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RESUMO GERAL

As abelhas s3o os principais polinizadores dos ambientes naturais e agricolas, visitando cerca de
90% das culturas, das quais 48% estdo diretamente relacionadas a alimentacdo humana. Durante
o forrageamento, elas podem coletar polen e néctar contaminados por agrotdxicos, como o
clorantraniliprole, e transporta-los até a colmeia. Com isso, as larvas acabam expostas a esses
residuos, o que pode comprometer seu desenvolvimento e afetar a formacdo de tecidos
importantes, como a musculatura de voo. Assim, este estudo avaliou o efeito de concentragdes
subletais de clorantraniliprole sobre o desenvolvimento larval, a morfometria e a formacao da
musculatura de voo de abelhas Scaptotrigona postica. Para isso, larvas foram expostas a cinco
tratamentos: controle negativo (CN - apenas alimento); controle positivo (CP - dimetoato a 6,9
ng i.a./larva); controle do solvente (CA - acetona a 0,2%); clorantraniliprole 1 (CL1 - 2,04
ngi.a./larva) e 2 (CL2 - 0,204 ng i.a./larva). Durante o desenvolvimento, foram registrados
marcos como entrada no quinto instar (5°I), defecacdo (DF), pupa de diferentes cores de olhos
(PB - brancos; PR - rosados; PM - marrons; PP - pretos), e emergéncia (EM), além de verificacao
diaria da mortalidade. Foram determinadas taxas de mortalidade, pupag¢do e emergéncia. As
abelhas emergentes foram submetidas a analises morfométricas da largura da cabeca (MC) e
distancia intertegular (MI). Paralelamente, a musculatura de voo foi dissecada e analisada
histologicamente por Hematoxilina e Eosina (HE), Acido Periédico de Shiff (PAS), Azul de
Metileno (AM), Tricromico de Mallory (MY) e Tricrdmico de Masson (MN). Adicionalmente,
foram realizadas medigdes nucleares das células musculares. Foi verificada a normalidade dos
dados, optando-se por ANOVA/Tukey ou Kruskal-Wallis/Dunn, e foi construida a curva de
probabilidade de sobrevivéncia com o método de Kaplan-Meier. Os resultados indicaram que
apenas CP causou toxicidade, apresentada por alteracdes nas taxas de mortalidade larval,
pupagdo e emergéncia, assim como na mortalidade em cada estdgio de desenvolvimento. Em
relagdo ao estagio anterior de desenvolvimento das abelhas, apenas CL2 apresentou diferenga de
mortalidade de DF para PB e de PR para PM. Apesar de ndo haver efeito letal dentro de um
mesmo estagio, houve variacdo na taxa de mortalidade entre os periodos de 5°I em CA e CL2. A
curva de Kaplan-Meier e o teste Log-Rank de Mantel-Cox revelaram diminui¢do significativa na
probabilidade de sobrevivéncia para larvas expostas ao CL2. As analises morfométricas
mostraram um aumento significativo na largura da cabeg¢a em CL1 e na distancia intertegular em
CL2. As analises histologicas do musculo de voo revelaram que as concentragdes CL1 e CL2
apresentaram pontos focais de desorganizagdo, presenca de vacuolos citoplasmaticos e alteragao
nas fibras. Também foi observada a presenga de hemdcitos na matriz extracelular e entre as
fibras. Conclui-se que, embora o clorantraniliprole ndo tenha induzido mortalidade larval,
inibicdo da taxa de pupagdo e emergéncia nas abelhas expostas, ele influenciou negativamente o
desenvolvimento e a formag¢do da morfometria. Além disso, induziu danos significativos na
formag¢do da musculatura de voo, tdo importante para a atividade de forrageamento.

Palavras-chave: Agrotoxicos, diamidas, meliponini, mandaguari, abelha sem ferrdo.



GENERAL ABSTRACT

Bees are the main pollinators of both natural and agricultural environments, visiting
approximately 90% of crop species, of which 48% are directly related to human food
production. During foraging, they may collect pollen and nectar contaminated with
pesticides, such as chlorantraniliprole, and transport them back to the hive. As a result, larvae
are exposed to these residues, which can compromise their development and affect the
formation of essential tissues, such as flight musculature. This study evaluated the effects of
sublethal concentrations of chlorantraniliprole on larval development, morphometry, and
flight muscle formation in Scaptotrigona postica bees. For this, larvae were exposed to five
treatments: negative control (CN — food only); positive control (CP — dimethoate at 6.9 ng
a.i./larva); solvent control (CA — acetone at 0.2%); chlorantraniliprole 1 (CL1 — 2.04 ng
a.i./larva); and chlorantraniliprole 2 (CL2 — 0.204 ng a.i./larva). During development, key
milestones were recorded: entry into the fifth instar (5°I), defecation (DF), pupae with
different eye colors (PB — white; PR — pink; PM — brown; PP — black), and emergence (EM),
in addition to daily monitoring of mortality. Mortality, pupation, and emergence rates were
determined. Emerged bees were subjected to morphometric analyses of head width (MC) and
intertegular distance (MI). Simultaneously, the flight muscles were dissected and
histologically analyzed using Hematoxylin and Eosin (HE), Periodic Acid-Schiff (PAS),
Methylene Blue (AM), Mallory’s Trichrome (MY), and Masson’s Trichrome (MN).
Additionally, nuclear measurements of muscle cells were performed. Data normality was
assessed, and ANOVA/Tukey or Kruskal-Wallis/Dunn tests were applied accordingly. The
Kaplan-Meier method was used to construct the survival probability curve. Results indicated
that only CP caused toxicity, presented by impacts in rates of larval mortality, pupation, and
emergence, as well as in mortality during each developmental stage. Regarding
developmental progression, only CL2 showed significant differences in mortality from DF to
PB and from PR to PM. Although no lethal effects were observed within the same stage,
mortality rate variation was noted during the 5°I period between CA and CL2. The
Kaplan-Meier curve and Mantel-Cox Log-Rank test revealed a significant decrease in
survival probability for larvae exposed to CL2. Morphometric analyses showed a significant
increase in head width in CL1 and in intertegular distance in CL2. Histological analyses of
the flight muscles revealed that both CL1 and CL2 presented focal points of tissue
disorganization, presence of cytoplasmic vacuoles, and alterations in muscle fibers.
Additionally, hemocytes were observed within the extracellular matrix and among muscle
fibers. It is concluded that, although chlorantraniliprole did not induce larval mortality or
inhibit pupation and emergence rates, it negatively influenced development and
morphometric parameters. Furthermore, it caused significant damage to the formation of the
flight musculature, which is essential for foraging activity.

Keywords: Pesticides, diamides, meliponini, mandaguari, stingless bee.
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1. INTRODUCAO GERAL

As abelhas representam o grupo de polinizadores mais abundante no meio ambiente,
visitando mais de 90% dos principais cultivos e polinizando 48% das plantas cultivadas que
estdo diretamente ligadas a alimentacdo humana (BPBES, 2019). Em especial, as abelhas sem
ferrdo sdo polinizadoras essenciais para diversas espécies vegetais em ecossistemas tropicais
e subtropicais, além de contribuirem para a polinizagdo de culturas agricolas de grande valor
economico (CHAN et al., 2019).

No Brasil, apesar da grande diversidade de espécies de abelhas, as sem ferrdo
enfrentam um rapido declinio populacional, devido a fatores como o desmatamento de
florestas nativas (IMPERATRIZ-FONSECA; NUNES-SILVA, 2010), competi¢do com
espécies exoticas (WILMS; WIECHERSE, 1997) e, sobretudo, o uso intensivo de
agrotoxicos na agricultura. Essa contaminacdo ambiental afeta diretamente a satde das
colonias, podendo comprometer o desenvolvimento do ciclo de vida e a longevidade dos
individuos (CHAN; RAINE, 2021).

