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RESUMO

Diante da grande importancia das abelhas Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) como
agentes ecoldgicos, altamente associadas a humanidade, se torna fundamental a identificacdo das
causas de seu declinio. Assim, este trabalho objetivou avaliar o sistema imunoldgico desses
polinizadores de forma comparativa entre pesticidas sintéticos e naturais, visto que o0 uso desses
defensivos quimicos é apontado como um dos multifatores causadores da reducdo populacional
das abelhas. Para tal, operarias foram contaminadas via ingestdo, por 24h, com as CLses do
inseticida Karate®, do composto Limoneno, e herbicida Roundup®. Como n&o foi possivel obter a
ClLso para o Azamax®, foi utilizada a concentragio de 250 uL/100 mL deste produto, visto que
doses acima foram repelentes as abelhas. Em seguida, as operarias foram usadas para anélises de
apoptose, proliferacdo celular, estresse oxidativo, atividade da enzima fenoloxidase e niveis de
oxido nitrico. Como resultado, foi verificado que todos os produtos estudados causaram a necrose
das células do intestino médio, sem indicios de regeneragdo por meio da proliferacdo celular.
Além disso, com excecdo do Limoneno, todos os xenobidticos promoveram estresse oxidativo,
qgue pode explicar o processo necrético observado. Os dados desta pesquisa sugerem que 0
sistema imune das abelhas é prejudicado, indicado por um aumento nos niveis NO2, que pode ser

citotoxico, quando sua produgdo esta em desequilibrio. Houve também um aumento da atividade



da fenoloxidase em todas as amostras, esta enzima também estd envolvida nos mecanismos de
reconhecimento de agentes estranhos e na producdo de melanina. De forma conjunta, os dados
mostram o alto risco que essas abelhas correm com a possibilidade de entrar em contato com
esses defensivos agricolas durante seu ciclo de vida, seja ele sintético ou natural. Assim, fica

evidente que h& necessidade de se testar produtos de forma isolada.
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ABSTRACT
Given the great importance of Apis mellifera bees as ecological agents, highly associated
with humanity, it is essential to identify the causes of their decline. Thus, this work aimed to
evaluate the immune system of these pollinators in a comparative way between synthetic and
natural pesticides, since the use of these chemical pesticides is pointed out as one of the
multifactors that cause the reduction of the bee population. For this, the workers were
contaminated by ingestion, for 24 hours, with the CLso of the Karate® insecticide, the Limonene
compound and the Roundup® herbicide. As it was not possible to obtain the LCso for Azamax®, a
concentration of 250 uL/100 mL of this product was used, since higher doses were repellent to
bees. Then, the workers were used for analysis of apoptosis, cell proliferation, oxidative stress,
phenoloxidase enzyme activity and nitric oxide levels. As a result, it was found that all products
studied caused midgut cell necrosis, with no evidence of regeneration by cell proliferation.
Furthermore, with the exception of Limonene, all xenobiotics underwent oxidative stress, which
may explain the observed necrotic process. The data from this research suggests that the immune
system of bees is impaired, indicated by an increase in NO> levels, which can be cytotoxic when
its production is in imbalance. There was also an increase in phenoloxidase activity in all samples,

this enzyme is also involved in the mechanisms of recognition of foreign agents and in the



production of melanin. Together, the data show the high risk that these bees run with the
possibility of coming into contact with these pesticides during their life cycle, whether synthetic
or natural. Thus, the need to test products in isolation is evident.

KEY WORDS: Decline of Pollinators, Agricultural Pesticides, Immunology, Apoptosis,

Cell Proliferation, Oxidative Stress, Nitric Oxide, Phenoloxidase
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

E estimado um aumento de cerca de 70% da producdo mundial de alimentos até 2050, em
concomitancia ao crescimento da populagdo humana, e a polinizacdo animal &€ um servico
ecossistémico essencial para manutencdo da seguranca alimentar global, visto que um terco da
producdo de alimentos é dependente desses organismos (Godfray et al. 2010, Tester & Langridge
2010, Ipbes 2016). Em ambientes silvestres e na agricultura, os insetos se destacam como
polinizadores, sobretudo as abelhas, as quais sdo responsaveis pela fecundacdo de mais de 90% das
principais plantas cultivadas no mundo, 30% ainda sdo visitadas por moscas e menos de 6%
recebem a visita de outros tdxons (Vanbergen 2013).

Atualmente sdo descritas mais de 20.000 espécies de abelhas, sendo 2.500 presentes em
territério brasileiro (Silva 2014, Ipbes 2016, Orr et al. 2021). As pertencentes ao género Apis
(Hymenoptera: Apidae) sdo as mais conhecidas e distribuidas em todos os continentes. A espécie
Apis mellifera (Linnaeus) tem sua origem na Africa e Europa, e foi trazida para as Américas no
periodo de colonizacdo (Moritz 2005). Esta abelha é manejada para extracdo de diversos produtos
apicolas e, mais recentemente no Brasil, vem sendo utilizada para polinizacdo de culturas em
sistemas de agricultura intensiva (Feitosa et al. 2020). A apicultura é reconhecida como uma
atividade agropecuaria que permite o estabelecimento do tripé da sustentabilidade: econémico,
social e ecoldgico, isto porque gera renda, principalmente para mao de obra familiar, e ainda
auxilia para preservacao da vegetagdo nativa (Olinto et al. 2015).

Apesar da relevancia econdmica e ambiental desses animais, a redugdo populacional de

abelhas manejadas é registrada desde a metade do século 20 (Williams et al. 2010). Vale salientar



que o declinio desses polinizadores ocorreu em uma velocidade acelerada, apés o fendmeno
intitulado distdrbio do colapso das colénias (Colony Collapse Disorder- CCD), tendo sua origem
durante o inverno de 2006 e 2007 nos Estados Unidos. O CCD tem como sintoma principal o
desaparecimento de abelhas adultas, que realizam toda a manutencdo da colmeia. Foi observado
inicialmente na América do Norte e Europa, em A. mellifera, apds se expandiu para outros
continentes e outras espécies de abelhas (VanEngelsdorp et al. 2007, Rader et al. 2014).

Estudos de modelagem apontam que o declinio desses polinizadores é devido a agregacédo de
multiplos fatores, alguns deles sdo a fragmentacdo de habitats, queimadas, competicdo com
espécies exoticas, escassez de recursos florais, patdgenos e o uso indiscriminado de pesticidas
(Carvalho & Del lama 2015, Giannini et al. 2015). Este ultimo pode afetar direta ou indiretamente
as abelhas, pois elas s&o contaminadas por doses letais e subletais de inseticidas e herbicidas,
encontrados em campos agricolas durante o forrrageamento (Pereira et al. 2019, Ferreira et al.
2021) ou por contaminacdo residual na dgua (Samson-Robert et al. 2014). De forma indireta, os
pesticidas quimicos utilizados para o controle de plantas espontaneas, também impactam a
quantidade de alimento fornecido a esses himendpteros no ambiente (Motta et al. 2018).

Os inseticidas sintéticos piretrdides sdo analogos ao composto natural piretrina, inicialmente
identificado em flores de Chrysanthemum cinerariaefolium (ordem: Asterales, familia: Asteraceae)
(Matsuda 2011). Eles sdo neurotdxicos, que atuam nos canais de sddio dos insetos ao prolongar a
entrada de ions de Na* nas células, isso faz com que o individuo apresente o sintoma de paralisia,
seguido de sua morte (Soderlund & Bloomquist 1989, Ray & Fry 2006, Martinez et al. 2019).

Os piretrdides sao divididos em 2 grupos, Tipo | (ciano-3-fenoxibenzil+alcoois) e Tipo Il (a-
ciano-3-fenoxibenzil+&lcoois), que se diferem pela presenca do grupo a-ciano no Tipo Il, os quais
também possuem efeito sobre os canais de calcio e cloreto. O inseticida lambda-cialotrina se

enquadra como piretroide Tipo Il, que tem a capacidade de penetrar rapidamente a membrana e



tecidos em funcdo da sua natureza lipofilica. Residuos deste composto ja foram encontrados em
néctar floral e grdos de pdlen, logo, também pode afetar organismos ndo-alvo, como as abelhas
(Nasuti et al. 2003, Razik 2019). Castro et al. (2020), por exemplo, mostraram que a exposi¢éo
cronica a doses subletais de lambda-cialotrina causam impactos histopatoldgicos em células
intestinais, nas glandulas hipofaringeas e no cérebro de abelhas A. mellifera, assim, sendo capaz de
interferir na fisiologia e no comportamento das abelhas.

