0,0022 ng i.a. fipronil/uL) expostas oralmente, de forma
combinada e isolada, por 1, 6, 12, 24, 48 e 96 horas. Os cérebros e intestinos foram dissecados,
pesados e submetidos a solucdo de extracdo tampéo LS, macerados e centrifugados. As leituras
de absorbancia foram realizadas em comprimento de onda de 412, 410 e 340 nm,
respectivamente. Os dados foram analisados pelos testes Mann — Whitney e Kruskal — Wallis.
Os resultados mostraram a ocorréncia de alteragdes na atividade tecidual de AChE para o
inseticida fipronil com aumento em 1 hora (CLso/2 e CLso/5), queda em 6 horas (CLso/2 e
CLso/5) e 12 horas (CLso/2) e novamente aumento em 96 horas (CLso/2 e CLso/5). Para o
inseticida tiametoxam houve diminui¢cdo em 6 horas (CLso/2 e CLso/5), 12 horas (CLso/2) e 24
horas (CLso/5) e aumento em 96 horas (CLso/2 e CLso/5). Ja ha combinagéo destes inseticidas
observou-se diminuicdo da atividade de AChE CLso/2 (6 e 12horas) e CLso/5 (6 e 24horas) e,
aumento em CLso/2 e CLso/5 (96 horas). Ja para a atividade especifica obteve-se diminuigado
em 6 horas (Fipronil CLso/2 e CLso/5 e Combinado CLso/2), 48 horas (Tiametoxam CLso/5) e
96 horas (Fipronil CLso/2 e Combinado CLso/5). Para a atividade tecidual da enzima de
desintoxicacdo CaE-3 foram constatados os seguintes padrdes: Inseticida fipronil — diminuigéo
em 12 horas (CLso/2) e aumento em 96 horas (CLso/2) e combinado - diminuicdo da atividade
no grupo em CLso/5 (6 horas). Nao foram constatadas diferencas estatisticamente significativas
para 0 grupo exposto exclusivamente ao tiametoxam. J& para a atividade de GST o grupo
acetona obteve aumento em 1 hora de exposicdo; 0s grupos expostos ao inseticida fipronil
CLso/5 (1 hora), CLso/2 e CLso/5 (96 horas) obtiveram diminuigdo e aumento na atividade desta
enzima, respectivamente. Para o inseticida tiametoxam observou-se aumento na atividade em
6 horas (CLso/2 e CLso/5) e em 12 horas (CLso/5); para a combinag&o verificou-se aumento nos
grupos: CLso/2 (48 e 96 horas) e CLso/5 (6 e 12 horas). Com isto, podemos concluir que os
inseticidas, tanto de forma isolada como combinada, afetaram as enzimas analisadas, refletindo
em toxicidade destes individuos quando expostos a doses subletais; podendo ocasionar morte
dos individuos e desestruturacdo das colmeias, impactando o ecossistema.

Palavras-chave: agrotoxicos, abelhas sem ferrdo, biomarcadores, enzimas, toxicidade.



ABSTRACT

TITLE: Isolated and combined effects of the insecticides fipronil and thiamethoxam on the

brazilian bee Melipona scutellaris Latreille, 1811 (Hymenoptera, Apidae)

Pollinators are responsible for tropical forests polinization and also have direct and indirect
action on human feeding. The pollinators are majorly represented by bees. Even though, this
contribution has been affected by numerous factors, among them, agrochemicals. The
tiametoxam and fipronil insecticides, from neonicotinoides and fenilpirazois classes,
respectively, present numerous negative effects, including biochemical alterations, in different
bees species. Therefore, the aim of this paper was to analyze, through biochemical techniques,
acetilcolinesterase (AChE) and carboxilesterase (CaE) enzyme activities in the head and
glutationa S-transferase in the intestines of Melipona scutellaris worker bees, exposed to the
mentioned insecticides, combined and isolated. Bees forage were collected and divided into
four experimental groups: Control, acetone control, LCs0/2 (0,0226 ng i.a. tiametoxam/uL and
0,0056 ng i.a. fipronil/uL) and LCso/5 (0,00906 ng i.a. tiametoxam/uL e 0,0022 ng i.a.
fipronil/uL) orally exposed, combined and isolated, for 1, 6, 12, 24, 48 and 96 hours. The brain
and the intestines were dissected, weighted and submitted to LS drainage buffer solution,
macerated and centrifuged. The absorbance readings were done in 412, 410, and 340 nm
wavelength, respectively. The data was analyzed by the Mann — Whitney e Kruskal — Wallis
tests. The results showed alterations in the AChE tissue activity to the fipronil insecticide
raising in 1 hour (LCso/2 and LCso/5) and decreasing in 6 hours (LCso/2 and LCs0/5) and 12
hours (LCso/2) and raising again in 96 hours (LCso/2 and LCso/5). To the tiametoxam insecticide
there was a decrease at 6 hours (LCso/2 and LCso/5), 12 hours (LCso/2) and 24 hours (LCso/5)
and a raise at 96 hours (LCso/2 and LCso/5). Combining these insecticides it was observed a
decrease in AChE LCso/2 activity (6 and 12 hours) and LCso/5 (6 and 24 hours) and a raise in
LCso/2 and LCso/5 (96 hours). In specific activity there was a decrease at 6 hours (Fipronil
LCs0/2 and LCso/5 and Combined LCso/2), 48 hours (Tiametoxam LCs/5) and 96 hours
(Fipronil LCso/2 and Combined LCso/5). The following patterns were detected for the
detoxification enzyme tissue CaE-3: Fipronil insecticide — decrease in 12 hours (LCs0/2) and
raise in 96 hours (LCso/2) and combined — activity decrease in CLso/5 group (6 hours).
Differences statistically relevant weren’t identified in groups exposed exclusively to
tiametoxam insecticide. Considering the GST activity, the acetone group obtained raise in one
hour exposure; groups exposed to the fipronil insecticide LCso/5 (1 hour), LCso/2 and LCso/5
(96 hours) obtained decrease and raise in this enzyme activity, respectively. Considering
tiametoxam insecticide it was observed a raise in the activity at 6 hours (LCso/2 and LCs0/5)
and at 12 hours (LCso/5); there was increase in the combination for the groups: LCso/2 (48 and
96 hours) and LCso/5 (6 and 12 hours). This way, we can conclude that the insecticides,
combined or isolated, affect the analyzed enzymes, reflecting in the toxicity of these individuals
when exposed to sublethal doses; they may cause death of the individuals, hives destructure,
and impact ecosystem directly.

Key-words: agrochemicals, stingless bees, biomarkers, enzymes, toxicity.
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expostas as concentragdes subletais CLso/5 de forma comparativa entre os inseticidas. Os
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resultados sdo expressos como a média de atividade por proteina sendo que as siglas CL5
representa CLso/5.

FIGURA 34: Atividade tecidual da glutationa S-transferase (GST) em M. scutellaris expostas
as concentragdes subletais CLso/2 de forma comparativa entre os inseticidas. Os resultados séo
expressos como a média de atividade no tecido, sendo que o asterisco indica resultados
significativos em comparagdo com 0 grupo combinado (p <0,05, Kruskal-Wallis). As siglas
CL2 representa CLso/2.

FIGURA 35: Atividade especifica de glutationa S-transferase (GST) em M. scutellaris
expostas as concentracOes subletais CLso/2 de forma comparativa entre os inseticidas. Os
resultados sdo expressos como a média de atividade por proteina sendo que as siglas CL2
representa CLso/2.

FIGURA 36: Atividade tecidual da glutationa S-transferase (GST) em M. scutellaris expostas
as concentragdes subletais CLso/5 de forma comparativa entre os inseticidas. Os resultados sdo
expressos como a média de atividade no tecido, sendo que o asterisco indica resultados
significativos em comparagdo com o grupo combinado (p <0,05, Kruskal-Wallis). As siglas
CL5 representa CLso/5.

FIGURA 37: Atividade especifica de glutationa S-transferase (GST) em M. scutellaris
expostas as concentracOes subletais CLso/2 de forma comparativa entre os inseticidas. Os
resultados sdo expressos como a média de atividade por proteina sendo que as siglas CL2

representa CLso/2.

O presente trabalho segue as Normas da ABNT — NBR 14724/2011 disponivel na Biblioteca

Comunitaria UFSCar.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AChE- Acetilcolinesterase;

AcSCH.I - lodeto de Acetilcoling;

Ad libitum — alimento & vontade;

B.O.D - Biochemical Oxygen Demand ou Demanda Bioquimica de Oxigénio;
BSA — Albumina de Soro Bovino;

BW284c51 — 1,5 — bis (4-allyldimethylammonium-phenyl) pentan-3-one- dibromide (Inibidor
da Acetilcolinesterase);

CaE- Carboxilesterase;

CaE-3- Carboxilesterase isoforma 3;

CCEs — Grupo enzimatico Carboxil colinesterases;

CDNB - 1-cloro 2,4-dinitrobenzeno;

CEIS - Centro de Estudos de Insetos Sociais/Departamento de Biologia;
DTNB — Acido 5,5 ditiobis (2-nitrobenzéico);

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético;

GABA — Acido gama-aminobutirico;

GSH- L-glutationa reduzida;

GST- Glutationa S-transferase;

LECA - Laboratério de Ecotoxicologia e Conservacédo de Abelhas;

LS- Low Salt - Solucéo de Extracdo Enzimatica;

OECD - Organization for Economic Cooperation and Development/Organizacao para
Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico;

p-NPA —p- Nitrofenil Acetato;

PCR — Polymerase Chain Reaction/Reacdo em Cadeia da polimerase;

UNESP — Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita campus Rio Claro.
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LISTA DE SIMBOLOS

uL — Microlitro;

g - Forca Gravitacional (Rotagéo);

kg i.a./ha — Quilograma de ingrediente Ativo/Hectare;
mg — miligrama;

mg/uL — miligrama/microlitro;

mL — Mililitro;

mm — milimetros;

mM — Milimol;

ng i. a. — Nanogramas de Ingrediente Ativo;
°C — Graus Celsius;

pH — Potencial Hidrogenibnico;

v/m — Volume/Massa;

v/v - Volume/VVolume;

AAbs — Velocidade média da absorbancia.
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1. INTRODUCAO

Os servigos de polinizacao prestados pelas abelhas garantem a variabilidade genética e
aumentam a produtividade de culturas e a qualidade dos frutos. Segundo Ricketts et al. (2008)
os polinizadores sdo responsaveis por 90% da manutencéo das arvores tropicais, sendo assim,
estdo diretamente ligados aos sistemas de coevolucéo, fluxo génico, evolucdo dos sistemas
sexuais e estabilidade da comunidade.

A alimentacdo humana depende, de forma tanto direta como indireta, dos servicos de
polinizacdo; estes acarretam diretamente 0 aumento de produtividade. Gallai et al. (2009)
estimaram em aproximadamente 180 bilhdes de ddlares o servico de polinizagdo prestados por
abelhas, representando em torno de 10% do PIB agricola mundial, no ano de 2005.

No Brasil, Giannini et al. (2015) observaram que dos 141 cultivos avaliados, 85
dependiam da polinizacao de insetos - 85% representada por abelhas; sendo que, para um terco,
variaram entre alta e total dependéncia. A partir desses dados, os autores calcularam a
contribuicdo econémica na producdo agricola anual destas culturas, totalizando
aproximadamente US$ 12 bilhdes de dolares.

Segundo Michener (2007) existem cerca de 20.000 a 30.000 espécies de abelhas
distribuidas mundialmente e o Brasil possui a maior diversidade com mais de 2.500 espécies
identificadas, dentre elas a espécie Melipona scutellaris Latreille, 1811 (Hymenoptera:
Apidae).

Entretanto, a diversidade de espécies de abelhas vem sofrendo ameacas devido a
fragmentacdo e degradacéo de habitats naturais e consequente diminuicéo de recursos florais e
oportunidade de nidificacdo (AIZEN; FEISINGER, 1994; MARTINS, 2013), a exposi¢do a
patégenos (TEIXEIRA et al., 2013), a alteragdes nas temperaturas globais (WILLIAMS;
OSBORNE, 2009), ao uso incorreto e/ou excessivo de agrotdxicos (NOCELLI et al., 2012;
JOHNSON, 2015) e entre outros fatores.

No Brasil o consumo de agrotdxicos é apontado como um dos maiores do mundo, fator
diretamente relacionado a pratica em ambiente tropical, ocasionando maior ocorréncia e
severidade em pragas e doengas comparativamente as regides temperadas (BRASIL, 2009;
SINDIVEG, 2015).

Dentre as areas que mais utilizam agrotdxicos estdo as culturas de graos, cafe, hortalicas,
frutas e cana-de-agUcar; isto representa em torno de 96,8% do total de produtos comerciais

obtidos no pais (SINDIVEG, 2015). A partir desta porcentagem, 25% das vendas de agrotoxicos
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sdo representados por inseticidas estando contido o tiametoxam e o fipronil; inseticidas de
interesse na presente pesquisa.

Embora importantes agentes polinizadores, as abelhas podem ser expostas a diferentes
substancias aplicadas nas areas de cultivo no momento do forrageio; através do consumo de
polen e néctar contaminados. Estes podem acarretar, consequentemente, variaveis danos que
afetam diretamente o funcionamento da colénia (MALASPINA et al., 2008).

Os efeitos acarretados por agrotdxicos em abelhas sdo de importancia crucial para
compreensao das implicacbes de mortalidade e/ou comportamento; estes sdo realizados atraves
de andlises a nivel celular, molecular e bioquimico (CATAE et al., 2014; COSTA et al., 2015;
DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007; TAVARES et al., 2015). Portanto, séo
realizados testes de toxicologia de inseticidas que tem por finalidade determinar, tanto doses
letais médias (DLso) quanto concentracbes letais médias (CLsg), observando fatores
relacionados a toxicidade aguda e gerando um parametro para doses subletais e de toxicidade
cronica (MALASPINA et al., 2008).