O comportamento de forrageamento das abelhas corbiculadas, caracterizado pela
busca por recursos como néctar e poélen, eleva sua vulnerabilidade a exposicdo aos
agrotoxicos (ENGEL; RASMUSSEN, 2020), devido ao maior risco de contato com residuos
em ambientes agricolas (CAMPANA; SOUZA; HARTFELDER, 2023). Esses contaminantes,
ao serem levados para a colonia, comprometem tanto as abelhas adultas quanto os estagios
iniciais do desenvolvimento, afetando as larvas nos discos de cria (TOME etal.,2020; WEN
etal.,2021).

Entre 2000 e 2018, o Brasil registrou um aumento de 45% nas areas destinadas a
producao agricola (BRASIL/IBGE, 2020). Esse crescimento tem sido acompanhado por uma
intensificacdo no uso de agrotoxicos. Em 2018, foram pulverizados cerca de 1,2 bilhdo de
litros de agrotdxicos, dos quais 15% foram classificados como extremamente tdxicos
(PIGNATI et al., 2022). Para esses produtos classificados como “Quimicos e Bioquimicos”,
as vendas totalizaram 800.652 toneladas de ingredientes ativos (i.a.), caracterizando um
aumento de 11% em relacdo ao ano anterior (2021) (IBAMA, 2022).

Dentre esses agrotoxicos utilizados na agricultura, os inseticidas pertencentes a classe
das diamidas antranilicas foram os primeiros a serem comercializados (QI; CASIDA, 2013;
KADALA, 2019). Esses compostos, que integram as subclasses antranilica e ftalica

(SATTELLE; CORDOVA; CHEEK, 2008), atuam especificamente sobre os receptores de



rianodina (RyR), que s@o grandes canais i6nicos localizados no reticulo sarcoplasmatico e no
reticulo endoplasmatico dos neuronios dos insetos (SATTELLE; CORDOVA; CHEEK,
2008). A ativagdo desses receptores promove a liberagdo de ions de calcio (Ca*") (LAHM;
CORDOBA; BARRY, 2009), que é fundamental em diversos processos biologicos, como a
contragdo muscular, divisao celular, reparo da membrana celular, secre¢do hormonal e
expressdo génica em praticamente todos os tipos de células (COLLET et al., 2021).

O inseticida a base de clorantraniliprole (CL) é amplamente utilizado em diversas
culturas agricolas, como arroz, café e outras (FMC, 2021), que atraem e recebem muitos
visitantes florais e polinizadores ao longo da suas floragdes (BPBES, 2019). A forma de
aplicacdo recomendada para esse inseticida varia conforme a cultura, podendo ser realizada
por meio terrestre, dispersdo aérea ou pela pulverizagdo por pivo central (FMC, 2021). A
exposi¢ao dos insetos ao clorantraniliprole provoca uma sintomatologia caracteristica,
incluindo cessagdo rapida da alimentacdo, letargia, paralisia parcial e, em alguns casos,
regurgitagio (CORDOVA et al., 2006).

Como agravante, a Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar destacou que o
clorantraniliprole apresenta alta persisténcia no meio ambiente (EFSA, 2013). De acordo com
Kavallieratos e colaboradores (2024), o clorantraniliprole surgiu como uma solugdo
promissora para o controle de pragas agricolas devido a sua seletividade em relagdo a
organismos nao alvo (KAVALLIERATOS et al., 2024), além de ser designado como
agrotoxico de risco reduzido pela Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos
(US-EPA, 2008)

No entanto, embora o clorantraniliprole seja considerado de baixo risco, ainda sao
necessarias mais investigacdes sobre seus efeitos em organismos ndo alvo. A maioria dos
estudos sobre os impactos dos agrotoxicos em abelhas concentra-se na fase adulta desse
inseto, tendo como modelo principal a espécie Apis mellifera (CARVALHO et al., 2009;
FERNANDEZ; CRUZ-LANDIM; MALASPINA, 2012). Apesar de se encontrar mais testes
com esta espécie, o Brasil se destaca quanto ao numero de espécies nativas de abelhas sociais
(MENEZES et al., 2023). Desta forma, também deve ser levantada a preocupagao quanto aos
efeitos dos agrotoxicos sobre estes organismos.

Considerando o aumento do uso de agrotdxicos na agricultura e a relevancia das
abelhas para a polinizagdo e a produtividade agricola, torna-se cada vez mais necessario
realizar testes de toxicidade para identificar possiveis efeitos em organismos nao-alvo
(FISCHER; MILTON; WALLACE, 2020; GOMES et al., 2023). Esses estudos permitem

avaliar os riscos de agravamento das condigdes ambientais e o prejuizo sobre os servigos



ambientais de polinizagdo. Além disso, os resultados por meio dessas pesquisas tornam-se
relevantes quando divulgados no meio cientifico e sdo essenciais para as agéncias
regulatorias, pois possibilitam a realizagdo de novas avaliagdes de risco e a implementacao de
medidas de mitigagdo ou de restrigdes, visando maior seguranca ambiental e na saude
publica.

Neste contexto, as avaliagdes do impacto dos agrotdxicos sobre as abelhas podem
contribuir com o cumprimento dos Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS),
estabelecidos na Agenda 2030 para o Desenvolvimento Sustentdvel, adotada em 2015 pelos
paises membros da Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU). De forma direta ou indireta,
estas pesquisas alinham-se aos objetivos 2 - "Fome zero e agricultura sustentavel", 12 -
"Consumo e produgdo responsaveis", 13 - "A¢ao contra a mudanga global do clima" e 15 -
"Vida terrestre" (ONU, 2015).

Diante da problematica do uso intensivo de agrotoxicos na agricultura ¢ a falta de
informagdes em relagdo ao efeito subletal durante o desenvolvimento larval, especialmente
em abelhas sem ferrdo, este estudo teve como objetivo avaliar se abelhas da espécie
Scaptotrigona postica (Latreille, 1807), expostas ao ingrediente ativo clorantraniliprole
durante a fase larval, apresentam alteragdes no desenvolvimento, na morfometria das abelhas

emergentes e na formacdo da musculatura de voo.

2. OBJETIVO
2.1 Objetivos gerais

Este estudo teve como objetivo geral avaliar se abelhas da espécie S. postica expostas
ao clorantraniliprole durante a fase larval apresentam alteracdes no desenvolvimento, na

morfometria e na integridade da musculatura de voo de individuos adultos recém-emergidos.
2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do Capitulo 1 deste estudo foram:

e Avaliar o desenvolvimento das larvas expostas ao ingrediente ativo clorantraniliprole
em condi¢des in vitro, por meio da avaliagdo da taxa de crescimento, defecagao,
pupagdo, emergéncia e mortalidade.

e Avaliar se a exposi¢do oral das larvas ao alimento, combinado com o ingrediente ativo
clorantraniliprole, afeta a morfometria da largura da cabega e distancia intertegular

das abelhas adultas recém-emergidas.



Os objetivos especificos do Capitulo 2 deste estudo foram:

e Avaliar os efeitos da exposi¢do das larvas ao ingrediente ativo clorantraniliprole sobre
a musculatura de voo por meio de analises histomorfoldgicas.

e (Caracterizar as estruturas circulares observadas nas laminas histologicas coradas com
Hematoxilina e Eosina, por meio de outras analises histoquimicas utilizando de
coloracdes de Acido Periddico de Schiff, Azul de Metileno, Tricrdmico de Masson e
Tricrémico de Mallory.

e Avaliar quantitativamente as alteragdes no tamanho dos nucleos celulares observadas
durante as andlises qualitativas das laminas histoldgicas, por meio da medic¢ao da area

nuclear em sec¢des longitudinais.

