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RESUMO

A espécie Chrysoperla externa (Hagen, 1861) possui caracteristicas que
permitem inclui-las entre os inimigos naturais indicados para uso em programas
de controle bioldgico. As larvas sdo capazes de predar grande variedade de
presas, como pulgdes, cochonilhas, moscas-branca, ovos de pequenas lagartas de
lepidépteros e acaros. A preservacdo dos crisopideos, nos ecossistemas
agricolas, deve ser considerada, ao se estabelecer programas de manejo
integrado de pragas e isso dependera da compatibilidade com outros métodos de
controle, especialmente, daqueles relacionados ao uso de inseticidas. O canal
alimentar é o foco de muitas pesquisas, ja que o uso de inseticidas pode induzir a
diversas alteracBes no sistema digestivo de inimigos naturais. Os inseticidas
thiamethoxam e chloratraniliprole sdo utilizados em culturas em que ha
ocorréncia de insetos benéficos. Deste modo, o trabalho objetivou avaliar a
morfologia e ultraestrutura do canal alimentar de larvas e adultos de C. externa
expostas a doses subletais de thiamethoxam e chlorantraniliprole. Nos
tratamentos, foram utilizadas as concentracdes (CLs) 0,59 ng i.a/uL do
thiamethoxam e 19,62 ng i.a/uL do chlorantraniliprole, por meio de exposi¢do
por ingestdo. Ndo foram observadas diferenciac6es citomorfoldgicas, em relacdo
ao controle, nas andlises realizadas, apds a ingestdo dos inseticidas. Os
resultados ndo mostraram diferencas morfologicas regionais, no epitélio do
meséntero, mantendo sua estrutura regular tipica com células digestivas do tipo
colunares e ninhos de células regenerativas. N&do foram observadas
irregularidades na borda estriada ou danos na membrana peritrofica do
meséntero das larvas ou dos adultos. Portanto foi concluido que os inseticidas
thiamethoxam e chlorantraniliprole, nas concentracfes 0,59 ng i.a/pL e 19,62 ng
i.a/uL, respectivamente, ndo ocasionam alteragdes morfoldgicas ou
ultraestruturais no epitélio mesentérico de larvas e adultos de C. externa.

Palavras-chave: Alteragdes morfoldgicas. Histologia. Intestino médio.



ABSTRACT

The Chrysperla externa (Hagen, 1861) has traits that allow it to be included
among the natural enemies indicated for biological control programs. The larvae
are capable of preying on a large variety of prey, such as aphids, mealybugs,
whitefly, eggs of small lepidopteran caterpillars and mites. The preservation of
green lacewing in agricultural ecosystems must be considered when establishing
integrated pest management programs. This will depend on the compatibility
with other control methods, especially those related to the use of insecticides.
The food channel is the focus of many researches, since the use of insecticide
can induce several changes in the digestive system of natural enemies.
Insecticides thiamethoxam and chlorantraniliprole are used for cultures with the
occurrence of beneficial insects. Thus, this work aimed at evaluating the
morphology and ultrastructure of the food channel of C. externa larvae and
adults exposed to sub-lethal doses of thiamethoxam and chlorantraniliprole. In
the treatments, we used the concentrations (CLsy) of 0.59 ng i.a/uL of
thiamethoxam and 19.62 ng i.a/uL of chlorantraniliprole, by ingestion exposure.
We observed no cytomorphological changes in relation to control in the analyses
conducted after ingestion of the insecticides. The results showed no regional
morphologic differences in the mesentery epithelium, maintaining its typical
regular structure with column digestive cells and nests of regenerative cells. No
irregularities were verified in the striated edge, or damage to the peritrophic
membrane of the midgut of the larvae or adults. Therefore, we conclude that
insecticides thiamethoxam and chlorantraniprole, in the concentrations of 0.59
ng i.a/uL and 19.62 ng i.a/uL, respectively, caused no morphologic ou
ultrastructural changes to the mesentery epithelium of C. externa larvae or
adults.

Keywords: Morphologic changes. Histology. Midgut.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

Chrysopidae (Neuroptera) apresenta, aproximadamente, 86 géneros e 11
subgéneros, englobando em torno de 1200 espécies e exibe uma ampla
diversidade morfoldgica e bioldgica, além de ser abundante em culturas de
importancia econdmica. Essa familia é a mais pesquisada em estudos
entomoldgicos para uso como agentes de controle biol6gico de pragas
(ADAMS; PENNY, 1985; ALBUQUERQUE, 2009; FREITAS, 2001; PAPPAS;
BROUFAS; KOVEQS, 2011).

Assim, essa familia destaca-se por apresentar espécies com
caracteristicas que permitem inclui-las entre os inimigos naturais indicados para
uso em programas de controle bioldgico, uma vez que, como holometabolos
(ASPOCK; PLANT; NEMESCHKAL, 2001), os adultos se diferem
radicalmente da fase imatura quanto aos habitos, o que lhes confere grande
vantagem evolucionaria podendo explorar diversos agroecossistemas
(FREITAS, 2001).

Os crisopideos apresentam adaptacOes a diferentes habitats, sua presenca
é relatada em diferentes ecossistemas naturais e implantados (FREITAS, 2002),
estando presentes em cultivos de frutiferas (MONTES et al., 2007), culturas
perenes como cafeeiro (SILVA et al., 2005), hortalicas (RESENDE et al., 2007)
e plantas ornamentais (CARVALHO et al.,, 2012). Eles sdo eficientes
predadores, na fase larval, principalmente, no terceiro instar, onde possuem
maior voracidade e ocorrem 72 % a 85 % do consumo total de presas
(PRINCIPI; CANARD, 1984; TAVARES et al., 2012).

Os adultos da maioria das espécies, que ndo se alimentam de presas,
utilizam como fonte principal de nutrientes os metabolitos primarios das plantas,

como acgucares, aminodcidos e lipidios, presentes no polen, néctar e,
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indiretamente, no “honeydew” (DOWNES, 1974; HAGEN, 1986; PRINCIPI;
CANARD, 1984; WACKERS; RIJN; BRUIN, 2005).

No Brasil, destaca-se Chrysoperla externa (Hagen, 1861), um predador
com capacidade de supressdo de pragas (BARBOSA et al., 2008) como 0s
pulgdes Sipha flava (Forbes, 1885) (OLIVEIRA et al., 2009), Aphis gossypii
(Glover, 1877), Schizaphis graminum (Rondani, 1852), Rhodobium porosum
(Sanderson, 1901), cochonilhas como Coccus spp. (Hemiptera: Coccidae),
Orthezia spp. (Hemiptera: Ortheziidae), lagartas de Alabama argillacea
(HUbner, 1818) (Lepidoptera: Noctuidae), Pinnaspis spp. (Hemiptera:
Diaspididae), Selenaspidus spp. e Leptopharsa heveae (Drake e Poor, 1935)
(Hemiptera: Tingidae) em diversas culturas (BARBOSA et al., 2008; GAO;
LIU; GE, 2007; PAPPAS; BROUFAS; KOVEQS, 2007; SOUZA et al., 2008).

A preservacdo dos crisopideos, nos ecossistemas agricolas, deve ser
considerada ao se estabelecer programas de manejo de pragas. 1sso dependera da
compatibilidade com outros métodos de controle, especialmente, daqueles
relacionados ao uso de produtos fitossanitarios, por isso, a necessidade de buscar
e utilizar produtos seletivos, indcuos ou pouco tdxicos a esse inimigo natural
(BARROS et al.,, 2006; CARVALHO et al., 2003; MOURA et al., 2009;
PAPPAS; BROUFAS; KOVEOS, 2011; SILVA et al., 2005).

H& muitos estudos sobre os inseticidas utilizados nas culturas onde
ocorre presenca de crisopideos (GIOLO et al., 2009; MANDOUR, 2009;
NADEL et al., 2007; REZAEI et al., 2007; SCHNEIDER et al., 2009; SILVA et
al., 2005), trabalhos sobre a sele¢do de resisténcia a inseticidas (PATHAN et al.,
2010; VENKATESAN et al., 2009) e pesquisas sobre toxicidade de diversos
inseticidas em C. externa (CARVALHO et al., 2002; GODOY et al., 2004;
MOURA et al., 2009, 2010), visando gerar subsidios para 0 manejo integrado de
pragas nas culturas. Entretanto sdo escassas as pesquisas que enfoquem no efeito

de produtos fitossanitarios no canal alimentar desse inseto.
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O canal alimentar € o foco de muitas pesquisas, em outros grupos de
insetos, ja que o uso de produtos fitossanitarios pode induzir a diversas
alteragbes no sistema digestivo de inimigos naturais (AHMAD;
OBIEWATSCH; BASEDOW, 2003; SCUDELER et al., 2016; SCUDELER,;
PADOVANI; SANTOS, 2014; SCUDELER; SANTOS, 2013), principalmente,
a regido do meséntero, pois alteracdes nessa regido podem afetar o crescimento e
0 desenvolvimento dos insetos, bem como a fisiologia, 0s quais dependem da
alimentacdo adequada, de sua absor¢do e transformagdo (MORDUE;
BLACKWELL, 1993; MORDUE; NISBET, 2000).

Os inseticidas thiamethoxam e chloratraniliprole sdo utilizados com alta
eficiéncia no controle de pragas onde ha ocorréncia de insetos benéficos
(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY - EPA, 2008; LAWSON;
NGO; KOENIG, 2000; MASON; RANCATI; BOSCO, 2000; OLIVEIRA et al.,
2013; PREETHA et al., 2009; VIEIRA et al., 2012). Estudos demonstram que
esses inseticidas podem causar efeitos nocivos em insetos ndo alvos (EL
HASSANI et al., 2008; MUNHOZ et al., 2013).

Portanto, considerando a importancia de C. externa, na agricultura,
diante dos beneficios demonstrados por este predador nos agroecossistemas, ha a
necessidade de aprofundar o conhecimento a respeito de suas estruturas internas.
Os estudos morfoldgicos de 6rgdos como o intestino, associando-se aos testes de
toxicidade, sdo importantes para a elucidacdo da agdo de compostos quimicos
nos inimigos naturais. Diante da escassez de estudos dessa natureza em
crisopideos, o presente trabalho pretende avaliar a morfologia, ultraestrutura e
testar a hipdtese de que ocorre efeito nocivo de doses subletais dos inseticidas

thiamethoxam e chlorantraniliprole no canal alimentar de C. externa.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Sistema digestivo dos insetos

O canal alimentar dos insetos entra em contato com diversos tipos de
alimentos. Alguns digerem somente acucar, outros, proteinas como colageno e
queratina e outros, carboidratos como a celulose. O sistema digestivo, em
diferentes espécies, € fisiologicamente adaptado a essas condicdes
(CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM, 1999; CRUZ-LANDIM, 1985).

O sistema digestivo dos insetos € um tubo continuo entre a boca e 0 anus
e compreende trés regibes principais: o intestino anterior ou estomodeo, em que
o alimento pode ser armazenado, filtrado, parcialmente digerido e em que,
algumas vezes, ocorre a fragmentacdo antes que ele alcance o intestino médio.
No intestino médio ou meséntero, realiza-se a digestdo quimica e absorcdo dos
produtos da digestdo, sendo, portanto o sitio primario de producdo de enzimas
digestivas dos insetos. Enquanto isso, no intestino posterior ou proctodeu, o
alimento ndo digerido é conduzido para o exterior havendo a participacdo dessa
regido no equilibrio osmoético do organismo (CHAPMAN, 1998; KLOWDEN,
2002; SNODGRASS, 1993; WIGGLESWORTH, 1972).

O intestino médio, segundo maior 6rgdo do corpo dos insetos, tem
como fungdo a producdo e secrecdo de enzimas digestivas, absorcdo de agua,
nutrientes e manutengdo da homeostase. Possui origem endodérmica, sendo um
tubo de didmetro variavel, formado por um epitélio simples ou
pseudoestratificado, apoiado sobre uma lamina basal, em torno da qual dispdem
uma camada mais interna de fibras musculares estriadas circulares e outra mais
externa de fibras longitudinais (CHAPMAN, 1998; HAKIM; BALDWIN;
SMAGGHE, 2010; LEHANE; BILLINGSLEY, 1996; SNODGRASS, 1993;
WIGGLESWORTH, 1972).
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Na maioria dos insetos, o canal alimentar apresenta uma membrana
chamada de matriz ou membrana peritréfica. Sua funcéo esté relacionada com a
protecdo do epitélio contra microrganismos, contra abrasdo das células epiteliais
pela passagem do alimento, durante a digestdo, com a permeabilidade diferencial
as enzimas digestivas e aos produtos de digestdo e com a conservacao dessas
enzimas (TERRA, 1988).

Em larvas de Neuroptera, o canal alimentar é fechado entre o intestino
médio e posterior (CHAPMAN, 1998; GEPP, 1984). No momento da
alimentacdo, a larva introduz seu aparelho bucal na presa, onde enzimas sdo
liberadas, ocorrendo digestdo extraoral dos tecidos da presa, que,
posteriormente, é liquefeito e sugado para dentro da cavidade oral pela acdo de
uma bomba muscular. O eséfago se dilata no protérax, para formar o papo ou
inglavio, que ocupa grande parte do meso e metatérax. O papo se comunica pela
valvula estomodeal com o intestino médio, que ocupa grande parte do abdome.
E no intestino médio que ocorre a maior parte da digestdo e absorcdo de
nutrientes (ALBUQUERQUE, 2009; FREITAS, 2002; GEPP, 1984).

O intestino posterior das larvas ndo é funcional, por isso, elas ndo
eliminam residuos metabdlicos pelo anus e, sim, como mecénio dentro do casulo
pupal na emergéncia do adulto. Em decorréncia dos habitos alimentares da larva,
poucos residuos solidos se acumulam ao longo de seu desenvolvimento
(ALBUQUERQUE, 2009; CHEN et al., 2006; FREITAS, 2002; GEPP, 1984).