O herbicida glifosato [N- (fosfonometil)glicina] também é fortemente associado ao declinio
de abelhas, é um produto de amplo espectro utilizado globalmente, favorecido pelo avanco na
tecnologia de plantas geneticamente modificadas, resistentes a este herbicida (Chen et al. 2022).
Além disso, é comprovado que o glifosato reduz a capacidade de aprendizado associativo das
abelhas (Herbert et al. 2014) e também altera sua microbiota intestinal (Motta et al 2018), logo,
esse pesticida prejudica funcGes importantes que essas bactérias exercem no processamento de
alimento (Mukherjee 2009), na regulacdo do sistema imune (Corby-Harris et al. 2014), e na defesa
contra patdgenos (Koch & Schmid-Hempel 2011).

Diante do cenério descrito, nas Gltimas décadas é possivel observar o avango em pesquisas
focadas em achar formas alternativas de controle para 0 manejo de insetos pragas. Dentre elas, 0s
inseticidas botanicos a base de 6leos essenciais, extratos ou compostos isolados tém se mostrado
eficiente contra esses artrépodes e patdgenos (Zhao et al. 2022). Essas substancias derivadas do
metabolismo secundario das plantas foram exploradas ha cerca de 3.200 anos no Egito antigo e
China, e 4.000 na India, para protecio de grdos armazenados (Venzon 2010). Apesar do
conhecimento estabelecido sobre a atividade inseticida dos produtos naturais, somente nas Gltimas
duas décadas que houve um aumento consideravel nos estudos voltados ao uso desses compostos
como biopesticidas botanicos, sendo os mais comuns os 0leos essenciais, e as classes quimicas

isoladas piretrinas, nicotina e azadiractina (Oliveira et al. 2014).



A azadiractina (complexo limondide tetranortriterpenoide) é o principal composto ativo do
6leo de nim, sendo este um inseticida natural bem sucedido no mercado agricola, extraido das
sementes da arvore Azadirachta indica (ordem: Sapindales, familia: Meliaceae) (Islas et al. 2020).
Exerce bioatividade contra cerca de 600 insetos pragas (Hummel et al. 2014), e vale salientar que
este produto também é permitido na agricultura organica (Raguraman, & Kannan 2014).

Sao varios os modos de agdo da azadiractina, alguns deles sdo deterréncia alimentar, efeito
sobre 0 hormdnio juvenil e ecdisterdide, e ainda bloqueia a formacao de microtibulos no momento
de divisdo ativa das células (Mordue Luntz & Blackwell 1993, Salehzadeh et al. 2003). Embora
bastante utilizado para o controle de artropodes pragas, pouca atencdo é dada a respeito da
atividade bioldgica da azadiractina sobre organismos ndo alvo, como os insetos polinizadores,
principalmente em relagdo ao seu efeito sobre a fisiologia desses individuos (Isman 2020).

O limoneno é um composto amplamente utilizado nas inddstrias de alimento, de cosmético,
farmacéutica e agricola (Jongedijk et al. 2015). Esta substancia € classificada como um
monoterpeno ciclico, e é o principal constituinte de plantas citricas (Cheng et al. 2019). E
considerado um inseticida seguro para ser utilizado no manejo de pragas, visto que apresenta baixa
toxicidade a mamiferos, passaros, e peixes, e aparentemente nao exibe danos as abelhas (Ciriminna
et al. 2014). Entretanto, a maioria dos estudos enfatizam a toxicidade e repeléncia do limoneno
(Wei et al. 2008, Parra et al. 2013, Malacrino et al. 2016), mas pouco se sabe sobre a acdo deste
inseticida natural sobre o sistema fisioldgico e imunolégico de abelhas e outros insetos benéficos.

Souza et al. (2023), por exemplo, recentemente identificaram alteracdes histopatoldgicas e
histoquimicas no intestino médio de abelhas Apis mellifera, causadas pela exposi¢do a CLso do
limoneno (1,44 mL/100 mL solucdo 1:1 de mel+&gua destilada) e a concentracdo de 250 mL/100
mL (solucdo 1:1 de mel+agua destilada) do inseticida botanico Azamax® (i.a. azadiractina). Devido

a danos nas células, a absorcdo de nutrientes também foi prejudicada nas amostras deste estudo.



Assim, pesquisas que investigam o efeito dos produtos naturais sobre a fisiologia de organismos
nédo-alvos, sdo fundamentais para garantir a seguranca dos inseticidas botanicos quanto as abelhas.

Além de ser responsével pela absorcéo e armazenamento de nutrientes, o intestino medio dos
insetos também configura uma das barreiras de defesa estrutural contra xenobidticos (Silva 2002).
Quando as primeiras barreiras sdo rompidas, entram em acdo os mecanismos de defesas celulares e
humorais, cujas funcbes sdo desempenhadas, respectivamente, pelos hemdcitos e proteinas solUveis
presentes na hemolinfa (Cruz 2012).

A enzima fenoloxidase € um componente importante das defesas humorais, com papel no
reconhecimento de agentes estranhos e na formacdo de melanina (Silva 2002). J& o déxido nitrico
(NO>) se trata de outra molécula essencial para o reconhecimento de xenobi6ticos, além de ser
citotoxica (Cerqueira & Yoshida.2002, Cervoni 2014). Ha relatos que os produtos naturais podem
causar alteracBGes na atividade da fenoloxidase e nos niveis de NO., desta forma, prejudicando o
sistema imunoldgico dos insetos (Silva et al. 2019). Isto posto, se torna evidente que a seletividade
dos inseticidas botanicos deve ser testada de forma isolada para cada inseto benéfico, pois mesmo
que essas substancias naturais nao sejam letais a principio, elas podem afetar negativamente a
fisiologia e a imunologia do individuo a longo prazo.

A producéo em excesso de NO- pode acabar sendo um problema para célula, isto porque,
apesar da sua funcdo de reconhecimento no sistema imune, 0 NO, também é uma espécie reativa de
nitrogénio (ERN), que em conjunto com as espécies reativas de oxigénio (EROs), formam radicais
livres capazes de gerar um estresse oxidativo (Sadekuzzaman et al. 2008). Em resposta a este
estresse, a célula pode desencadear o processo de morte celular programada, chamado de apoptose,
ou, em situagdes severas é provocada a sua necrose (Alburaki et al. 2017). Porém, quando o tecido

epitelial sofre danos, ele ainda é capaz de se regenerar através da proliferacdo celular. Entrando,



sabe-se que a exposicdo aos defensivos agricolas interfere de forma distinta em cada organismo
(Forkpah et al. 2014).

Diante 0 exposto, este trabalho objetivou avaliar comparativamente o sistema imunolégico
de abelhas A. mellifera expostas a defensivos quimicos naturais (composto Limoneno e Azamax®
(inseticida botanico azadiractina)) e sintéticos (Karate® (inseticida piretroide lambda-cialotrina) e
Roundup® (herbicida glifosato)), por meio da analise de apoptose e proliferagdo celular do
intestino médio, como também por meio de testes de estresse oxidativo, da atividade da
fenoloxidase e niveis de Oxido nitrico. Esta dissertacdo foi dividida em quatro capitulos, no qual o
Capitulo 1 consta uma introducdo geral sobre a tematica e o objetivo geral desta pesquisa. O
Capitulo 2 contém o capitulo de livro intitulado “Impactos de xenobioticos sobre as respostas
imunoldgicas de abelhas”, publicado pela editora Atena Editora, sob ISBN 978-65-258-0555-9 e
DOI: //doi.org/10.22533/at.ed.5592226085, onde foi elaborada uma reviséo de literatura sobre o
impacto de xenobi6ticos sobre a imunologia de abelhas A. mellifera. O Capitulo 3 é constituido
pelo artigo “Imunotoxicidade comparada de abelhas Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae)
expostas a xenobidticos naturais e sintéticos”, a ser submetido a revista Apidologie, em que foi
realizada uma comparacao do sistema imunoldgico de A. mellifera exposta a xenobidticos naturais

e sintéticos. Por fim, no Capitulo 4 é apresentado as consideracdes finais deste trabalho.
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RESUMO - As abelhas sdo insetos que cumprem um papel ecossistémico importante no que se
refere a reproducéo e biodiversidade de plantas. Mesmo assim, nos Ultimos anos tem se observado
o declinio generalizado desses polinizadores. A perca desses animais é causada devido a interagdo
simultanea de diversos fatores estressores, um deles esté relacionado a exposi¢do das abelhas aos
residuos de xenobioticos utilizados no controle de pragas. Esses compostos podem afetar desde as
barreiras fisicas de protecdo como também as defesas celulares e humorais desses insetos que
possuem um mecanismo imune complexo baseado no individuo e na col6nia (respostas imunes
sociais). Compreender a dinamica do sistema imunoldgico das abelhas frente a essas substancias,
auxilia na compreensdo de como 0s xenobidticos estdo afetando o declinio de abelhas, e assim,
beneficia o desenvolvimento de politicas de protecdo para esses organismos que Sdo vitais ao
equilibrio do ecossistema. Pensando nisso, foi elaborada uma revisao de literatura entre o periodo
de fevereiro a maio de 2022, tendo como tematica o impacto de xenobidticos sobre a salde de
abelhas. A selecdo dos artigos cientificos utilizados foi realizada por meio de banco de dados
como Scielo, Google académico, Science direct, PubMed, Periddicos da Capes e Web of Science.
Portanto, esta pesquisa tem o intuito de reunir informacdes relevantes sobre o funcionamento do

sistema imunoldgico de abelhas frente aos xenobidticos.