3. ESTRUTURACAO DOS CAPITULOS

A dissertacdo esta organizada em dois capitulos. O primeiro capitulo aborda os efeitos
do ingrediente ativo clorantraniliprole no desenvolvimento larval de S. postica em condi¢des
in vitro. Nele, sdo apresentados dados sobre taxas de desenvolvimento das abelhas expostas
ao ingrediente ativo clorantraniliprole abordando os estagios de defecacao, pupagao conforme
a coloracdo dos olhos, emergéncia e a contagem das mortes durante o periodo total de
desenvolvimento das abelhas, além de andlises morfométricas da largura da cabeca e
distancia intertegular das abelhas adultas recém-emergidas.

O segundo capitulo explora os impactos da exposi¢ao larval ao ingrediente ativo
clorantraniliprole na musculatura de voo das abelhas, por meio de analises histomorfologicas.
Para isso, foram utilizadas técnicas de inclusdo em resina e parafina, permitindo a obteng¢ao
de secgdes histologicas para avaliacdo detalhada da morfologia muscular. Além da coloragdo
usual com Hematoxilina e Eosina, foram empregadas coloragdes histoquimicas especificas,
como Acido Periédico de Schiff, Tricrémico de Masson, Tricromico de Mallory e Azul de
Metileno, visando a identificacdo de fibras musculares, fibras colagenas e outras estruturas

teciduais.
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CAPITULO 1

Efeitos da exposicao subletal ao clorantraniliprole no desenvolvimento larval e na
morfometria de Scaptotrigona postica (Latreille, 1807)

RESUMO

As abelhas sem ferrdo (Meliponini) sao polinizadores essenciais, mas o uso de agrotoxicos
ameaca suas populacdes. O clorantraniliprole, inseticida da classe das diamidas antranilicas, atua
nos receptores de rianodina, alterando a homeostase do célcio e comprometendo fungdes
fisiologicas nos insetos. Apesar de seus efeitos serem conhecidos em adultos de Apis mellifera,
ha poucos dados sobre seu impacto em larvas de abelhas sem ferrdo. Nesse contexto, o presente
estudo avaliou se larvas de Scaptotrigona postica, expostas ao clorantraniliprole, apresentam
alteracdes no desenvolvimento e na morfometria das abelhas emergentes. Foram testados cinco
tratamentos: controle negativo (CN) (apenas alimento), positivo (CP) (dimetoato - 6,9 ng
i.a./larva), controle do solvente (CA) (acetona - 0,2%), e duas concentracdes subletais de
clorantraniliprole (CL1 - 2,04 ng i.a./larva e CL2 - 0,204 ng i.a./larva), estabelecidas pelo
BeeRex. As larvas foram mantidas em placas acrilicas estéreis, em estufa BOD a 30°C, com
controle manual de umidade. O desenvolvimento foi monitorado diariamente quanto aos estagios
de quinto instar (5°I), defecacdo (DF), pupacdo conforme a coloracdo dos olhos: branco (PB),
rosa (PR), marrom (PM) e preto (PP) e emergéncia (EM). Foram registradas taxas de
mortalidade, pupacdo e emergéncia, além de mensuracao da largura da cabeca (MC) e distancia
intertegular (MI) das abelhas emergentes. Os resultados de mortalidade larval, taxa de pupagdo e
emergéncia indicaram que apenas o tratamento CP induziu toxicidade significativa.
Comparando-se as taxas de mortalidade em relagdo a um estagio anterior de desenvolvimento,
observou-se variagdo significativa em CL2, com um aumento de mortalidade de PB para DF, e
de PM para PR. Entre os periodos de EM e o 5°I, observou-se que os tratamentos CA e CL2
apresentaram diferengas significativas, indicando que a exposi¢do nao afeta o inicio do
desenvolvimento, mas pode reduzir a prole da colonia na fase de EM. A curva de Kaplan-Meier
facilitou a visualizacdo da influéncia do clorantraniliprole no desenvolvimento das larvas de S.
postica, enquanto o teste Log-Rank de Mantel-Cox revelou diminuicdo significativa na
probabilidade de sobrevivéncia para larvas expostas ao CL2. As analises morfométricas
mostraram aumento significativo na largura da cabeca em CL1 e na distancia intertegular em
CL2. Conclui-se que, embora as concentragdes testadas ndo tenham induzido toxicidade sobre a
mortalidade larval, taxa de pupacdo e a emergéncia, a concentragdo CL2 impactou a
sobrevivéncia entre estagios especificos do desenvolvimento larval e reduziu a expectativa de
vida das abelhas emergentes. Além disso, ambas as concentracdes testadas afetaram a
morfometria externa.

Palavras-chave: Abelha sem ferrdo, desenvolvimento larval, mortalidade, pupacao,
morfometria.



ABSTRACT

Stingless bees (Meliponini) are essential pollinators, but the use of pesticides threatens their
populations. Chlorantraniliprole, an insecticide from the anthranilic diamide class, targets
ryanodine receptors, disrupting calcium homeostasis and impairing physiological functions in
insects. Although its effects are known in adult Apis mellifera, data on its impact on stingless
bee larvae remain scarce. In this context, the present study evaluated whether Scaprotrigona
postica larvae exposed to chlorantraniliprole exhibit alterations in development and in the
morphometry of emerging bees. Five treatments were tested: negative control (CN) (diet
only), positive control (CP) (dimethoate — 6.9 ng a.i./larva), solvent control (CA) (acetone —
0.2%), and two sublethal concentrations of chlorantraniliprole (CL1 — 2.04 ng a.i./larva and
CL2 — 0.204 ng a.i./larva), established by BeeRex. Larvae were maintained in sterile acrylic
plates in a BOD incubator at 30°C with manual humidity control. Development was
monitored daily based on the following stages: fifth instar (5°I), defecation (DF), pupation
according to eye coloration white (PB), pink (PR), brown (PM), and black (PP) and
emergence (EM). Mortality, pupation, and emergence rates were recorded, as well as
measurements of head width (MC) and intertegular distance (MI) in emerged bees. Larval
mortality, pupation, and emergence rates indicated that only the CP treatment induced
significant toxicity. When comparing mortality rates relative to an earlier developmental
stage, significant variation was observed in CL2, with increased mortality from PB to DF and
from PM to PR. Between the EM and 5°I periods, significant differences were observed in
the CA and CL2 treatments, indicating that exposure does not affect the onset of development
but may reduce colony offspring at the EM stage. The Kaplan-Meier curve facilitated
visualization of chlorantraniliprole's influence on the development of S. postica larvae, while
the Mantel-Cox Log-Rank test revealed a significant reduction in survival probability for
larvae exposed to CL2. Morphometric analyses showed a significant increase in head width
in CL1 and in intertegular distance in CL2. In conclusion, although the tested concentrations
did not induce toxicity regarding larval mortality, pupation rate, or emergence, CL2 affected
survival between specific larval developmental stages and reduced the life expectancy of
emerged bees. Furthermore, both tested concentrations affected external morphometry.

Keywords: Stingless bee, larval development, mortality, pupation, morphometry.