O sistema digestivo dos adultos de crisopideo apresenta adaptagdes, no
diverticulo do papo, sendo esse grande e altamente convoluto, associado com
troncos tragueais desenvolvidos, que servem para fornecer oxigénio para o
metabolismo de leveduras e bactérias simbiontes mutualisticas que se proliferam
no interior desse diverticulo e no restante do canal alimentar (CHEN et al., 2006;
WOOLFOLK; COHEN; INGLIS, 2004; WOOLFOLK; INGLIS, 2004).
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Pesquisas conduzidas, anteriormente, relataram que o sistema digestivo
dos crisopideos foi estudado em varias espécies, como Chrysopa perla
(Linnaeus, 1758), Chrysopa oculata Say, 1839; Ceraeochrysa cubana (Hagen,
1861), Chrysoperla carnea (Stephens, 1836), Chrysoperla comanche (Banks,
1938) (LAMUNYON, 1988; MCDUNNOUGH, 1909; SPIEGLER, 1962;
WIGGLESWORTH, 1972). Muitas pesquisas sao restritas a descri¢do
morfoldgica e a estudos sobre a associacao entre os crisopideos com leveduras e
fungos simbiontes no intestino de Chrysoperla rufilabris (Brumeister, 1839),
Chrysoperla carnea (Stephens), Chrysoperla zastrowi sillemi (BJORNSON et
al., 2013; CHEN et al., 2006; HEMALATHA et al., 2014; WOOLFOLK;
INGLIS, 2004).

Recentemente, pesquisas sobre a toxicidade de substancias vegetais em
Ceraeochrysa claveri (Navés, 1911) foram realizadas (SCUDELER et al., 2016;
SCUDELER; PADOVANI; SANTOS, 2014; SCUDELER; SANTOS, 2013).
Entretanto é escasso 0 conhecimento a respeito da morfologia e ultraestrutura do
canal alimentar de C. externa e das consequéncias da exposicdo desse orgao a

inseticidas.
2.2 Efeito de inseticidas

Pesquisas conduzidas, ao longo dos ultimos anos, tém revelado a
presenca de niveis alarmantes de produtos fitossanitarios nos ecossistemas, com
persisténcia no solo, na dgua, no ar, nas plantas, nos animais e nos alimentos
que, por meio desses Ultimos, podem chegar ao homem, ocasionando danos a
sua saude (TINGLE et al., 2003).

Os efeitos dos inseticidas sobre insetos benéficos tém sido objeto de um
namero cada vez maior de estudos (CROFT, 1990; HAYNES, 1988; HE et al.,
2012; PREETHA et al., 2009; THOMPSON, 2003). Os inimigos naturais tém

recebido mais atencdo a esse respeito por causa de sua importancia no manejo
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integrado de pragas e producdo de mel (DRIESCHE; BELLOW, 1996;
OLIVEIRA et al., 2013; SCUDELER et al., 2016). Apesar dos efeitos negativos
dos inseticidas para o ambiente, esse, ainda, € 0 método de controle de pragas
mais utilizado nas culturas. Uma forma consciente do emprego de tais
substancias ¢ mediante a utilizacdo de inseticidas seletivos (GUEDES; LIMA;
ZANUNCIO, 1992; PICANCO et al., 1996).

A descoberta de novos produtos fitossanitarios € de fundamental
importancia, para que esses sejam, comercialmente, viaveis no controle de
pragas e, assim, possam ser usados em uma agricultura sustentavel. A utilizacéo
combinada de produtos quimicos e controle biolégico fornece uma melhor opgédo
para o gerenciamento das populacbes de pragas (CASTLE; PALUMBO;
PRABHAKER, 2009; GENTZ; MURDOCH; KING, 2009).

Estudos sobre os efeitos subletais dos inseticidas sobre inimigos
naturais, muitas vezes, tém como objetivo avaliar a adequacao de inseticidas no
MIP. No entanto os efeitos subletais sobre 0s inimigos naturais, raramente, sdo
levados em conta, quando os programas de manejo sdo estabelecidos. Para
reduzir os efeitos dos inseticidas sobre inimigos naturais, os ensaios de
seletividade sdo realizados com o objetivo de escolher aqueles com um elevado
grau de toxicidade letal contra as pragas alvo e toxicidade letal minima aos
insetos benéficos (SAKAMOTO et al., 2003).

Muitos estudos tém documentado efeitos subletais dos inseticidas sobre
inimigos naturais, apesar disso apenas os testes de mortalidade sdo considerados,
guando uma escolha entre varios inseticidas devem ser feitas, em um contexto
de manejo integrado de pragas. Para avaliar, completamente, o risco, é
fundamental estabelecer uma ligacdo entre a toxicidade de um determinado
produto, em ensaios de laboratério e do risco associado a exposicdo em
condigdes de campo, incluindo os efeitos letais e subletais (DESNEUX;
DECOURTYE; DELPUECH, 2007).
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Dentre os inseticidas, cujos efeitos vém sendo pesquisados em
crisopideos, estdo os neonicotinoides, por sua alta eficiéncia no controle de
varias pragas com ocorréncia desses inimigos naturais (DANTAS, 2012;
GODOY et al.,, 2010; GONTHNO et al., 2014) e os pertencentes ao grupo
quimico das diamidas antranilicas, como chlorantraniliprole
(AMARASEKARE; SHEARER, 2013; RUGNO; ZANARDI; YAMAMOTO,
2015). No entanto grande parte desses estudos avalia somente a toxicidade
aguda de inseticidas, ignorando os resultados indiretos, como efeitos subletais
dos inseticidas sobre a fisiologia do inseto exposto (DESNEUX; DECOURTYE;
DELPUECH, 2007).

Os inseticidas neonicotinoides, como o thiamethoxam, sdo compostos
organicos sintéticos com origem a partir da molécula de nicotina, extraida das
plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) que possuem atividade por contato ou
ingestdo. O thiamethoxam mimetiza no organismo dos insetos a acdo da
acetilcolina, ou seja, é um agonista do receptor nicotinico da acetilcolina
(nAChR) (ELBERT et al., 2008), levando o inseto a morte por hiperexcitacdo do
sistema nervoso (NAUEN; BRETSCHNEIDER, 2002).

Assim como 0s neonicotinoides, a descoberta de outras classes de
inseticidas, como as diamidas antranilicas, estdo cada vez mais alcancando
vendas, em grande parte do mercado global, em comparacdo com 0s
organofosforados, carbamatos e piretroides e continuam a se expandir (LAHM
et al., 2007; NAUEN et al., 2003; SEO et al., 2007). O chlorantraniliprole faz
parte deste grupo, sendo derivado do inseticida natural rianodina, um metabélito
da planta Ryania speciosa Vahl. (Flacourtiaceae) e seu efeito se dd pela ativacéo
dos receptores de rianodina dos insetos, o0s quais liberam o célcio armazenado
no reticulo sarcoplasmatico até ao seu esgotamento, ocasionando uma funcéo
anormal dos musculos, causando: paralisia, letargia, cessagdo da alimentagéo e,
finalmente, a morte (CORDOVA et al., 2006; LAHM et al., 2007).
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No cenario eco toxicoldgico, o0s inseticidas thiamethoxam e
chlorantraniliprole possuem baixa toxicidade aguda a mamiferos, ndo irritam a
pele e os olhos, além de ndo ser bioacumulavel (CORDOVA et al., 2006;
MAIENFISCH et al., 2001). Entretanto diversos estudos demonstram que esses
inseticidas sdo toxicos a insetos benéficos (AMARASEKARE; SHEARER,
2013; GODOQY et al., 2010; GONTHO et al., 2014; MUNHOZ et al., 2013).
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RESUMO

Chrysoperla externa é citada como importante predador com ocorréncia
registrada em culturas de importancia econébmica em diferentes estados do
Brasil. O sucesso adaptativo de insetos como crisopideos se deve a enorme
variedade estrutural e a fisiologia do seu trato intestinal que lhes permite utilizar
ampla variedade de substratos como fonte de nutrientes essenciais a sua
sobrevivéncia. Embora muitos estudos fornegam dados importantes sobre a
estrutura morfoldgica, informagdes mais detalhadas sobre a o canal alimentar de
crisopideos tém sido investigadas em numero limitado de espécies. Em C.
externa essas informagfes continuam e sdo, ainda, mais escassas. Tendo em
vista a importancia desta espécie, o objetivo do trabalho foi descrever os
aspectos morfologicos do canal alimentar larvas de 3° instar e adultos de C.
externa A investigacdo foi realizada por meio de andlises histoldgicas e
ultraestruturais. Os resultados obtidos na analise morfolégica demonstraram que,
nas larvas, o papo ocupa grande parte do estomodeo e é ligado a0 meséntero
pela valvula esofagica. O meséntero se apresenta como um saco grande de
formato arredondado e possui o diverticulo para reserva de alimento, na regido
posterior, estdo inseridos oito tubulos de Malpighi. Apesar da presenca de anus,
0 proctodeo é uma regido ndo funcional nas larvas de crisopideo. Os adultos
possuem adaptacdes, no diverticulo do papo, sendo associado a grandes troncos
traqueais, proventriculo cénico, contendo sulcos quitinosos, meséntero alongado
com camada epitelial fina. As analises histoldgicas demonstraram a presenca de
células colunares ciindricas, presenca de borda estriada e membrana peritrofica
revestindo o bolo alimentar. Foi observada a presenca de células vacuolizadas e
ninhos de células regenerativas, no epitélio do meséntero, células cubicas e
papilas retais no proctodeo. Exceto algumas poucas diferencas, o sistema
digestivo das larvas e adultos de C. externa é semelhante ao descrito em outras
espécies da familia Chrysopidae.

Palavras-chave: crisopideos, estruturas, morfologia, sistema digestivo.
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ABSTRACT

Chrysoperla externa is cited as an important predator with occurrence recorded
in economically important cultures in different states of Brazil. The adaptive
success of insects like lacewings is due to the great structural variety and the
physiology of their intestinal tract that allows them to use wide variety of
substrates as a source of nutrients essential for its survival. Although many
studies provide important data on the morphological structure, more detailed
information on the food of lacewings channel has been investigated in a limited
number of species, in C. externa this information remain and are even scarcer.
Given the importance of this species, the objective of this study was describe the
morphology of the channel feeding 3rd instar larvae and adult C. externa.
Research was carried out by means of histological and ultrastructural. The
results of the morphological analysis showed that the larvae, the crop occupies
much of stomodeum and is connected to the midgut by esophageal valve. The
midgut is presented as a big bag of rounded shape and have the diverticulum to
food reserve in the posterior region are inserted eight Malpighian tubules.
Despite the presence of the anus, the proctodeo a non-functional region on the
green lacewing larvae. Adults have adaptations in the crop diverticulum, being
associated with large tracheal trunks, tapered proventricular containing chitinous
ridges, elongated midgut with thin epithelial layer. Histological analysis showed
the presence of columnar cells cylindrical, the presence of striated edge and
peritrophic membrane coating the bolus. Its was observed thr presence of
vacuolated cells and nests regenerative cell in the midgut epithelium, cubic cells
and rectal papillae in proctodeo. Except for a few differences, the digestive
system of C. externa larvae and adults are similar to that described in other
Chrysopidae species.

Keywords: digestive system, lacewings, morphology, structures.
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INTRODUCAO

O género Chrysoperla (Steinmann, 1964) é o mais estudado da familia
Chrysopidae. No Brasil, sdo encontradas quatro espécies desse género:
Chrysoperla externa (Hagen, 1861); Chrysoperla defreitasi Brooks, 1994;
Chrysoperla raimundoi Freitas e Penny, 2001 e Chrysoperla genanigra Freitas,
2003. Contudo C. externa, por ser a espécie mais comum da regido Neotropical
(Freitas e Penny 2001), é, amplamente, estudada (Freitas 2002, Pessoa e Freitas
2008, Pessoa et al. 2010). Destaca-se, também, pela ocorréncia, em diversos
agroecossistemas e eficiéncia na regulacdo de populacBes de artropodes-praga
(Brooks e Banard 1990, Albuquerque et al. 1994, Costa et al. 2003, Carvalho e
Souza 2009).

Os crisopideos sdo insetos holometabdlos, ou seja, suas larvas diferem
das formas adultas, tanto na aparéncia como nos habitos, fator que Ihes confere
grande vantagem evolucionaria, visto que exploram diferentes nichos ecolégicos
(Freitas 2001).

As larvas de crisopideos sdo predadores generalistas com grande
potencial como agentes de controle biol6gico. Podem se alimentar de ovos,
lagartas de pequeno tamanho, pulgdes, cochonilhas, moscas brancas, psilideos,
tripés, acaros e muitos outros artrépodes de tegumento facilmente perfuravel
(Carvalho e Souza 2009), e a maioria dos adultos se alimenta de recursos florais,
tais como pdlen e néctar, exsudados acucarados de planta, bem como honeydew
excretado por hemipteros (Freitas 2002, Principi e Canard 1984).

Nas criagOes realizadas em laboratdrio, tém sido empregadas presas
alternativas para as larvas, ovos dos lepidopteros Sitotroga cerealella Oliver
(Lepidoptera: Gelechiidae), Anagasta kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)

e Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Pyralidae). Para os adultos,
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utiliza-se, como alimento, uma dieta a base de mel e levedura de cerveja 1:1(v/v)
(Biagioni e Freitas 2001, Freitas 2002, Mantoanelli e Albuguerque 2007).

O sistema digestivo dos insetos € um tubo continuo entre a boca e 0 anus
e compreende trés regides principais: o intestino anterior ou estomodeo em que
o0 alimento pode ser armazenado, filtrado e, parcialmente, digerido; o intestino
médio ou meséntero em que se realiza a digestdo quimica e absorcdo de
nutrientes e o intestino posterior ou proctodeo em que pode ocorrer absorcdo de
agua, sais minerais, formacdo do bolo fecal e eliminacdo das fezes
(Wigglesworth 1965, Snodgrass 1993, Chapman 1998, Klowden 2002, Cruz-
Landim 2009).