Contudo, em campo, as abelhas séo expostas, tanto de forma isolada como combinada,
a diferentes substancias como: carboidratos toxicos e fendis (JOHNSON, 2015), fungicidas
(PETTIS et al., 2013), herbicidas (JUMARIE; ARAS; BOILY, 2017), inseticidas (LONG;
KRUPKE, 2016) e metais (ABDALLA; DOMINGUES, 2015). Portanto, entender os efeitos
através de biomarcadores enzimaticos da AChE, responsavel por degradar a acetilcolina, e das
desintoxicadoras CaE — pertencente a classe das esterases — e GSTs — da classe das transferases
nos ajudam a entender os possiveis impactos causados nestes individuos.

Outro aspecto importante referente a estes impactos sdo os estudos realizados com
abelhas brasileiras, dos pesquisadores Lourenco et al. (2012a, b); Jacob et al. (2013); Costa et
al. (2015) e Soares et al. (2015), pode-se concluir que estas abelhas sdo mais sensiveis aos
neonicotinoides e fenilpirazois do que a espécie modelo A. mellifera, apresentando suma
importancia no contexto ecotoxicoldgico e para o presente trabalho.

Os biomarcadores tém se mostrado importantes ferramentas para a avaliacdo dos efeitos
de compostos toxicos em estudos, sendo que somente parametros de mortalidade tém mostrado-

se limitado na compreensdo dos inseticidas e abelhas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Polinizagéo

As atividades ligadas principalmente ao bem-estar humano dependem inteira ou
parcialmente de servicos ecossistémicos diversos. Daily (1997) conceituou servigos
ecossistémicos como condi¢des e processos dos ecossistemas naturais e as espécies que 0
compde, que garantem a sustentacdo e satisfacdo da vida humana.

Os beneficios obtidos por meio dos servi¢os ecossistémicos, conforme a Avaliacéo
Ecossistémica do Milénio (2005), séo divididos em quatro focos principais: abastecimento ou
provisdo, cultural, suporte e regulacdo. Associados diretamente a fungdo regulatéria dos
ecossistemas, temos 0s servicos obtidos pela polinizagcdo — relacionada direta e indiretamente
com reproducdo vegetal e produtividade agricola (ANDRADE; ROMEIRO, 2009; FAO, 2016;
IPBES, 2016).

Estudos realizados em &reas agricolas indicam um aumento de produtividade em
culturas frutiferas (GRIBEL, 2008; VENTURIERI, 2009), olericolas (DE MARCO; COELHO,
2004; VEDDELER et al., 2008) e produtoras de 6leo (RIZZARDO et al., 2008) pela acdo dos
servigos de polinizacdo (AIZEN; HARDER, 2009). Um levantamento realizado por Klein et al.
(2007) chegou a conclusao que 75% dos produtos utilizados na alimentacdo humana dependem
direta ou indiretamente dos servicos de polinizagéo.

Estes servicos sdo organizados em diferentes sistemas, cada um adaptado ao tipo de flor
e ao ecossistema do qual faz parte. Estes sistemas sdo atribuidos a vetores abioticos realizados
principalmente pela acdo dos ventos e vetores bidticos exercidos por animais ou até mesmo
pela acdo humana. Ollerton; Winfree; Tarrant (2011) apontaram que 87,5% das plantas com
flores em todo 0 mundo sdo polinizadas por vetores animais que séo, portanto, a chave principal
para todos os ecossistemas (KLEIN et al., 2007).

Dentre os polinizadores animais podemos citar diversas classes com grande
representatividade: aves, mamiferos e insetos (MALERBO-SOUZA; HALAK, 2014). Dentro
da classe Insecta, as abelhas sdo apontadas como o0s principais e mais especializados agentes
polinizadores, 0 que se deve as estruturas adaptadas para a coleta e transporte do poélen
(AGOSTINI, 2014).

2.2 Melipona scutellaris
Espécie eussocial, membro da ordem Hymenoptera, familia Apidae, tribo Meliponini,

conhecida como abelhas sem ferrdo, € um dos representantes das 40 espécies do género

Melipona. Suas colénias contém de 4.000 a 6.000 abelhas sendo divididas em operéarias, fémeas
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com potencial para rainhas, machos e larvas coordenadas por uma Unica rainha (SILVA et al.,
2014).

A espécie M. scutellaris possui operarias que medem de 10 a 12 mm, de corpo robusto
e cabeca de coloragdo marrom e preta, vértice marrom-amarelado com pelos amarelo-ruivos e
dourados; seu abddmen apresenta dorso preto com borda cinza-amarelada clara com cinco
segmentos, conforme Figura 1 (VIANA, 2010).

Figura 1 — Representantes da colmeia de M. scutellaris.

OPERARIA MACHO RAINHA VIRGEM

Fonte: WebBee, 2010.

Segundo Lima e Rocha (2012) e Silva et al. (2014) as principais culturas agricolas que
esta especie poliniza sdo: o abacate (Persea americana), o acai (Euterpe oleracea), o guarana
(Paullinia cupana), a melancia (Citrullus lanatus), o pimentdo (Capsicum annum) e a pitanga
(Eugenia uniflora). Entretanto, diversas espécies de plantas possuem capacidade atrativa para
M. scutellaris, dentre estas temos o eucalipto cinzento (Eucalyptus moluccana), eucalipto limao
(Eucalyptus citriodora), ipé-amarelo (Tabebuia alba), sibipiruna (Poincianella pluviosa)
dentre outras espécies.

Esta espécie, principal representante das regides imidas e quentes, distribui-se desde o
nivel do mar até de altitudes com 1200m. Popularmente conhecida como “urugu” ou “urucu
nordestina”, endémica do nordeste brasileiro, ¢ apontada como produtora de mel de alta
qualidade e facil manejo, sendo, portanto um dos meliponineos mais manipulados pelo homem
(ALVES et al., 2010; CARVALHO et al., 2001; IMPERATRIZ-FONSECA; SARAIVA; DE
JONG, 2006; KERR et al., 2001).

Segundo o IBGE, foram produzidas 37,8 mil toneladas de mel em nosso pais, somente

no ano de 2015; sendo que, o Estado de S&o Paulo apresenta-se como sexto maior produtor;
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status representativo corroborado pela producdo de mel da espécie M. scutellaris (BELO
HORITONTE, 2017).

2.3 Ecotoxicologia e as abelhas
A intoxicacdo das abelhas por agrotoxicos pode ocorrer atraves de dois principais

modos: contato e ingestdo. Independentemente da rota, a exposi¢do pode ocasionar diferentes
danos, podendo estes, a longo prazo, ocasionar alteracdes no funcionamento da colbnia,
diminuicdo na longevidade dos individuos e morte por toxicidade aguda (MALASPINA et al.,
2008).

Ha métodos classicos de avaliacdo da toxicidade realizada em laboratdrio, sendo estes
os testes de dose letal média (DLso) e de concentracdo letal média (CLso). A DLso corresponde
a dose Unica da substancia capaz de matar 50% da populacdo testada em condigcdes
experimentais e a CLso representa a concentragao da substancia necesséria, contida no alimento
ou no ambiente, que provoca morte de 50% da populacao experimental (RORTAIS et al., 2005).

Os testes de doses letais médias (DLso) e concentracdes letais médias (CLsp), assim
como suas doses subletais, sdo de suma importancia, pois permitem estabelecer as doses que
podem comprometer o comportamento de voo e retorno para a colmeia, visdo, orientacao,
funcdes biologicas, metabolicas, percepcao olfativa e atividade locomotora das abelhas, sendo
estas essenciais ao estabelecimento e sobrevivéncia da colonia (BRITTAIN; POTTS, 2011;
CATAE et al., 2014; COSTA et al., 2015; DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007;
LOURENCGCO et al., 2012a, b; NOCELLI, 2012; ROAT et al., 2013; TAVARES et al., 2015).

Frequentemente, ha a divulgacdo que o Brasil € o maior consumidor de agrotoxicos do
mundo; entretanto, diversos fatores devem ser analisados previamente ao titulo (MENTEN,
2015 - SINDIVEG). Ao analisarmos o quesito o faturamento, em 2001, o consumo de
agrotoxicos totalizou US$ 2 bilhdes de ddlares e saltou para US$ 8 bilhGes no ano de 2011;
demonstrando crescimento deste insumo agricola no fator analisado (MILHORANCE, 2016).

Em relacdo a comercializagdo de produtos, segundo a SINDIVEG em 2015, foram
vendidas aproximadamente 887,6 mil toneladas de produtos comerciais, sendo que 395,6 mil
toneladas sdo de ingrediente ativo; onde aproximadamente 25%, da totalidade de produtos
comercializados, foram representados por inseticidas.

No Brasil, as culturas de grdos, café, cana, frutas e hortalicas consomem
aproximadamente 4,99 kg i.a./ha, neste fator, o Brasil representa a sexta posi¢do em relacao aos
paises: Holanda (20,8 kg i.a./ha); Japdo (17,5 kg i.a./ha); Bélgica (12,0 kg i.a./ha); Franca (6,0
kg i.a./ha) e Inglaterra (5,8 kg i.a./ha) (SINDIVEG, 2015).
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Nesta realidade, hd quatro estados que lideram a venda de agrotéxicos: Mato Grosso,
Sdo Paulo, Parana e Rio Grande do Sul; juntos estes representam 54,4% de todos os agrotdxicos
comercializados no pais. Sendo que o estado de Sdo Paulo lidera a producdo de cana-de-agUcar
e ocupa a segunda posicdo em vendas deste insumo agricola (BOMBARDI; PENHA, 2016).

De acordo com a UNICA (Unido da Industria de Cana-de-agucar), em 2015 o Brasil
plantou 10.870.64 hectares (ha) com cana-de-agucar, sendo a regido Centro-Sul do pais
responsavel por 9.621.715 ha e o Estado de Sdo Paulo — maior produtor — 5.728.285 ha. Com
isto, 0s incentivos governamentais e os produtos gerados, proporcionaram 0 aumento na
producdo da cana-de-aglcar e consequentemente de insumos agricolas, dentre estes, 0s
agrotoxicos (BRASIL, s.d.; UNICA, 2017).

Os inseticidas sdo considerados de suma importancia no combate a diversas pragas do
cultivo de cana-de-acgucar, tais como cigarrinha-das-raizes, cupins, larvas de lepidopteras e
formigas cortadeiras. Diversas s@o as classes de inseticidas registradas para a cultura de cana-
de-agucar no Brasil, como os neonicotinoides e fenilpirazois (OLIVEIRA; FARARETO,;
ANTUNES, 2013).

A natureza sistémica dos neonicotinoides, independentemente da forma de aplicacéo,
acarretam absorcao e translocagédo por todas as partes da planta, possuindo amplo espectro de
atuacdo; ja os fenilpirazois tem liberagdo lenta do principio ativo, podendo afetar os individuos
por longo espago de tempo. Com isto, individuos ndo alvo, como as abelhas, podem ser expostas
a estes produtos e seus metabolitos através de contato e/ou consumo de pélen, néctar e agua
(SIMON-DELSO et al., 2014; VAN DER SLUUJS et al., 2015).

2.4 Inseticida Tiametoxam
De acordo com a Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC); o inseticida

tiametoxam possui composi¢cdo quimica 3-(2-chloro-1,3-thiazol-5-ylmethyl)-5-methyl-1,3,5-
oxadiazinan-4-ylidene(nitro)amine e formula bruta CsH10CiNsO3S (Figura 2) — informacdes

contidas na base de dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (2003a).

24



Figura 2: Estrutura Molecular do inseticida Tiametoxam

cl
N #_,NE_E,,NE_EHE
N“Nﬂg

Fonte: OLIVEIRA et al., 2009

Apresenta as seguintes caracteristicas fisico-quimicas — fatores importantes na
compreensdo do comportamento ambiental dos agrotoxicos: coeficiente de distribuigdo
octanol-agua (Kow) de -0,13; solubilidade em &gua de 4,1 g/L™ (20°C); constante de adsorcéo
ao carbono organico do solo (Koc) de 32 a 35 mL g™ e pressio de vapor de 6,60x10° mPa m?
mol* (OLIVEIRA, 2007; WEBER et al., 2009 - http://www.scielo.br/pdf/qn/v32n9/v32n9a03).

Podendo formar até 14 metabdlitos diferentes e com valores de Koc entre 57 a 80 mL
g, caracteristica que aponta alta mobilidade no solo, representa que tanto o inseticida como os
seus metabolitos possuem alto potencial contaminante no ambiente (ROBINSON, 2001;
WEBER et al., 2009). Outra caracteristica importante sdo os valores de meia-vida, para o
tiametoxam, os valores sdo superiores a 173 dias, principalmente em condi¢des de solo
anaerobicas e com pouca incidéncia luminosa. (CASTRO et al., 2008; SALLES, 2000;
URZEDO et al., 2006).

Em culturas agricolas, este inseticida tem diversas formas de aplicacédo: no solo, foliar
e até mesmo em tratamento de sementes. As culturas autorizadas para utilizacao deste produto
sdo olericolas de importancia comercial, como batata e tomate; e frutiferas, principalmente
citros e commodities, como a cana-de-agucar. Ha uma gama de insetos combatidos por este
produto: cochonilhas, larvas, moscas de raizes, psilideos, pulgdes e cigarrinhas de variadas
espécies (BRASIL, 2003a).

Pertence a classe Il em pardmetros de classificacdo toxicoldgica, determinando-o
medianamente toxico a partir de dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(2003a); na especificacdo referente a periculosidade ambiental possui também classe IlI,
definindo-o0 assim como perigoso ao meio ambiente (BRASILIA, 2013).