1 INTRODUCAO

As abelhas s3o insetos holometabolos, ou seja, apresentam o desenvolvimento na fase
de ovo, larva, pupa e adultos (CRUZ-LANDIM, 2009; MANTHEY, 2022). Nas abelhas sem
ferrdo, as operdrias iniciam o processo de desenvolvimento das larvas com a construgdo das
células de cria. Essas células sdo preenchidas com uma mistura nutritiva composta por
secrecoes glandulares, mel e pélen. Posteriormente, a rainha deposita um ovo em cada célula,
que ¢ imediatamente selada pelas operarias e permanece fechada até a emergéncia da abelha
adulta (BOTINA et al., 2020; CAMPANA, SOUZA, HARTFELDER; 2023; MENEZES et
al., 2023).

A abelha sem ferrdo Scaptotrigona postica (Apidae: Meliponini), ¢ conhecida
popularmente como '"abelha mandaguari" ou "abelha canudo", e apresenta habitos de
nidificacdo em troncos ocos de arvores (MENEZES et al., 2023). Nas colonias, os favos de
cria sao construidos horizontalmente e sobrepostos, edificados com cerume. A organizagao
da coldnia é composta por uma rainha e, em média, 8 mil operarias que desempenham suas
fungdes em beneficio da colonia (SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002; ROSA-FONTANA
et al., 2020; MENEZES et al., 2023).

A polinizagao realizada pelas abelhas ¢ um servigo ambiental fundamental para a
manutencdo da biodiversidade e para a producdo agricola, contribuindo diretamente para o
rendimento de aproximadamente 75% das principais culturas globais (BARBOSA et al.
2017; HIPOLITO; BOSCOLO; VIANA, 2018). No caso do café (Coffea arabica), polinizado
por espécies como a S. postica, os polinizadores podem aumentar a produtividade em média
em 31%, sendo essa a segunda cultura de maior valor anual de producdo (BPBES, 2019).

Contudo, durante a polinizacdo, as abelhas entram em contato com diversos
agrotoxicos aplicados na agricultura. Ao coletarem recursos florais, armazenam pdlen
potencialmente contaminado em suas corbiculas e o transportam para a colonia. Como esse
poélen compode parte do alimento larval, tanto as abelhas adultas quanto as larvas ficam
expostas aos residuos toxicos, comprometendo a saude da colénia (TOME et al., 2020; WEN
et al., 2021). Esse processo de contaminagdo contribuiu diretamente para o declinio da
populagdo de abelhas (IMPERATRIZ-FONSECA; NUNES-SILVA, 2010).

Entre os agrotoxicos utilizados na agricultura, destaca-se o inseticida a base de
clorantraniliprole (CL) (FMC, 2021). Reconhecida como uma nova classe de inseticidas
(CORDOVA, 2006), as diamidas antranilicas conquistaram, em 2018, a terceira maior

participagcdo nas vendas globais, correspondendo a 12% do mercado de inseticidas (DOS
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SANTOS et al., 2024). A forma de aplicagdo do clorantraniliprole varia conforme a cultura
agricola (FMC, 2021) e, por ser um inseticida sistémico, pode expor insetos nao alvos, como
as abelhas, durante o forrageamento (MUNDY-HEISZ; PROSSER; RAINE, 2022).

Do ponto de vista fisioldgico, o clorantraniliprole atua ativando os receptores de
rianodina (RyR), canais responsaveis pela liberagdo do célcio (Ca*"), elemento essencial para
a contragdo muscular. Sua acdo causa a liberacdo excessiva dos estoques internos de Ca*’,
provocando desequilibrio na homeostase celular. Esse desbalango resulta em disfuncdes
musculares, levando a cessagdo da alimentagdo, letargia, paralisia parcial e, ocasionalmente,
regurgitagio (CORDOVA et al., 2006).

Como agravante, foi demonstrado que o clorantraniliprole ndo causa efeito repelente
sobre as abelhas, permitindo que esses insetos colete m pdlen e néctar contaminados
(GOMES et al., 2020). Essa via de exposi¢do foi confirmada por Chan et al. (2019), que
detectaram residuos do clorantraniliprole em amostras de pdlen coletadas por abelhas que
nidificam em solo.

Essas evidéncias aumentam as preocupagdes quanto aos efeitos dos agrotdxicos sobre
as abelhas sem ferrdo, uma vez que a maioria dos estudos sobre os efeitos de agrotoxicos
sobre abelhas concentra-se na fase adulta, utilizando, principalmente, a espécie Apis mellifera
como organismo modelo (CARVALHO et al., 2009; FERNANDEZ; CRUZ-LANDIM;
MALASPINA, 2012). O Brasil, entretanto, se destaca quanto ao niumero de espécies nativas
de abelhas sem ferrdo, com 259 espécies registradas (NOGUEIRA et al.,, 2023). Além disso,
estudos tém demonstrado que as abelhas sem ferrdo sdo mais sensiveis aos agrotoxicos do
que outros grupos, como abelhas solitdrias e meliferas, conforme evidenciado pela
meta-analise de Arena e Sgolastra (2014) e por dados de Lourencetti et al. (2023), o que
reforca a necessidade de investigagdes especificas voltadas a esse grupo.

Considerando o desenvolvimento larval das abelhas sem ferrao e o uso de agrotoxicos
na agricultura, os testes de toxicidade tornam-se cada vez mais necessarios para identificar
possiveis efeitos subletais em diferentes estagios do desenvolvimento desses insetos
(FISCHER; MILTON; WALLACE, 2020; GOMES et al., 2023). Neste contexto, o presente
estudo teve como objetivo avaliar se a exposi¢cdo de larvas de S. postica (Latreille, 1807) ao
ingrediente ativo clorantraniliprole induz alteragdes no desenvolvimento e na morfometria de

abelhas adultas emergentes.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta do material biologico

Discos de cria de colonias nao parentais de S. postica foram coletados no meliponario
do Grupo de Pesquisa Abelhas e os Servicos Ambientais (ASAs), localizado no Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), Campus Araras/SP,
Brasil (22°1822.9"S 47°22'53.1"W) n o més de janeiro de 2024. Discos contendo ovos e
larvas de primeiro instar foram coletados com auxilio de fio dental (Figuras 1A e 1B),
armazenados em placas de Petri, acondicionadas em caixas de isopor e, posteriormente,
levados ao Laboratorio de Polinizadores ¢ ao Laboratorio de Bioensaios. Destes discos, foram

obtidos o alimento larval e as larvas.

(A) Separacao do primeiro disco com auxilio de fio dental. (B) Disco recém-retirado da
colonia. Fonte: Autoria propria, 2024.

2.2 Inseticida e concentracgoes

Os bioensaios foram compostos por cinco tratamentos experimentais: 1) Controle
negativo (CN - alimento puro); II) Controle positivo (CP - alimento + dimetoato) (Cayman
Chemical Company, EUA, padrido analitico, nimero CAS 60-51-5, pureza > 98,0%); III)
Controle do solvente (CA - alimento + acetona); IV) e duas concentragdes do ingrediente
ativo Clorantraniliprole (Sigma-Aldrich, Alemanha, padrdo analitico, nimero CAS
500008-45-7, pureza > 95,0%): CL1 (alimento + concentra¢do 1) e V) CL2 (alimento +

concentragao 2).
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Para o CN, apenas o alimento larval fresco (Figura 2) foi utilizado. Para o CP, foi
utilizado o alimento suplementado com 6,899 ng i.a./larva do ingrediente ativo dimetoato
(ROSA-FONTANA et al., 2020), visto que esta validagdo ¢ importante para garantir que o
sistema e as condi¢cdes do ensaio sejam respondentes e confidveis, conforme determinado na

diretriz n°® 237 da Organizacao para Cooperagdo ¢ Desenvolvimento Econdmico (OECD,

2013).

Figura 2. Alimento larval fresco extraido dos discos de cria coletados.

Fonte: Autoria propria, 2024.