O canal alimentar de muitos insetos estd em contato com alimento
fluido, enquanto em outros estd em contato com alimentos sélidos, praticamente,
sem agua. Alguns digerem somente acgucar, outros, proteinas como colageno,
queratina e carboidratos, como a celulose. O sistema digestivo, em diferentes
espécies, € fisiologicamente adaptado a essas diferentes condi¢bes (Cruz-
Landim 1985, Cavalcante e Cruz-Landim 1999).

O canal alimentar de algumas espécies de crisopideos foi morfoldgica
e/ou histologicamente investigado em um namero limitado de espécies
(Mcdunnough 1909, Ickert 1968, Bitsch 1984, Principi e Canard 1984, Woolfolk
et al. 2004, Hemalatha et al. 2014, Scudeler et al. 2016). Embora a maioria
desses estudos fornecam dados importantes sobre a estrutura morfoldgica e a
associagdo entre os crisopideos com leveduras e fungos simbiontes, informacdes
mais detalhadas sobre a estrutura do canal alimentar de espécies como C.
externa continuam escassas, sendo necesséria investigagdo mais aprofundada
desse Orgao.

Desta maneira, diante da inexisténcia de trabalhos sobre o canal
alimentar de C. externa, sua importancia, para o controle biol6gico de diversos

organismos-praga e a necessidade de aprofundar o conhecimento a respeito da
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biologia desse inseto, o objetivo deste trabalho foi realizar andlise da
organizacdo morfofuncional do canal alimentar de C. externa do ponto de vista
anatémico, histolégico e ultraestrutural, além de identificar os principais tipos de
células presentes ao longo do tubo digestivo.

MATERIAL E METODOS

As larvas e adultos de C. externa utilizados foram obtidos da criacdo de
manutencdo do Laboratério de Biologia de Insetos do Departamento de
Entomologia da Universidade Federal de Lavras onde foram mantidos, em sala
climatizada a 25+2 °C, UR de 70% e fotofase de 12 horas. Nessa criacdo, as
larvas foram alimentadas com ovos de A. kuehniella. Os adultos foram
alimentados com lévedo de cerveja e mel (propor¢cdo 1:1), possuem acesso
continuo a agua e foram criados em recipientes cilindricos de PVC de 20 cm de
altura x 20 cm de didmetro, revestidos, internamente, por papel filtro branco. A
parte superior foi vedada com filme de PVC laminado e a inferior foi apoiada,
em uma bandeja plastica, forrada com papel toalha branco, conforme

metodologia sugerida por Freitas (2001) e Carvalho e Souza (2009).

Dissecacdo dos intestinos

Os espécimes foram, inicialmente, resfriados para imobilizacdo e
fixados com alfinetes entomoldgicos. Com auxilio de tesoura oftalmoldgica, foi
realizada a dissecacdo pela regido dorsal, fazendo uso de solucdo salina para
insetos (0.1M NaCl; 0.1M Na,HPO,; 0.1M KH,PO,) sob microscopio
estereoscapico. Uma vez dissecados, as amostras foram armazenadas em tubos
de 1,5 mL, imersas em solugéo fixadora Zamboni (paraformaldeido 4% e acido

picrico 0,4% em tampao fosfato) (Stefanini et al. 1967).
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Para as analises de o canal alimentar, cinquenta larvas e cinquenta
adultos foram dissecados e fotografados com auxilio do programa Leica
Application Suite (version 3.7.0).

Microscopia eletronica de varredura

A preparacédo das amostras foi realizada no laboratério de Microscopia e
Analise Ultraestrutural do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Lavras.

Apo6s dissecacdo, as amostras de canal alimentar dos insetos foram
coletadas e imersas em solucéo fixativa (Karnovisky modificado - glutaraldeido
2,5%, paraformaldeido 2,0%, tampao cacodilato 0,05M, pH 7,2), por 48 horas e
submetidas ao seguinte protocolo: lavagem em &gua destilada (trés vezes de
5min); pods-fixacdo em tetroxido de dsmio 1% em agua destilada (30 min);
desidratacdo em séries crescentes de alcool etilico; secagem em aparelho ponto
critico CPD 020 (Balzer Union). As amostras obtidas foram montadas em
suportes de aluminio, stubs, com uma fita de carbono dupla face, colocada sobre
uma pelicula de papel aluminio, coberto com outro e observadas em MEV LEO
EVO 40XVP. Foram geradas e registradas, digitalmente, varias imagens para

cada amostra.

Microscopia de luz

Os individuos de C. externa foram imobilizados em frio, em seguida,
dissecados sob esteriomicroscépio, tendo todo o canal alimentar completo
removido e transferido para solu¢do tampdo fosfato de sodio a 0,1 M, pH 7,2,
fixados por 1 a 2 horas, em solugdo de glutaraldeido 2,5% , nesse mesmo

tampdo. Apoés a fixacdo, foram lavados, por duas horas no mesmo tampéo,
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desidratados em série alcodlica crescente a 30; 50; 70 e 90% (15 minutos cada) e
depois em dois banhos de 10 minutos cada em alcool etilico a 99%. As amostras
foram infiltradas, a temperatura ambiente, em dois banhos de quatro horas cada,
sendo o primeiro com uma mistura de historesina e alcool (1:1) e o segundo com
historesina pura. O material foi incluido em historesina e transferido, para
moldes de silicone, que foram colocados em placas de Petri e mantidos em
temperatura ambiente. Cortes semifinos com 1 um de espessura foram obtidos
em micrétomo Leica RM 2155 com navalhas de vidro. Esses foram transferidos
para laminas histologicas, as quais foram colocadas em placa aquecida a 50 °C
por 15 minutos para que os cortes ficassem distendidos e aderidos a lamina. Os
cortes foram corados com hematoxilina de Harris, por 15 minutos, lavados em
agua corrente por 10 minutos, corados com azul de toluidina por 30 segundos e
lavados em agua. Para protecdo dos cortes, laminulas foram aderidas as laminas
usando Entellan® (Merck Millipore) como meio de montagem. Em seguida, o
material foi analisado e fotografado em microscépio de luz com camera digital

(Zeiss AxioCam ERc5s) e com o auxilio do Programa AxioVision Rel 4.8.

RESULTADOS

Anatomia e histologia das larvas

O canal alimentar das larvas de C. externa ndo possui diverticulo para
reserva de alimento. O papo ocupa grande parte do estomodeo e é ligado ao
meséntero pela vélvula esofagica pouco desenvolvida, visivel externamente
como uma constricéo entre essas duas regides do tubo digestivo. O meséntero se
apresenta como um saco grande de formato arredondado com grande capacidade
de dilatacdo durante a alimentacdo e ocupa a maior parte da regido abdominal.

Na regido posterior do meséntero ocorre uma pequena dilatagdo em que estdo
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inseridos os tGbulos de Malpighi, em nimero de oito, o final dessa regido é
fechada, tornando o proctodeo uma regido ndo funcional, apesar da presenca do
anus ao final do tubo. Externamente ndo ha camada muscular visivel ao longo do
tubo digestivo (Figura 1A). .

Histologicamente, as caracteristicas sdo semelhantes tanto na regido
anterior como na regido posterior do intestino médio, sendo o epitélio das larvas
composto por células digestivas grandes e/ou alongadas dos tipos colunar e de
células regenerativas. As células digestivas possuem borda estriada, em sua
superficie apical, no citoplasma das células digestivas, sdo encontrados vacuolos
de variados tamanhos e grandes quantidades de células regenerativas agrupadas
em ninhos. Os ninhos situam-se, na regido basal do epitélio, sobre a membrana
basal espessa. Na regido apical do epitélio, encontram-se protusdes
citoplasmaticas de formatos e tamanhos diferentes sendo liberadas em direcdo ao
lumen, conferindo caracteristica epitelial irregular nessa regido. As células
regenerativas sdo, em sua maioria pequenas, de formatos ovais, esféricos ou
elipsoides (Figuras 1B, C).

O citoplasma ¢ acidofilo com nucleos apresentando cromatina basofila
dispersa e posicionada, homogeneamente, no espaco nuclear. A camada
muscular é espessa e bem desenvolvida (Figura 1C). E encontrada uma grande
quantidade de vaclolos citoplasmaticos, em toda extensdo do epitélio, sendo

observados na regido basal, média e apical das células (Figura 1D).

Anatomia dos adultos

O estomodeo dos adultos de C. externa é composto por uma faringe
muscular curta como um tubo fino quase reto, seguido pelo esd6fago delgado e
longo (Figura 2A). Na porcdo posterior do eséfago, na altura do primeiro e

segundo segmentos abdominais, ocorre a dilatacdo das paredes formando o papo
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(Figura 2B). Foi observado que o tecido do papo permanece achatado quando
ndo esta preenchido (Figura 2C), esta caracteristica permite um aumento de
volume com o armazenamento de alimento (Figura 2D). O tubo digestivo de C.
externa apresenta adaptagdes, como o diverticulo do papo, que se apresenta
grande e altamente convoluto e ocupa grande parte do abdome (Figura 2B, C,
Figura 2A). Ele possui coloracdo azulada e est4 associado a grandes troncos
traqueais (Figura 2C). O papo e o diverticulo, em crisopideos, sdo utilizados
como 6rgao de armazenamento.

Na porcdo posterior do estomodeo, logo atras do papo, esta situado o
proventriculo (Figura 2D). O proventriculo de C. externa possui formato conico,
com porgao anterior esférica mais espessa e esclerotizada. Essa regido é formada
por oito sulcos quitinizados que estdo dispostos na borda anterior. A parede
externa do proventriculo apresenta rica musculatura longitudinal (Figura 2E,
Figura 3B).

O meséntero possui forma de tubo alongado, com diametro quase
uniforme em toda sua extensdo, cuja parede é formada por uma Unica camada de
epitélio. Ocorrem ramificacGes traqueais longitudinais ao longo do comprimento
do meséntero (Figura 2D, Figuras 3B, C). O proctodeo é subdividido em piloro,
ileo e reto, na extremidade final do canal alimentar, a regido é marcada pelo
piloro, que forma a valvula pilérica, de onde surgem, a partir dela, os tdbulos de
Malpighi (Figura 2A, Figura 3D). Ao final do ileo, ocorre a expansdo do tubo
formando o reto, nessa porcao ocorre uma estrutura, em forma de saco, alargada

e com epitélio fino. E essa estrutura é conhecida como papila retal.

Histologia dos adultos

As paredes do papo e do diverticulo sdo compostas por epitélio muito

fino, revestidos por uma cuticula transparente e flexivel. N&o ocorre
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diferenciacdo celular, uma vez que as estruturas do entomodeu ndo estdo
envolvidas na absor¢do de agua ou secrecdo de substancias. Apresentam-se
pouco esclerotizadas e ndo foi possivel observar espinhos ou dentes como é
comumente encontrado em alguns crisopideos. O diverticulo possui o epitélio
com dobras internas, com alta capacidade de distensdo, o epitélio apresenta
células achatadas com nucleo achatado volumoso e citoplasma escasso (Figura
4A).

O proventriculo possui células epiteliais apresentando as mesmas
caracteristicas da porgao anterior. A extremidade final desse curto segmento se
conecta ao intestino médio pela valvula cardiaca que se encontra projetada para
0 interior dessa Ultima regido. A parede interna do proventriculo contém sulcos
quitinizados proeminentes e dobras presentes nestes sulcos, essa regido é
revestida com uma cuticula fortemente esclerotizada. Na passagem do intestino
anterior para o médio ocorre uma modificacdo na disposicdo das camadas
musculares. Na camada muscular interna, ocorre musculatura circular e
musculos longitudinais na camada externa (Figura 4B).

Ainda, na regido do intestino anterior, encontra-se a valvula cardiaca. E
a porcdo de o canal alimentar em que ocorre a transicdo do proventriculo para o
meséntero. Essa regido é marcada pela dobra interna da valvula cardiaca que
forma o epitélio mesentérico. Pode-se observar a musculatura longitudinal
presente na valvula cardiaca Essa regido é revestida por uma cuticula e possui o
epitélio simples com células digestivas colunares (Figura 4C, Figura 5A).

O meséntero possui tecido epitelial simples, com células digestivas do
tipo colunares e presenga de borda estriada, todos envoltos pela membrana
peritrofica (Figuras 4D, Figura 5B). A membrana peritréfica é altamente
aciddfila, envolve todo o conteldo alimentar e o separa do epitélio, o limen
apresenta varias camadas da membrana peritréfica (Figura 5B). A borda estriada

esta presente como um feixe de filamentos que surge a partir da camada apical
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das células. Os nacleos das células digestivas sdo grandes, possuem formato
esférico, arredondado ou alongado, com cromatina dispersa, posicionada de
forma homogénea na regido intranuclear; estdo localizados na regido mediana
da célula e possuem nucléolo (Figuras 4D, figura 5A, B).

Na transicdo do intestino médio para o posterior, sdo encontradas
células digestivas do tipo colunares, células regenerativas, que se apresentam em
conjuntos denominados ninhos, situados perto da lamina basal e células
vacuolizadas. A lamina basal é espessa e apresenta invaginacGes por toda
extensdo epitelial, mas ndo constitui um labirinto basal (Figuras 5A, B).

A parede do intestino posterior é constituida por células epiteliais
cubicas com nucleos dispostos na regido basal da célula. O piloro forma uma
valvula entre o meséntero e o proctodeo. O ileo é relativamente curto e revestido
pela cuticula (Figura 5C). O reto possui epitélio fino com uma camada de células
cUbicas. Ele se apresenta como uma regido dilatada, em que ha a ampola retal e
quatro papilas retais, essa estrutura aparece como um prolongamento da parede

intestinal e cada uma das papilas possui uma cavidade entre elas (Figura 5D).