Os neonicotinoides atuam como agonistas da acetilcolina, ou seja, imitam este
neurotransmissor excitatério e acabam competindo pelos mesmos receptores nicotinérgicos. A

acdo da enzima acetilcolinesterase, apresenta-se inerte a substancia em questdo, gerando desta
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forma ativacdo prolongada e continua dos impulsos nervosos. Com isto, ocasiona um colapso
no sistema nervoso central, resultando consequentemente em tremores e convulsdes
ocasionados pela hiperexcitacdo e, posteriormente, a morte do inseto (CARILLO et al., 2013;
FARIA, 2009; HOPWOOD et al., 2012).

Estudos apontam uma variedade de efeitos ocasionados pelos neonicotinoides em
diversas espécies de abelhas. Tavares et al. (2015) expuseram larvas de A. mellifera a CLso do
inseticida tiametoxam e observaram a morte celular precoce na regido do cérebro da abelha.
Oliveira et al. (2014), com o mesmo inseticida e mesma espécie de abelha, observaram
alteragdes morfoldgicas nas estruturas cerebrais e aumento da eliminacdo celular na regido
ventricular.

Efeitos negativos desta classe de inseticidas também foram apontados para abelhas
brasileiras. Apos tratamento com a CLso do inseticida tiametoxam as espécies Tetragonista
fiebrigi (Schwarz, 1938) e Tetragonista angustula (Latreille, 1811) apresentaram alteracdes
celulares especificamente na estrutura da cromatina, interferindo diretamente na sintese de
proteinas (STUCHI, 2009).

Estudos com outros inseticidas neonicotinoides verificaram que o inseticida
imidacloprido € mais toxico para as abelhas brasileiras das espécies M. scutellaris (COSTA et
al., 2015) e Scaptotrigona postica (Latreille, 1807) (SOARES et al., 2015), quando os dados da
DLso e CLso sdo comparados com o hibrido A. mellifera africanizada, demonstrando assim a

maior suscetibilidade das espécies brasileiras em relacéo a espécie modelo.

2.5 Inseticida Fipronil
Outro inseticida largamente utilizado, o fipronil, pertencente ao grupo quimico de

inseticidas fenilpirazois, possui composi¢do quimica, determinada pela IUPAC, por 5-amino-
1-(2,6-dichloro-a,a,a-trifluoro-p-tolyl)-4-trifluoro-methylsulfinylpyrazole-3-carbonitrile e
férmula bruta C12HsCi12FsN4OS — Figura 3 (BRASIL, 2003b; BRASIL, 2007; FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION, 2009).
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Figura 3: Estrutura molecular do inseticida Fipronil.

Fonte: National Pesticide Information Center, 2009.

Como caracteristicas fisico-quimicas, este apresenta: coeficiente de distribuicdo
octanol-agua (Kow) de 3,8; solubilidade em agua de 0,0024 g/L* (20°C); constante de adsor¢éo
ao carbono organico do solo (Koc) de 801 mL g* e pressio de vapor de 0,00000027 mPA m3
mol™ (NATIONAL PESTICIDE INFORMATION CENTER, 2009; FACCIO et al., 2015).

De forma contraria ao tiametoxam, este inseticida apresenta baixa tendéncia a
solubilidade em &gua, representado pelos fatores de Kow e Koc e, portanto, altamente soltvel
em solventes organicos, sendo pouco transportado no ambiente. Com isto, apresenta meia-vida
de 122 a 128 dias, variando conforme o ambiente aplicado (TINGLE et al., 2000 -
http://piat.org.nz/uploads/PIAT _content/pdfs/Fipronil%20Info/Tingle%20Fipronil%20Health
%20and%20envi%20fx%20UK.pdf; NATIONAL PESTICIDE INFORMATION CENTER,
2009).

Este inseticida é registrado para uso em diversas culturas agricolas como algodéo, cana-
de-acucar, eucalipto, milho e soja. Possui aplicagéo via solo, foliar, em tratamentos de sementes
e por irrigacdo; para controle de bicudos, brocas, curuquerés, larvas alfinete, tripes e
amplamente utilizado no combate de cupins e formigas cortadeiras. Além do uso agricola, ha
também aplicabilidade em areas urbanas para controle de baratas e formigas, como também de
pulgas e carrapatos em animais domésticos (BRASIL, 2007; COUTINHO et al., 2005).

Este inseticida possui classe 11 nos dois parametros, sendo considerado muito perigoso
a0 meio ambiente a partir da classificacdo de periculosidade ambiental (BRASILIA, 2015) e
altamente toxico, de acordo com a classificacao toxicoldgica da ANVISA (2007).

Os fenilpirazois atuam principalmente no sistema nervoso central dos insetos, agindo
sobre o receptor do acido gama-aminobutirico (GABA) blogueando os canais de cloro. O
GABA é responsavel pela inibi¢do da atividade neural ocasionando a prevengao de estimulos

nervosos excessivos e evitando a hiperexcitabilidade do sistema nervoso. Com o bloqueio deste
27



sistema regulador, ocorre a hiperexcitacdo neural, paralisia e, posteriormente, morte do inseto
(TINGLE et al., 2000).

Estudos apontam efeitos dos fenilpirazois em abelhas, tanto na hibrida A. mellifera
africanizada quanto em espécies brasileiras. Oliver et al. (2015) observaram efeitos em A.
mellifera, nas funcdes motoras e de locomogdo, modificando seu comportamento quando
exposto a classe de inseticida.

Em estudo com S. postica, Jacob et al. (2014) observaram, a partir dos corpos
pedunculados, alteracdes celulares no ndcleo e em diferentes organelas; sendo levantada a
hip6tese de apoptose ou necrose celular quando expostas a tratamentos com doses abaixo, igual
e acima da DLsg do inseticida fipronil.

Lourenco et al. (2012a, b) e Jacob et al. (2013) apontaram, respectivamente, que 0
fipronil é altamente toxico para abelhas M. scutellaris, a partir dos dados de DLsg, e para abelhas
S. postica, com base nos dados de DLsg e CLso. Os dados mostram valores de DLso € CLso
inferiores nas abelhas brasileiras quando comparados aos obtidos para A. mellifera com o
mesmo inseticida, deste modo as abelhas brasileiras apresentam maior sensibilidade do que a

espécie modelo.

2.6 Mistura de agrotdxicos

A associacdo de agrotoxicos, ou comumente conhecida como mistura de tanques, tém
por finalidade a associacdo de agrotdxicos e afins no equipamento aplicador imediatamente
antes a aplicacdo em campo. Sua utilizagdo na agricultura estd diretamente relacionada ao
combate, em cultivos agricolas, provenientes de plantas daninhas, pragas e até mesmo doengas;
ja que os agrotoxicos ndo possuem espectro de acdo capaz de controlar este conjunto de
problemas, principalmente por acometerem-se de forma simultanea, o emprego desta técnica
mostrou-se uma alternativa em diversos paises (CASTRO, 2009; GAZZIEIRO, 2015a).

Previamente ao ano de 1980 as indicacBes técnicas recomendavam a utilizacdo de
misturas de produtos, contudo, em 1985 a partir do Ministério da Agricultura e a ANDEF foram
retiradas todas as instrucdes de uso e recomendacdes sobre mistura de tanque; sendo
compreendida sua proibicao na agricultura (GAZZIEIRO, 2015b; LIMA, 1997).

Entretanto, segundo Gazzieiro (2015a, b), através de um levantamento realizado em
territério nacional, constatou que 97% dos entrevistados utilizam mistura de tanque e, dentre
estes, 95% variam de 2 a 5 agrotoxicos por tanque. Entretanto, poucos sdo os dados efetivos

referentes aos resultados destas misturas determinando: efeitos sinérgicos, aditivos ou
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antagdnicos e quais sao as concentracdes que prejudicariam, efetivamente, as espécies ndo alvo
guando expostas a combinacdo destes agrotdxicos.

Em resposta aos levantamentos realizados pelos pesquisadores, 0s 0rgaos
governamentais atribuiram, pela Portaria n°® 148, em 2017, os critérios relacionados a mistura
de agrotoxicos. Pela recomendacdo, somente instituicdes publicas e privadas; cooperativas ou
empresas registrantes de agrotoxicos podem encaminhar para o Ministério da Agricultura;
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) os pedidos de inclusbes nos portais governamentais com as
precedidas pesquisas e comprovacdes em literatura; assim como a responsabilidade de risco
referente a salide humana e meio-ambiente sobre 0 mesmo (BRASIL, 2017).

Aquém destas determinacdes, a seguinte portaria determinou que informacdes como:
ingredientes ativos; tipos de formulacGes; incompatibilidades fisico-quimicas; toxicidade e
ecotoxicidade; precaucOes, cuidados e adverténcias de uso adicionais devem constar para
inclusdo; como também ambos os ingredientes devem estar cadastrados para a cultura de
aplicacdo (BRASIL, 2017). Visto esta modificacdo, ocasionada tdo somente pelos
levantamentos bibliograficos na realidade brasileira, obtivemos modificacdo nos fatores e
misturas que modificardo completamente a realidade agricola pelos préximos anos.

Johnson (2015) relatou em uma reviséo bibliografica que ha nas colonias diversas
substancias — carboidratos, fenois e xenobidticos dos mais variados — ocasionando efeitos
toxicos nestes insetos. A combinacéo de inseticida tem sido utilizada na agricultura e no cultivo
de cana-de-acucar, principalmente para combate de nematoides e insetos-praga que causam
grandes perdas na producdo; Tavares et al. (2009) pesquisou a combinacdo de subdoses dos
inseticidas fipronil, tiametoxam e imidacloprido para combate de nematoides no cultivo citado.

Na literatura, poucos sdo o0s dados referentes a combinagdo entre inseticidas
principalmente quando relacionamos com os seus efeitos em insetos nao alvos. Parmentier et
al. (2014) avaliaram a toxicidade do inseticida neonicotinoide imidacloprido e do biopesticida
formulado pelos esporos do fungo Metarhizium anisopliae, de forma isolada e combinada, em
abelhas da espécie Bombus terrestres (Latreille, 1802). Estes observaram aumento da
mortalidade e diminuicdo na reproducdo na combinacdo destes agrotoxicos, comparado a
aplicacdo isolada.

Earaerts et al. (2015) expuseram, em condi¢Ges de semi-campo, zangdes da espécie B.
terrestris, aos inseticidas imidacloprido e lambda cialotrina, de forma combinada e isolada, e

apontaram aumento dos efeitos de mortalidade, interferéncia no comportamento de forrageio
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da espécie na forma combinada; demonstrando importancia da compreensdo dos efeitos dos

inseticidas combinados.

2.7 Atividade Enzimatica
Os agrotoxicos, entre outros produtos quimicos, podem alterar a expresséo de enzimas,

principalmente aquelas com papel importante nos processos de desintoxicagéo e identificacdo
de substancias enddgenas e exdgenas nos organismos (BARATA et al., 2005; STONE;
JEPSON; LASKOWSKI, 2002; YU; ROBINSON; NATION, 1984).

Assim como na classe Mammalia, Aves e Pisces, as abelhas possuem complexos
sistemas enzimaticos, vitais para a sobrevivéncia e envolvido em diversos processos como:
digestdo e absorcdo de nutrientes, transporte, estresse oxidativo e até mesmo a desintoxicagdo
(GILBERT; WILKINSON, 1974; CHAPMAN, 2013).

Estes complexos enziméticos participam de transformacfes metabdlicas de
xenobidticos, resultando em alteracfes de compostos quimicos complexos em substancias
polares e/ou derivados sollveis em agua, que posteriormente sdo excretados pelo organismo
(ABOU-DONIA, 2014).

Ha diversos metabolitos, produzidos até mesmo pelo proprio organismo, que podem
resultar em alteracdes na atividade e estrutura celular, como também a inibicdo de algumas
enzimas (KORLSLOOT; VAN GESTEL; VAN STRAALEN, 2004). Esses metabolitos s&o
chamados de perdxidos e radicais livres e sdo representados pelo: Oz, OH™, NO- e H2Ny; seu
acmulo leva a alteracGes nos organismos a partir dos fatores citados acima (BARREIROS;
DAVID, 2006).

Portanto, a eliminacdo destes compostos é apontada como uma das mais importantes
funcdes realizadas pelo sistema enzimético. Estas sdo realizadas por enzimas como catalase,
carboxilesterases, superdxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa redutase, glutationa
S-transferase, dentre outras (BARREIROS; DAVID, 2006).

Importante enzima utilizada como biomarcador, a acetilcolinesterase (AChE) é
responsavel pela hidrolise da acetilcolina, agindo nas sinapses colinérgicas e, desta forma,
controlando e modulando as transmissdes neurais (BADIOU; MELED; BELZUNCES, 2008;
LUKASZEWICZ-HUSSAIN, 2010). Apontada como biomarcadora de toxicidade, ela possui
importante papel na identificacdo de exposicdo a diversos produtos quimicos neurotdxicos
(FULTON; KEY, 2001; MATOZZO; TOMEI; MARIN, 2005; SOUZA, 2015).

Em insetos, as formas moleculares da AChE podem ser divididas em hidrofilica e
anfifilica, representando respectivamente 3 a 6% e 94 a 97% da atividade desta enzima

(BELZUNCES; TOUTANT; BOUNIAS, 1988; BADIOU; MELED; BELZUNCES, 2008). Em
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abelhas, sua principal localizacéo é no cérebro, especialmente nos olhos compostos, nas fibras
visuais, e nos ocelos (KRAL, 1980; KRAL; SCHNEIDER, 1981; BADIOU; MELED;
BELZUNCES, 2008).

Boily et al. (2013) analisaram a atividade enzimatica da AChE em abelhas A. mellifera
expostas a doses subletais dos inseticidas neonicotinoides imidacloprido e clotianidina, e ao
herbicida glifosato; os resultados mostraram elevacdo desta atividade nos individuos expostos
aos neonicotinoides e uma leve queda quando expostos ao herbicida glifosato.