Como o ingrediente ativo clorantraniliprole ndo ¢ soluvel em agua, ele foi
solubilizado em acetona para obter uma solucdo estoque de 0,2% de acetona, que foi
posteriormente homogeneizada com o alimento larval (HAAS et al., 2021; VINEETHA;
CHELLAPPAN; PATHROSE, 2022). Desse modo, o CA foi utilizado para identificar se o
solvente utilizado possui algum grau de toxicidade para a espécie de abelha sem ferrao.

Para determinar os niveis residuais do ingrediente ativo clorantraniliprole no polen e
néctar das flores, foi escolhida a cultura do café, cuja dose indicada para aplicacdo em campo
¢ de 90,0 g/ha (FMC, 2021), comumente utilizada para controlar o bicho-mineiro
(Leucoptera coffeella) (Guérin-Méneville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae) (ALMEIDA et
al., 2020) uma das principais pragas da cultura do café (FMC, 2021). Assim, esta dose foi
inserida na tabela BeeRex, desenvolvida pela Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados
Unidos (US-EPA, 2015), e as concentragdes subletais correspondentes foram determinadas

em 2,04 (CL1) e 0,204 ng 1.a./larva (CL2).
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2.3 Bioensaios de exposiciao

No laboratorio, as larvas e os favos de cria com o alimento permaneceram nas
condi¢des de umidade recomendadas por Dorigo et al. (2019), necessarias para evitar a
desidratacdo das larvas e do alimento larval. Assim, para a realizacdo da transferéncia das
larvas, foi mantida a umidade ambiente acima de 75% por meio do uso de umidificador de ar.

Na transferéncia, foram utilizadas placas de acrilico especificas para desenvolvimento
in vitro de larvas de abelhas sem ferrdao. Elas foram desenvolvidas pelo grupo de pesquisa da
Profa. Dra. Roberta Cornélio Ferreira Nocelli (ASA's - UFSCar, Araras/SP), em conjunto
com o grupo liderado pelo Prof. Dr. Osmar Malaspina (LECA - UNESP, Rio Claro/SP),
sendo patenteadas pelo numero de registro BR1020220011354 (ROSA-FONTANA et al.,
2022). Estas placas foram lavadas, esterilizadas em luz UV e adicionadas em placas de Petri
descartaveis tampadas (1,5 x 20,0 cm).

Em cada um dos pocos das placas acrilicas foram utilizados 25 pL de cada tratamento
homogeneizado com o alimento, valor estabelecido por Dorigo ef al. (2019). As larvas foram
transferidas com o auxilio de uma agulha apicola, estabelecendo-se 30 larvas por placa e trés
réplicas por tratamento, totalizando 90 larvas por tratamento.

Ap0s as transferéncias, as placas foram levadas para a incubadora B.O.D. (Figura 3),
onde permaneceram sob temperatura de 30°C durante todo o experimento (ENGELS;
ROSENKRANZ; ENGELS, 1995; VOLLET-NETO; MENEZES; IMPERATRIZ-FONSECA,
2015).

Figura 3. Exposicao das larvas S. postica aos tratamentos nas placas de acrilico.

NAD ABRA
PORTA LACRADA

Fonte: Autoria propria, 2024.
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A umidade relativa da B.O.D. foi controlada com o auxilio de um termohigrometro
digital, seguindo o método de Rosa-Fontana e colaboradores (2022). Inicialmente, foi
mantida uma umidade proxima de 95+5%, por meio da adi¢do de 40 mL de agua destilada
nas placas de Petri descartaveis, além de potes plasticos contendo dgua destilada dentro da
B.O.D.. Apds 72 horas, a umidade foi reduzida para 85% por meio da adicdo e solubilizacao
de 1 g de KCI em 40 mL de agua destilada, substituindo o que ja havia nas placas de Petri.
Depois de 120 horas, a umidade foi reduzida para 75% por meio da adi¢ao de 0,5 mg de NaCl
no volume de agua remanescente nas placas; restaram 35 mL de 4gua destilada, enquanto
5 mL evaporaram.

Para a avaliacdo do desenvolvimento das larvas, foram utilizados os parametros de
Dorigo et al. (2019), descritos a seguir. Apds a transferéncia das larvas dos favos de cria para
as placas de acrilico, foram realizados registros quantitativos didrios quanto ao instar larval,
consumo de alimento, defecacdo, periodos de pupacdo, emergéncia e mortalidade dos
individuos. Este acompanhamento durou aproximadamente 30 dias; tempo necessario para a
emergéncia das abelhas, isto €, a saida completa de adultos dos pocos de cria.

Para a validacdo dos bioensaios, seguiu-se a diretriz TG 237 da OECD (OECD,
2013). De acordo com esse protocolo, o tratamento com a substancia de referéncia (controle
positivo) deve resultar em uma mortalidade larval > 50% até o 7° dia do experimento. Além
disso, o controle negativo deve apresentar uma mortalidade larval cumulativa < 15% entre o

4° e 0 7° dia do teste, garantindo a confiabilidade dos resultados obtidos (OECD, 2013).

2.4 Morfometria

Para a andlise morfométrica, apds a emergéncia, as abelhas foram mantidas por 72
horas em gaiolas e, sem seguida, foram anestesiadas em freezer, por 1 minuto a -20 °C.
Posteriormente, foram obtidas imagens dos individuos sob estereomicroscopio com camera
acoplada (Leica M 205 C) e software Leica Application Suite v4.8 (Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemanha). A partir do médulo de medicdo do software Fiji-ImageJ (v1.8.0,
National Institutes of Health, Bethesda, EUA), foi realizada a medi¢ao da largura da cabega e
da distancia intertegular, conforme descrito por Dorigo et al. (2019). Foram utilizadas 30
abelhas emergentes por tratamento.

Optou-se por medir a largura da cabeca e a distincia intertegular devido a acdo das
diamidas antranilicas nos receptores de rianodina, localizados tanto no reticulo

sarcoplasmatico quanto no reticulo endoplasmatico dos neurénios dos insetos (SATTELLE;
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CORDOVA; CHEEK, 2008). Essa acao interfere na homeostase de célcio, afetando o sistema
motor ¢ a atividade neural das abelhas (KADALA et al., 2019; KADALA; CHARRETON;
COLLET, 2020). Ja a distancia intertegular estd diretamente relacionada a musculatura de

voo, essencial para o forrageamento das operarias (DOS SANTOS et al., 2024).

Figura 4. Medicao da largura da cabega e distancia intertegular de abelhas S. postica criadas
in vitro.

Fonte: Autoria propria, 2024.

3. ANALISE ESTATISTICA

Todas as andlises estatisticas foram realizadas por meio do software GraphPad Prism
9.0 (San Diego, Califérnia, EUA), considerando o nivel de significancia de 5%.

Para avaliar as taxas de mortalidade, pupacdo e emergéncia, foi verificada a
normalidade dos dados de desenvolvimento pelo teste de D'Agostino & Pearson, optando-se
por ANOVA/Tukey (para dados com distribui¢do normal) ou Kruskal-Wallis/Dunn (para
dados sem distribuigdo normal). Esse método também foi utilizado para avaliar a taxa de
mortalidade em cada fase do desenvolvimento e para avaliar as medi¢cdes de largura da
cabeca e distancia intertegular. Além disso, foi realizado o teste T para comparar os dois
tratamentos expostos ao clorantraniliprole (CL1 e CL2).

Em relacdo aos dados de mortalidade para todo o periodo de desenvolvimento (5°
instar, defecagdo, pupa de olhos brancos, pupa de olhos rosas, pupa de olhos marrons, pupa
de olhos pretos e emergéncia), foi realizada a construcdo de curvas de Kaplan-Meier, sendo
comparadas pelos testes de Mantel-Cox (Log-rank) e Gehan-Breslow-Wilcoxon, ambos com
nivel de significancia de 5%.