PALAVRAS-CHAVE: Declinio de polinizadores, abelhas, xenobidticos, imunologia
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IMPACTS OF XENOBIOTICS ON THE IMMUNOLOGICAL RESPONSES OF BEES

ABSTRACT — Bees are insects that play an important ecosystem role in terms of plant
reproduction and biodiversity. Even so, in recent years there has been a general decline of these
pollinators. The loss of these animals is caused due to the simultaneous interaction of several
stressors, one of which is related to the exposure of bees to xenobiotic residues used in pest
control. These compounds can affect from the physical barriers of protection as well as the
cellular and humoral defenses of these insects that have a complex immune mechanism based on
the individual and the colony (social immune responses). Understanding the dynamics of the
bee’s immune system against these substances helps to understand how xenobiotics are affecting
the decline of bees, and thus, benefits the development of protection policies for these organisms
that are vital for the balance of the ecosystem. With this in mind, a literature review was prepared
between the period from February to May 2022, having as a theme the impact of xenobiotics on
the bees’s health. The selection of the scientific articles used was carried out through databases
such as Scielo, Google academic, Science direct, PubMed, Capes Periodicals and Web Science.
Therefore, this research aims to gather relevant information about the functioning of the immune

system of bees against xenobiotics.

KEY WORDS: Decline of pollinators, bees, xenobiotics, immunology
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Introducgéo

Durante milhdes de anos as abelhas coevoluiram com as plantas. S&o protagonistas no
processo de polinizagdo e se relacionam diretamente com as flores e outras partes especificas.
Esses herbivoros especializados causam pouco ou nenhum dano aos hospedeiros; existindo um
beneficio matuo entre reinos, onde é relatado aproximadamente 20 mil espécies, entre elas
solitérias e sociais, que se relacionam com mais de 100 mil espécies botanicas (Michener 2000, Orr
et al. 2021). Além do polen e néctar, sdo coletados Gleos florais viscosos, resinas e aromas de
determinadas espécies vegetais (Sipes & Tepedino 2005, Danforth 2007). Elas polinizam
aproximadamente 80% das plantas cultivadas e embora exista a necessidade de mais estudos para
quantificar a relagdo com as plantas silvestres, estima-se que estdo associadas com 90% das
angiospermas (Danforth 2007, Raiza abati et al. 2021).

Apesar do valor desses himendpteros para o equilibrio de funcbes ecossistémicas, nos
ultimos anos diversos fatores estdo sendo relatados como causadores de um declinio abrupto
observado em populacdes de todos os continentes (Souza et al. 2021). O uso indiscriminado de
quimicos sintéticos e naturais utilizados na industria agricola se trata de um agente estressor
importante. Os estudos a seu respeito sdo focados principalmente nos agrotoxicos sintetizados,
talvez pela grande geracdo de residuos que levam a modificacBes na comunidade de espécies de
uma regido ou até mesmo pela crenca equivocada de que os produtos naturais ndo sdo prejudiciais
ao ambiente (Gong & Diao 2017, Isman 2020).

Uma cientometria desenvolvida por Raiza abati et al (2021) demostra que a partir de 2006
houve um aumento progressivo da média de citacbes de trabalhos cuja temética envolvia 0s
impactos de agroquimicos sobre as abelhas, com uma elevacdo brusca das publicagdes a datar de

2010. Este contexto foi estabelecido, em parte, devido ao disturbio do colapso das coldnias (CCD)
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documentado pela primeira vez na América do Norte, que deixou um forte alerta para a ciéncia e a
comunidade direcionado a conservacdo desses polinizadores (Souza et al. 2021).

Os insetos possuem barreiras mecéanicas e fisioldgicas contra os xenobi6ticos, porém as
espécies podem apresentar respostas distintas a cada substancia (Mayack et al. 2022), logo,
entender a dindmica das abelhas frente a esses compostos auxilia na compreensdo de como 0S
pesticidas estdo afetando o declinio de coldnias, e assim ajuda a desenvolver politicas de protecéo.
Portanto, este trabalho tem por objetivo fornecer uma reviséo de literatura que redina informacgoes

sobre a atividade imunoldgica de abelhas expostas a xenobioticos.

Material e Métodos
Este estudo compreende uma revisdo de literatura realizada entre os meses de fevereiro a
maio de 2022, onde a bibliografia utilizada partiu de um recorte temporal entre 1963 a 2022.
Foram usados estudos académicos ja existentes, boletins de empresas, artigos em jornais de
grande circulacdo, agéncias publicas e privadas. A selecdo dos artigos cientificos foi realizada por
meio de banco de dados como Scielo, Google académico, Science direct, Pubmed, Periddicos da
Capes e Web Science. A busca foi realizada com emprego de nomenclaturas utilizadas por

profissionais das ciéncias agrarias, ambientais e ecoldgicas em portugués e inglés.

Respostas imunoldgicas dos insetos
Xenobidtico é todo composto estranho capaz de causar rea¢fes adversas no organismo (Gallo
2008). Existem aqueles que sdo sintetizados em laboratério, fazendo parte desses produtos os
inseticidas, herbicidas, fungicidas, acaricidas, e outros cuja principal funcdo é a prevencdo ou
controle das pragas. Sdo moléculas eficazes e em grande parte com um grau de seguranca.

Contudo, a constante aplica¢do inadequada com superdosagens, tem favorecido o desenvolvimento
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de populacBes de insetos pragas resistentes, causando, desta forma, um grande acumulo de residuos
em ambientes rurais e urbanos, podendo contribuir como um dos fatores responsaveis para a
mortalidade das abelhas (Hrynko et al. 2021).

Os xenobidticos naturais podem ser extratos ou 0leos essenciais obtidos de diversas espécies
de plantas, e sdo produzidos via metabolismo secundario dos vegetais. S&o misturas complexas de
compostos quimicos, que exercem a funcdo de defesa nas plantas contra artropodes pragas e
patdgenos; além de cumprir um importante papel em processos reprodutivos, através da producao
de substancias volateis atrativas a polinizadores e animais que propagam sementes (Regnault-
Roger et al. 2012).

Esses produtos naturais séo alvo de estudos com a pretensdo de emprega-los no manejo de
insetos praga, porém, as pesquisas até 0 momento séo limitadas na compreensdo de como essas
substancias afetam os individuos nao alvo, tais como os inimigos naturais e os polinizadores,
principalmente no que diz respeito a possiveis impactos nas respostas fisiologicas desses animais
(Isman 2006, Isman 2020).

A primeira barreira de defesa dos insetos contra essas moléculas estranhas, como também
contra 0s microrganismos patogénicos e inimigos naturais, € composta pelo tegumento (estrutura e
composicdo da cuticula), o sistema respiratério e o digestorio (matriz peritrofica e o epitélio). A
imunidade natural desses artropodes é constituida por uma série de mecanismos, a comecar pelas
reacGes de reconhecimento, sendo esta uma habilidade essencial para o sistema imunoldgico de
qualquer organismo (Dunn 1986, Chapman 2013).

A ativacdo da cascata pro-fenoloxidase é um dos mediadores no processo de reconhecimento
da particula estranha, onde compostos fendlicos encontrados na hemolinfa e na cuticula séo
oxidados através da catalizacdo da enzima fenoloxidase, cujo produto final da reagdo é a melanina

que esté envolvida na esclerotizagdo da cuticula, cicatrizacdo de feridas e defesas imunoldgicas dos
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insetos (Ashida et al. 1983, Brookman et al. 1989, Rowley et al. 1990, Marmaras et al. 1993, Lee
et al. 1999, Silva et al. 2000).