DISCUSSAO

Ao contrério das larvas, os adultos da maioria das espécies de crisopideo
se alimentam, principalmente, de honeydew excretado por alguns hemipteros,
néctar floral e extrafloral, além de p6len (Stelzl 1992, Canard 2001). As distintas
estratégias alimentares se refletem na morfologia de suas pegas bucais e do seu
canal alimentar (Albuguerque 2009) e as principais estruturas do canal alimentar
de sdo, facilmente, distinguiveis. Exceto algumas diferencas e independente do
alimento ingerido nesse estagio, o canal alimentar segue um plano comum a
diversas espécies, como demonstrado por Ickert (1968) em Chrysoperla carnea

(Stephens), Principi e Canard (1984) em Anisochrysa prasina (Burmeister) e
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Chrysopa walkeri McLachlan, Woolfolk et al. (2004) em Chrysoperla rufilabris
(Burmeister), Hemalatha et al. (2014) em Chrysoperla zastrowi sillemi, Scudeler
et al. (2016) em Ceraeochrysa claveri (Navas).

O canal alimentar apresenta adaptacdes no diverticulo do papo sendo
esse grande e altamente convoluto, associado com o0s troncos traqueais
desenvolvidos. Alguns autores descrevem o diverticulo como formato tipico de
“bolsa” ou “bolsos acoplados”, por seu aspecto enrolado (convoluto) (Hagen e
Tassan 1966, Hagen et al. 1970, Canard et al. 1990, Woolfolk et al 2004, Gibson
e Hunter 2002). Hagen et al. (1970) afirmaram que somente em espécies de
crisopideos glicopolinivoras os troncos traqueais apresentam maior tamanho,
chegando a possuir um diametro cinco vezes superior as espécies predadoras,
presumivelmente, para fornecer oxigénio para o metabolismo das leveduras
simbiontes mutualisticas que se proliferam no interior do diverticulo. O
diverticulo convoluto como o de C. externa foi encontrado em A. prasina
(Bitsch 1984) e C. rufilabris (Woolfolk et al. 2004), C. claveri (Scudeler et al.
2016) e C. zastrowi (Hemalatha et al. 2014). O diverticulo com numerosas
dobras difere do encontrado em C. walkeri e C. carnea, que, apesar de extenso,
apresenta-se como tubo expandido (Ickert 1968, Bitsch 1984). Chapman (1998)
afirmou que varias espécies de insetos possuem essa estrutura de diverticulo,
incluindo adultos de moscas Tephritidae, entretanto grandes troncos traqueais
articulados ao diverticulo sdo exclusivos de espécies de crisopideos. Tanto o
papo como seu diverticulo servem para armazenamento do alimento ingerido
(Albuquerque 2009). De acordo com Ickert (1968), nesses 6rgdos, iniciar-se-ia a
digestdo. O diverticulo é cercado por muisculos circulares responsaveis pelas
contragdes peristalticas que direcionam o alimento em direcdo anterior, de volta
ao papo ou, mais frequentemente, para o proventriculo, que se abre préximo a

extremidade anterior (Albuquerque 2009).
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A morfologia do meséntero de C. externa é semelhante ao descrito em
outras espécies da familia Chrysopidae, como C. rufilabris (Woolfolk e Inglis
2004), C. claveri (Scudeler et al. 2016) com formato tipico de tubo retilineo que
se alonga até o anus e se expande a medida que ocorre aumento na alimentacao
do inseto. O proctodeo € marcado por um estreitamento do tubo digestivo, sendo
subdividido em piloro, ileo ou intestino fino e reto. Ao final do ileo, ocorre a
expansao do tubo formando o reto, nessa porgdo ocorre uma estrutura em forma
de saco, alargado e com epitélio fino, sendo conhecida como papila retal (Bitsch
1984, Chapman 1998).

Histologicamente, nas estruturas do estomodeo como papo e diverticulo,
ndo ocorre diferenciacdo celular, uma vez que néo estdo envolvidas na absor¢éo
de agua ou secrecdo de substancias. O diverticulo apresenta-se pouco
esclerotizado, entretanto ndo foi possivel observar espinhos ou dentes como €
comum em alguns crisopideos como C. rufilabris (Woolfolk et al. 2004). Na
regido do intestino anterior esta presente a valvula cardiaca ou estomodeal. Esta,
aliada as contracdes peristalticas da musculatura circular do es6fago presente
nessa regido, impede o retorno dos fluidos ingeridos na alimentacdo
(Albuguerque 2009).

O meséntero possui epitélio simples achatado, com células digestivas do
tipo colunares e presenca da borda estriada, todos envoltos pela membrana
peritrofica. O epitélio repousa sobre uma ladmina basal seguida de fibras
musculares circulares internas e longitudinais externas (Scudeler et al. 2016).
Segundo Albuguerque (2009), as células digestivas do epitélio mesentérico de
crisopideos estdo envolvidas tanto na secrecdo de enzimas para a digestdo como
na absor¢do dos nutrientes. Na grande maioria dos insetos o epitélio é descrito
sendo do tipo simples colunar, como observado por Gongalves et al. (2014) no
apideo Bombus morio (Swederus, 1787), Gongalves et al. (2013) avaliando o

icnhneumonideo Campoletis flavicincta (Ashmead, 1890), Fialho et al. (2009)
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no pentatomideo Brontocoris tabidus (Signoret, 1863), diferente do encontrado
por Scudeler et al. (2014) em C. claveri.

A borda estriada esta presente como um feixe de filamentos que surgem
a partir da camada apical das células. A membrana peritréfica se estende do
proventriculo até a regido mediana do intestino, de forma que o alimento ndo
entra em contato direto com o epitélio entérico. Os resultados encontrados no
presente trabalho confirmam o encontrado por Woolfolk, et al. (2004) em C.
rufilabris por meio microscopia eletrénica de varredura, Chen et al. (2006) em
C. carnea e Scudeler et al. (2016) em C. claveri, uma vez que Bitsch (1984)
questionou a existéncia da membrana peritréfica no meséntero de adultos de
crisopideos. A membrana peritréfica € comum na maioria dos insetos, embora
alguns autores afirmem ndo haver presenca em algumas espécies das ordens
Hemiptera e Thysanoptera, onde ocorre uma membrana perimicrovilar e em
algumas espécies de dipteros que a producdo da membrana ocorre somente apds
a primeira alimentacdo (Terra 1988, Terra e Ferreira 1994, Silva et al. 1995,
Chapman 1998).

Em toda extensdo do epitélio, foi possivel perceber protusdes
citoplasmaticas, também chamadas de borbulhas apicais (Cruz-Landim 2009),
sendo eliminadas pelas células e liberadas na regido do limen. As protusfes
citoplasmaticas estdo principalmente relacionadas com processos de
degeneracdo, servindo para eliminacdo de componentes celulares (De Priester
1971). Para Cruz-Landim et al. (1996) elas caracterizam um processo de
secrecdo enzimatica para o limen intestinal. As células colunares do epitélio
mesentérico estdo envolvidas tanto na secrecdo de enzimas para a digestdo como
na absor¢do dos nutrientes (Terra e Ferreira, 1994, Albuquerque 2009).

A regido posterior do canal alimentar tem estrutura semelhante a do
esdfago, com parede cercada por musculos circulares e com epitélio fino, mas

com cuticula interna repleta de pequenos espinhos (Woolfolk et al. 2004). O
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piloro possui a vélvula pilérica na transicdo entre o intestino medio e o
posterior, onde se abrem os tibulos de Malpighi (Serrdo e Cruz-Landim 1996)
A regido pildrica é provida de uma grossa bainha de musculos circulares
(Bitsch 1984). S&o encontradas quatro papilas retais em C. externa, sendo
estruturas especializadas na absorcdo de agua e ions do contetdo retal (Gupta e
Berridge 1966, Snodgrass 1993; Serrdo et al. 2004, Santos et al. 2009).
Chapman (1998) citou que comumente 0s insetos possuem seis papilas retais,
resultado confirmado por Wolfolk et al. (2004) em C. rufilabris, contudo,
diferente do encontrado em C. externa.

Segundo Chapman (1998), ocorre duas camadas de células digestivas
nas papilas retais de neurdpteros, enquando nos outros grupos de insetos ocorre
apenas uma camada. A cuticula das papilas retais é mais fina quando
comparado com o restante do proctodeo. A regido posterior do reto € estreita e
menos escletorizada e o &nus, cercado de musculos circulares e longitudinais,
se abre na membrana entre as placas anais do décimo tergito (Albuquerque
2009).
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Canal alimentar de larvas de C. externa. A Morfologia externa do
canal alimentar, constricdo da valvula esofagica (seta) que liga papo (Pa) ao
meséntero (Me), tubulos de Malpighi (TM). B Regido anterior do intestino
médio, células digestivas de formato colunar alongado com presenca de muitos
ninhos de células regenerativas (Re), protusdes citoplasmaticas acidéfilas (Pt)
sendo liberadas no lumen intestinal (L), presenca de vacutolos (setas) de diversos
tamanhos, nacleos (Nu) arredondados com cromatina basdfila, regido basal com
camada muscular (Ms) e lamina basal espessa (Lb). C Regido posterior do
intestino médio apresentando epitélio com mesmas caracteristicas da regido
anterior, protusdes citoplasmaticas (Pt), vacuolos (setas), ninhos de células
regenerativas (re), nucleos arrendondados (Nu), camada muscular (Ms), borda
estriada (Be). D Detalhe das células digestivas, presenca de grande quantidade
de vaclolos citoplasmaticos (Va), cromatina basofila posicionada
homogeneamente no nicleo (Nu), borda estriada (Be).

Figura 2. Canal alimentar completo de C. externa. A Faringe (Fa), es6fago (Es),
papo (Pa), proventriculo (Pv), diverticulo (Dv), meséntero (Me), tabulos de
Malpighi (TM), anus (An). B Estomodeu, eséfago (Es), papo (Pa), proventriculo
(Pv) diverticulo (Dv), meséntero (Me), traqueias (seta longa). C Detalhes dos
grandes troncos traqueais associados ao diverticulo, papo (Pa), traqueia (Tq),
traquéolas (Tql), proventriculo (Pv), meséntero (Me). D Localizacdo do
proventriculo (seta). E Detalhe da estrutura do proventriculo (Pv), sulcos
quitinizados na porta anterior, musculatura longitudinal. F Proctodeu (Pr), bolo
fecal (BF), ileo (Im), reto (Rt), anus (An).

Figura 3. Elétron micrografias demonstrando a subdivisdo do intestino de C.
externa. A Diverticulo altamente convoluto, detalhe nas “dobras” do tecido,
faringe (Fa), diverticulo (Dv). B Vista lateral mostrando a forma cbnica do
proventriculo (Pv), a ligagdo com o diverticulo (Dv) e o meséntero (Me). C
Vista geral da superficie epitelial do meséntero (Me), ramificacdo longitudinal
das traquéolas (setas) fixadas na parte exterior do meséntero (Me). D Subdivisao
do proctodeu. Piloro (Pi), ileo (Im), reto (seta). Detalhe para a ligagdo dos
tibulos de malpighi (TM) da regido do piloro.
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Figura 4. Micrografias de microscopia de luz das diferentes porcdes do canal
alimentar de C. externa. A Epitélio fino (Ep) do diverticulo com dobras internas,
revestido por cuticula fina (asterisco) e composto por células achatadas (setas),
limen (L). B Proventriculo apresentando sulcos quitinizados (Sq), musculos
circulares (Mc) e longitudinais (MI) e cuticula esclerotizada (setas), epitélio
simples (Ep). C Valvula cardiaca (VC) conectada a por¢do anterior do
meséntero (Me), presenca de musculos longitudinais (M), epitélio apresentando
células digestivas (Cd), limen (L). D Epitélio do meséntero apresentando
camada muscular (Ms), células digestivas (Cd), membrana peritréfica (MP),
lmen (L), invaginagdes da lamina basal (Lb) e ninhos de células regenerativas
(setas).

Figura 5. A Epitélio do meséntero (Ep) apresentando vacuolos (Va), camada
muscular (Ms), membrana peritréfica (MP), ninho de células regenerativas
(seta longa), nacleo (Nu) lamina basal aparente (setas curtas), espaco entre o
lumen (L) e o epitélio (asteriscos). B Detalhe da membrana peritrofica (MP)
envolvendo o lumen (L), espaco entre o lamen (L) e o epitélio (asterisco),
nacleo (Nu), lamina basal (Lb). C Proctodeo apresentando células cubicas
(Cb), regido do ileo (Im), tabulos de Malpighi (setas). D Reto (Rt): papilas
retais (setas) com cavidades entre elas (asteriscos), composta por células
cUbicas (Cb), ileo (Im), seccdo dos tabulos de malpighi (TM).
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ARTIGO 2 - ULTRAESTRURA DO CANAL ALIMENTAR DE LARVAS
E ADULTOS DE Chrysoperla externa (HAGEN, 1861) (NEUROPTERA:
CHRYSOPIDAE) EXPOSTOS A THIAMETHOXAM E
CHLORANTRANILIPROLE
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Destaques:
e O canal alimentar de C. externa ndo foi afetado pelos inseticidas.

e Exposicdo a thiamethoxam e chlorantraniliprole ndo afetou as célula do
meséntero.

e Nd&o cocorreram danos nos tecidos expostos as doses subletais dos
inseticidas.

e Larvas e adultos de C. externa foram resistentes a exposicdo de doses
subletais.