Badiou; Meled; Belzunces (2008) expuseram abelhas A. mellifera a doses subletais do
inseticida deltrametrina, pertencente a classe dos piretroides, e obtiveram resultados que
indicam alteragOes na AChE quando expostas ao inseticida. Desta forma, dados referentes a
diferentes substancias quimicas, principalmente em insetos benéficos e nao-alvos, como as
abelhas, sdo fatores de suma importancia e de grande interesse.

Outra enzima analisada no mesmo trabalho foi a carboxilesterase (CaE), pertencente ao
grupo enzimatico das Carboxil Colinesterases ou CCEs. As CCEs séo conhecidas por estarem
envolvidas em processos de biossintese, sinalizacdo de genes, desintoxicacdo de xenobidticos
e resisténcia metabdlica a inseticidas (GILBERT; WILKINSON, 1974; DEBRAUWER;
BELZUNCES, 2004; CLAUDIANOS et al., 2006).

As enzimas carboxilesterase (CaE) possuem diferentes isoformas, entretanto as mais
comumente estudadas em abelhas séo as isoformas CaE — 1, CaE - 2 e CakE — 3 e estédo
envolvidas em diversos processos metabdlicos. Atribuida como fase | no processo de
desintoxicacdo, principalmente de moléculas apolares, esta fase é responsavel pela producéo e
neutralizacdo de radicais livres e transformac6es de xenobidticos. Enzima atuante na inativacao
de xenobidticos, as ferramentas quimicas utilizadas como a hidrélise e 0 sequestro destas
substancias atraves da ligacdo da enzima a regido ativa do substrato, transformando este hum
complexo irreversivel e inativo (YU; ROBINSON; NATION, 1984; STONE; JEPSON;
LASKOWSKI, 2002; DARY et al., 1990).

Em espécies de vertebrados e invertebrados, a atividade da CaE ocorre em tecidos
diversificados (LEINWEBER, 1987). Com importante a¢do de desintoxicacdo, a inducdo desta
enzima é ressaltada como mecanismo envolvido na resisténcia da classe Insecta a inseticidas
(TERRIERE, 1984; MAXWELL, 1992; GUNNING; MOORES; DEVONSHIRE, 1997).

A familia das glutationa S-transferases (GSTs), enzimas de ampla diversidade em
insetos, contribuem principalmente para a fase Il do processo de desintoxicagdo. As enzimas
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de fase Il sdo encarregadas da solubilizacdo e transporte dos produtos obtidos da fase I
(BERENBAUM; JOHNSON, 2015).

Importante sub-classe de enzimas pela alta capacidade catalitica, as GSTs possuem
inimeras formas quimicas em variados organismos (CLARK, 1989). Em insetos, a mesma é
apontada como primordial na resisténcia a agrotdéxicos e em abelhas localiza-se
predominantemente no intestino (TERRIERE, 1984; HYNE; MAHER, 2003; DIAO et al.,
2006).

Yu; Robinson; Nation (1984) expuseram abelhas A. mellifera a doses subletais do
inseticida permetrina, um piretroide, o que ocasionou aumento na atividade enzimatica tanto da
CaE quanto da GST. Badiou-Bénéteau et al. (2012) também expuseram abelhas A. mellifera a
doses subletais do inseticida tiametoxam, o que resultou em alteracdes nas diferentes isoformas
das enzimas CaE e aumento na atividade de GST.

A partir dos dados apresentados, pudemos constatar que, as enzimas apresentam papel
importante como biomarcadores, sendo assim, optamos por escolher uma enzima para cada
regido examinada no presente trabalho; desta forma, as informacbes que se seguem s&o
justificativas para a escolha das enzimas AChE e CaE serem estudadas no cérebro como a GST
no intestino.

Estas possuem como classificacdo: Reagdes de Fase | ou Pré-Sintética e Reacles de
Fase Il ou Sintéticas ou de Conjugacgdo. A Fase | responsavel pela oxidacao, reducéo e hidrolise
modificam a estrutura quimica atraves da adi¢do dos seguintes grupos funcionais: -OH, -NHo,
-SH ou —COOH. A Fase Il é encarregada do processo de conjugacéo e, portanto, a geragédo de
compostos altamente polarizados e hidrossoluveis com maior facilidade para excregdo
(BERENBAUM; JOHNSON, 2015; JOHNSON, 2015).

Os inseticidas estudados possuem como sitios de acdo primario: receptores nicotinicos
de acetilcolina — tiametoxam, e os canais de cloro, mediados pelo GABA — fipronil. Estes
inseticidas atuam de maneira agonista em funcdes do sistema nervoso, sendo assim, optamos
por investigar as enzimas AChE e CaE no cérebro.

Representante da Fase I, a enzima CaE, possui trés isoformas principais estudadas em
abelhas: CaE - 1, CaE - 2 e CaE - 3, sendo a ultima a escolhida para avaliacdo neste experimento
pela experiéncia do laboratdrio de ecotoxicologia e conservacao de abelhas, onde o trabalho foi
desenvolvido, com esta isoforma. A CaE - 3 possui afinidade pelo substrato p-Nitrofenil
Acetato, que foi utilizado como meio reacional de analise.
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Representante da Fase 11 a enzima GST apresenta seis subfamilias funcionais na espécie
A. mellifera, sendo comumente presente na classe dos insetos. Dentre estas subfamilias
podemos citar a A (delta) e & (épsilon) — em menor quantidade em abelhas e X (sigma), classe
mais representativa neste inseto (ENAYATI; RANSON; HEMINGWAY, 2005; FOURNIER
etal., 1992; RANSON et al., 2004).

Portanto, a utilizacdo de biomarcadores de toxicidade, tem o objetivo de auxiliar na
compreensdo dos efeitos toxicoldgicos dos inseticidas fipronil e tiametoxam, de forma isolada
e combinada. O aumento dos estudos em espécies nativas, dentre estas M. scutellaris, visam
auxiliar na elaboracdo de sistemas mais eficientes de avaliacdo de risco e protecao das abelhas.

Desta forma, a exposicdo desta espécie de abelhas aos inseticidas, de forma isolada,
apresentaria alteracGes principalmente nas enzimas de desintoxicacdo CaE e GST e, para o
inseticida fipronil, alteracdes na atividade de AChE. Ja para a combinagéo, a exposicdo em
menor tempo, ja ocasionaria efeitos em todas as presentes enzimas, demonstrando maior

toxicidade a esta combinacao realizada em campo.

3. OBJETIVOS
3.1 GERAIS

Avaliar efeitos dos inseticidas fipronil e tiametoxam, tanto na forma isolada como
combinada, sobre a abelha brasileira M. scutellaris (Latreille, 1811), a partir de biomarcadores

enzimaticos.

3.2 ESPECIFICOS

1. Analisar os efeitos toxicos a partir das concentragcfes subletais CLso2 € CLso/5 por
meio de métodos bioquimicos enzimaticos;
2. Avaliar as alteracbes nas atividades das enzimas Acetilcolinesterase e

Carboxilesterase extraidos da cabeca e, Glutationa S-transferase obtida no intestino.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Coleta das abelhas

Abelhas campeiras da espécie M. scutellaris foram coletadas no meliponario do Centro
de Estudo de Insetos Sociais da Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”
campus Rio Claro (Figuras 4 A, B e C). O meliponario possui colonias de diferentes parentais

geneticos, com estoque de alimentos e atividade de forrageamento constantes.
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As coletas foram realizadas em trés coldnias distintas com o auxilio de gaiolas
experimentais constituidas por potes plasticos de polipropileno de 250 mL previamente furados
viabilizando a entrada de ar. Cada gaiola experimental foi posicionada na entrada/saida das
colbnias para coleta de 12 abelhas (Figuras 5 A, Be C). O alimento (agUcar cristal e agua 1:1
m/v), com ou sem inseticidas, foi oferecido a partir de tubos pléasticos de 2mL furados e

acondicionados nas gaiolas experimentais.

Figura 5: A e B- Entrada/Saida de abelhas M. scutellaris da col6nia; C- Gaiola de coleta

posicionada na entrada/saida da col6nia para coleta.

4.2. Exposicao das abelhas aos inseticidas
Os ensaios de exposicdo aos inseticidas foram realizados com base nas diretrizes

internacionais da Organization for Economic Cooperation and Development 213 (OECD,
1998), com adaptacdes de temperatura para espécie M. scutellaris.

Os grupos experimentais expostos ao fipronil e tiametoxam, nas formas isoladas e
combinadas, receberam dieta contendo o inseticida em concentrac¢des subletais, portanto abaixo
da concentracao letal média (CLsg), sendo o valor de CLso dos inseticidas determinados para M.
scutellaris por Lourengo et al. (2012b) e Miotelo et al. (2015).

O inseticida fipronil (produto técnico Sigma Aldrich com 95% de pureza, lote:

20060301) foi solubilizado em acetona e, posteriormente, sucessivas diluicdes foram realizadas
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em xarope para obtencdo das concentra¢@es oferecidas as abelhas: 0,0056 ng i. a./uL (valor da
CLso dividido por dois) e 0,0022 ng i. a./uL (valor da CLse dividido por cinco).

O inseticida tiametoxam (produto técnico Sigma Aldrich com 98,3% de pureza, lote:
SGO8AO003E) foi solubilizado, inicialmente, em acetona para posterior realizacdo de sucessivas
diluicBes no alimento até atingir as concentragdes fornecidas as abelhas, sendo estas: 0,0226 ng
i. a./uL (CLso/2) € 0,00906 ng i. a./uL (CLso/5).

Para combinacao do fipronil e tiametoxam, realizou-se diluicdo de ambos os inseticidas,
separadamente, até atingir as concentragdes da CLsg €, em seguida, as solucdes dos inseticidas
foram misturadas - 10.000 pL CLsg fipronil + 10.000 puL CLso tiametoxam determinando o
grupo Fipronil CLso/2 + Tiametoxam CLso/2 e 4.000 pL CLso fipronil + 4.000 pL CLsg
tiametoxam + 12.000 uL xarope determinando o grupo Fipronil CLso/5 + Tiametoxam CLso/5
- sendo ofertadas as abelhas M. scutellaris.

As abelhas do grupo Controle passaram pelos mesmos procedimentos experimentais
que as demais, porém receberam alimento sem inseticida. As abelhas do grupo Controle
Solvente tiveram acetona acrescida ao alimento na proporcao de 1%, compativel com a maior
quantidade de acetona utilizada nas dilui¢des oferecidas.

Dessa forma, na tabela 1 estdo resumidos 0s grupos experimentais que compuseram este
trabalho.

Tabela 1: Resumo dos grupos experimentais de trabalho

Grupo Concentracéo de fipronil Concentracéo de tiametoxam
experimental (ng i. a./pL) (ng i. a./pL)
Controle 0 0
Controle Acetona 0 0
Fipronil CLso/2 0,0056 0
Fipronil CLso/5 0,0022 0
Tiametoxam CLso/2 0 0,0226
Tiametoxam CLso/5 0 0,00906
Combinado CLso/2 0,0056 0,0226
Combinado CLso/5 0,0022 0,00906

O experimento teve inicio a partir do momento em que as dietas foram oferecidas as
abelhas de cada grupo experimental, sendo que estas ficaram disponiveis ad libitum. As gaiolas

foram mantidas em estufa B.O.D a temperatura de 28+2°C e umidade relativa de 70+10 %.
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A obtenc¢do do nimero amostral adequado foi baseada no método descritos nos trabalhos
de Badiou-Béneteau et al. (2012) e Carvalho et al. (2013); sendo considerado adequado para as
posteriores analises. Cada grupo experimental foi composto de 3 repeti¢cdes (uma repeticao por
coldnia), dos quais foram coletadas 3 abelhas nos tempos de 1, 6, 12, 24, 48 e 96 horas apds o
oferecimento dos alimentos. Os individuos foram devidamente identificados e congelados

inteiros em freezer -80°C até a disseccdo para processamento e analise de dados.

4.3. Extracd@o enzimatica das cabecas e intestinos
As abelhas foram removidas do freezer -80°C e mantidas em gelo para a retirada do

intestino e da cabeca. Com o auxilio de pingas e tesouras especificas para dissec¢do, foram
seccionadas primeiramente a cabega das abelhas, separando-a do restante do corpo; logo apés,
extraiu-se o intestino médio dos individuos puxando a Ultima secdo do géaster.

Os orgdos foram acondicionados em microtubos plasticos de 2mL, devidamente
identificados. Para determinagdo da quantidade necessaria de solucdo de extracdo (LS), cada
tubo foi pesado previamente e posteriormente a deposi¢do dos 6rgaos.

A solucdo de extracdo enzimatica (LS), foi constituida por: Tampao da solucdo fosfato
de sodio 40 mM e pH 7,4; Solucdo de Cloreto de S6dio 10 mM e 1% de Triton. Em cada tubo
plastico foram adicionados solucdo tampédo LS a 10% (m/v) dos érgdos dissecados (TAVARES
etal., 2017).

Apos a adicdo do tampao de extracdo, realizou-se a maceracdo das cabecas e dos
intestinos com homogeneizador de amostras elétrico durante aproximadamente 30 segundos.
Em seguida, os extratos brutos foram centrifugados por 20 minutos com uma rotacdo de
15.000g a 4°C. Posteriormente, houve a coleta e armazenamento dos sobrenadantes em freezer
-20°C (BOLDYREV et al., 2001).

Os ensaios bioquimicos para analise enzimética foram baseados no método adotado por
Carvalho et al. (2013). Nestes foram verificadas as atividades enzimaticas da
acetilcolinestersase (AChE) e carboxilesteres-3 (CaE-3) para o cérebro e da glutationa-S-

transferase (GST) para o intestino.

4.4. Ensaio de atividade enzimética
As analises foram realizadas utilizando-se o espectrofotémetro leitor de microplacas

(Figura 6) Molecular Devices modelo Versa Max® com auxilio do software de analise de dados
Soft Max 6.3® e a temperatura mantida, durante as leituras, de 25+0,5°C.
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Para cada tempo de anélise e enzima avaliada, foram montadas microplacas as quais
tiveram os grupos experimentais dispostos conforme a Figura 6.