O oxido nitrico € uma molécula gasosa extremamente instavel e reativa (Alderton et al.
2001) que também faz parte de diversos mecanismos do sistema imunoldgico e exerce a funcao de
sinalizacéo facilitada pela sua alta permeabilidade entre as membranas celulares, se tornando um
transmissor de informacdes eficiente. Ele também demostra atividade citotdxica e ajuda na
ativagdo e formacdo do encapsulamento e nodulacéo, e possui alta atividade no sistema adiposo e
hemocele (Rivero 2006, Sadekuzzaman et al. 2018).

Os insetos se protegem por meio de defesas humorais e celulares. A primeira resposta é
proporcionada por proteinas soluveis presentes na hemolinfa, que demoram cerca de horas ou dias
para expressdo total. Em muitos casos essas moléculas proteicas apresentam propriedades
antimicrobianas, isso pode ser exemplificado pela sintese de peptideos antibacterianos em grupos
de lepiddpteros, dipteros e alguns coledpteros induzidos por injecGes de bactérias ou mesmo
devido a ferimentos (Cociancich et al. 1994).

A fagocitose, o encapsulamento e a formacdo de nddulos sdo mediados pela melanizacédo e
fazem parte das defesas celulares através da atuacdo dos hemdcitos presentes na hemocele,
algumas células hemocitarias sdo os granuldcitos, os plasmatocitos, adipohemacitos, esferuldcitos,
entre outras. Elas circulam livremente na hemolinfa, porém migram rapidamente para o local de
infeccdo quando ocorre a contaminacdo e possivelmente fagocitam o0s compostos estranhos ou
patdgenos (Silva et al. 2000, Russo et al. 2001, Silva et al. 2002). Os plasmatocitos sdo 0s
primeiros hemacitos que agem no local contaminado sendo responsaveis pela fagocitose, na
sequéncia os granulocitos mediam a formacdo de nddulos para imobilizacdo e remocdo de
circulacdo das particulas estranhas. Caso a fagocitose ou o isolamento em nodulos ndo sejam

capazes de deter a infecgdo, os insetos também podem se defender pela formagdo de cépsulas
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através dos plasmatdcitos (Strand & Pech 1995). Dentro dessas estruturas os patégenos podem

morrer por asfixia ou pela concentracdo de substancias toxicas (Silva et al. 2002).

Resposta imunolégica de abelhas frente a xenobidticos

A imunidade das abelhas é estruturada a nivel individual e social. O sistema imune social
estd associado a mecanismos complexos tais como o comportamento especifico de higienizagdo
sobre a colbnia, por exemplo, a glicose oxidase (GOX) que é expressa principalmente nas
glandulas hipofaringeas, e tem a funcdo de catalisar a reagdo de oxidacdo de p-D-glicose com
propriedades antissépticas como o peroxido de hidrogénio. A esterilizacdo do alimento da colmeia
decorre da secrecdo dos produtos antissépticos no substrato da larva e no mel, assim, a atividade de
GOX previne a contaminacéo das abelhas a nivel de grupo (White et al. 1963, Ohashi et al. 1999).

Como resposta imune individual, as substancias toxicas podem ser metabolizadas pelos
insetos através de enzimas como as esterases, glutationa S-transferase e as monooxigenases da
familia citocromo P450, logo, elas também sdo responsaveis pelo desenvolvimento da resisténcia
metabolica em insetos. Em abelhas, o citocromo P450 atua, por exemplo, na desintoxicacéo efetiva
dos neonicotindides do grupo ciano (lwasa et al. 2004), porém o mesmo nao ocorre com 0s do
grupo nitro (Suchail et al. 2004), o que demonstra que essa interacdo entre inseticidas e enzimas
desintoxicadoras sdo dinamicas e precisam ser analisadas para cada produto.

Outro fator que pode influenciar negativamente o metabolismo dessas moléculas é o
sinergismo entre compostos que aumentam a toxicidade em abelhas, como demonstrado por Zhu et
al. (2017) onde o fungicida Domark (tetraconazol), inibidor da via metabdlica, teve efeito sinérgico
e aumentou significativamente a toxicidade do inseticida Advise (imidaclopride) sobre as abelhas.

Eles também observaram que a sinergia entre compostos pode alterar a imunidade dos individuos
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impactando na enzima fenoloxidase, onde a interacdo entre Advise+Vydate (carbamato) ocasionou
sua reducao.

Em comparacgdo aos insetos solitarios, as abelhas dispdem de apenas um ter¢o do nimero de
genes relacionados a resposta imune que se € conhecido (Evans et al. 2006), e o trabalho de Alaux
et al. (2010a) com Apis mellifera Linnaeus sugere que elas investem mais recursos na imunidade
social em detrimento da individual. Desta forma, as abelhas podem ser consideradas mais sensiveis
ao contato com os xenobidticos durantes o forrageamento, além disso, estudos ja demonstram a
contaminacdo das abelhas através de doses subletais de residuos de pesticidas nas colmeias, logo,
toda a coldnia é afetada (Motta et al. 2020).

A exposicdo a multifatores estressores é a hiptese mais aceita para explicar o declinio desses
polinizadores (Souza et al., 2021), neste sentido, na tentativa de simular o cenério que é encontrado
no campo, Alaux et al. (2010b) mostraram que abelhas A. mellifera tendem a ter um maior
investimento na imunidade social quando expostas ao fungo entomopatogénico Nosema, que é
utilizado no Manejo Integrado de Pragas, em associacdo com o inseticida imidaclopride. A
contaminacdo por ambos estressores levou a maior mortalidade das abelhas, porém néo alterou os
niveis de fenoloxidase ou a contagem total de hemdcitos quando comparado aos tratamentos de
controle, apenas na contaminacdo com o fungo, ou ainda somente o imidaclopride, interferiu nos
teores de GOX. Esses resultados sugerem um trade-off entre imunidade social e individual, e
corrobora com a hipotese que se as respostas imunes sociais forem menos custosas e mais eficazes
para a defesa, entdo a pressao seletiva ird favorecer a imunidade coletiva (Cremer et al. 2007).

Os xenobidticos, sejam sintéticos ou naturais, também podem exercer influéncia sobre
processos fisioldgicos a nivel celular. O aumento do estresse oxidativo, por exemplo, pode ser
desencadeado pela exposicao a pesticidas (Alburaki et al. 2017) e é ocasionado pela incapacidade

dos mecanismos antioxidantes naturais do organismo lidarem com a producdo excessiva de

20



Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e Nitrogénio (ERN) (Velki et al. 2010, Nishida 2011). Os
danos oxidativos gerados por ERO e ERN s&o preocupantes por ocasionar danos em estruturas
fundamentais das células e tecidos levando a uma morte celular programada ou ndo, chamada de
apoptose ou necrose, respectivamente (Jabtonska-trypuc¢ 2017, Ali et al. 2018).

As abelhas séo expostas constantemente a doses subletais de pesticidas, e ha relatos sobre as
consequéncias da apoptose instigada por essa exposi¢do, os efeitos podem ser vistos em danos
celulares no intestino médio, gbnadas ou até mesmo a degeneracdo neuronal no cérebro (Gregorc
& Bowen, 2000, Wu et al. 2015, Gregorc et al. 2018).

O estresse oxidativo elevado atingem negativamente as abelhas a nivel individual, no
entanto, esse efeito generalizado pode ser repercutido sobre a colmeia levando ao declinio da
coldnia (Perry et al. 2015). Outro radical importante que acaba se torando deletério em decorréncia
do estresse oxidativo é o éxido nitrico. O mecanismo de producdo do 6xido nitrico nos insetos é
ativado imediatamente ap6s o contato com as substancias toxicas. As células ativam o gene para a
sintese do Oxido nitrico, assim, se inicia sua producdo em elevadas concentracdes se tornando
toxico para prépria célula, logo, essa sintese é regulada de forma tardia para alcancar a eficacia na
acao de desintoxicacdo sem acompanhar o efeito toxico ou deletério sobre o tecido celular do
animal (Sadekuzzaman et al. 2018).