Ultraestrutura do canal alimentar de larvas e adultos de Chrysoperla externa
(Hagen, 1861) (Neuroptera: Chrysopidae) expostos a thiamethoxam e

chlorantraniliprole
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RESUMO

A espécie Chrysoperla externa é muito estudada no Brasil por se
destacar como agente potencial de controle biologico de pragas. Ela apresenta
grande adaptabilidade a diversos agroecossistemas, elevado potencial
reprodutivo e tolerdncia a determinados grupos de inseticidas. Sao realizadas
multiplas aplicagbes de inseticidas em culturas com ocorréncia de crisopideos.
Entre os inseticidas amplamente utilizados estdo o thiamethoxam e o
chlorantraniliprole, pertencentes a dois diferentes grupos, neonicotinoides e
diamidas antranilicas, que apesar da premissa de serem seletivos e possuirem
baixa toxicidade, esses inseticidas, eventualmente, apresentam riscos potenciais
para organismos ndo alvo, devido a sua capacidade para contaminar o pélen e o
néctar floral e extrafloral. Portanto, o trabalho objetivou avaliar a ultratestrutura
do meséntero de larvas e adultos de C. externa expostos submetidos as
concentracdes 0,59 ng i.a/uL do thiamethoxam e 19,62 ng i.a/uL do
chlorantraniliprole. Os insetos foram observados apds exposicdo por ingestdo e
avaliacdo foi realizada por meio de analises histologicas e ultraestruturais.

Foi oferecido aos insetos dieta contendo a solugdo inseticida, as larvas
foram alimentadas com ovos de A. kuehniella durante a fase larval e dissecados,
o0s adutos foram dissecados apds um dia, doze dias e trinta dias da ingestdo. Os
resultados demonstraram que estes inseticidas nas concentragdes utilizadas nédo
causaram alteracbes no epitélio do meséntero nem perda da organizacdo
estrutural celular.

Tanto na por¢do anterior quando na posterior do meséntero foram
encontradas tipicas células digestivas colunares com morfologia regular, nicleos
arredondados com cromatina homogénea e ninhos de células regenerativas
espalhadas ao longo de todo meséntero, semelhantes as encontradas no
tratamento controle. As células apresentam vacuolizagdo citoplasmatica mesmo
no tratamento controle, ndo havendo indicacdo de que a exposicdo aos
inseticidas tenha influenciado na formacdo destes vacuolos. Diante destes
resultados, pode-se concluir que a ingestdo dos inseticidas thiamethoxam e
chlorantraniliprole, ndo ocasionou efeitos negativos na estrutura epitelial e
citomorfologia das células de larvas e adultos de C. externa nas concentragdes
utilizadas.

Palavras-chave: crisopideos; histologia; intestino médio.
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ABSTRACT

Chrysoperla externa is studied in Brazil stand out as a potential agent of
biological pest control. She has great adaptability to different agro-ecosystems,
high reproductive potential and tolerance to certain insecticides groups. They are
carried out multiple applications of insecticides on crops with the occurrence of
lacewings. Among the insecticides widely used are the thiamethoxam and
chlorantraniliprole, belonging to two different groups, neonicotinoids and
anthranilic diamides, that although the premise of being selective and having
low toxicity, these insecticides possibly pose potential risks to non-target
organisms, due to their ability to infect pollen and floral nectar, and extrafloral.
Therefore, the study aims to evaluate the ultratestrutura the midgut of larvae and
adults of C. externa subjects exposed to concentrations 0.59 ng a.i. / uL of
thiamethoxam and 19.62 ng a.i. / uL of chlorantraniliprole. The insects were
observed after exposure through intake and evaluation was performed by
histological and ultrastructural analysis. Was offered to insects diet containing
the insecticide solution, the larvae were fed with eggs of A. kuehniella during the
larval stage and dissected, adults were dissected after a day, twelve days and
thirty days of ingestion. The results showed that these insecticides in the used
concentrations did not cause changes in the midgut epithelial cell or loss of
structural organization. Both the anterior portion when the back of the midgut
were found typical columnar digestive cells with regular morphology, rounded
nuclei with chromatin and homogeneous nests regenerative cells scattered
throughout the midgut, similar to those found in the control. The cells are
vacuolated even in the control treatment, there is no indication that exposure to
insecticides has influenced the formation of these vacuoles. Therefore it can be
concluded thet ingestion of insecticides thiamethoxam e chlorantraniliprole, did
did not cause adverse effects on the epithelial structure and cytomorphology in
larvae and adults of C. externa concentration used.

Keywords: histology, lacewings, midgut.
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1 Introducéo

A familia Chrysopidae destaca-se por possuir espécies usadas como
agentes potenciais de controle biol6gico de pragas, uma vez que suas larvas sao
predadores vorazes com amplo espectro de presas (Freitas, 2002; Hassanpour et
al., 2011; Pappas et al., 2011). Por serem insetos holometabolos, os adultos
diferem dos estagios imaturos quanto aos habitos, tendo em vista que larvas e
adultos exploram diferentes nichos ecolégicos que lhes confere vantagem
evolucionaria podendo explorar diversos agroecossistemas (Freitas, 2001).

O género Chrysoperla é o mais estudado em todo o mundo e possui
espécies comercializadas por varias empresas na América do Norte e Europa
visando ao controle de pragas em cultivos agricolas, especialmente, pulgdes
(Hemiptera: Aphididae), acaros (Acari) e moscas-brancas (Hemiptera:
Aleyrodidae) (Hagley, 1989; Hagley e Miles, 1987; Hassan, 1978; Klingen et
al., 1996; Tauber et al., 2000).

No Brasil, estudos sobre aspectos da biologia de crisopideos restringem-
se a poucas espécies, com destaque para Chrysoperla externa (Hagen, 1861),
visando a sua inclusdo em programas de controle biol6gico (Figueira et al.,
2000). Essa espécie apresenta grande adaptabilidade ao clima e a condi¢bes
adversas, elevado potencial reprodutivo, tolerdncia a determinados grupos de
inseticidas (Pathan, 2008; Pathan et al., 2010).

Os héabitos alimentares dos adultos de C. externa sdo variaveis, podendo
se alimentar de polen, exsudados agucarados de plantas, “honeydew” e néctar
(Principi e Canard, 1984; Albuquerque, 2009). As larvas sao efetivas predadoras
de pulgBes, cujas espécies, em sua maioria, sdo capazes de suprir suas
necessidades nutricionais e assegurar o desenvolvimento normal ao longo de seu
ciclo de vida (Fonseca et al., 2000; Freitas, 2001; Maia et al., 2004; Salamanca

et al., 2011), e podem se alimentar de ovos, lagartas de pegueno tamanho,
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pulgdes, cochonilhas, moscas brancas, psilideos, tripés, &caros e muitos outros
artropodes de tegumento facilmente perfuravel (Carvalho e Souza, 2009). A
voracidade das larvas é uma das caracteristicas que os tem convertido em
biocontroladores de importancia em diversos cultivos, tanto em campo como em
casa de vegetacao (Boregas et al., 2003; Valencia et al., 2006).

Apesar do manejo integrado de pragas (MIP) promover a utilizagdo de
controle biolégico como método racional de controle de pragas, muitas vezes
esse método ndo € eficaz o suficiente para diminuir as grandes populacGes de
pragas (Medina et al., 2009; Jalali et al., 2009). Assim, sdo realizadas multiplas
aplicacbes de produtos fitossanitarios em culturas com ocorréncia de insetos
benéficos. E importante & utilizacdo de inseticidas que ndo ocasionem efeitos
nocivos aos inimigos naturais, por isso a necessidade de buscar e utilizar
produtos seletivos, indcuos ou pouco tdéxicos a crisopideos (Carvalho et al.,
2003; Moura et al., 2009).

Entre os inseticidas amplamente utilizados na agricultura estdo o
thiamethoxam e o chlorantraniliprole, pertencentes a dois diferentes grupos,
neonicotinoides e diamidas antranilicas, respectivamente (Matsuda et al., 2001;
Elbert et al., 2008). O thiamethoxam atua nos receptores de acetilcolina
nicotinicos no sistema nervoso central dos insetos, provocando estimulagdo
excessiva em baixas concentracdes, o bloqueio do receptor, paralisia e morte em
concentragdes mais elevadas (Tomizawa e Casida, 2003), o chlorantraniliprole
atua como um modulador do receptor de rianodina e bloquea as contragdes
musculares do inseto (Lahm et al., 2007). Apesar da premissa de serem seletivos
e possuirem baixa toxicidade, esses inseticidas, eventualmente, também afetam
insetos ndo alvos (Munhoz et al., 2013; Oliveira et al., 2013).

Embora o thiamethoxam e outros neonicotindides tenham sido
considerados pouco toxicos ao ambiente, seu potencial impacto negativo sobre

polinizadores levou a uma grande preocupagdo sobre seu impacto ambiental
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(Goulson, 2013; Catae et al., 2014). Os efeitos de chlorantraniliprole foram
estudados em diferentes insetos como Choristoneura rosaceana (Sial et al.,
2011), o térmita Reticulitermes flavipes (Spomer et al., 2009), as abelhas Apis
mellifera e Bombus terrestris (Dinter et al., 2009) e Leptinotarsa decemlineata
(Jiang et al., 2012). No entanto, sdo escassas as informagao sobre os efeitos do
chlorantraniliprole sobre C. externa.

Ambas as classes de compostos apresentam riscos potenciais para
organismos ndo alvo como crisopideos, devido a sua capacidade para
contaminar o pélen e o néctar floral e extrafloral (Lahm et al., 2009), principal
fonte de alimentacdo dos adultos de C. externa, ou através do contato das larvas
com os residuos, gotas de pulverizacdo e presas contaminadas (Cloyd e Bethke,
2011). Entretanto, poucas pesquisas tém sido realizadas com essa espécie com
enfoque nos estudos morfoldgicos nos Grgaos internos decorrentes de exposicao
a alimento contaminado com os inseticidas.

O canal alimentar é um 6rgdo fundamental para a sadde dos insetos,
porque € o local de contato com muitos patdgenos e xenobidticos (Johnson et al.,
2009). Para muitos insetos, o epitélio do intestino € a principal barreira contra
patégenos no organismo (Higes et al., 2013), além disso esta estrutura é
responsavel pela desintoxicacdo de xenobiéticos ingeridos (Han et al., 2012;
Vachon et al., 2012).

Um grande numero de trabalhos demonstrando a toxicidade de
inseticidas para C. externa pode ser encontrado na literatura (Carvalho et al.,
2002, 2003; Bueno e Freitas, 2004; Godoy et al., 2004; Silva et al., 2005, 2006;
Moura et al., 2009, 2010; Castilhos et al., 2011; Dantas, 2012) tendo em vista 0
interesse cientifico evidenciado por diversos grupos de pesquisa, no sentido de
elucidar as implicagbes das propriedades toxicas nos diferentes parametros
bioldgicos deste inseto. Entretanto, ocorre escassez de estudos aprofundados a

respeito da toxicidade de inseticidas nas estruturas internas de C. externa, como
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o0 canal alimentar. Assim, a trabalho objetivou avaliar a ultraestrutura do
meséntero de larvas de 3° instar e adultos dessa espécie exposta a doses subletais
dos inseticidas thiamethoxam e chlorantraniliprole.

2 Material e Métodos

Os espécimes de C. externa utilizados foram oriundos da criacdo de
manutencdo do Laboratorio de Entomologia da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), em Lavras, Minas Gerais, onde sdo mantidos em sala climatizada a
24+2°C, UR de 70% e fotofase de 12 horas. Nessa criagdo, as larvas foram
alimentadas com ovos do piralideo Anagasta kuehniella (Zeller). Os adultos
foram alimentados com lévedo de cerveja e mel (propor¢do 1:1), possuem
acesso continuo a agua e sdo criados em recipientes cilindricos de PVC de 20 cm
de altura x 20 cm de diametro, revestidos internamente por papel filtro branco. A
parte superior é vedada com filme de PVC laminado e a inferior é apoiada em
uma bandeja plastica forrada com papel toalha branco, conforme metodologia
sugerida por Freitas (2001), Carvalho e Souza (2009).

2.1 Preparo e exposicao das solucdes inseticidas

As solucdes inseticidas foram obtidas por meio de calculos de diluigdo
das doses comerciais dos compostos Thiamethoxam (Actara 250WG) e
Chlorantraniliprole (Altacor 350WG). Foram realizados ensaios de toxicidade a
fim de estabelecer as concentracdes que causavam a mortalidade (CLsp) em C.
externa. As concentragdes utilizadas nos ensaios de toxicidade foram 30 ng
i.a/uL; 16,66 ng i.a/uL; 3,33 ng i.a/uL; 0,66 ng i.a/uL; 0,59 ng i.a/uL de
thiamethoxam e 78,75 ng i.a/puL; 52,75 ng i.a/uL; 32,75 ng i.a/uL; 19,62 ng

i.a/pL; 7,87 ng i.a/pL de chlorantraniliprole. As avaliacGes foram realizadas aos
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24, 48, 72 h apos a aplicagdo e o namero de mortos contabilizado e submetido a
analises estatisticas, a fim de determinar CLs.

A andlise de Probit (Finney, 1971) foi usada para obtencdo dos valores
da CLs e respectivos intervalos de confianga a 95% (1C-95%). O programa SAS
Proc PROBIT foi utilizado para execucdo das analises de Probit (SAS Institute,
1997).

As concentragdes utilizadas nos ensaios de toxicidade foram 0,59 ng

i.a/uL do thiamethoxam e 19,62 ng i.a/plL do chlorantraniliprole.

2.1.1 Ensaio com as larvas

Os inseticidas foram diluidos em agua nas concentracdes supracitadas e
ovos de A. kuehniella foram imersos nas solugfes por 5 segundos e secados em
temperatura ambiente por uma hora, segundo metodologia adaptada de Correia
et al. (2009). As larvas foram individualizadas em placas de microtitulacdo
(8,54cm de largura X 12,7cm de comprimento) para evitar canibalismo, nédo
haver concorréncia pelo alimento e garantir que todas elas recebessem alimento
a vontade. Foi depositada uma larva de primeiro instar em quatro das oito
fileiras de compartimentos da placa (Figura 1A), cada fileira contém 12
compartimentos, totalizando 48 compartimentos preenchidos com as larvas. A
parte superior da placa foi fechada com tecido voile colado com auxilio de goma
arabica, em cima do tecido foram acondicionados os ovos, sendo as larvas
alimentadas durante todo o periodo com ovos tradados, até que atingissem o
terceiro instar (Figura 1B). O grupo controle os ovos de A. kuehniella foram
tratados apenas com agua. Posteriormente, as larvas foram divididas em dois
grupos, contendo dez insetos cada. O intestino das larvas do grupo 1 foram
dissecados e reservados para preparo das analises de microscopia de luz, o grupo

2 dissecados e reservados para analise de microscopia eletrbnica de transmissao.
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No tratamento controle, foram dissecados intestinos de dez larvas alimentados

apenas com os ovos de A. kuehniella

2.1.2 Ensaio com os adultos

O bioensaio foi realizado por meio de exposic¢do por ingestdo, onde uma
aliquota de 1mL de alimento contendo a solucdo inseticida foi oferecido aos
insetos. Para que as solugfes pudessem ser totalmente homogeneizadas, optou-
se por oferecer como alimento a mistura de mel diluido em &gua (1:1) O
tratamento controle foi composto somente pela dieta.