Figura 6: Esquema de dlsposu;ao dos extratos dos grupos experlmentals em microplaca.
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4.4.1 Dosagem total de proteinas
Os teores de proteinas das amostras foram precedidos pela realizagdo da Curva Padrao

com reagente BSA (Figura 7) de acordo com o método descrito por Bradford (1976). Através
deste método, foi obtida uma curva-padrédo (y = 0,1849 x + 0,9236), onde a incognita y
determina a quantificagdo de proteinas totais em mg/mL e a incognita x representa a variacao
da absorbancia por minuto (AAbs), sendo possivel, desta forma, mensurar a quantidade total de
proteinas para cada grupo experimental de trabalho.

Para analise das amostras foram utilizados 2uL de extrato dos 6rgdos por pogo,
adicionando-se 198 uL do reagente de Bradford Protein Assay (Bio-Rad), este constituido de
agua destilada e reativo de Bradford concentrado (4:1 v/v); aguardou-se reagao por 5 minutos

e executou-se as medicdes em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 595 nm.
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Figura 7: Curva Padrdo Albumina Bovina (95%) de acordo com o método descrito por
Bradford (1976).
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4.4.2 Acetilcolinesterase — AChE
A determinacéo da atividade de AChE foi feita em uma solugdo composta por: tampéo

fosfato de s6dio 100 mM pH 7; 1,5 mM de DTNB; 0,3 mM de AcSCH.I dispostas em cada
célula da microplaca (TAVARES et al., 2017).

Para analise foram adicionados 5 pL de solucdo LS para amostra do branco, e 5 pL de
cada respectivo extrato da cabeca, sendo estas completadas com 195 pL da solucdo descrita

acima. A reacgéo foi monitorada a 412 nm de comprimento de onda no espectrofotometro.

4.4.3 Carboxilesterase 3 - CaE-3
Para presente enzima, utilizaram-se os produtos de reacéo: tampéao fosfato de sédio 100

mM e pH 7; 0,01 mM BW284c51, com intuito de inibicdo da AChE e 0,1 mM de p-NPA tendo
maior afinidade com a isoforma de CaE-3(TAVARES et al., 2017).

Para andlise foram adicionados na amostra do branco 5 pL de solucéo LS, e nas demais
amostras 5 pL do respectivo extrato da cabeca sendo estas completadas com 195 uL da solucéo

descrita acima. A reagéo foi monitorada a 410 nm de comprimento de onda.

4.4.4 Glutationa S-Transferase — GST
Para avaliacdo das amostras, preparou-se um meio reacional composto por tampéo

fosfato de sddio/fosfato de potassio 100 mM pH 7,4; 1 mM de EDTA; 2,5 mM de GSH e 1 mM
CDNB (TAVARES et al., 2017).
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Para analise foram adicionados 5 L de solugdo LS para amostra do branco, e 5 pL do
respectivo extrato do intestino sendo estas completadas com 195 pL da solucdo descrita acima

para 0s demais pocos. A reacdo foi monitorada a 340 nm de comprimento de onda.

4.5 Delineamento Experimental e Analise dos dados
O delineamento experimental foi de blocos casualizados com quatro tratamentos

diferentes com trés diferentes colOnias e trés repeticdes; sendo que os resultados obtidos em
absorbancia por minuto (AAbs) foram utilizados para estimar a atividade tecidual (umol/min/g)
e atividade especifica (hnmol/min/mg de proteina).

Os dados foram analisados por meio do programa GraphPad Prism® 7.0. (GRAPHPAD
PRISM SOFTWARE, 2016). A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-
Wilk e logo ap0s, os resultados foram comparados estatisticamente utilizado o teste Mann —

Whitney; Kruskal — Wallis, sendo os valores de p < 0,05 considerados significativos.

5. RESULTADOS

Os dados obtidos demonstraram que as doses subletais dos inseticidas fipronil (0,0056
ng dei.a./uL e 0,0022 ng de i.a./uL), tiametoxam (0,0226 ng de i.a./uL e 0,00906 ng de i.a./uL)
e suas combinagOes foram capazes de induzir alteragdes na atividade das enzimas AChE, CaE-
3 na cabeca e GST no intestino em diferentes tempos de exposicao.

Nos Apéndices A, B e C estdo resumidas as atividades teciduais e especificas das

enzimas avaliadas.

5.1 Acetilcolinesterase
O inseticida fipronil (Figura 8) induziu alteracGes na atividade tecidual nos tempos de

1, 6, 12 e 96 horas. No tempo de 1 hora observou-se aumento, em relagdo grupo controle, da
atividade tecidual nos grupos expostos CLso/2 e CLso/5 (19,63 e 22,87 umol/min/g de tecido,
respectivamente). Ja em 6 horas, as abelhas expostas as concentracdes CLso/2 e CLso/5
apresentaram diminuicdo da AChE, comparativamente ao controle, apresentando
respectivamente os valores de 9,76 umol/min/g e 8,35 umol/min/g de tecido. Para o grupo
CLso/2, a atividade tecidual de AChE diminuiu, ainda, em 12 horas de exposi¢do (7,92
umol/min/g). Para 96 horas foram observados aumento nos grupos expostos a CLso/2 e CLso/5,
guando comparado ao controle (18,11 e 14,98 umol/min/g, respectivamente).

Em relacdo a atividade especifica (Figura 9) na regido da cabeca, o fipronil induziu a
alteracdes significativas em comparacdo com o controle, sendo que as duas concentracdes

levaram a uma diminuicdo desta atividade em 6 horas (7,68 para CLso € 6,64 para CLso/5
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nmol/min/mg de proteina), enquanto que a CLso/5 ocasionou diminui¢do em 96 horas (13,17

nmol/min/mg de proteina).

Figura 8: Atividade tecidual da acetilcolinesterase (AChE) em M. scutellaris expostas
as concentracgdes subletais de fipronil (CLso/2 e CLso/5). Os resultados sédo expressos como a
média de atividade no tecido, sendo que o asterisco indica resultados significativos em
comparagao com o grupo controle (p <0,05, Kruskal-Wallis). As siglas CL2 e CL5 representam

CLso/2 e CLso/5, respectivamente.

AChE
mmol/min/g tecido

Ih 6h 12h 24h 48h 96h

Tempo em horas

—8&— Controle
Controle Acetona
Fipronil (C1.2)

—&— Fipronil (CL.5)

40



Figura 9: Atividade especifica da acetilcolinesterase (AChE) em M. scutellaris expostas
as concentracdes subletais de fipronil (CLso/2 e CLso/5). Os resultados s&o expressos como a
média de atividade por proteina, sendo que o asterisco indica resultados significativos em
comparagdo com grupo controle (p <0,05, Kruskal-Wallis). As siglas CL2 e CL5 representam
CLso/2 e CLso/5, respectivamente.
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Identificou-se alteracBes na atividade enzimatica para abelhas expostas ao inseticida
tiametoxam para os tempos de 6, 12, 24 e 96 horas. No presente inseticida (Figura 10), somente
0S grupos expostos obtiveram significancia na atividade tecidual.

Em 24 horas o grupo exposto ao tiametoxam na concentracdo CLso/5 apresentou
aumento significativo da atividade tecidual de AChE em comparacao ao grupo controle (9,97
umol/min/g de tecido). No tempo de 6 horas foram observadas diminui¢des na atividade da
AChE para as duas concentragdes de tiametoxam em relagdo ao grupo controle, sendo 8,59

umol/min/g de tecido para CLso/2 e 8,92 umol/min/g de tecido para CLso/5. Entretanto em 96
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horas, para as ambas concentracGes, notou-se elevacdo significativa na atividade tecidual
representada por 18,29 e 21,33 umol/min/g de tecido, em comparacao com o controle.

Apenas as abelhas expostas a CLso/5 de tiamentoxam tiveram alteragdo na atividade
especifica de AChE que foi de 18,97 nmol/min/mg de proteina, comparativamente superior a

média do grupo controle que foi de 12,37 nmol/min/mg de proteina (Figura 11).

Figura 10: Atividade tecidual da acetilcolinesterase (AChE) em M. scutellaris expostas
as concentracgdes subletais de tiametoxam (CLso/2 e CLso/5). Os resultados séo expressos como
a média de atividade no tecido, sendo que o asterisco indica resultados significativos em
comparagdo com o grupo controle (p <0,05, Kruskal-Wallis). As siglas CL2 e CL5 representam

CLso/2 e CLso/5, respectivamente.
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Figura 11: Atividade especifica da acetilcolinesterase (AChE) em M. scutellaris
expostas as concentracdes subletais de tiametoxam (CLso/2 e CLso/5). Os resultados sdo
expressos como a meédia de atividade por proteina, sendo que o asterisco indica resultados
significativos em comparagdo com grupo controle (p <0,05, Kruskal-Wallis). As siglas CL2 e
CL5 representam CLso/2 e CLso/5, respectivamente.
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As abelhas expostas a combinagédo dos inseticidas em questao apresentaram alteracoes
nas atividades teciduais nos tempos de 6, 48 e 96 horas (Figura 12).

Em 6 horas pode-se observar diminuigcdo significativa na atividade dos grupos
Combinado CLso/2 (8,75 umol/min/g de tecido) e Combinado CLso/5 (9,02 umol/min/g de
tecido), comparativamente ao controle (14,21 umol/min/g de tecido). Em 48 horas constatou-
se aumento na atividade tecidual de AChE, em relacdo ao controle, para 0 grupo exposto a
CLso/5 (9,08 umol/min/g de tecido). De forma dispar, apos 96 horas de exposic¢éo, 0s grupos
expostos as duas concentragdes obtiveram aumento na atividade tecidual representados por
22,47 umol/min/g de tecido para Combinado CLso/2 e por 20,07 umol/min/g de tecido para
Combinado CLso/5.
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Considerando a atividade especifica (Figura 13) de AChE para os inseticidas quando
combinados, observou-se alteracdes para os tempos de 6 e 96 horas de exposi¢do. Em 6 horas,
houve diminuicao da atividade para grupo Combinado CLso/2 (7,60 nmol/min/mg de proteina);
ja em 96 horas verificou-se 0 aumento da atividade para o grupo Combinado CLso/5 (39,93

nmol/min/mg de proteina), ambos tiveram sua atividade comparada ao grupo controle.

Figura 12: Atividade tecidual da acetilcolinesterase (AChE) em M. scutellaris expostas
as concentragdes subletais de forma combinada (CLso/2 e CLso/5). Os resultados sao expressos
como a media de atividade de tecido, sendo que o asterisco indica resultados significativos em

comparagdo com o grupo controle (p <0,05, Kruskal-Wallis). As siglas CL2 e CL5 representam
CLso/2 e CLso/5, respectivamente.
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Figura 13: Atividade especifica da acetilcolinesterase (AChE) em M. scutellaris
expostas as concentracdes subletais de forma combinada (CLso/2 e CLso/5). Os resultados sdo
expressos como a media de atividade de proteina, sendo que o asterisco indica resultados
significativos em comparagdo com grupo controle (p <0,05, Kruskal-Wallis). As siglas CL2 e
CL5 representam CLso/2 e CLso/5, respectivamente.
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5.2 Carboxilesterase-3
No presente trabalho, foram analisadas as reacdes da enzima CaE na isoforma 3 a partir

das cabecas da espécie M. scutellaris. Os resultados obtidos estdo evidenciados na Figura 14,
Figura 16 e Figura 18 para atividade tecidual e Figuras 15, 17 e 19 para atividade especifica.
Analisando-se a exposicao ao fipronil individualmente, apos 12 horas foram observadas
diminuicdo na atividade tecidual da CaE-3 com valor de 0,66 umol/min/g para o grupo exposto
a CLso/2. Em 96 horas a mesma concentracdo levou a um aumento na atividade (2,83

umol/min/g), em relagéo ao controle.
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Diferente do mostrado para a atividade tecidual, o fipronil ndo ocasionou diferencas

significativas nas atividades especificas dos diferentes grupos experimentais para Cak-3.

Figura 14: Atividade tecidual da carboxilesterase de isoforma 3 (CaE-3) em M.
scutellaris expostas as concentracgdes subletais de fipronil (CLso/2 e CLso/5). Os resultados séo
expressos como a média de atividade no tecido, sendo que o asterisco indica resultados
significativos em comparagdo com o grupo controle (p <0,05, Kruskal-Wallis). As siglas CL2

e CL5 representam CLso/2 e CLso/5, respectivamente.
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Figura 15: Atividade especifica da carboxilesterase de isoforma 3 (CaE-3) em M.
scutellaris expostas as concentracdes subletais de fipronil (CLso/2 e CLso/5). Os resultados sdo
expressos como a média de atividade por proteina e as siglas CL2 e CL5 representam CLso/2 e

CLso/5, respectivamente.
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A exposicdo as concentragdes CLso/2 e CLso/5 do inseticida tiametoxam isoladamente
(Figuras 16 e 17), ndo ocasionou diferencas estatisticas em nenhum dos tempos de exposicao,
comparativamente ao grupo controle; tanto para a atividade tecidual quanto para a atividade

especifica de CaE na isoforma 3.
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Figura 16: Atividade tecidual da carboxilesterase de isoforma 3 (CaE-3) em M.

scutellaris expostas as concentrac@es subletais de tiametoxam (CLso/2 e CLso/5). Os resultados

sdo expressos como a média de atividade no tecido e as siglas CL2 e CL5 representam CLso/2

e CLso/5, respectivamente.