Os xenobidticos sdo capazes de alterar a regulacdo dos niveis de 6xido nitrico, Bartling et al.
(2021), por exemplo, utilizaram marcadores de niveis gerais de estresse oxidativo em A. mellifera e
quantificaram as elevacOes desse radical livre em abelhas expostas a um inseticida (tiaclopride),
um herbicida (pendimetalina), dois fungicidas (fludioxonil e dimoxistrobina) e um patégeno
(Pseudomonas entomophila), e como consequéncia, todos 0s agentes estressores diminuiram o

tempo de vida, a satde e o fitness desses insetos.
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Sabe-se ainda que os xenobidticos tem implicacdes sobre a capacidade de proliferacdo
celular do organismo. O epitélio do intestino médio das abelhas, por exemplo, é preservado devido
a proliferagdo de celulas-tronco durante toda sua vida, e Forkpah et al. (2014) mostraram que
diversos xenobioticos (colchicina, metoxifenozida, tetraciclina e uma combinacdo de
coumafos+tau-fluvalinato) influenciaram negativamente na taxa de proliferacdo dessas células em
A. mellifera. O contexto social que essas abelhas estdo inseridas, ou seja, 0 compartilhamento do
mesmo recurso/substrato faz com que haja uma contaminagdo coletiva, resultando no
enfraguecimento da colbnia. insetos e os seres humanos tornaram-se tdo conectados pela pesquisa
que em todas as areas tecnolégicas da mais basica até a mais avancada, 0s insetos sdo utilizados
como modelo para estudos (James 2004).

No Brasil, a maioria dos estudos sobre a evolucdo de espécies e genética de populacBes
emprega a mosca doméstica, Musca domestica L. ou Drosophila spp. o que ndo difere das

pesquisas realizadas no resto do mundo (Cameron et al. 1989, Diaz & Tilte 2000).

Concluséo
Diante do exposto, entende-se que os xenobidticos podem afetar os processos fisioldgicos e
imunoldgicos das abelhas de diversas formas, e entende-los é crucial para a confirmacdo da
seguranca de que um xenobidtico usado para o controle de pragas ndo sera seletivo aos organismos

nao alvos.
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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi comparar o efeito de defensivos quimicos naturais com
0s sintéticos, assegurando, desta forma, a suposta seletividade desses compostos naturais sobre as
abelhas Apis mellifera. As CLsso utilizadas nos bioensaios séo oriundas do trabalho de Souza et al.
2023, sendo elas: composto Limoneno (1.440 pL/100 mL), Karate® (13,4 pL/100 mL) e
Roundup® (712.290 pL/100 mL), exceto o Azamax®, pois concentracdes acima de 250 pL/100
mL causaram repeléncia e abaixo, ndo promoveram mortalidades. Essas CLsso € a concentracéo
de 250 uL/100 mL de Azamax® foram utilizadas em analises imunohistoquimicas utilizando o
método de Tunel e PCNA no intestino médio das abelhas, e em avaliacdes imunoldgicas (6xido
nitrico, fenoloxidase e estresse oxidativo (TBARS e GSH) em operérias adultas. Os tratamentos
com o0s xenobidticos ndo revelaram apoptose e proliferagdo celular. Porém, observou-se
degeneracéo de epitélio com presenca de células vacuolizadas, sugerindo processo necrético. Com
excecdo do composto Limoneno, todas as substancias ocasionam estresse oxidativo pelo aumento
do TBARS. Néo houve diferencas nos niveis de GSH nos tratamentos com 0s xenobi6ticos em
relacdo ao controle. Verificou-se ainda alteracdes no sistema imunoldgico desses insetos, em
decorréncia do aumento da atividade da enzima fenoloxidase e nos niveis de NO2. Com o0s
resultados adquiridos, é possivel concluir cautela na utilizacdo dos defensivos quimicos na
agricultura, seja ele de origem sintética ou natural, pois ocasionaram danos histopatologicos e
imunoldgicos irreversiveis. Este trabalho também chama atencdo para a necessidade de estudos
mais detalhados a respeito dos produtos naturais sobre a fisiologia de insetos.

PALAVRAS-CHAVE: Polinizadores, Pesticidas, Imunohistoquimica, Fenoloxidase, Oxido

Nitrico, Intestino médio, Estresse oxidativo
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COMPARATIVE IMMUNOTOXICITY OF Apis mellifera (HYMENOPTERA: APIDAE) BEES

EXPOSED TO NATURAL AND SYNTHETIC XENOBIOTICS

ABSTRACT — The objective of this work was to compare the effect of natural and synthetic
chemical pesticides, thus ensuring the supposed selectivity of these natural compounds on Apis
mellifera bees. The LCso used in the bioassays come from the work of Souza et al. 2023, and are:
compound Limonene (1,440 pL/100 mL), Karate® (13.4 pL/100 mL) and Roundup® (712,290
UL/100 mL), except for Azamax®, as concentrations above 250 puL/100 mL caused repellency and
below, did not promote mortalities. These CLsso and the concentration of 250 puL/100 mL of
Azamax® were used in immunohistochemical analyzes using the Tunel method and PCNA in the
midgut of bees, and in immunological evaluations (nitric oxide, phenoloxidase and oxidative
stress (TBARS and GSH)) in adult workers. Treatments with xenobiotics did not reveal apoptosis
and cell proliferation. However, epithelial degeneration was observed with the presence of
vacuolated cells, suggesting a necrotic process. With the exception of the Limonene compound,
all substances cause oxidative stress by increasing TBARS. There were no differences in the
levels of GSH. There were also alterations in the immune system of these insects, due to the
increase in the activity of the enzyme phenoloxidase and in the levels of NO,. With the results
acquired, it is possible to conclude caution in the use of chemical pesticides in agriculture,
whether of synthetic or natural origin, as they caused irreversible histopathological and
immunological damage. This work also draws attention to the need for more detailed studies of
natural products on physiology of insects.

KEY WORDS: Pollinators, Pesticides, Immunohistochemistry, Phenoloxidase, Nitric Oxide,

Midgut, Oxidative stress
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Introducgéo

As abelhas Apis mellifera Linnaeus (Hymenoptera: Apidae) se evidenciam no ecossistema
pelo seu papel na polinizagdo, no qual é exercido espontaneamente em ambientes naturais e
antropomorfizados. Elas promovem o deslocamento de particulas celulares reprodutivas, e assim,
sustentam a variabilidade genética das espécies vegetais naturais e cultivadas (Klein et al. 2007,
Michener 2007, Eardley et al. 2016). Artrépodes de acentuada importancia, portanto, participam
intrinsecamente da manutencéo da existéncia de inimeros organismos vivos na terra (Eardley et al.
2016). Apesar da relevancia ambiental e econdmica (Giannini et al. 2015) desses organismos, nos
ultimos anos tem se relatado o declinio de populacfes de abelhas, bem como da riqueza de espécies
em todos os continentes (Zattara & Aizen 2021).

Os defensivos agricolas impactam as populacbes das abelhas de diversas formas, e é
apontado como um dos multifatores que geram o fenémeno conhecido como Distlrbio do Colapso
de Colonias (Colony Collapse Disorder- CCD), que atinge abelhas sociais do género Apis e nativas
(Graystock et al. 2013, Goulson et al. 2015). Inseticidas neurotdxicos como 0s neonicotinoides e
piretroides, por exemplo, apresentam toxicidade, e quando ndo sdo letais ainda sdo capazes de
causar modificagdes comportamentais em operarias (Decourtye et al. 2005, Gill & Raine. 2014).
Além disso, o herbicida glifosato, que é amplamente utilizado na agricultura, reduz a capacidade de
aprendizado das abelhas (Herbert et al. 2014).

Do ponto de vista imunoldgico, Gregorc & Ellis (2011) testaram os defensivos quimicos
organofosforado, neonicotindide e o herbicida glifosato sobre larvas de A. mellifera, e verificaram
0 aumento de apoptose no intestino médio, nos quais apresentaram respectivamente 65, 61 e 69%
de morte celular nas larvas tratadas em comparacdo a 10% do grupo controle, desta forma, 0s
pesticidas exercem efeito a nivel celular. A apoptose é o processo de morte celular programada,

que ocorre naturalmente nos organismos, para manutengdo da homeostase da celula e como
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mecanismo de defesa da mesma (Ashe & Berry 2003, Baar et al. 2017), entretanto, a depender da
capacidade do individuo, este consegue se recuperar por meio do processo de proliferacdo celular
(Caccia et al. 2019).

O estresse oxidativo, ocasionado em decorréncia do desequilibrio entre espécies reativas de
oxigénio ou nitrogénio (ERO e ERN) e compostos antioxidantes, possui o potencial de iniciar este
processo de morte celular (Maulik et al. 1998, Barbosa et al. 2010). ERO e ERN s&o radicais
livres, que quando estdo em equilibrio, exercem fun¢des importantes no sistema imunoldgico dos
insetos. O &xido nitrico € um exemplo disso, no qual participa de processos de sinalizacdo da
presenca de entomopatdgenos e xenobiéticos, e faz parte dos mecanismos de defesa humoral
desses artropodes (Bartling et al. 2021). A fenoloxidase também compde esse tipo de defesa, esta
enzima participa na formacdo da melanina, que esta envolvida na esclerotizacdo da cuticula,
cicatrizacao, e no reconhecimento de agentes estranhos (Silva 2002, Negreiro et al. 2004).