O alimento foi oferecido por meio de um chumaco de algoddo embebido na
solucdo inseticida depositado no fundo de copos descartaveis cortados (3 cm de
altura x 1,5 cm de didmetro). O fornecimento de dgua se deu por meio de um
tubo de vidro com agua, tampado com algod&o, e colocado em posi¢do invertida
no topo das gaiolas, permitindo que o algoddo permanecesse sempre umedecido

por capilaridade (Carvalho e Souza, 2009) (Figura 2).

2.2 Delineamento experimental dotratamento com adultos

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés
tratamentos e quatro repeticoes, sendo cada uma formada por nove adultos. Cada
tratamento foi composto por trinta e seis insetos adultos com 24h de emergéncia.
Os insetos foram alimentados com dieta contendo as solugdes inseticidas, e o
controle alimentado apenas com dieta. Posteriormente, os insetos foram
divididos em trés grupos, contendo doze insetos cada. O intestino dos
crisopideos do grupo 1 foram dissecados 24 h apds a alimentacdo, do grupo 2

apos 12 dias e do grupo 3 apés 30 dias. Nos tratamentos controle, para cada
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grupo, foram dissecados intestinos de seis individuos alimentados apenas com

dieta.

2.3 Microscopia de luz

Na dissecacdo, apenas os intestinos médios das larvas e adultos foram
coletados, sendo subdivididos em regido anterior e posterior, identificados e
reservados separadamente. Foi utilizada solucdo tampéo fosfato de sodio a 0,1
M, pH 7,2, fixados por 1 a 2 h em solugdo de glutaraldeido 2,5% nesse mesmo
tampdo. Apds a fixacdo foram lavados por duas horas no mesmo tampéo,
desidratados em série alcoodlica crescente a 30; 50; 70 e 90% (15 minutos cada) e
depois em dois banhos de 10 minutos cada em alcool etilico a 100%. As
amostras foram infiltradas, a temperatura ambiente, em dois banhos de 4 h cada,
sendo o primeiro com uma mistura de historesina e alcool (1:1) e o segundo com
historesina pura. O material foi incluido em historesina acrescida do
endurecedor em moldes de silicone que foram colocados em placas de Petri e
mantidos em temperatura ambiente. Cortes semifinos com 3 pum de espessura
foram obtidos em micrétomo Leica RM 2155 com navalhas de vidro. Esses
foram transferidos para laminas histoldgicas, as quais foram colocadas em placa
aquecida a 50 °C por 15 minutos para que os cortes ficassem distendidos e
aderidos a lamina. Os cortes foram corados com hematoxilina de Harris por 15
minutos, lavados em agua corrente por 10 minutos, corados com azul de
toluidina por 30 segundos e lavados rapidamente em agua de torneira. Para
protecdo dos cortes, laminulas foram aderidas as laminas usando Entellan®
(Merck Millipore) como meio de montagem. Em seguida o material foi
analisado e fotografado em microscopio de luz com camera digital (Zeiss

AxioCam ERc5s) e com o auxilio do Programa AxioVision Rel 4.8.
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2.4 Microscopia eletronica de transmisséo

Para realizacdo da analise de Microscopia Eletronica de Transmisséo,
foram utilizadas somente as larvas de 3° instar de C. externa. As larvas foram
imobilizados a frio, em seguida, dissecadas sob esteriomicroscépio, tendo o
intestino médio, dividido em porcdo anterior e posterior e inserido em tampédo
cacodilato de sddio 0,1 M (pH 7,2) contendo 0,2 M de sacarose e transferidos
para glutaraldeido a 2,5% em tampdo cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7,2) e
sacarose 0,2 M. A seguir, as amostras foram lavados em o tampao cacodilato de
sodio e pos-fixados em tetréxido de 6smio 1% no mesmo tampao por duas
horas. Depois de lavado duas vezes no tampdo, as amostras foram desidratadas
em série crescente de etanol (70-100%), embebidas em solucdo de resina LR
White e etanol 70% (2:1) por uma hora. Posteriormente, as amostras foram
embebidas em resina pura por uma hora e novamente em resina pura por mais 16
horas em temperatura ambiente, seguindo-se de polimerizacdo em céapsulas de
gelatina a 60 °C por 24 horas.

Sec0es ultrafinas obtidas em ultramicrétomo foram colocadas em grades
de cobre e contrastadas por 20 minutos com acetato de uranila aquosa 1% e
citrato de chumbo por 20 minutos. As amostras foram observadas e fotografadas
em MET (Zeiss EM 109) no Nucleo de Microscopia e Microanalise da

Universidade Federal de Vigosa.

3 Resultados

3.1 Analise histoldgica do tratamento controle

Ao observar o tratamento controle das larvas de C. externa verificou-se

epitélio simples e constutuido por camada de células digestivas de formato
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colunar e ninhos de células regenerativas localizadas na regido basal do epitélio
(Figura 3A). As células colunares séo cilindricas e alongadas tanto na regido
anterior como posterior do meséntero e possuem borda estriada bem
desenvolvida na regido apical. O epitélio estd apoiado sobre uma lamina basal
fina e circundado por células musculares. A superficie basal e apical irregular
com protusdes citoplasmaticas de forma e tamanhos diferentes em direcdo ao
lamen. As células digestivas possuem nucleos esféricos com alguns granulos de
cromatina descondensada e nucléolo evidente (Figura 3B).

No tratamento controle dos adultos de C. externa, 0 meséntero é
constituido por epitélio simples colunar, com superficie basal e apical
irregulares, onde é possivel diferenciar dois tipos de células: células digestivas,
do tipo colunares e células regenerativas (Figuras 4A, B).

As células digestivas sdo de formato colunar, alongadas e com borda
estriada. Apresentam nucleo que varia de formato (oval, esférico ou elipsoide),
geralmente situado na regido central da célula, bem desenvolvido, com grumos
de cromatina pouco condensada e fortemente baséfila, homogeneamente esparsa
e nucléolo evidente. A regido apical das células colunares sdo levemente
dilatadas e preenchidas com contetdo pouco acidofilo, algumas destas dilatac6es
formam protusdes citoplasmaticas, também chamadas de “borbulhas” que se
desprendem da célula e sdo liberadas no limen. O citoplasma é fracamente
basofilo (Figura 4B), possui vactolos que podem ser encontrados em toda a na
regido da célula. Na regido apical das células ocorrem granulos basoéfilos. A
borda estriada esta presente em toda regido apical, se apresentando bem marcada
e acidofila (Figura 4A).

As células regenerativas se encontram agrupadas em ninhos na base do
epitélio, perto da membrana basal. Os ninhos de células regenerativas estdo

presentes ao longo de todo o epitélio do meséntero, sdo pequenas, de formato
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oval ou arredondado com citoplasma fortemente baséfilo. O meséntero possui
ainda uma membrana peritrofica baséfila bem desenvolvida (Figura 4A, B).

3.2 Analise histologica do tratamento com thiamethoxam 0,59 i.a/uL

No tratamento realizado com as larvas expostas a thiamethoxam o
epitélio do meséntero apresentou morfologia e distribuicdo celular regular, ndo
foi observado diferencas nas células da regido anterior e posterior em relacéo ao
tratamento controle. As regiGes apresentavam caracteristicas protusdes
citoplasmaticas e borda estriada bem marcada na regido apical do epitélio
(Figura 3C, D).

A regido basal permaneceu com suas caracteristicas regulares, com o
epitélio em repouso sobre a l1&mina basal. A camada muscular ndo apresentou
diferenciacdes celulares e manteve o0 mesmo padrdo ao longo do seu
comprimento. Nao houve diferencas estruturais em relagdo ao tratamento
controle (Figura 3D).

As células regenerativas ndo apresentaram resposta negativa para o
tratamento com thiamethoxam. As células digestivas apresentaram ndcleos em
formato regular, sem alteracBes nos nucleos ou condensacdo da cromatina, ndo
ocorreu perda da estrutura celular ou deslocamento da membrana peritréfica
(Figura 3D). Os vaculos presentes na regido anterior e posterior do epitélio sdo
caracteristicos do epitélio de C. externa, ndo havendo diferencas em comparagédo
ao tratamento controle (Figura 3C, D).

No tratamento realizado nos adultos com o inseticida thiamethoxam 0,59
ng i.a/uL, os resultados ndo mostraram diferencas morfoldgicas regionais no
epitélio do meséntero de C. externa, ap6s 24h de ingestdo do inseticida. O
epitélio da porcdo anterior do meséntero ndo apresentou perda da organizagao

estrutural celular, na regido apical das células do epitélio ocorreu dilatacdo na
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regido com projecOes das células epiteliais para o lamen intestinal, semelhantes
ao tratamento controle, ndo ocorrendo irregularidade ou desestruturacdo da
borda estriada (Figura 4C). A regido posterior do meséntero apresentou
protusdes citoplasmaticas liberadas para o Ilimem como no tratamento controle e
foi observada a presenca de granulos basoéfilos nas protusGes. Nessa por¢do 0s
nlcleos apresentaram cromatina esparsa € homogénea e ndo foi constatado
heterocromatina ou nicleos picndticos. Péde ser observado um aumento em
alguns nucleos das células colunares, apresentando-se mais dilatados com
cromatina descondensada (Figura 4D). Nas duas regides ndo foi observada
alteracbes nas membranas laterais das células colunares ou invagina¢es na
membrana basal (Figuras 4C, D).

No tratamento com thiamethoxam avaliado no 12° dia tanto na regido
anterior como na posterior, ocorreu a presenca de ninhos de células
regenerativas com nucleos basoéfilos (Figura 4E, F). A borda estriada apresenta-
se bem marcadas e regulares como no tratamento controle, a regido posterior do
meséntero apresenta alongamento das células e maior vacuolizagdo, sendo ela
bem marcante (Figura 4F). Também foi constatada a presenca de nucleos
heterocromatico com formato irregular e granulos de cromatina condensados na
regido anterior. Os nucleos da regido posterior apresentam cromatina esparsa e
homogénea, com nucléolos fortemente basoéfilos. A vacuolizacdo celular esta
presente nas duas regides epiteliais deste tratamento.

No tratamento com avaliagdo realizada no 30° dia, ainda h& ocorréncia
de vacuolizagdo nas células epiteliais, as microvilosidades se apresentam
regulares e fortemente acidofilas, a membrana peritréfica possui aspecto regular,
ndo demonstrando diferenciacdo ao longo do epitélio intestinal. As células
colunares apresentam-se morfologicamente normais, semelhantes ao tratamento

controle e ocorre presenca de ninhos de células regenerativas. A valvula cardiaca
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apresenta camada muscular sem alteracdes e é possivel observar protusdes

citoplasmaticas sendo liberadas no limen (Figura 4G, H).

3.3 Analise histologica do tratamento com chlorantraniliprole 19,62 i.a/uL

O epitélio do meséntero das larvas de C. externa exposta ao
chlorantraniliprole ndo apresentou alteragdes nas camadas celulares ou na
membrana peritrofica. As caracteristicas morfoldgicas das células que comp&e o
epitélio intestinal ndo foram modificadas quando comparadas ao tratamento
controle. As células digestivas colunares apresentaram formato cilindrico
regular, mantendo o nicleo esférico e cromatina dispersa de forma homogénea
(Figura 3E, F). Nao foi observado degradacdo na membrana peritréfica e a
lamina basal manteve sua caracteristica regular ao longo do epitélio (Figura 3E),
as células regenerativas estavam presentes em ninhos na regido basal do epitélio.

O epitélio intestinal ndo apresentou diferencas entre as regides anterior e
posterior em relacdo ao tratamento controle, variacBes estruturais encontradas
sdo tipicas da estrutura celular do epitélio intestinal de C. externa, como pbde
ser observado no tratamento controle.

Tanto na regido anterior como na posterior, a superficie das células
colunares foram regulares, apresentando borda estriada e com eliminacdo de
protusdes citoplasmaticas em direcdo ao limen (Figura 3E, F).

No tratamento com o inseticida chlorantraniliprole 19,62 ng i.a/uL, em
adultos ndo foram observadas diferenciagdes citomorfoldgicas em relagdo ao
tratamento controle em nenhuma das trés avaliagdes. No tratamento com
exposicdo ao inseticida por 24h, a estrutura do epitélio manteve-se regular, as
células do tecido epitelial caracterizaram-se por apresentar morfologia colunar e
alongada (Figuras 5A, B), nicleo volumoso apresentando diversos formatos

como oval, esférico ou elipsoide com cromatina dispersa fortemente basofila,
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espalhadas de forma homogénea na regido nuclear, semelhante ao encontrado no
tratamento controle (Figuras 5B, C, D, E, F). Ndo foram constatados grumos de
cromatina condensado, heterocromaticos ou ndcleos picnéticos. Os nucléolos
também possuem diversos tamanhos e formatos, sendo alguns baséfilos (Figura
5B, F), podendo ser encontrado mais de um nucléolo em cada nicleo (Figura
5B, C). Foram observadas protusfes citoplasmaticas pouco acidoéfilas sendo
liberadas para o limen intestinal (Figura 5B).