Ainda, para comparar os dados de mortalidade entre os estagios de desenvolvimento
para um mesmo tratamento, foi realizada uma analise multivariada de variancia pelo teste

MANOVA/Tukey.
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Para avaliar a morfometria da distdncia da largura da cabeca e intertegular, foi
verificada a normalidade dos dados pelo teste de D'Agostino & Pearson, optando-se por
ANOVA/Tukey (para dados com distribuicdo normal) ou Kruskal-Wallis/Dunn (para dados

sem distribui¢do normal).

4. RESULTADOS

4.1 Validac¢ao dos bioensaios

No presente estudo, ambos os tratamentos CN e CP atenderam aos critérios
estabelecidos pela OECD TG 237 (2013), garantindo a validacdo das condigoes
experimentais, uma vez que o tratamento com a substancia de referéncia (tratamento CP)
apresentou uma mortalidade média de 53,33% no 7° dia do experimento. Além disso, o

controle negativo (CN) registrou uma mortalidade média de 5,56% entre o0 4° ¢ o 7° dia.

4.2 Taxas de mortalidade, pupacio, emergéncia e desenvolvimento

Os bioensaios realizados com as larvas permitiram o acompanhamento continuo dos
estagios de metamorfose das abelhas S. postica em condigdes laboratoriais controladas.
Durante a fase larval, as larvas de 1° instar (Figura 5A) alimentaram-se até atingir o 5° instar
(Figura 5B) e, em seguida, ocorreu a defecagdo, que marca o fim da alimentacao e o inicio do

desenvolvimento pré-pupal (Figura 5C).

Figura S. Estagios de desenvolvimento larval de S. postica.

(A) Larva de 1° instar, 24h ap6s a eclos@o do ovo. (B) Larva de 5° instar. (C) Larva na fase de
defecagdo. Fonte: Autoria propria, 2024.

Posteriormente, iniciou-se o processo de pupagdo, passando consecutivamente por

quatro estagios, distintos pelas cores dos olhos. Os estagios foram pupa de olhos brancos
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(Figura 6A), olhos rosados (Figura 6B), olhos marrons (Figura 6C) e olhos pretos (Figura
6D), seguida pela pré-emergéncia (Figura 6E).

Figura 6. Estagios de desenvolvimento pupal até a pré-emergéncia de S. postica
= « e

(A) Pupa de olhos brancos. (B) Pupa de olhos rosados. (C) Pupa de olhos marrons. (D) Pupa
de olhos pretos. (E) Pré-emergéncia. Fonte: Autoria propria, 2024.

Os dados de mortalidade, pupacdo e emergéncia estao apresentados na Tabela 1. Em
relagdo as taxas de mortalidade larval, ndo houve diferencas significativas entre os
tratamentos CN, CA, CL1 e CL2, o que demonstrou auséncia de toxicidade para a
concentragdo de acetona, utilizada como solvente, e para as duas concentragdes do
clorantraniliprole. Ainda, segundo o teste T, os tratamentos referentes as duas concentragdes
do ingrediente ativo ndo foram diferentes estatisticamente entre si. Como esperado, o CP
apresentou a maior taxa de mortalidade (92,22%).

Sobre as taxas de pupag¢do, nota-se novamente que os tratamentos CN, CA, CLI1 e
CL2 nao diferiram entre si, demonstrando ndo haver toxicidade para as duas concentracdes
do clorantraniliprole e nem da acetona. No entanto, o CP apresentou baixa taxa de pupacao

(15,56%), resultando em diferenga significativa em comparagao ao CN.
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Por fim, para a taxa de emergéncia das abelhas, novamente ¢ possivel notar que CN,
CA, CL1 e CL2 nao apresentaram diferencas estatisticas. Assim como observado para as
taxas de mortalidade e pupagdo, o CP apresentou diferenca significativa obtendo a menor

taxa de emergéncia (6,67%).

Tabela 1 - Resultados de taxas de mortalidade, pupacdo e emergéncia de S. postica apos
exposicao aos tratamentos.

Tratamentos Mortalidade (%) Pupacio (%) Emergéncia (%)
CP 92,22 +5,094 15,56 £ 6,94 4 6,67 £ 6,67 4
CN 38,89 +£21,43 76,67 + 14,53 60,00 + 20,27
CA 58,89 + 13,88 71,11 £ 24,11 37,78 £ 11,70
CL1 36,67 £ 24,04 80,00 + 26,03 62,22 £22,69
CL2 58,89 £+ 15,40 46,67 + 21,86 41,11 £ 15,40

Resultados apresentados como média e desvio padrdo. CN: controle negativo; CP: controle
positivo - dimetoato; CA: controle do solvente - acetona; CLI1: clorantraniliprole
concentracdo 1 (2,04 ngi.a./larva); CL2: clorantraniliprole concentracdo 2 (0,204 ng
1.a./larva). Taxa de mortalidade: nimero de larvas mortas/nimero inicial de larvas; Taxa de
pupacdo: numero de pupas de olhos brancos/nimero inicial de larvas; Taxa de
emergéncia/larvas: nimero de abelhas emergidas/namero inicial de larvas. * Indica diferenca
significativa quando comparado ao CN (p < 0,05; ANOVA/Dunnet). Fonte: Autoria propria,
2024,

Também foram analisadas variagdes de mortalidade entre os periodos de
desenvolvimento durante o periodo completo do ensaio. Os marcos contabilizados foram
quinto instar (5°I), defecagdao (DF), pupa de olhos brancos (PB), pupa de olhos rosados (PR),
pupa de olhos marrons (PM), pupa de olhos pretos (PP) e a emergéncia (EM), como
demonstrado na Tabela 2.

Analisando os resultados quanto a mortalidade em cada estagio de desenvolvimento, ¢
possivel observar que apenas o CP apresentou diferenca estatistica comparado com os demais
tratamentos. Desse modo, tanto CL1 quanto CL2 apresentaram-se estatisticamente iguais aos
tratamentos CN e CA (Tabela 2 4).

Além disso, foi avaliada a diferenga significativa em relacdo ao estagio anterior do
mesmo tratamento. Em CN, CA e CLI1 nao houve diferencga significativa entre os estagios.
Entretanto, durante a transicado de DF para PB e de PR para PM, observou-se uma diferenga
significativa, indicando influéncia do ingrediente ativo nessas duas etapas do

desenvolvimento (Tabela 2 ¥).
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Para concluir as andlises de desenvolvimento baseadas em estdgios, comparamos a
emergéncia final (EM) com o estdgio inicial de desenvolvimento, o 5°I. Os resultados

mostraram que CA e CL2 apresentaram diferencas significativas (Tabela 2 @).

Tabela 2 - Resultados de mortalidade acumulativa entre os diferentes estagios de
desenvolvimento de S. postica, apos exposi¢do aos tratamentos.