Nesse contexto, nas Gltimas duas décadas as pesquisas acerca dos biopesticidas botanicos
tiveram um grande aumento visto que eles apresentam diversas vantagens, sendo uma delas a
maior seletividade a organismos ndo-alvo (Isman 2006, Isman 2020). Entretanto, apesar do alto
numero de estudos, pouca atencdo foi dada ao efeito desses inseticidas naturais sobre a fisiologia
dos insetos benéficos (Isman 2020). Isto se torna preocupante, em virtude de pesquisas terem
revelado que os 0Oleos essenciais e seus compostos isolados tém o potencial de comprometer a
histéria de vida dos insetos, pragas e inimigos naturais, causando alteracdes histopatoldgicas
(Almehmadi 2011, Oliveira et al. 2021), nutricionais (Cruz et al. 2017, Oliveira et al. 2021) e
imunoldgicas (Silva et al. 2019).

Assim, testes fisioldgicos sdo necessarios para garantir a segurancga dessas substancias sobre

as abelhas nos campos agricolas, cujas operarias podem se contaminar, € por extensdo toda a
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coldnia, durante o forrageamento (Potts et al. 2010) ou por meio de residuos na agua, no caso de
pesticidas quimicos sintéticos (Mullin et al. 2010, Ruiz-Toledo & Sanchez-Guillén 2014).

Perante 0 exposto, esta pesquisa teve por objetivo comparar as respostas imunoldgicas de
abelhas A. mellifera expostas a xenobidticos sintéticos (inseticida piretréide-Karate® e herbicida
glifosato-Roundup®) e naturais (biopesticida-Azamax® e composto Limoneno), amplamente

utilizados na agricultura.

Material e Métodos

Obtengéo dos Insetos. As abelhas Apis mellifera utilizadas nesta pesquisa foram cedidas pelo
apiario experimental do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). Foram empregados recipientes plasticos com tampa perfurada na entrada
das colmeias, nos quais possibilitaram as coletas de abelhas operérias. Em seguida, 0s insetos
foram conduzidos aos Laboratério de Fisiologia de Insetos (LAFI) e Laboratério de Estudos
Morfologicos em Vertebrados e Invertebrados (LABEMOVI), ambos da UFRPE, onde foram
utilizados nos bioensaios.

Obtencdo das CLs50 Utilizadas nos Bioensios. As CLsso utilizadas para avaliacdo da
imunohistoquimica e imunologia da populacéo de abelhas A. mellifera, provenientes do apiario da
UFRPE, foram obtidas através do estudo preliminar de Souza et al. (2023), que obtiveram para o
inseticida Karate® a CLso= 13.4 uL/100 mL de solugdo (solugio de mel e 4gua 1:1 + 1% de
Dimetilsulfoxido (DMSO)), o composto Limoneno CLso= 1,440 uL/100 mL (mel+a4gua+DMSO),
e o herbicida Roundup® ClLso= 712,290 pL/100 mL (mel+agua+DMSO). Para o inseticida
botanico Azamax® foi utilizada a concentragdo de 250 pL/100 mL de solugdo

(mel+&gua+DMSO), pois esta foi a maior concentracdo deste produto que causou a morte sem
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ocasionar repeléncia nos insetos (concentraces superiores repeliram 100% dos individuos
amostrados, inviabilizando a obtencdo da CLso para o Azamax®). O grupo controle foi tratado
apenas com a solugdo de agua e mel (1:1) + DMSO a 1%. A contaminacao foi por ingestdo, sendo
disposto em um recipiente plastico um pedaco de algoddo embebido com a solugédo de pesticida +
mel + DMSO, em seguida, este recipiente foi tampado com tecido PVC para garantir que as
abelhas se alimentassem sem entrar em contato direto com o mel contaminado. Os recipientes
contendo as solugdes dos produtos ficaram mantidos em gaiolas, constituidas por um tubo PVC
(20 cm de altura X 15 cm de didmetro) apoiado sobre um prato Vasart para vaso redondo e
recoberto com tecido voil. Em cada gaiola foram colocadas 15 abelhas adultas, sendo 2
gaiolas/concentragdo, com o total de 30 abelhas/concentragcdo. As gaiolas eram acomodas em
ambiente controlado de 25 + 1 °C, 60 £ 10% UR. Apds 24 horas de exposic¢ao aos tratamentos, as
abelhas sobreviventes eram utilizadas nos ensaios seguintes.

Apoptose e proliferacdo. Para a analise imunohistoquimica (apoptose e proliferacdo celular), os
intestinos médios foram incluidos em parafina e os cortes de 5 um de espessura feitos em
micrétomo Minot (LEICA RM 2035), colocados em banho-maria e coletados em laminas
silanizadas. As imagens foram capturadas e digitalizadas pelo software Leica LAS Image
(Jungueira & Junqueira 1983, Solomon 2009). Para detectar apoptose pela fragmentacdo do DNA,
laminas silanizadas contendo cortes de intestino médio, foram submetidas ao teste de TUNEL
(Terminal Deoxinucleotidil Transferase Uracil Nick End Labeling) (Gravrieli et al. 1992)
seguindo o protocolo do kit Apoptag Plus (Merck®). Os cortes foram inicialmente desparafinados
e hidratados e, logo em seguida, incubados em PBS (Tampéo fosfato-salino) por 5 minutos a
temperatura ambiente. Apos, a Proteinase K foi aplicada sobre as laminas por 15 minutos. As
laminas foram lavadas em agua destilada e incubadas em peroxido de hidrogénio por 5 minutos

em temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em PBS e incubados em tampéo de equilibrio
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por 60 minutos a 4° C. Depois, os cortes foram incubados em TdT a 37° C por 1 hora em camara
Umida. Foi aplicada a solucdo stop por 10 minutos em temperatura ambiente, em seguida, as
laminas foram lavadas em PBS e incubadas em anti-digoxigenina. As laminas foram enxaguadas
em PBS e os cortes revelados com substrato cromogénico diaminobenzidina (DAB,
DakoCytomationTM) (£20 minutos), sendo contracorados com hematoxilina por 20 a 30
segundos. Apos isso, as laminas foram lavadas em &gua corrente, desidratadas em concentragdes
crescentes de alcool e colocadas em xilol para serem montadas e observadas em microscépio de
luz. Para determinar a proliferacdo celular, os cortes foram despafarafinizados, hidratados e
submetidos a recuperacao antigénica com tampao citrato (pH=6) em banho-maria por 20 minutos,
a 100 °C, e apds descanso de 20 minutos em temperatura ambiente foi aplicado o perdxido de
hidrogénio a 3 % por 30 minutos. Em seguida, os cortes foram lavados em tampao Tris (Tris-
(hidroximetil)-aminometano) e com anticorpo PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo celular)
(Spring) na diluicdo 1:100, por 1 hora em temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em
tampdo Tris e incubados com histofine por 30 minutos, em seguida, submetidos ao cromdgeno
diaminobenzidina (DAB, DakoCytomation™) e contracorados com hematoxilina. O indice
apoptotico e a proliferacdo celular foram determinados pelo percentual de células positivas a
partir da contagem de, pelo menos, 500 nucleos/tratamento subdivididos em 10 campos
escolhidos aleatoriamente utilizando-se a objetiva de 40x (Losa et al. 2000, Wu et al. 2013).

Preparacdo do macerado. Uma abelha adulta foi macerada em 500uL de tampdo fosfato 0,1 mM
pH 7,4 em um cadinho com auxilio de pistilo de porcelana. O macerado foi alocado em um tubo
para centrifuga de 2 mL e centrifugado durante 1 min a 1000 rpm, para retirada de fragmentos de
exoesqueleto dos insetos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de 2 mL e mantidos
refrigerados a -20 °C até a andlise. Cada tratamento constou de 10 repeti¢cdes no intervalo de 24 h

apos aplicacao.
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Dosagem de Oxido Nitrico. Foi utilizado o reagente de Griess (Green et al. 1981), avaliado pela
concentracdo do ion nitrito (NO2?). Em um pool de 50 pL do macerado foi acrescido 70 uL de
sulfanilamida 1% em &cido fosférico (H3POas) (5%). Apos incubagdo, em 50 pL da amostra
(macerado/sulfanilamida) foi adicionado mais 50 pL de NEED (dihidroclorito de
naftiletilenoamina) a 0,1 % em placa de microtitulacdo (Faraldo et al. 2005). A leitura da
absorbéancia foi realizada a 562 nm na leitora de microplaca Biochrom Anthos 2010 (Sao Paulo,
Brasil) com o programa ADAP em modo endpoint. Os dados foram submetidos a ANOVA, e as
médias comparada pelo teste de Tukey HSD, utilizando o software SAS Institute.