Nos resultados observados nas avalia¢Oes realizadas no 1°; 12° e 30° dia,
a borda estriada se apresentou densa, fortemente acidoéfila e regular em toda a
extensdo epitelial, tanto na porcdo anterior como a posterior do epitélio. Foi
constatada uma grande quantidade de células regenerativas nos tratamentos, elas
se localizam na base do epitélio, sobre a membrana basal, sendo caracterizadas
por se apresentarem em ninhos, espalhadas ao longo de todo meséntero,
semelhantes as encontradas no tratamento controle (Figuras 5A-H). Observou-se
que independente da avaliacdo realizada, as células regenerativas ndo sofreram
alteracOes perceptiveis nas analises histologicas.

A regido basal do epitélio, onde esta situada a camada muscular manteve
seu aspecto regular e bem desenvolvido, a lamina basal ndo sofreu alteractes e
manteve-se espessa e evidente (Figura 5A, G, H). A membrana peritréfica ndo
sofreu diferenciacdo, mantendo sua camada estrutural intacta, semelhante ao
tratamento controle (Figuras 5A, G, H). Em todos os tratamentos percebe-se a
ocorréncia de vacuolizacdo citoplasmatica, com vacuolos de variados tamanhos
e situados tanto na regido basal quanto na apical do citoplasma (Figura 5B, C,
D).
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3.4 Microscopia Eletronica de Transmisséo

Na analise ultraestrutural do intestino médio das larvas do tratamento
controle foi constatado um epitélio com uma camada simples de células
identificadas como células digestivas do tipo colunares e células regenerativas.
O citoplasma possui mitocondrias de formatos arredondados e filamentosos de
variados tamanhos em abundancia principalmente na regido apical. Séo
encontrados vesiculas de variados tamanhos com diferentes elétron-densidades.
Ocorrem dobras do tecido epitelial na regido basal da célula, sobre a lamina
basal, e presenca de figuras mielinicas (Figura 6A). O reticulo endoplasmatico
rugoso esta presente, porém fracamente desenvolvido. Na regido apical das
células digestivas ocorrem microvilosidades longas suportados por
microfilamentos de actina que ddo a essa regido a caracteristica de borda
estriada. Vesiculas de conteddo elétron-denso, granulos, esferocristais e
vaclolos com centro elétron-denso sdo comuns no citoplasma. As membranas
que separam as células ndo apresentam sinuosidades ou invaginages, seguindo
percurso retilineo da regido basal a apical da juncdo celular (Figura 6B).

As seccdes do meséntero das larvas expostas a ingestdo de inseticidas
thiamethoxam e chloratraniliprole ndo apresentaram alteragdes ultraestruturais
em nenhuma das regifes analisadas. Tanto a regido anterior quanto a posterior
dos dois tratamentos, apresentaram células digestivas do tipo colunares com
grande quantidade de microvilosidades sustentadas por microfilamentos Nao
ocorreu alteragdo nas microvilosidades, estas apresentaram o feixe de filamentos
intacto, mantendo sua organizacdo estrutural. O citoplasma possui grande
guantidade de mitocondrias de variados formatos e tamanhos com matriz
elétron-densa, assim como vesiculas apresentando contelido com

eletrondensidades diferentes, sendo que essas organelas estdo presentes na
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regido apical e basal da célula, assim como no tratamento controle (Figuras 6C,
D).

Gotas lipidicas em abundancia puderam ser encontradas na regido
anterior e posterior dos tratamentos inseticidas, juntamente com a presenca de
vacutolos digestivos autofagicos (Figura 6D, F). Os vactolos se apresentam
volumosos e com fragmentos

Ocorre presenca de granulos na regido anterior do intestino médio
tratado com inseticida thiamethoxam (Figura 6C). Na regido anterior do
intestino médio tratado com chlorantraniliprole ocorre grande quantidade gotas
lipidicas e a presenca de lisossomos, presenca de vesiculas pequenas com
contetido elétron-denso e vesiculas ndo ocupadas totalmente por material
elétron-denso de arranjo concéntrico (Figura 6E).

N&do foram observadas invaginacdes ou qualquer alteracdo na lamina
basal e o citoplasma ndo apresenta depositos de glicogénio em nenhuma das
regibes. Esferocristais sdo encontrados isolados em algumas regides do
citoplasma. Diferencas ultraestruturais, entre os tratamentos nas regifes anterior
e posterior do intestino médio ndo foram evidentes. Os tratamentos com
inseticidas demonstraram resultados semelhantes aos encontrados no tratamento

controle.

4 Discussao

A andlise histologica do epitélio intestinal das larvas e adultos C.
externa permitiu observar que apesar da presenca de substancias toxicas no
organismo, por meio da ingestdo dos inseticidas thiamethoxam e
chlorantraniliprole, ndo ocorreram efeitos negativos na estrutura epitelial e

citomorfologia das células nas concentrac@es utilizadas.
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Entretanto, recentes descobertas cientificas apontam efeitos nocivos
desses inseticidas a insetos benéficos. O enfraquecimento ou perda de colbnias
de abelhas Apis mellifera Linnaeus e a desordem de colapso das coldnias (CCD)
estdo ligadas a exposicdo a inseticidas neocotinoides sistémicos como o
thiamethoxam (Maini et al. 2010; Pareja et al., 2011;. Lu et al., 2012;. Farooqui,
2013; Takashi, 2013).

Catae et al. (2014) encontraram alteracGes no intestino médio de A.
mellifera, quando expostas a ingestdo de doses subletais de thiamethoxam, sendo
observado danos no epitélio e nicleos, ocasionando alteracdo na fisiologia da
célula. Em estudo realizado por Oliveira et al. (2013), no qual abelhas
africanizadas ingeriam uma dose de 0,428 ng/mL de tiametoxam por dia,
mostrou que o thiamethoxam provocou reducdo no numero de células
regenerativas no epitélio, aumento na secrecdo apoécrina, além de induzir
vacuolizacdo citoplasmatica. O thiamethoxam é um neonicotindide neurotoxico
que atua diretamente sobre o sistema nervoso de insetos através da acdo agonista
sobre os receptores de acetilcolina nicotinicos (nAChR) (Tomizawa e Casida,
2003; Tan et al., 2007) e embora seu efeito ocorra no sistema nervoso, 6rgaos
ndo alvo como intestino também podem ser afetados. A morfologia do canal
alimentar do mosquito Aedes aegypti também foi afetada com doses subletais de
neonicotinoide, apresentando alteracdes nas células digestivas e regenerativas,
incluindo deformacdo do ndcleo, formagdo de grandes espacos entre as celulas
digestivas e a formacg&o de vactolos (Fernandes et al., 2015).

Diversos estudos atribuem ao thiamethoxam o aumento na vacuolizacdo
citoplasmatica do epitélio intestinal (Oliveira et al., 2013), entretanto, o presente
trabalho demonstra o epitélio de C. externa com vacuolizacdo no citoplasma
como uma caracteristica morfologica propria da espécie tanto na porgao anterior
quanto na posterior do intestino médio, ndo havendo aumento ou diminuigdo

dessas estruturas em funcdo da ingestdo das concentragbes subletais dos
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inseticidas avaliados, diferindo, portanto, de resultados encontrados em outros
estudos.

Apesar de fazer parte de um grupo quimico diferente dos
neonicotinoides e diamidas, estudos utilizando concentragdes subletais de éleo
de nim realizados por Scudeler e Santos (2013), Scudeler et al. (2016) em
adultos de Ceraeochrysa claveri Navas apresentou alteracbes semelhantes no
intestino médio desse crisopideo. Os resultados apontaram irregularidade nas
microvilosidades, aumento da vacuolizacdo citoplasmatica, danos no epitélio e
nos nucleos celulares. Diversas pesquisas vém apontando a acdo direta e indireta
do nim e de seus compostos sobre espécies de insetos ndo alvos como
crisopideos e a outras espécies de inimigos naturais (Cordeiro et al., 2010;
Scudeler e Santos, 2013; Scudeler et al., 2014; 2016).

O ingrediente ativo chlorantraniliprole, por fazer parte de um grupo de
inseticida relativamente novo, ainda possui poucos estudos sobre seus efeitos em
inimigos naturais (Brugger et al., 2010; Amarasekare e Shearer, 2013; Gontijo et
al., 2014). Esse inseticida uma vez ingerido atua como um agonista seletivo para
0s receptores de rianodina, uma classe de canais de calcio intracelulares. Esses
receptores desempenham um papel importante na funcdo muscular devido a
contracao das células musculares e requerem a liberacao exata de calcio a partir
de depdsitos intracelulares no citoplasma. O chlorantraniliprole provoca a
liberag&o irregular do calcio armazenado no reticulo sarcoplasmatico de células
musculares (Dinter et al., 2009), até o seu esgotamento, impedindo a capacidade
de o inseto para regular a fungdo muscular levando a uma contragdo muscular
permanente. Os sintomas de intoxicagdo incluem répida cessacdo da
alimentacdo, letargia, regurgitacdo, paralisia muscular e, finalmente, a morte do
inseto (Cordova et al., 2006; Chen et al., 2010).

Em recente trabalho realizado por Munhoz et al. (2013) constataram

alteragdes no epitélio de Bombix mori (Lepidoptera: Bombycidae) causado por



82

concentragdes subletais (em ppm) de chlorantraniliprole. Além de alta
mortalidade, o inseticida causou saliéncias irregulares nas microvilosidades,
aumento das secrecBes apocrinas, hipertrofia nas células regenerativas e
morfologia semelhante a de corpos apoptoticos foram observados ao longo do
epitélio do intestino médio. Este resultado afetou o metabolismo do inseto,
causando queda na producdo de seda. O corpo apoptético é um termo
frequentemente utilizado durante o processo de morte por apoptose classica que
define a parte ligada & membrana da célula que contém residuo nuclear e
citoplasmatica de fragmentacdo durante a apoptose (Kerr et al., 1972).

Os resultados histolégicos encontrados nas analises com C. externa
evidenciaram que nos dois tratamentos com inseticida, as caracteristicas
morfoldgicas se mantiveram regulares nas células epiteliais, principalmente as
das células digestivas com seu tipico formato colunar como encontrado em
outras espécies de crisopideos como C. rufilabris (Woolfolk e Inglis, 2004), C.
claveri (Scudeler et al., 2016) e das células regenerativas encontradas em ninhos
abundantes na base do epitélio em todos os tratamentos. Nao foi constatada
morte celular por apoptose em nenhum dos tratamentos os quais foram
submetidos os insetos. As células digestivas de C. externa apresentaram
caracteristicas morfoldgicas de células absortivas, com borda estriada na regido
apical (Cruz-Landim, 2009; Fialho et al., 2009).

O resultado encontrado em C. externa pode ser explicado devido a
associagdo entre os crisopideos e leveduras e fungos simbiontes intestinais
(Principi e Canard, 1984; Woolfolk et al., 2004; Hemalatha et al., 2014). As
bactérias simbiontes sdo conhecidas por fixar o nitrogénio atmosférico, bem
como sintetizar outros nutrientes essenciais (Breznak, 2000; Lilburn et al., 2001;
Nardi et al., 2002; Dillon e Dillon, 2004) e melhorar 0 mecanismo de defesa
interna contra compostos toxicos. No presente trabalho ndo foi possivel

identificar a presenca de bactérias simbiontes no intestino de C. externa,
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entretanto, essa espécie possui troncos traqueais bem desenvolvidos. Hagen et
al. (1970) afirmaram que somente em espécies de crisopideos glico-polinivoras
0s troncos traqueais apresentam maior tamanho, presumivelmente para fornecer
oxigénio para o metabolismo das leveduras simbiontes mutualisticas que se
proliferam no interior do diverticulo.

Em diversos estudos realizados em crisopideos, observou-se que a
sensibilidade varia dentro e entre os grupos de inseticidas. Rimoldi et al. (2008,
2012) relataram que a mortalidade de Chrysoperla foi maior com o
neonicotinoide imidaclopride combinada com extrato de semente de nim a 5%
do que tratada com outros inseticidas (Hanumantharaya et al., 2007) A aplicacdo
de inseticidas a base de nim nado afetou a populacdo de Chrysoperla carnea, mas
produtos quimicos toxicos como piretrdides sintéticos afetaram negativamente a
populacdo de Chrysoperla sp (Venkatesan et al., 1997).

Em estudo recente, Shankarganesh et al. (2016) compararam o efeito de
diversos tipos de inseticida e mediram o nivel enzimatico de detoxificacdo em
Chrysoperla zastrowi sillemi. Foi atribuido a variacdo de susceptibilidade e o
nivel de seletividade a atividade das enzimas desintoxicantes como mono-
oxigenases e esterases. A desintoxicacdo dos inseticidas ¢ um dos principais
mecanismos pelos quais 0s insetos sobrevivem contra a acdo de patdgenos e
xenobidticos. Ela é possivel porque os sistemas enzimaticos, tais como
citocromo microssomal P-450, e atividades de mono-oxigenases, de esterases e
glutationa-S-transferases tem a capacidade para promover reacBes de
transformacdes de xenobidticos.

Nos resultados obtidos neste trabalho, C. externa pode ter sido capaz de
realizar biotransformacdo das moléculas inseticidas, através de reagdes de
desintoxicacdo associadas as mono-oxigenases e esterases presentes no seu
sistema digestivo uma vez que estudos comprovam a presenca de uma via de

desintoxicacdo mediada por esterase em crisopideos (Ishaaya e Casida, 1981;
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Grafton-Cardwell e Hoy, 1985). No entanto, mais estudos sdo necessarios para
confirmar o envolvimento de diferentes enzimas na susceptibilidade de C.
externa aos diferentes grupos de inseticidas.