Estagios de desenvolvimento

Trat.
5°1 (%) DF (%) PB (%) PR (%) PM (%) PP (%) EM (%)

Cp 53,33 + 54,44 £ 84,44 + 88,89 + 91,11 + 92,22 + 93,33 +
8,82 4 10,72 4 6,94 4 8,39 4 5,09 4 5,09 4 6,67 4

CN 10,00 + 14,44 + 23,33 + 27,78 £ 27,78 £ 33,33 + 41,11 +

5,77 1,92 14,53 13,47 13,47 8,82 19,53
CA 4,44 + 10,00 + 28,89 + 37,78 + 50,00 + 51,11 + 58,89 =+

3,85 10,00 24,11 16,44 15,28 13,47 13,88 @
CL1 1,11+ 5,56 + 20,00+ 27,78 + 35,56 + 35,56 £ 37,78 +

1,92 6,94 26,03 31,51 25,46 25,46 22,69

CL2 1222+ 1444+ 41,01+ 4667+ 57,78+ 57,78+ 58,89 =+
13,47 17,11 13,88 * 17,32 16,44 * 16,44 15,40 ®

Resultados apresentados como média e desvio padrao. 5°I: quinto instar; DF: defecacao; PB:
pupa de olhos brancos; PR: pupa de olhos rosados; PM: pupa de olhos marrons; PP: pupa de
olhos pretos; EM: emergéncia. Trat.: tratamentos; CN: controle negativo; CP: controle
positivo - dimetoato; CA: controle do solvente - acetona; CL1: clorantraniliprole
concentracdo 1 (2,04 ngi.a./larva); CL2: clorantraniliprole concentracdo 2 (0,204 ng
i.a./larva); * Diferenga significativa quando comparado ao CN da mesma fase de
desenvolvimento (p < 0,05; ANOVA/Dunnet). ® Diferenca significativa quando comparado
ao 5°I do mesmo tratamento (p <0,05; ANOVA/Tukey). * Diferenca significativa quando
comparado ao estagio anterior do mesmo tratamento (p <0,05; ANOVA/Tukey). Fonte:
Autoria propria, 2024.

Para uma melhor demonstracdo dos tempos em cada estdgio de desenvolvimento
larval e pupal, até a emergéncia das abelhas, elaborou-se a curva de probabilidade de
sobrevivéncia. Ela permite observar, em cada tratamento, os marcos temporais dos estagios
de desenvolvimento. Esses marcos foram os mesmos apresentados anteriormente (5°I, DF,
PB, PR, PM, PP e EM), como demonstra a Figura 7.

A curva de sobrevivéncia foi comparada pelo teste Log-rank (Mantel-Cox),

considerando todo o periodo de desenvolvimento, do inicio até a emergéncia das abelhas. E

possivel notar que CP, CA e CL2 diferiram estatisticamente de CN. No entanto, comparando
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CA e CL2, vemos que ndo ha diferenca significativa, ou seja, ambos os tratamentos induzem
diminui¢do significativa na probabilidade de sobrevivéncia.

Além disso, foi possivel analisar a Razdo de Risco (Hazard Ratio - HR) de cada
tratamento em relagdo ao CN. Considera-se que CN apresenta valor igual HR = 1,0, isto &,
ele ¢ a referéncia quanto ao risco de mortalidade. Assim, como esperado, o CP apresentou
HR = 4,22, o que indica que a chance de mortalidade em CP ¢ 4 vezes maior do que em CN.

O tratamento CL2 apresentou HR = 1,63, seguido do CA com 1,54 ¢ CL1 com 0,85.

Figura 7 - Probabilidade de sobrevivéncia de S. postica apds exposi¢ao aos tratamentos
durante o periodo de desenvolvimento.
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5°I: quinto instar; DF: defecacdo; PB: pupa de olhos brancos; PR: pupa de olhos rosados;
PM: pupa de olhos marrons; PP: pupa de olhos pretos; EM: emergéncia. CN: controle
negativo; CP: controle positivo - dimetoato; CA: controle do solvente - acetona; CLI:
clorantraniliprole concentracao 1 (2,04 ng i.a./larva); CL2: clorantraniliprole concentragao 2
(0,204 ng i.a./larva). Letras diferentes indicam diferencga significativa (p < 0,05; Log-Rank -
Mantel-Cox). Os sombreados cinzas indicam a duragdo média de cada fase do
desenvolvimento até a emergéncia dos adultos, baseando-se no CN. Fonte: Autoria propria,
2024.

Em relagdo ao tempo necessario para que os individuos alcangassem os diferentes
estagios de desenvolvimento, na Tabela 3 foram apresentados os valores de média e desvio
padrdo do dia do marco especifico. Comparando os tratamentos com o CN, observou-se que,

em todos os tratamentos, a média para alcancar o 5°I foi de 5 dias. No que se refere ao
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estagio de defecacdo, o tratamento CP atingiu esse estdgio no periodo de 6,76 dias, enquanto
os demais tratamentos (CN, CA, CL1 e CL2) chegaram a esse estagio no dia 7.

Em relacdo ao periodo pupal, observou-se uma diferenca entre os tratamentos em PB.
O tratamento CL1 foi o primeiro a atingir esse estagio, no dia 11, seguido pelos tratamentos
CA, CL2 e CN, com médias de 12,0, 12,3 e 12,7 dias, respectivamente. O tratamento CP, por
sua vez, atingiu essa etapa apds 16 dias, indicando um atraso no desenvolvimento.

Para atingir o estdgio de PR, os resultados de tempo demonstram que CN atingiu esta
etapa no periodo de 15,33 dias, igualando ao CL2. Os tratamentos CA e CLI1 atingiram esse
marco no dia 15. O CP foi o ultimo tratamento a atingir essa etapa, ocorrendo somente no dia
17, mantendo o mesmo atraso visualizado para PB.

No estagio de PM, o CN foi o tratamento que primeiro atingiu esse estagio de
desenvolvimento, ocorrendo em 16,33 dias. Nesse estagio, pode-se observar que os
tratamentos CA, CL1 e CL2 alcancaram esse marco em 20 dias, enquanto CP chegou em
19,33 dias. Assim, pode-se observar que os tratamentos CA, CL1 e CL2 apresentaram um
atraso no desenvolvimento, chegando proximo ao CP.

Em PP, CN atingiu essa ultima etapa de pupacdo, em média, no dia 20. O CA, CL1 e
CL2 atingiram este estagio, em média, no dia 21 e o CP alcangou esse estagio apenas no dia
23.

Por fim, em EM, as abelhas do CN apresentaram média de emergéncia em 26,33 dias.
No CP, as abelhas emergiram no dia 28, enquanto nos demais tratamentos (CA, CL1 e CL2)
as abelhas emergiram no dia 29, finalizando as analises de desenvolvimento.

E importante ressaltar que as taxas de emergéncia variaram entre os tratamentos, com
CP apresentando o menor valor (Tabela 1). Portanto, a quantidade de abelhas emergidas em

relagdo a quantidade inicial de larvas ndo foi a mesma entre os diferentes tratamentos.
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Tabela 3 — Eventos que ocorrem de acordo com o desenvolvimento em dias de S. postica
apOs exposicao aos tratamentos.

Estagios de desenvolvimento

Trat.
5°1 DF PB PR PM PP EM

Cp 500 6.76 % 16.00+ 17.00+ 1933+ 23.00+  28.00=+
0.00 0.58 0.00 0.00 1.15 0.00 0.00

CN 500 7.00 =+ 1267+ 1533+ 1633+ 20.00+ 2633+
0.00 0.00 0.58 0.58 1.15 1.73 0.58

CA 500+ 7.00+ 1200+ 1500+ 20.00x 21.00=  29.00=+
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

CL1 500+ 7.00+ 11.00+ 1500+ 20.00+ 21.00+  29.00+
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

CL2 500+ 7.00+ 1233+ 1533+ 20.00= 21.00+ 29.00+
0.00 0.00 0.58 0.58 0.00 0.00 0.00

Os resultados sdo apresentados como média e desvio padrao. 5°I: quinto instar; DF:
defecagdo; PB: pupa de olhos brancos; PR: pupa de olhos rosados; PM: pupa de olhos
castanhos; PP: pupa de olhos pretos; EM: emergéncia. Trat.: tratamentos; CN: controle
negativo; CP: controle positivo - dimetoato; CA: controle solvente - acetona; CLI:
clorantraniliprole dose 1 (2,04 ng i.a./larva); CL2: clorantraniliprole dose 2 (0,204 ng
i.a./larva).