Atividade da Fenoloxidase. Foi realizada a analise de cada tratamento com 10 uL do macerado,
apos 24 h de aplicagdo. Cada tratamento constou de dez repeti¢oes. Duplicatas de 50 pL desta
mistura foram transferidas para a placa de microtitulagdo. Foi adicionado em cada pogo 50 pL de
L-DOPA (L-dihidroxifenilalanina) 4 g/L (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para a ativagao da
enzima. Absorbancia foi feita na leitora de microplaca Biochrom Anthos 2010 (S&o Paulo, Brasil)
a 492 nm com o programa ADAP em modo fotometria cinética, onde atividade da enzima foi
tomada durante a fase linear da reacdo em intervalos de 60 s durante 20 minutos, segundo Faraldo
et al. (2006). Os dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, a 5% de
probabilidade, pelo SAS Institute.

Estresse oxidativo. Para o estresse oxidativo, foi avaliada a peroxidacdo lipidica realizada pela
mensuracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), de acordo com Ohkawa et
al. (1979). Dez insetos adultos de cada tratamento foram homogeneizados com KCI 1,15% +
EDTA 3 mM em banho de gelo. Posteriormente, foi adicionado um meio de reagdo contendo
0,3% de &cido tiobarbitarico, 0,4% de SDS (Dodecil sulfato de sodio) e 7,5% de éacido acético
(pH 3,5), e subsequentemente a mistura foi aquecida a 95 °C por uma hora. As amostras foram

centrifugadas e o sobrenadante teve a absorbancia mensurada em comprimento de onda de 535
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nm. Os dados obtidos foram corrigidos pela concentracdo de proteina do homogenato, mensurada
de acordo com Lowry et al. (1951). Os dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade, pelo SAS Institute. Os niveis da glutationa (GSH)
reduzida foram determinados atraves da mensuragdo de grupamentos sulfidrilas ndo proteicos, de
acordo com metodologia de Sedlak & Lindsay (1968). A partir do homogenato obtido para
avaliacdo da peroxidacdo lipidica, 80 a 160 mg do tecido foram precipitados em solugdo de TCA
5%. Em seguida, um volume do sobrenadante foi adicionado a um volume de meio de reagéo
contendo TRIS 4mM, EDTA 4mM e DTNB 4mM a um pH 8,9. A reacdo foi incubada em
temperatura ambiente por 5 minutos e a absorbancia foi mensurada em 412 nm. O resultado foi

corrigido pela concentracdo de proteina do homogenato.

Resultados

Quanto a avaliacdo imunohistoquimica do intestino médio das abelhas, ndo foram observadas
a presenca de ntcleos apoptdticos em relagio a exposicdo aos xenobi6ticos sintéticos (Roundup® e
Karate®) e naturais (Azamax® e composto Limoneno), apés 24 h. No entanto, o tecido epitelial
apresentou degeneracdo celular pela presenca de vacuolos citoplasmaticos, sugerindo processo de
necrose. Devido ao dano nas células, acredita-se que isso tenha sido um fator preponderante para
que essas células ndo fossem capazes de secretar a matriz peritrofica, fazendo com que elas
entrassem em contato com contetido do lamen, e assim, com as enzimas digestivas (Figura 1). As
células epiteliais ndo demonstraram a ativacdo dos mecanismos de regeneragdo por meio do
processo de proliferagdo celular nas abelhas submetidas aos xenobidticos (Figura 2), sendo
identificado PCNA positivo apenas no grupo controle (Figura 2A).

Apbs analise estatistica, verificou- se que todos os produtos quimicos utilizados, sendo eles o

Karate® (0,700 + 0,039 pM de NO:), o Limoneno (0,837 + 0,027 uM de NO:), 0 Azamax® (0,916 +
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0,047 uM de NO:) e o Roundup® (0,787 + 0,026 uM de NO:), aumentaram o nivel de 6xido nitrico
em abelhas, entretanto, o maior aumento foi observado no tratamento com o Azamax®. O
Limoneno n&o se diferiu estatisticamente de ambos, Azamax® e Roundup®. Embora as abelhas que
foram alimentadas com a solucdo de mel+Karate® tenham apresentado resposta semelhante ao
controle (0,591 * 0,025 uM de NO:), o mesmo nao foi diferente dos tratamentos com Roundup® e
Limoneno, elevando o nivel de NO2 nas amostras (Figura 3).

Todos os xenobioticos avaliados causaram um aumento na atividade da enzima fenoloxidase
ap6s 24 h de exposicdo. As maiores alteracbes foram observadas nos tratamentos com o
biopesticida Azamax® (1,333 + 0,107 OD/min/mg), seguidas do composto Limoneno (1,230 *
0,077 OD/min/mg) e o herbicida Roundup® (1,225 + 0,044) OD/min/mg), que n&o se diferiram
entre si. Novamente, o inseticida Karate® (1,003 + 0,053 OD/min/mg) ndo foi diferente
estatisticamente do grupo controle (0,987 + 0,019 OD/min/mg) (Figura 4).

Todos o0s agentes quimicos testados, com exce¢do do Limoneno, demonstraram causar um
aumento do estresse oxidativo mensurado pelo TBARS, indicando a peroxidacéo lipidica celular
nas amostras de abelhas avaliadas. O herbicida Roundup® (1,838 + 0,205 nmol de
MDA/mg/proteina) se destacou, sendo o produto que mais gerou estresse oxidativo nas células,
seguido pelo Azamax® (1,280 + 0,070 nmol de MDA/mg/proteina) e Karate® (1,214 + 0,055 nmol
de MDA/mg/proteina). O composto Limoneno (0,914 + 0,096 nmol de MDA/mg/proteina) nao
apresentou diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle (0,782 + 0,109 nmol de
MDA/mg/proteina), logo, essa substancia ndo chegou a promover esse tipo de estresse apds 24h de
exposicao (Figura 5). Dentro deste mesmo periodo de avaliacdo, ndo houve diferencas nos niveis

da mensuracdo da Glutationa-S-Transferase (GSH) (Figura 6).
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Discusséo

As alteragBes histopatoldgicas e imunologicas observadas nas abelhas tratadas sugerem que,
as substancias testadas foram altamente nocivas a esses organismos, e ndo lhe deram tempo para
ativacdo dos mecanismos de regeneracdo (llla-Bochaca & Montuenga 2006, Caccia et al. 2019).
Levando em consideracdo que, em geral, os produtos naturais sdo considerados seletivos, essa é
uma descoberta importante, pois esses compostos naturais sdo analisados principalmente pelo
ponto de vista de sua toxicidade aguda sobre os insetos benéficos (Sabahi et al. 2022), mas sdo
poucas as informagdes sobre como esses compostos afetam as abelhas a nivel celular, com
implicacOes severas a sua fisiologia e saude.

Trabalhos que testaram os efeitos de doses subletais de defensivos agricolas sintéticos,
indicaram a ocorréncia do processo apoptotico em resposta ao agente quimico estressor. Qi et al.
(2020), constataram que a exposi¢do cronica a concentragdo de 1,0 mg/L de flumetrina, um
piretroide utilizado para o controle do &caro parasita de abelhas, Varroa destructor (Anderson e
Treuman), causou apoptose no intestino médio de operarias recém-emergidas, da espécie A.
mellifera. E Gregorc & Ellis (2011) demonstraram que houve apoptose no intestino médio de
larvas contaminadas com 400 ppm de glifosato. Em contraste, a necrose do tecido epitelial
observada nesta pesquisa pode ser explicada pela utilizacdo de concentracdes letais nos ensaios,
somado a maior susceptibilidade das abelhas a xenobioticos, que possuem baixo potencial de
desintoxicacdo enzimatica quando comparado a outros insetos (Claudianos et al. 2006).