CaE-3
mmol/min/g tecido

3,0

2.5 5

2,0 1

£S5

1,0

0,5 -

0,0 T T

1h 6h

Controle
Controle Acetona
Tiametoxam (CL2)

Tiametoxam (CL5)

12h 24h

Tempo em horas

48h

96h

48



Figura 17: Atividade especifica da carboxilesterase de isoforma 3 (CaE-3) em M.
scutellaris expostas as concentra¢des subletais de tiametoxam (CLso/2 e CLso/5). Os resultados
sdo expressos como a média de atividade por proteina e as siglas CL2 e CL5 representam CLso/2

e CLso/5, respectivamente.
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Ja no grupo de abelhas expostas a combinacdo dos inseticidas, os resultados mostraram
alteracdes de atividade somente em 6 horas de exposicdo (Figura 18). Neste tempo, 0 grupo
Combinado CLso/5 apresentou valor de 0,74 umol/min/g de tecido, comparativamente inferior
ao valor tecidual do grupo controle de 1,57 umol/min/g. Porém, para a atividade especifica, ndo
houve diferencas significativas entre os grupos experimentais em nenhum dos tempos de

exposicao (Figura 19).
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Figura 18: Atividade tecidual da carboxilesterase de isoforma 3 (CaE-3) em M.
scutellaris expostas as concentracfes subletais de forma combinada (CLso/2 e CLso/5). Os
resultados sdo expressos como a media de atividade no tecido, sendo que o asterisco indica
resultados significativos em comparagdo com o grupo controle (p <0,05, Kruskal-Wallis). As
siglas CL2 e CL5 representam CLso/2 e CLso/5, respectivamente.
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Figura 19: Atividade especifica da carboxilesterase de isoforma 3 (CaE-3) em M.
scutellaris expostas as concentracfes subletais de forma combinada (CLso/2 e CLso/5). Os
resultados sdo expressos como a média de atividade por proteina e as siglas CL2 e CL5

representam CLso/2 e CLso/5, respectivamente.
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5.3 Glutationa S-transferase
Os resultados da enzima GST nos intestinos das abelhas estdo expressos nas figuras 20,

22 e 24 para atividade tecidual e figuras 21, 23 e 25 de atividade especifica.

Os resultados obtidos da exposicdo ao inseticida fipronil (Figura 20) mostraram
alteragdes na atividade tecidual de GST somente nos tempos de 1 e 96 horas. Em 1 hora, em
comparagdo ao grupo controle, notou-se o aumento da atividade de GST para o grupo controle
acetona (19,48 umol/min/g de tecido) e diminui¢cdo no grupo exposto CLso/5 (8,02 umol/min/g
de tecido). Entretanto, em 96 horas, houve 0 aumento na atividade tecidual em ambos os grupos

expostos ao fipronil quando comparados ao controle, sendo 17,28 umol/min/g para CLso/2 e
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28,49 umol/min/g para CLso/5. Porém, para a atividade especifica, ndo houve diferenca

significativa dos grupos experimentais em relacdo ao grupo controle (Figura 21).

Figura 20: Atividade tecidual da glutationa S-transferase (GST) em M. scutellaris
expostas as concentracgdes subletais de fipronil (CLso/2 e CLso/5). Os resultados sdo expressos
como a média de atividade no tecido, sendo que o asterisco indica resultados significativos em
comparagao com o grupo controle (p <0,05, Kruskal-Wallis). As siglas CL2 e CL5 representam

CLso/2 e CLso/5, respectivamente.
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Figura 21: Atividade especifica da glutationa S-transferase (GST) em M. scutellaris
expostas as concentragdes subletais de fipronil (CLso/2 e CLso/5). Os resultados sdo expressos
como a média de atividade por proteina e as siglas CL2 e CL5 representam CLso/2 e CLso/5,

respectivamente.
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Identificou-se alteracGes na atividade tecidual de GST para abelhas tratadas com o
inseticida tiametoxam (Figura 22) para os tempos de 1, 6 e 12 horas. Transcorrida 1 hora de
exposicdo, foi observado aumento na atividade da GST para o grupo controle acetona em
ralacdo ao controle (19,48 umol/min/g de tecido). Em 6 horas verificou-se aumento da atividade
tecidual para 0s grupos expostos ao tiametoxam nas concentracbes de Clso/2 (19,46
umol/min/g de tecido) e CLso/5 (31,13 umol/min/g de tecido) em comparagdo com 0 grupo
controle. Entretanto, para o tempo de exposicédo de 12 horas, 0 aumento da atividade tecidual
de GST foi mantido somente foi observado apenas para o grupo exposto Clso/5 (18,78
umol/min/g de tecido) em relagédo ao controle.

A atividade especifica da GST, ndo mostrou alteracdo significativa entre 0s grupos
experimentais e o controle para nenhum dos tempos avaliados (Figura 23).
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Figura 22: Atividade tecidual da glutationa S-transferase (GST) em M. scutellaris
expostas as concentracdes subletais de tiametoxam (CLso/2 e CLso/5). Os resultados sdo
expressos como a meédia de atividade no tecido, sendo que o asterisco indica resultados
significativos em comparagdo com o grupo controle (p <0,05, Kruskal-Wallis). As siglas CL2
e CL5 representam CLso/2 e CLso/5, respectivamente.
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Figura 23: Atividade especifica da glutationa S-transferase (GST) em M. scutellaris
expostas as concentracdes subletais de fipronil (CLso/2 e CLso/5). Os resultados s&o expressos
como a média de atividade por proteina e as siglas CL2 e CL5 representam CLso/2 e CLso/5,
respectivamente.
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Ja os grupos de abelhas que foram expostas a combinacao dos inseticidas apresentaram
alteragdes em quase todos os tempos avaliados (Figura 24). Pode-se observar aumento
significativo na atividade tecidual da GST no grupo Combinado CLso/5 (médias 29,07 e 19,01
umol/min/g de tecido) em 1 e 6 horas e no grupo Controle acetona (média 19,48 umol/min/g
de tecido) em 1 hora, em relacdo ao controle. Em 48 e 96 horas, somente foi constatado aumento
da atividade tecidual desta enzima no grupo Combinado CLso/2, demonstrada pelas médias
24,66 e 18,61 umol/min/g de tecido, respectivamente, comparados ao grupo controle.

Contudo, a atividade especifica da enzima GST para a combinacdo dos inseticidas ndo
mostrou-se significativa quando comparados 0s grupos expostos com o grupo Controle,

divergindo do encontrado para a atividade tecidual (Figura 25).
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Figura 24: Atividade tecidual da glutationa S-transferase (GST) em M. scutellaris
expostas as concentracdes subletais de forma combinada (CLso/2 e CLso/5). Os resultados sdo
expressos como a meédia de atividade no tecido, sendo que o asterisco indica resultados
significativos em comparagdo com o grupo controle (p <0,05, Kruskal-Wallis). As siglas CL2
e CL5 representam CLso/2 e CLso/5, respectivamente.
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Figura 25: Atividade especifica da glutationa S-transferase (GST) em M. scutellaris
expostas as concentracdes subletais de forma combinada (CLso/2 e CLso/5). Os resultados sao
expressos como a média de atividade por proteina e as siglas CL2 e CL5 representam CLso/2 e

CLso/5, respectivamente.
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5.4 Combinacéo entre inseticidas

Em dltima andlise, realizamos compara¢do entre 0s grupos isolados e a combinacao
destes a partir de analises estatisticas para cada enzima. Os resultados obtidos estdo
evidenciados nas Figuras 26 e 28 — Atividade Tecidual CLso/2 e CLso/5 e Figuras 27 e 29
Atividade Especifica CLso/2 e CLso/5 todos para atividade de AChE; nas Figuras 30 e 32 —
Atividade Tecidual CLso/2 e CLso/5 e Figuras 31 e 33 Atividade Especifica CLso/2 e CLso/5
todos para atividade de CaE-3 e Figuras 34 e 36 — Atividade Tecidual CLso/2 e CLso/5 € Figuras
35 e 37 Atividade Especifica CLso/2 e CLso/5 todos para atividade de GST.

As Figuras 26 e 27 apresentaram, em 1 hora observaram-se aumento na atividade

tecidual e especifica do inseticida Fipronil CLso/2 com os respectivos valores 19,64 umol/min/g

de tecido e 11,39 nmol/min/mg de proteina.
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Figura 26: Atividade tecidual da Acetilcolinesterase (AChE) em M. scutellaris expostas
as concentragdes subletais CLso/2 de forma comparativa entre os inseticidas. Os resultados sdo
expressos como a média de atividade no tecido, sendo que o asterisco indica resultados
significativos em comparacdo com o grupo combinado (p <0,05, Kruskal-Wallis). As siglas
CL2 representa CLso/2.
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Figura 27: Atividade especifica da Acetilcolinesterase (AChE) em M. scutellaris
expostas as concentracdes subletais CLso/2 de forma comparativa entre os inseticidas. Os
resultados s@o expressos como a média de atividade por proteina sendo que o asterisco indica
resultados significativos em comparagdo com o grupo combinado (p <0,05, Kruskal-Wallis).
As siglas CL2 representa CLso/2.
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As figuras 28 e 29 apresentaram as seguintes diferencas nas concentracdes de CLso/5:
para 1 horas obteve-se aumento na atividade tecidual e especifica para inseticida fipronil 22,88
umol/min/g de tecido e 12,89 nmol/min/mg de proteina; diminuicdo inseticida tiametoxam em
24 horas com valor de 9,98 umol/min/g de tecido; aumento atividade tecidual e especifica para
inseticida tiametoxam em 48 horas (20,56 umol/min/g de tecido e 18,98 nmol/min/mg de
proteina) e aumento na atividade especifica de tiametoxam e fipronil com valores 13,18 e 10,55

nmol/min/mg de proteina em 96 horas de exposig&o.
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Figura 28: Atividade tecidual da Acetilcolinesterase (AChE) em M. scutellaris expostas
as concentragdes subletais CLso/5 de forma comparativa entre os inseticidas. Os resultados sdo
expressos como a média de atividade no tecido, sendo que o asterisco indica resultados
significativos em comparacdo com o grupo combinado (p <0,05, Kruskal-Wallis). As siglas
CL5 representa CLso/5.
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Figura 29: Atividade especifica da Acetilcolinesterase (AChE) em M. scutellaris
expostas as concentracdes subletais CLso/5 de forma comparativa entre os inseticidas. Os
resultados sdo expressos como a média de atividade por proteina, sendo que o asterisco indica
resultados significativos em comparacdo com o grupo combinado (p <0,05, Kruskal-Wallis).
As siglas CL5 representa CLso/5.
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As Figuras 30, 32 e 33 ndo apresentaram diferenca estatisticas e, portanto, estdo
anexadas ao trabalho somente de forma representativa. Ja para a Figura 31, o inseticida fipronil
apresentou em 96 horas de exposi¢do aumento atividade com valor de 17,41 nmol/min/mg de

proteina.
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Figura 30: Atividade tecidual da carboxilesterase de isoforma 3 (CaE-3) em M.
scutellaris expostas as concentracBes subletais CLso/2 de forma comparativa entre o0s
inseticidas. Os resultados sdo expressos como a média de atividade no tecido e as siglas CL2

representa CLso/2.
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Figura 31: Atividade especifica da carboxilesterase de isoforma 3 (CaE-3) em M.
scutellaris expostas as concentracGes subletais CLso/2 de forma comparativa entre o0s
inseticidas. Os resultados s@o expressos como a média de atividade por proteina sendo que o
asterisco indica resultados significativos em comparagcdo com o grupo combinado (p <0,05,
Kruskal-Wallis). As siglas CL2 representa CLso/2.
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Figura 32: Atividade tecidual da carboxilesterase de isoforma 3 (CaE-3) em M.

scutellaris expostas as concentracBes subletais CLso/5 de forma comparativa entre o0s

inseticidas. Os resultados sdo expressos como a media de atividade no tecido e as siglas CL5

representa CLso/5.
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Figura 33: Atividade especifica da carboxilesterase de isoforma 3 (CaE-3) em M.
scutellaris expostas as concentracBes subletais CLso/5 de forma comparativa entre o0s
inseticidas. Os resultados s@o expressos como a média de atividade por proteina sendo que as

siglas CL5 representa CLso/5.
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As Figuras 34 e 36 apresentaram, em 96 horas observaram-se diminui¢édo na atividade
tecidual do inseticida Tiametoxam CLso/2 (7,82 umol/min/g de tecido) e aumento na atividade
do inseticida Fipronil CLso/5 (28,49 umol/min/g de tecido); entretanto para a atividade

especifica ndo apresentou diferenca estatistica.
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Figura 34: Atividade tecidual da glutationa S-transferase (GST) em M. scutellaris

expostas as concentracdes subletais CLso/2 de forma comparativa entre os inseticidas. Os

resultados sdo expressos como a média de atividade no tecido, sendo que o asterisco indica

resultados significativos em comparagdo com o grupo combinado (p <0,05, Kruskal-Wallis).
As siglas CL2 representa CLso/2.
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Figura 35: Atividade especifica de glutationa S-transferase (GST) em M. scutellaris

expostas as concentracdes subletais CLso/2 de forma comparativa entre os inseticidas. Os

resultados sdo expressos como a media de atividade por proteina sendo que as siglas CL2

representa CLso/2.
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Figura 36: Atividade tecidual da glutationa S-transferase (GST) em M. scutellaris
expostas as concentracdes subletais CLso/5 de forma comparativa entre os inseticidas. Os
resultados sdo expressos como a media de atividade no tecido, sendo que o asterisco indica
resultados significativos em comparagdo com o grupo combinado (p <0,05, Kruskal-Wallis).
As siglas CL5 representa CLso/5.
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Figura 37: Atividade especifica de glutationa S-transferase (GST) em M. scutellaris
expostas as concentracdes subletais CLso/2 de forma comparativa entre os inseticidas. Os
resultados sdo expressos como a media de atividade por proteina sendo que as siglas CL2

representa CLso/2.
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6. DISCUSSAO

Uma vez que as varia¢des enzimaticas podem ocorrer em funcdo de mudancas sazonais,
condigdes ambientais, estagio do desenvolvimento fisiolégico ou metabdlico do individuo,
sexo, dentre outros (BELZUNCES, GAUTHIER, COLIN, 1992; THOMPSON, 1996), as
quantificacBes enzimaticas sdo importantes técnicas moleculares aplicada em diversas areas de
estudo, como estudos toxicologicos em abelhas, principalmente na espécie modelo A. mellifera
(PAPADOPOULOS et al., 2004; BADIOU- BENETEAU et al., 2012; BOILY et al., 2013;
CARVALHO et al., 2013; BADAWY; NASR; RABEA, 2014; AL NAGAR et al., 2015).