Na analise de microscopia eletronica de transmissdo realizada as larvas
de C. externa submetidas a ingestdo de dietas tratadas com os inseticidas, ndo
ocorreram modificaces de carater morfolégico ou ultraestrutural nas células ou
tecidos do intestino médio. N&o foi observada perda da integridade do epitélio
intestinal, e a membrana peritréfica manteve sua estrutura regular. Soares (2012)
testando doses subletais de inseticida neonicotinoide imidaclopride no intestino
de abelhas Apis mellifera recém-emergidas confirmou morte celular induzida
pela ingestdo desse inseticida. Gregorc e Ellis (2011), em estudo com ingestdo
do mesmo inseticida em larvas de A. mellifera, detectaram morte celular por
apoptose nas células do intestino médio, porém somente nas células digestivas.

Kakamand et al. (2008) indicaram que inseticidas como thiamethoxam,
qguando ministrados via oral para abelhas meliferas comegaram a provocar a
morte dos individuos depois de 4 horas. A explicacdo possivel sobre morte
depois de horas de intoxicacdo, esta relacionada a dificuldade de alimentacédo e
hidratacdo das abelhas pela paralisia do sistema digestério ou pelos danos
provocados pelos inseticidas ao intestino.

A avaliacdo dos efeitos subletais tem sido o foco de estudos que visam
determinar os efeitos potenciais dos produtos fitossanitarios que podem atingir
uma populagdo de inimigos naturais e, portanto, afetam suas fungdes fisioldgicas
e biol6gicas em agroecossistemas (Desneux et al., 2007; Cloyd, 2011; Scudeler e
Santos, 2013; Scudeler et al., 2016). Toda e Kashio (1997) demonstraram que 0s
neonicotinoides imidaclopride e acetamipride mostraram baixa toxicidade para
larvas de C. arnea em testes de imersdo. Entretanto, Patil e Lingappa (2001)
relataram que com o aumento da dose de imidaclopride, ocorre toxicidade em

larvas de C. Carnea. Em estudo realizado por Nasreen et al. (2005) e Preetha et
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al. (2009) demonstraram que o thiamethoxam, foi moderadamente toxico para
larvas de C. carnea numa dose mais baixa que a recomendada e toxicos na dose
recomendada.

Scudeler e Santos (2013) demonstraram que 0 6leo de nim ingerido em
quantidades subletais ocasionou alteracbes patolégicas graves nas
microvilosidades, saliéncias nos reticulos endoplasmaticos e aparecimento de
vacuolos no citoplasma de larvas de terceiro instar do crisopideo Ceraeochrysa
claveri. Produtos a base de nim causam efeitos nocivos nos estagios larvais de
C. carnea, dependendo da dose aplicada (Agrawal e Brar, 2006).

No presente estudo as larvas de C. externa ndo sofreram alteracdes
histol6gicas ou ultratestruturais no meséntero apds a ingestdo dos inseticidas
thiamethoxam e chlorantraniliprole. Munhoz et al. (2013) demonstraram o efeito
nocivo de doses subletais de chlorantraniliprole (doses de 0,1 e 0,2 ppm) em
lagartas de bicho da seda Bombyx mori, sendo constatado que as células do
epitélio  intestinal  sofreram  alteracbes como irregularidades nas
microvilosidades, hipertrofia e hiperplasia das células regenerativas e processo
de morte celular por apoptose.

Apesar da exposicdo a dieta contendo inseticidas por todo o periodo
larval, o epitélio do intestino das larvas de terceiro instar de C. externa
apresentou a morfologia tipica comum a outras espécies de crisopideo (Woolfolk
e Inglis, 2004; Scudeler e Santos, 2013; Scudeler et al., 2016), com o epitélio do
tipo simples, células digestivas do tipo colunar e ninhos de células regenerativas
ao longo de toda a sua extensao, se situa sobre a ldamina basal seguida por uma
camada muscular. As células digestivas apresentaram caracteristicas
morfoldgicas das células de absor¢éo e secrecdo, que incluem microvilosidades
conspicua, mitocondrias em abundancia, esferocristais e reticulo endoplasmatico

rugoso.
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Muitos estudos tem mostrado efeitos diretos e indiretos de diversos
inseticidas indicados como seletivos a inimigos naturais, entretanto,
Shankarganesh et al. (2016) afirmaram que a suscetibilidade de Chrysoperla sp.
a inseticidas varia dentro do mesmo grupo de inseticidas e entre os variados
grupos quimicos.

A atividade das enzimas de desintoxicacdo foi estudada em larvas e
adultos de Chrysoperla zastrowi sillemi, demonstrando a presenca de varios
niveis de carboxilesterases e atividade de mono-oxigenases do citocromo P450.
Foi atribuirdo a essas enzimas a variacdo da suscetibilidade a diferentes grupos
de inseticidas. A presenca de varios niveis de carboxilesterases em populacédo de
Chrysoperla sp criadas em laboratério tem sido relatada por diversos autores
(Ishaaya e Casida, 1981; Pree et al., 1989; Grafton-Cardwell e Hoy, 1985). As
mono-oxigenases do citocromo P450 constituem um sistema metabdlico
importante e esse sistema desempenha um papel central no metabolismo
oxidativo de compostos xenobioticos (Feyereisen, 2005), e as atividades mais
elevadas esta geralmente associada ao intestino médio dos insetos (Brun et al.,
1996 ).

Larvas de C. carnea possuem uma notavel tolerdncia a piretroides,
atribuidos a desintoxicacdo por esterases. Essas enzimas possuem atividade
elevada e uma especificidade Unica para hidrélise de permetrinas e deltametrina,
degradando rapidamente esses compostos (Ishaaya e Casida, 1981). Essas
enzimas podem ter desempenhado um papel importante na desintoxicagdo de C.
externa, devido a um aumento na atividade enzimatica desintoxicante, uma vez
que os estdgios imaturos de crisopideos ndo possuem associagdo entre leveduras
e fungos simbiontes intestinais, também responsaveis pela producéo de enzimas
de desintoxicac&o e degradacdo de compostos (Dowd, 1989, 1991; Veja e Dowd,
2005).
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Os resultados obtidos nessa pesquisa podem levar a uma melhor
compreensdo dos efeitos adversos de inseticidas no intestino médio de larvas de
C. externa, no entanto, mais estudos sdo necessarios para confirmar o

envolvimento de diferentes enzimas na tolerancia deste crisopideo a inseticidas.
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Legenda das Figuras

Figura 1. Delineamento experimental do bioensaio com larvas de C. externa,
com utilizacdo de placas de microtitulacdo. A Detalhe em vermelho das fileiras
preenchidas com larvas de primeiro instar. B Placa pronta com tecido voile
colado na parte superior onde foram depositados os ovos de A. kuehniella.

Figura 2. Fornecimento de &gua e alimento aos adultos de C. externa. A
Alimentadores confeccionados com fundos de copos descartaveis e tubo de
vidro para fornecimento de 4gua. B Unidades de confinamento.

Figura 3. Seccdes histolégicas do meséntero de larvas C.externa tratado com
thiamethoxam e chlorantraniliprole. A Corte longitudinal da porcdo anterior do
meséntero do controle, epitélio simples composto de células digestivas com
nacleo (Nu) esférico, presenca de vactolos (Va) e células regenerativas (Re),
regido muscular bem desenvolvida (Ms), protusGes citoplasmaticas (Pt)
liberadas no lumen (L). B Corte longitudinal da porcdo posterior do meséntero
do controle. Presenga da borda estriada bem marcada (Be), nucleo ovalado e
grande quantidade de vacuolos (Va). C - D Corte longitudinal da regido anterior
e posterior do meséntero respectivamente, expostos ao thiamethoxam, arranjo
regular das células digestivas com presenca de borda estriada (Be), nucleos
(Nu), vacuolos (Va) e camada muscular intacta (Ms). E — F Corte longitudinal
da regido anterior e posterior do meséntero respectivamente, expostos ao
chlorantraniliprole, auséncia de variagdes nas estruturas celulares, presenca de
protusdes citoplasmaticas (Pt), vacltolos (Va), nucleos regulares (Nu), células
regenerativas (Re), lamina basal (Ib) e camada muscular (Ms) intactas.

Figura 4. Seccdes histologicas do meséntero de adultos de C.externa tratado
com thiamethoxam. A Corte longitudinal da porcdo anterior do meséntero do
controle, epitélio simples composto de células digestivas (Cd), borda estriada
(B), membrana peritréfica fortemente acidéfila (MP), lumen (L), nacleos
celulares (Nu), camada muscular (Ms), granulos basofilos (setas). B Regido
posterior do tratamento controle mostrando apice das células formando
protusdes citoplasmaticas (Pt) liberadas no limen (L), citoplasma fracamente
basofilo, ninhos com células regenerativas (Re) na base do epitélio, nicleo com
cromatina esparsa (Nu), nucléolo evidente (setas), presenca de vacuolos (Va),
regido muscular bem desenvolvida (Ms). C Corte longitudinal da regido anterior
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do meséntero exposto ao thiamethoxam por 24h. Arranjo regular nas células
digestivas (Cd), membrana peritréfica (MP), dilatacdo da regido apical celular
(asterisco), nucleos com cromatina descondensada (Nu), protusGes
citoplasmaticas com granulos basofilos (Pt) liberados no lamen (L). D Corte
longitudinal da regido posterior do meséntero exposto ao thiamethoxam por 24h,
membrana peritréfica com arranjo estrutural regular (MP), ndcleos com
cromatina regular (Nu), camada muscular intacta (Ms). E Corte longitudinal da
regido anterior do meséntero exposto ao thiamethoxam, avaliado no 12° dia,
membrana peritrofica (MP) e borda estriada (seta) intactas e bem marcadas,
ndcleos normais (Nu), presenca de vacuolizacdo celular (Va) e células
regenerativas (Re), camada muscular regular (Ms). F Corte longitudinal da
regido posterior do meséntero exposto ao thiamethoxam, avaliado no 12° dia,
vacuolizacdo celular marcante (Va), ndcleo baséfilo com cromatina regular
(Nu), presenca de células regenerativas (Re), musculatura regular (Ms). G Corte
longitudinal da regido anterior do meséntero exposto ao thiamethoxam, avaliado
no 30° dia, valvula cardiaca com musculatura normal (Vc), membrana
peritrofica aciddfila regular (MP), nucleos regulares (Nu), presenca de células
regenerativas (Re), presenca de vacuolos (asterisco). H Corte longitudinal da
regido posterior do meséntero exposto ao thiamethoxam, avaliado no 30° dia,
membrana peritrofica altamente acidofilas (MP) com protusdes citoplasmaticas
(Pt) liberadas no lumen (L), presenca de vacuolos (Va), células regenerativas
(Re), camada muscular regular (Ms). Barras = 20 pm.

Figura 5. Seccbes histoldgicas do meséntero de C. externa tratado com
chlorantraniliprole. A — B Epitélio do tratamento controle, por¢des anterior e
posterior respectivamente, células digestivas em formato colular, membrana
peritrofica evidente (MP), 1amina basal espessa (Ib), protusbes citoplasmaticas
(Pt), vacuolos (Va), células regenerativas (setas; Re) nucleos celulares com
cromatina homogénea (Nu), camada musculas (Ms), limen (L). C - D Corte
longitudinal da regido anterior e posterior do meséntero exposto ao
chlorantraniliprole por 24h, organizagdo celular regular, presenca de grande
guantidade de ninhos de células regenerativas (Re), ndcleo com cromatina
descondensada (Nu), nucléolo evidente e basdfilo (setas), membrana peritrofica
bem marcada (MP), camada muscular regular (Ms). E — F Corte longitudinal da
regido anterior e posterior do meséntero exposto ao chlorantraniliprole, avaliado
no 12° dia, membrana peritrofica regulare (MP), presenga de ninhos de células
regenerativas (Re), nicleos regulares com cromatina descondensada (Nu),
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nucléolo basofilo (nc), camada muscular morfologicamente regular (Ms). G — H
Corte longitudinal da regido anterior e posterior do meséntero exposto ao
chlorantraniliprole, avaliado no 30° dia, membrana peritr6fica (MP) e borda
estriada intactas (Be), nlcleos fortemente basofilos em posicdao regular (Nu),
Iamina basal espessa (Ib), camada muscular regular (Ms), presenca de ninhos de
células regenerativas (Re) e vacuolizacdo citoplasmatica (setas; Va). Barras = 20
pm. Figura F Barra =1 um.

Figura 6. Fotomicrografias do intestino médio de larvas de C. externa expostas
a inseticidas. A Regido anterior do intestino médio do controle mostrando
presenca de mitocondrias (Mt), vesiculas grandes (Ve), reticulo endoplasmatico
rugoso (Rer), dobras no tecido celular (seta) disposto sobre a lamina basal (Lb),
figuras mielinicas (Fm) e camada do tecido muscular (Ms). B Regido posterior
do intestino médio do controle, apice das células digestivas com
microvilosidades (Mv), juncdo celular retilinea (Jc), presenca abundante de
mitocOndrias na regido apical (Mt), vesicula (Ve), reticulo endoplasmatico
rugoso (Rer), vacuolos com contetdo elétron-denso (Va). C Regido anterior do
intestino médio tratado com thiamethoxam, microvilosidades (Mv) com
filamentos organizados em dire¢do ao lumen (L), presenca de gotas lipidicas
(Li), mitocondrias (Mt) e granulos (Gr). D Regido posterior do intestino médio
tratado com thiamethoxam, presenca de grandes vesiculas (Ve), mitocondrias
(Mt) e gotas lipidicas (Li). E Regido anterior do intestino médio tratado com
chlorantraniliprole, microvilosidades com organizacdo estrutural intacta (Mv),
presenca de vesiculas de contetdo elétron-denso (Ve) e vesiculas ndo ocupadas
totalmente por material elétron-denso de arranjo concéntrico (\Vn), vacuolos
(Va), gotas lipidicas (Li), mitocondrias (Mt) e lisossomo (Ls). F Regido
posterior do intestino médio tratado com chlorantraniliprole, presenca de
grandes vacuolos autofagicos (Va), mitocdndrias (Mt), gotas lipidicas (Li) e
vesiculas de contetdo elétron-denso (Ve).
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