Diferente das outras substancias, o Limoneno ndo possui a molécula de oxigénio em sua
composi¢do, que é capaz de desencadear radicais livres deletérios ao organismo, deixando o
individuo susceptivel ao estresse oxidativo (Kumar et al. 2022). Além disso, ja existe relato que 0s
monoterpenos podem conter propriedades antioxidantes (Yu et al. 2017). Assim, ndo é

surpreendente que este composto ndo tenha causado estresse oxidativo nas abelhas.
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O modo de ac¢do do Limoneno esté associado a inibi¢cdo neuromuscular da acetilcolinesterase
(AChE), levando ao acumulo de AChE, no qual gera excitagdo neuronal, e morte dos insetos
(Garcia et al. 2005, Zarrad et al. 2017, Gadelhaq et al. 2023). Além disso, em A. mellifera foram
mostrados os efeitos sobre as células intestinais, desenvolvendo implicagdes decorrentes das lesGes
necraticas observadas no epitélio.

O estresse oxidativo observado nos demais tratamentos, indica a ocorréncia da peroxidagao
lipidica em abelhas, e como consequéncia, ocorre a alteracdo de funcGes basicas da membrana
celular (Barbosa et al. 2010). Estudos relacionam o processo apopt6tico a umas das respostas da
célula a este estresse (Li & Wogan 2005, Kim & Lee 2020), entretanto, ele também pode ser a
causa do desencadeamento da necrose epitelial nesta populacdo de A. mellifera, sendo este efeito
mais expressivo em amostras tratadas com o glifosato.

De fato, estudos com este herbicida mostram que ele afeta a sobrevivéncia e saude de
diferentes espécies de larvas e adultos de abelhas, expostas de forma aguda ou crénica, levando a
modificacdes a nivel molecular, celular, histoldgico e de sistemas bioldgicos (Battisti et al. 2023).
Um aspecto relevante relatado por Liao et al. (2017), é que uma solucdo de dgua+acucar+glifosto
(10 ppb) foi mais atrativa para as abelhas quando comparado a solu¢do sem o herbicida, isso se
torna um alarme para a possivel contaminacdo desses organismos por meio de néctar no ambiente
natural.

O intestino médio constitui uma das primeiras barreiras de defesa dos insetos contra
organismos patogénicos e xenobioticos (Schmid-Hempel 2005). Devido ao comprometimento
desta funcdo, os dados confirmam por meio da ativacdo da cascata fenoloxidase e alteracdo nos
niveis de NO, o envolvimento de mecanismos de defesas humoral da célula de abelhas expostas

aos pesticidas sintéticos e naturais.
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A baixa atividade da enzima fenoloxidase e o nivel reduzido de NO2 nos ensaios com o
Karate®, também foi observada por Silva et al. (2019) em percevejos da espécie Podisus
nigrispinus (Dallas), submetidos a outro piretréide, o deltametrina, ambos sob o tempo de
avaliacdo de 24 h. Entretanto, ap6s 72 h de exposicdo, esses autores verificaram um aumento da
atividade da fenoloxidase, em simultaneo a alta nos niveis de proteinas totais em P. nigrispinus.
Ainda assim, as andlises de apoptose e proliferacdo, no caso da populacdo de abelhas amostradas
nesta pesquisa, evidenciaram a necrose da célula. Desta forma, o inseticida Karate® e os outros
compostos aqui estudados causam danos irreversiveis, pois estes ndo podem ser acompanhados
pela reparacéo celular, consequentemente, levando a morte do organismo (Miller & Zachary 2017).

Estudos anteriores também demonstraram a repeléncia da azadiractina, ingrediente ativo do
Azamax®, para outra espécie de abelha (Barbosa et al. 2015) e outros insetos (Ikeura et al. 2013,
Andrade et al. 2013). Em relacdo a A. mellifera, foi constatado o efeito repelente do Azamax® sob
concentracdes acima de 250 pL/100 mL, assim, existe a possibilidade deste inseticida ser utilizado
nos programas de manejo integrado de pragas (MIP) de forma a preservar a abundancias desses
polinizadores no agroecossistema. Isto porque 0 modo de acdo da azadiractina estd associado ao
aumento da contaminacdo por ingestdo (Martinez & Van Emden 2001), e em campo a
probabilidade de contato com esta substancia diminui. Entretanto, devido a forte acdo deletéria do
Azamax® sobre o sistema digestivo e imunolégico das abelhas, é imprescindivel estar atento para
gue a sua pulverizacao ndo coincida com o horéario de forrageamento das abelhas Apis.

Portanto, a exposicdo dessa populagdo de A. mellifera ao inseticida natural Azamax® e ao
Limoneno, acarretou em respostas analogas aos pesticidas sintéticos Karate® e Roundup®. Assim,
mesmo que os produtos naturais sejam, em geral, considerados seletivos a organismos nao alvos, é

necessario entender como esses compostos interferem na fisiologia das abelhas, para, desta forma,
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garantir que os inseticidas botanicos utilizados na agricultura sejam realmente seguros para esses

polinizadores.
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Figura 1. Avaliacdo de apoptose do intestino médio de adultos de Apis mellifera, pelo teste de
Tunel. Nos quais, Al e A2- Controle, B1 e B2- Azamax®, C1 e C2- Limoneno, D1 e D2-
Roundup®, E1 e E2- Karate®, L- Limen, Seta preta- niicleos apoptoticos, Seta vermelha- matriz
peritrofica, Asterisco- Células vacuolizadas.
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Figura 2. Andlise da proliferacdo celular (PCNA). Corte transversal do intestino médio de abelhas
adultas, Apis melifera. A- Controle, B- Azamax®, C- Limoneno, D- Roundup®, E- Karate®, L-
Ldmen, asterisco- células regenerativas.
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Figura 3. Média (+EP) da dosagem do nivel de Oxido nitrico (UM de NO.) em abelhas Apis
mellifera submetidas a CLso do composto Limoneno, dos inseticidas Azamax®, Karate® e do

herbicida Glifosato. Colunas com mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey HSD a 5% de
probabilidade.
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Figura 4. Atividade da enzima fenoloxidase (OD/min/mg) em abelhas Apis mellifera submetidas a
CLso do composto Limoneno, dos inseticidas Azamax®, Karate®e do herbicida Glifosato. Colunas
com mesma letra ndo diferem pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a 5% de

probabilidade.
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Figura 5. Estresse oxidativo a partir da mensuracdo do acido tiobarbitdrico (TBARS) como
indicativo de peroxidagdo lipidica (nmol de MDA/mg/proteina) em abelhas Apis mellifera
submetidas a CLso do composto Limoneno, dos inseticidas Azamax®, Karate® e do herbicida
Glifosato. Colunas com mesma letra ndo diferem pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a
5% de probabilidade.
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Figura 6. Estresse oxidativo a partir da mensuracao da Glutationa-S-Transferase (GSH) em
abelhas Apis mellifera submetidas a CLso do composto Limoneno, dos inseticidas Azamax®,
Karate®e do herbicida Glifosato. Colunas com mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade
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CAPITULO 4
CONSIDERACOES FINAIS

Ao analisar os resultados desta pesquisa, ha uma comprovacdo de que todos 0s xenobidticos
testados, sintético ou natural, causaram danos celulares irreversiveis, levando ao
comprometimento da fisiologia do sistema digestivo das abelhas, consequentemente, afetando sua
imunologia e capacidade de regenerar o epitélio.

O tecido epitelial sofreu alteragdes nas células, sendo observado a presenca de vacuolos
citoplasmaticos e extravasamento do contetdo celular, sinalizando necrose. Devido ao dano na
célula, a matriz peritréfica se tornou ausente, assim, o epitélio ficou em contato com o material
encontrado no limen, que contem enzimas digestivas prejudiciais ao tecido. O estresse oxidativo
constatado nas amostras expostas ao herbicida glifosato (Roundup®), inseticida lambda-cialotrina
(Karate®) e bioinseticida azadiractina (Azamax®) pode ter contribuido para este efeito necrético
no intestino médio das abelhas.

Apesar do composto Limoneno ndo ter causado estresse oxidativo, ele também foi capaz de
ocasionar necrose celular, e como as outras substancias estudadas, prejudicou o sistema
imunoldgico das abelhas, modificando a atividade da enzima fenoloxidase e os niveis de 6xido
nitrico.

Por fim, de forma geral esta pesquisa chama a atencdo da ac&o nociva dos produtos naturais
sobre as células epiteliais e sistema imune das abelhas, que se equiparam aos efeitos dos pesticidas
sintéticos estudados. Isto deixa clara a necessidade de estudos voltados & identificagdo dos
mecanismos pelos quais os defensivos utilizados na agricultura agem sobre a fisiologia dos

organismos ndo-alvo, seja esse pesticida sintético ou natural. Assim, a partir dos dados obtidos
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nesta pesquisa, 0s agricultores terdo informacGes importantes a considerar no delineamento

adequado do manejo de uma praga, com a finalidade de preservar os polinizadores na érea.
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