Para a quantificacdo enzimatica, os parametros de atividade tecidual e atividade
especifica sdo utilizados para observacdo de toxicidade de diferentes espécies aos xenobioticos.
Sendo que a atividade tecidual mostra a real variagdo da atividade de determinada enzima em
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um tecido, enquanto a atividade especifica indica quantificacdo total de proteina; na literatura
dos ultimos anos o parametro de atividade tecidual tem sido mais utilizado (STRYER, 1988;
BIANCONI, 2001; SUCHAIL et al. 2004; BADIOU-BENETEAU et al., 2012; CARVALHO
etal., 2013).

Nesta pesquisa, tanto o fipronil quanto o tiametoxam e suas combinagdes levaram a
alteracGes na atividade tecidual de AChE, sendo que houve uma tendéncia a diminuicdo desta
em 6, 12, 24 e 48 horas. Porém em 1 e 96 horas as concentracdes de ambos os inseticidas,
isoladas ou combinadas, aumentaram esta atividade.

A diminuicdo da atividade tecidual poderia ser decorrente dos efeitos tdxicos dos
inseticidas, esta inibicdo foi observada no presente trabalho para todas as exposigdes,
comprovando a agdo dos inseticidas nas abelhas M scutellaris; portanto, podem ocasionar
sintomas de neurotoxicidade que acarretam, consequentemente, problemas de coordenacéo,
hiperexcitacdo e, até mesmo, paralisia do inseto.

Badiou; Meled; Belzunces (2008) em estudo com a deltametrina — um piretrdide com
mecanismo de acdo de bloqueio dos canais Na* diretamente relacionado com as membranas das
células nervosas, discutem que a diminuicdo de AChE poderia ter ocorrido devido a apoptose
parcial de células do sistema nervoso central. O inseticida fipronil, que tém como mecanismo
de acéo o receptor GABA e blogueiam os canais de cloro ocasionando alteragfes neste sistema
regulador de impulsos nervosos, pode ocasionar alteracGes enzimaticas devido & processos de
alta afinidade do inseticida e/ou de seus metabolitos aos sitios de acdo; mecanismo de
compensacdo ou possivel apoptose parcial celular — semelhantemente ao abordado pelos
pesquisadores.

Para o inseticida tiametoxam, um neonicotinoide, ha hipotese de diminuicdo da
atividade, principalmente tecidual, visto que tem como sitio de acdo 0s receptores nicotinicos
de acetilcolina e afetam, diretamente a enzima AChE; observadas no presente trabalho.
Badawy, Nasr e Rabea (2014) também observaram reducédo da atividade da AChE na espécie
A. mellifera, quando exposta aos inseticidas acetamiprido e dinotefuran, pertencentes a classe
dos neonicotinoides.

Nos tempos e concentragdes citados acima, com administracdo de concentragdes
subletais dos inseticidas isolados, observou-se a diminuicdo nas atividades enzimaticas,
entretanto, quando realizada combinagdo das concentracdes subletais, através das proporgdes
apresentadas nos métodos deste trabalho, observou-se alteracdo de efeito. Isso pode estar

relacionado diretamente a combinacdo destes xenobidticos, afetando a especificidade dos

70



mecanismos de acdo (BADIOU; MELED; BELZUNCES; 2008); com isto, no presente
trabalho, somente obtivemos diminui¢do da enzima AChE em 6 e 48 horas.

Entretanto, 0 aumento na atividade enzimatica, que € adverso tanto para o inseticida
fipronil quanto tiametoxam, podem ter efeitos decorrentes dos metabdlitos destes inseticidas,
ocasionando um efeito gatilho na presente enzima. Os metabdlitos do inseticida fipronil sdo
comumente ocasionados pelo dissulfinil e sulfona, que exercem atividades adversas nos
organismos e podem ocasionar alteracdes a nivel celular e molecular, possibilitando morte
celular (CABONI; SAMMELSON; CASIDA, 2003); ja para o tiametoxam, tanto a clotianidina
quanto o N-desmetil-tiametoxam, tém capacidade toxicoldgica aumentada, visto que ha maior
afinidade aos receptores nicotinérgicos e, consequentemente, maior dificuldade de
metabolizacdo (NAUEN et al., 2003).

Diferente das atividades descritas, para o tempo de 96 horas de exposic¢ao, obtivemos o
aumento da atividade enzimatica de AChE, para os tratamentos com os inseticidas isolados e
combinados. Este aumento, mesmo que incomum, pode ser reflexo do mecanismo de acdo e/ou
metabdlitos dos inseticidas que levaram a altera¢6es do sistema nervoso, resultando no aumento
da acetilcolinesterase como tentativa de cessar o impulso nervoso. Corroborando com as
conclusbes apresentadas, Boily et al. (2013) também constataram elevacdo da atividade da
AChE no tecido cerebral de adultos de Apis mellifera, sendo afetada apds exposi¢do de doses
letais médias dos inseticidas imidacloprido e a clotianidina, ambos pertencentes a classe dos
neonicotinoides.

Os resultados das pesquisas citadas apontam que os inseticidas que atuam no sistema
nervoso central dos insetos e, consequentemente ocasionam hiperexcitacdo neural, alteram a
atividade tecidual da enzima AChE. Isto foi observado porque os inseticidas possuem como
sitios de acdo primario os receptores nicotinicos de acetilcolina — neonicotinoides, os canais de
cloro, mediados pelo GABA - fenilpirazois — e até a degradacdo da acetilcolinesterase —
organofosforados; levando a possivel colapso da atividade cerebral do individuo (CHAPMAN,
1998; FARIA, 2009; TINGLE et al., 2000; HOPWOOD et al., 2012; CARILLO et al., 2013).

Todas as alteracdes na atividade enzimatica cerebral observadas podem comprometer
as funcbes neuronais e prejudicar o desempenho de aprendizagem e memoria deste organismo
(LAMBIN et al., 2001; DECOURTYE et al., 2005; BENZIDANE et al., 2010; BELZUNCES;
TCHAMITCHIAN; BRUNET, 2012). Com isto, uma vez comprometido o equilibrio do
sistema, poderd desestruturar o desempenho do inseto e afetard diretamente na sua sanidade e,
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consequentemente, sua sobrevivéncia dependendo da extensdo dos danos causados pelos
inseticidas.

Um dos principais processos realizados pelas enzimas € a biotransformacao de diversas
substancias — também conhecida como metabolizacdo e/ou desintoxica¢do. Esta tem como
funcdo principal um conjunto de alteraces quimicas e/ou estruturais, transformando-as em
derivados mais polares, tendo como foco principal o0 aumento na velocidade de excrecéo e,
consequentemente, menor permanéncia no organismo (JOHNSON, 2015).

De modo geral, a desintoxicacdo de xenobioticos € realizada pela conversdo de
substancias lipossollveis para soliveis em agua através das enzimas esterases e citocromo
P450, facilitando assim a metabolizacdo e excrecéo pelo organismo (MIOTA et al., 1998;
SCHAREF et al., 1999). Estes processos sdo divididos em trés fases principais que iremos
discutir ao longo deste trabalho: Fase | — Funcionalizacao; Fase Il — Conjugacéo; e Fase Il —
Excrecdo (BERENBAUM; JOHNSON, 2015). Para compreendermos 0 processo de
desintoxicacao dos diferentes xenobidticos nos organismos devemos compreender como ocorre
0 processo de metabolizacdo através das enzimas envolvidas, desencadeando 0s processos
citados anteriormente.

Segundo Scharf et al. (2000), na metabolizacdo do inseticida fipronil, ocorrem dois
processos principais: a oxidacdo do componente tioéter, formando o composto sulfonado,
mediado pela enzima P450 ou a desalogenizagdo, ocasionada pela conjugagdo com as GTS’s.
Inseticidas que possuem o composto organico tioéter, mesmo apds sua metabolizacao inicial,
tém como caracteristica continuar apresentando efeitos toxicolégicas em organismos, nos
fazendo compreender os altos niveis de toxicidade deste inseticida.

Ja os neonicotinoides, segundo Casida (2011), possuem dois metabdlitos formados em
comum, gerados por estes inseticidas nos diferentes organismos: cloroporidinilo (CP) e/ou
clotiazioil (CT), sendo estes importantes marcadores em analises por envenenamento e
intoxicacdo. Na presente pesquisa, ressaltou-se que a principal preocupacgdo é identificar os
metabolitos gerados pela Fase |, visto os multiplos locais de ataque inicial realizados nesta;
sendo que pode ocorrer a transformacdo em compostos bioativos e, consequentemente, em
compostos mais téxico e/ou a formacdo em substancias conjugadas através da Fase Il, que
geralmente séo desintoxicantes e corroboram para a excregao.

No inseticida tiametoxam, o processo de metabolizacéo é inicialmente realizado através
de trés reacOes: desmetilagdo em desmetil-tiametoxam; nitro redugdo transformando-o em

nitrocompostos ou clivagem gerando a clotianidina; estes compostos sofrem variadas reagoes

72



de conjugacdo com glicina e &cido glucurénico, sendo assim acetilados e excretados (Casida,
2011). Sendo importante ressaltar o fator acometido pelos processos descritos ha metabolizacdo
pela citocromo P450 e formacédo de N-desmetil-tiametoxam ou clotianidina, sdo 0s possiveis
efeitos toxicos ocasionados por esta substancia prejudicais aos organismos, pois possuem
caracteristica de inseticidas potentes e/ou acdo agonistas nos insetos (NAUEN et al.,2003),
gerando compostos bioativos muitas vezes mais nocivos do que outros com gue estes insetos
tiveram contato.

Entre os processos descritos, a enzima estudada carboxilesterase (CaE), representante
da Fase I, tem funcdo hidrolitica, que significa adicionar uma molécula de agua separando a
substancia em dois fragmentos ou moléculas menores, sendo um fragmento ligado ao grupo
hidroxila e outra ao hidrogénio (BERENBAUM; JOHNSON, 2015; JOHNSON, 2015).

Em comparacéo a outras espécies de insetos, as abelhas apresentam menor efetividade
nos processos de desintoxicacdo dos xenobidticos, refletindo maior suscetibilidade destes
insetos. Isto porque, de acordo com Claudianos et al. (2006), na espécie A. mellifera, existem
24 membros ativos da familia enzimatica das carboxil colinesterases, enquanto Drosophila
melanogaster (Meigen, 1830) possui 35 e Anopheles gambiae (Giles, 1926) possui 51; sendo
que dados sobre a espécie M. scutellaris ainda nédo estdo presentes em literatura.

Em comparacdo a outras espécies de insetos, as abelhas apresentam menor efetividade
nos processos de desintoxicacdo dos xenobioticos, refletindo maior suscetibilidade destes
insetos. Isto porque, de acordo com Claudianos et al. (2006), na espécie A. mellifera, existem
24 membros ativos da familia enzimatica das carboxil colinesterases, enquanto Drosophila
melanogaster (Meigen, 1830) possui 35 e Anopheles gambiae (Giles, 1926) possui 51.

Com aumento do interesse nos estudos com abelhas brasileiras, entre estas a M.
scutellaris, pesquisas com intuito de esclarecer a historia evolutiva do género Melipona vém
sendo apresentadas em literatura. Silverio et al. (2014) apresentaram a caracterizacdo
mitocondrial da presente espécie e puderam apresentar genes de codificagdes de proteinas,
passo importantissimo para 0 avangco em pesquisas € complementacdo a trabalhos com
biomarcadores.

Nos grupos Fipronil CLso/2 em 12 horas e, de forma mais rapida para Combinado CLso/5
— 6 horas, constatou-se uma diminuicéo significativa na atividade tecidual da CakE-3. Entretanto,
o tiametoxam n&o levou a altera¢Bes nesta isoforma enzimaética, diferentemente do apresentado
por Badiou-Bénéteau et al. (2012) para diminui¢do na atividade na atividade das isoformas
CaE-1e CaE-3.
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A auséncia de alteracdo da atividade da CaE ou sua diminui¢&o quando as abelhas foram
expostas aos inseticidas isolados ou combinados podem ser explicadas pela existéncia de seis
distintas isoformas descritas que apresentam diferentes especificidades aos substratos
(BITONDI; MESTRINER, 1983). Com isto, estudos futuros devem ser realizados para maior
esclarecimento do processo de desintoxicacdo através de Cak em abelhas M. scutellaris, assim
como as principais isoformas envolvidas neste procedimento.

Outros fatores, que podem estar diretamente relacionados a estes resultados, sdo que 0s
inseticidas podem ser metabolizados por diferentes enzimas e transformado em diferentes
compostos (NARAHASHI et al., 2010). Fatores como via de exposi¢do, dose e moléculas
envolvidas, tempo de exposicdo e espécies podem influenciar no processo e agdo das enzimas
de desintoxicacdo; gerando assim metabolitos que interferem na atividade das enzimas de
desintoxicacdo e diminuindo a capacidade de realizar suas funcdes (ZALUSKI et al., 2015).

A constituicdo do genoma para espécie M. scutellaris ndo apresenta dados em literatura
e, portanto, ndo sabemos exatamente quantas isoformas de carboxilesterase estdo presentes
nesta espécie. Yu; Robinson; Nation (1984) quantificaram e apresentaram alteracfes na
atividade da enzima CaE de forma generalista e, portanto, sem diferenciacdo de suas isoformas,
por ndo obter dados do genoma desta espécie na eépoca; esta poderia ser uma alternativa
utilizada para analise de CaE em abelhas M. scutellaris.

Ressalta-se ainda que as médias das atividades enzimaética teciduais e especificas
determinadas para M. scutellaris, at¢ mesmo do grupo Controle, foi inferior ao descrito na
literatura para A. mellifera (YU; ROBINSON; NATION, 1984; BADIOU-BENETEAU et al.,
2012; CARVALHO et al., 2013). Isso poderia indicar menor efetividade nos processos de
desintoxicacdo dos inseticidas para a presente abelha, fato este que explica a maior
vulnerabilidade das espécies de abelhas sem-ferrdo quando comparadas a espécie modelo
(LOURENCGCO et al., 2012a, b; JACOB et al., 2013).

Muitos estudos vém demonstrando que os agrotdxicos sdo extremamente prejudiciais as
abelhas, sendo que um dos possiveis fatores esta relacionado a constituicdo do seu genoma,
uma vez que esta apresenta certa deficiéncia nas familias génicas relacionadas as enzimas de
desintoxicacdo (HOLT et al., 2002; CLAUDIANOS et al., 2006), entre elas a familia das GSTs.
Claudianos et al. (2006) comprovaram que existem 10 genes funcionais para a enzima de
desintoxicacdo GST na espécie A. mellifera, sendo esta representativamente inferior a outras
espécies de insetos.
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Para o tempo de uma hora de exposic¢do, observou-se 0 aumento na atividade tecidual
da enzima GST para o grupo Controle acetona; este fator pode estar diretamente relacionado ao
processo de conjugacdo realizado por esta enzima e, portanto, a geracdo de compostos
altamente polarizados e hidrossoltveis com maior facilidade para excre¢cdo (BERENBAUM,;
JOHNSON, 2015); com isto, o aumento pode estar envolvido em um processo de
desintoxicacao de fase Il, para eliminacdo deste composto.

Na mesma enzima, para o inseticida fipronil, observou-se aumento na atividade tecidual
somente em 96 horas de exposicdo em ambas concentragdes subletais através das médias 17,28
umol/min/g para CLso/2 e 28,49 umol/min/g para CLso/5; demonstrando possivel ativagdo do
processo de desintoxicacdo. De forma analoga, Roat et al. (2016) também n&o observaram para
espécie A. mellifera alteracdes na atividade tecidual e especifica para a enzima GST em 48
horas de exposicao ao inseticida fipronil.

J& para o inseticida tiametoxam, foi constatado um aumento na atividade tecidual de
GST a partir de concentragdes subletais com 1 (CLso/2 e CLso/5) e 12 horas (CLso/5) de
exposicado; similarmente detectado por Badiou-Bénéteau et al. (2012), que analisaram os efeitos
das doses subletais deste inseticida sobre espécie A. mellifera, observando aumento da atividade
tecidual (25 umol/min/g de tecido) ap6s 48 horas. Portanto, esta enzima é apontada como um
marcador precoce para a espécie M. scutellaris, pois apresentou acdo rapida com intuito de
desintoxicacao e protecdo celular comparativamente a abelha A. mellifera.

Quando os inseticidas sdo combinados na menor concentra¢do (Combinado CLso/5) a
atividade da GST aumenta em 6 e 12 horas, entretanto a combinacdo dos inseticidas na maior
concentragdo (CLso/2) levou a um aumento somente em 48 e 96 horas. Este processo pode ser
chamado sistema hormesis, apresentando respostas mais rapidas dos biomarcadores quando 0s
individuos s@o expostos a doses mais baixas de inseticidas, e inversamente observado em doses
mais altas, que obtém menor atividade resposta (SUCHAIL et al., 2000; SUCHAIL et al., 2001,
SUCHAIL et al., 2004; CALABRESE, 2008; BADIOU-BENETEAU et al., 2012).

Nesta mesma linha, Suchail et al. (2001) observaram toxicidade em abelhas A. mellifera,
a partir da contaminagdo com variacéo de doses da CLso e DLso do inseticida neonicotinoide
imidacloprido, com resultados de mortalidade aumentada em baixas doses e em doses altas,
sendo que em doses altas a mortalidade foi adiada. Os pesquisadores explicam que,
possivelmente, em doses altas a mortalidade pode estar relacionada com a quantidade de

metabolitos toxicos e a saturagcdo do metabolismo de pesticidas pelas enzimas; nas baixas doses,
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podem estar relacionados a existéncia de sitios de ligacdo de diferentes afinidades, que geram
combinag0es tdxicas e, consequentemente, maior alerta do metabolismo de desintoxicacao.

Yu; Robinson; Nation (1984) em estudo sobre os efeitos da permetrina para espécie A.
mellifera, observaram a média de 466,32 nm/min/mg proteina de GST no intestino das abelhas
quando expostas a 48 horas desta substancia; esta média representa aproximadamente 15,6
vezes mais proteinas do que o encontrado no presente estudo para a espécie M. scutellaris.

Segundo, Badiou-Bénéteau et al. (2012) esta enzima tem funcdo de minimizar os danos
oxidativos gerados pelos mais variados fatores, dentre estes a exposicéo de individuos a agentes
xenobidticos. A chamada defesa oxidante tem a funcdo de proteger as células contra possiveis
danos desta natureza; realizado principalmente pela superfamilia P450 que sdo enzimas hemo-
tiolatas que participam da biossintese de moléculas de sinalizacdo endégena e na desintoxicacdo
de xenobidticos em insetos (FEYEREISEN, 2012).

Dentre as alteracGes enzimaticas apresentadas, notou-se diminuicdo na atividade
tecidual da enzima GST em 1 horas no inseticida Fipronil CLse/5, podendo acarretar danos
oxidativos irreversiveis a célula, a partir de graves e variadas agressdes quimicas, ocasionando
colapso no sistema do individuo e podendo, consequentemente, leva-lo a morte (BADAWY,
NASR, RABEA, 2014).

A auséncia de alteragdes na enzima GST também foi observada em diferentes grupos e
horas de exposicéo, este fator pode estar relacionado com o processo de desintoxicagdo desta
enzima, que é dependente da Fase | de biotransformacdo, ou seja, sem ativacdo do mesmo,
impede-se 0 processo de Fase Il. Visto que este processo € realizado principalmente pela
citocromo P450, reconhece-se como importante pardmetro a ser analisado concomitantemente
em trabalhos futuros.

Outro importante parametro apresentado nos resultados do presente trabalho é a
comparacao entre os inseticidas, podendo nos elucidar sobre a real interacao entre os inseticidas
e os efeitos toxicologicos em abelhas. A interacdo entre os inseticidas pode ser classificada de
trés formas principais (NASH, 1967; MARKING, 1985; CALABRESE, 1991): efeito aditivo —
onde os efeitos toxicos resultantes da combinacdo sdo iguais a soma de cada produto
isoladamente; efeito sinergistico — os efeitos toxicos da combinacéo dos inseticidas sdo maiores
que a soma dos produtos isolados; e o efeito antagonistico —a combinacdo dos inseticidas tém
efeitos toxicos menores do que os produtos administrados isoladamente.

Efeitos aditivos foram observados apds decorridas exposi¢cdes em 24 horas para a

enzima AChE para concentragdo CLso/5 e 96 horas para a enzima GST para concentracdo
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CLso/2. Estes resultados podem estar relacionados com os efeitos citotdxicos destas moléculas
combinadas, ao longo do tempo, podendo ocasionar degeneracdo tecidual e aumento da
atividade metabolica na tentativa de combater os efeitos e neutralizar a combinacdo destes
compostos quimicos, devido ao aumento da atividade de metabolizacdo (SOARES et al., 2013;
JACOB et al., 2014; JACOB et al., 2015).

Diferentemente, em 96 horas de exposi¢do do inseticida fipronil com concentragdo
CLso/5 observou-se aumento da atividade GST; este fator pode estar relacionado ao efeito do
composto original com os metabdlitos toxicos deste inseticida gerarem uma combinacdo
problemética apds maior tempo de exposicdo, comparativamente ao tiametoxam isoladamente
ou a combinacdo (SUCHAIL, 2000).

Ja no tempo de 1 hora, a atividade tecidual da enzima AChE para as concentragdes
CLso/2 e CLso/5, apresentou-se aumentada para o inseticida fipronil; este fator pode estar
relacionado a forma rapida que o inseticida chega ao cérebro através da hemolinfa, interferindo
diretamente no funcionamento deste sistema. Ja em 48 horas, observamos aumento da atividade
de AChE para tiametoxam na concentragdo CLso/5, relacionado possivelmente aos efeitos
neurotdxicos diretamente ligado ao mecanismo de acao deste inseticida e/ou ao mecanismo de
desintoxicacdo ter ativacdo precoce com a combinacéo de inseticidas, impedindo aumento em
maior tempo de exposicgéo.

De forma conclusiva, as alteracBes enzimaticas podem influenciar diretamente em
fatores como: desintoxicacdo, eficiéncia celular e funcdes fisiologicas. Se o processo de
desintoxicacdo ndo for efetivo, isto pode acarretar a morte dos individuos; desestruturacao e
abandono da col6nia; aumento da suscetibilidade a patdgenos e ndo encadeamento das geracbes
futuras. Este cenario comprometeria o0 ecossistema como um todo, e desta maneira,
observariamos impactos econémicos e sociais relacionados a producédo de alimentos no pais,

impactando diretamente na agricultura e prejudicando tanto produtores quanto consumidores.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados, conclui-se que:

O fipronil e o tiametoxam, em doses subletais, ocasionaram alteragcdes nas enzimas
AChE; refletindo assim a toxicidade a partir dos respectivos mecanismos de agéo.

A combinacgéo entre os inseticidas mostrou diferengas na atividade de AChE, GST e
CaE. Nota-se que somente na dose mais baixa 0s compostos combinados apresentam-
se mais tdxicos do que isolados, devido a ativagdo precoce das enzimas;

Maiores estudos devem ser desenvolvidos com as isoformas de CaE, visto que todas
participam do processo de desintoxicagdo e ndo sabemos quantas isoformas existem
para abelha Melipona scutellaris;

A GST é uma enzima de acdo precoce em M. scutellaris, porem as diferentes
concentragOes e combinacdes dos inseticidas alteram esse processo;

As comparag0Oes entre os inseticidas ocasionaram efeitos aditivos em diferentes tempos
de exposicdo, aumentando o efeito prejudicial a abelha M. scutellaris.

A wvulnerabilidade das abelhas M. scutellaris aos inseticidas podem ter relacdo com o
déficit de enzimas de desintoxicacdo como CaEs e GST, quando comparadas com as

abelhas A. mellifera.
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APENDICES

Apéndice A: Atividades tecidual e especifica das enzimas AChE, CaE-3 (cabeca) e GST (intestino) para grupo Controle acetona. Os simbolos 1 ¢

lrepresentam aumento e diminuigdo significativa em relagdo ao controle (p<0,05) e o simbolo = indica auséncia de alteracéo significativa.

Enzimas

Tempo
(horas)

Fipronil Tiametoxam Combinado
Atividade Atividade Atividade Atividade Atividade Atividade
tecidual especifica tecidual especifica tecidual especifica

AChE

12

24

48

96

12

24

48

93



96

12

24

48

96

Apéndice B: Atividades tecidual e especifica das enzimas AChE, CaE-3 (cabeca) e GST (intestino) para grupo CLso/2. Os simbolos 1 e

lrepresentam aumento e diminuigdo significativa em relagdo ao controle (p<0,05) e o simbolo = indica auséncia de alterac&o significativa.

Fipronil Tiametoxam Combinado

Eni Tempo y iy y y - .
nzimas (horas) Atividade | Atividade | Atividade | Atividade | Atividade | Atividade
tecidual especifica tecidual especifica tecidual especifica

1 /]\ = = = = =

6 N N N2 = NZ T

&hE 12 \]/ = \l/ = = =

24 = = = = = =

48 = = = = = =
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Apéndice C: Atividades tecidual e especifica das enzimas AChE, CaE-3 (cabega) e GST (intestino) para grupo CLso/5. Os simbolos 1 e

lrepresentam aumento e diminuigdo significativa em relagdo ao controle (p<0,05) e o simbolo = indica auséncia de alteracdo significativa.

Enzimas

Tempo
(horas)

Fipronil

Tiametoxam

Combinado

Atividade
tecidual

Atividade
especifica

Atividade
tecidual

Atividade
especifica

Atividade Atividade
tecidual especifica

AChE

/I\

N

N

\l/ =

12

24

é

48

é
1

96

9

1
9

12

24

48

96

96



12

>

S
1

24

48

96

Apéndice D: Atividades tecidual e especifica das enzimas AChE, CaE-3 (cabeca) e GST (intestino) para grupo CLso/2. Os simbolos 1 ¢
lrepresentam aumento ¢ diminuicdo significativa em relagdo aos inseticidas combinados (p<0,05) e o simbolo = indica auséncia de alteracéo

significativa.

Enzimas

Tempo (horas)

Fipronil

Tiametoxam

Atividade tecidual

Atividade especifica

Atividade tecidual

Atividade especifica

AChE

1

6

12

24

48

96

CaE-3

1

12

24

48
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96

12

24

48

96

Apéndice E: Atividades tecidual e especifica das enzimas AChE, CaE-3 (cabeca) e GST (intestino) para grupo CLso/5. Os simbolos 1 e
lrepresentam aumento ¢ diminuicdo significativa em relagdo aos inseticidas combinados (p<0,05) e o simbolo = indica auséncia de alteracéo

significativa.

Enzimas

Tempo (horas)

Fipronil

Tiametoxam

Atividade tecidual

Atividade especifica

Atividade tecidual

Atividade especifica

AChE

1

6

12

24

48

96

1

I |&

nl& |-

6

12

24
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