4.3 Morfometria

Em relacdo aos resultados morfométricos, foi observado um efeito refletido tanto na
largura da cabe¢ca (MC) quanto na distancia intertegular (MI) (Tabela 4). Para a MC,
verificou-se uma diferenca significativa no tratamento CL1 em comparacdo com os
tratamentos (CN, CA e CL2). Da mesma forma, o tratamento CL2 apresentou diferenca
significativa de MI em relacdo aos outros (CN, CA e CLI1). Esses resultados indicam a
influéncia do clorantraniliprole no desenvolvimento de estruturas importantes para o sucesso
do forrageamento, pois CL1 induziu aumento na medida da cabeca, enquanto CL2 induziu

aumento na distancia intertegular.
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Tabela 4 - Resultados das medi¢des da largura da cabeca e da distancia intertegular de
abelhas S. postica adultas, apds exposi¢do aos tratamentos.

Parametros CN CA CL1 CL2
MC 0,43+0,02a 0,44 +0,02 a 0,45+0,01 b 0,44 +0,02 a
MI 0,29+0,01a 0,29 +0,03 a 0,29 +0,01a 0,30+ 0,02 b

Resultados apresentados como média e desvio padrao. MC: Medicdo da largura da cabeca;
MI: Medicao da distancia intertegular; CN: controle negativo; CA: controle do solvente;
CLI1: Clorantraniliprole concentracdo 1 (2,04 ng i.a./larva); CL2: Clorantraniliprole
concentracdo 2 (0,204 ng i.a./larva). Letras diferentes indicam diferenca significativa
significativa entre os tratamentos (p < 0,05; Kruskal-Wallis/Dunn para MC e MI). Fonte:
Autoria propria, 2024.

5. DISCUSSAO

Nossos resultados revelam que a exposicao oral a doses subletais do clorantraniliprole
durante os estagios iniciais de desenvolvimento de S. postica ndo afetou a mortalidade, a
pupagdo ou a emergéncia. No entanto, causou efeitos tardios em estadgios especificos de
desenvolvimento e alterou a morfometria externa de individuos recém-emergidos.

Um estudo que corrobora nossos resultados foi realizado por He et al. (2024), ao
avaliarem os efeitos do clorantraniliprole de alta pureza em larvas de rainhas Apis mellifera
(Hymenoptera: Apidae) (HE et al., 2024). As concentragoes 0,2 ng 1i.a/larva,
aproximadamente equivalente a CL2, e 1,0 ng/larva, ndo causaram mortalidade,
assemelhando-se ao controle. Entretanto, concentragcdes mais elevadas, como 10,0 ng/larva e
20,0 ng/larva, exibiram maior mortalidade (HE et al., 2024). Além disso, as taxas de
emergéncia das rainhas expostas a 0,2 ng/larva e 1,0 ng/larva ndo diferiram
significativamente do controle, corroborando com os resultados do presente estudo (HE et al.,
2024). No entanto, os mesmos autores observaram diferencas significativas entre o
tratamento controle e as concentragdes de 2,0, 10,0 e 20,0 ng/larva (HE et al., 2024), sendo a
dose de 2,0 ng/larva semelhante a CL1 deste estudo. Os resultados indicam que, embora CL1
e CL2 nao tenham causado alteragdes significativas, concentragdes mais altas, comuns em
areas agricolas, podem levar ao acimulo progressivo de toxinas, potencializando seus efeitos
nas abelhas (CHAM et al., 2019).

Outro estudo reforca esses efeitos subletais, demonstrando que produtos a base de
clorantraniliprole, tanto de grau técnico quanto formulados, sdo indutores de baixa toxicidade
para abelhas em termos de mortalidade (WILLIAMS; SWALE; ANDERSON, 2020). Dinter

et al. (2009) também destacaram esse perfil ao verificarem, em teste de exposi¢do oral e por
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contato, baixa toxicidade intrinseca do composto. Os autores também relataram que o NOEC
(No Observed Effect Concentration), ou seja, a concentragdo na qual ndo foi detectado efeito
adverso para a exposicao oral, foi de 63 pg (equivalente a 63.000 ng) (DINTER et al., 2009),
um valor expressivamente superior ao empregado na maioria dos estudos. Contudo, embora o
clorantraniliprole ndo tenha causado danos evidentes nas taxas de mortalidade, pupagado e
emergéncia, apresentou efeitos sobre o desenvolvimento das abelhas.

A andlise dos estagios de desenvolvimento de S. postica (5°1, DF, PB, PR, PM, PP e
EM) revelou que a progressao seguiu o padrao descrito por Rosa-Fontana et al. (2020). No
entanto, foi observado uma mortalidade entre estagios especificos do desenvolvimento em
CL2, especificamente entre a transi¢cdo de DF para PB e de PR para PM. Essa resposta tardia
a toxicidade, observada principalmente nos estagios pupais sob CL2, pode estar associada a
permanéncia dessas toxinas no corpo gorduroso das abelhas. Esse tecido desempenha um
papel fundamental, como a produgdao de proteinas e o armazenamento ¢ metabolismo de
desintoxica¢do (FENG et al., 2018). A degradacdo dessas substancias ocorre por meio de
enzimas, como as glutationa transferases (GSTs), carboxilesterases (CbEs) e, principalmente,
as monooxigenases do citocromo P450, amplamente reconhecida pela atuagdo na
biotransformacao de xenobidticos em insetos (GONG; DIAO, 2017). Durante a metamorfose,
o corpo gorduroso mobiliza suas reservas energéticas e proteicas para atender as demandas
metabolicas das pupas, o que pode ocasionar a liberagdo do inseticida previamente
armazenado na hemolinfa, intensificando seus efeitos toxicos (TADEI ef al., 2019).

Outro fator que pode contribuir para os efeitos observados ¢ a dinamica das proteinas
de armazenamento, como as hexamerinas, por exemplo. Estas proteinas desempenham papel
essencial como reserva de aminodcidos durante o estdgio de ndo alimentagdo do ciclo de vida
dos insetos holometabolos (HUNT; BUCK; WHEELER, 2003; CUNHA et al., 2005). Elas
acumulam-se em grandes quantidades nas larvas tardias de quinto instar, atingindo seu pico
no estadgio de pré-pupa/pupa-inicial, e diminuem progressivamente até serem quase
totalmente consumidas pelos adultos recém-emergidos (HUNT; BUCK; WHEELER, 2003).
Assim, a mortalidade significativa observada em CL2, nas transi¢des de PB para PR e de PR
para PM pode estar relacionada as modulagdes de hexamerinas ou de outras proteinas
essenciais, comprometendo processos vitais para o desenvolvimento adequado das pupas
(HUNT; BUCK; WHEELER, 2003).

Diversos estudos tém demonstrado que a exposi¢do a xenobidticos pode alterar
significativamente a expressao de genes relacionados as hexamerinas. Por exemplo, analises

transcriptomicas revelaram que o mosquito Aedes aegypti apresentou niveis mais elevados de
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transcricdo em genes de hexamerina apds exposi¢ao a xenobioticos (DAVID et al., 2014). Por
outro lado, foram encontrados efeitos negativos em hexamerinas de larvas de Spodoptera
exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) (CHOWDARY et al., 2024) expostas ao inseticida
lambda-cialotrina (WANG et al., 2019). Mesmo que o presente estudo nao tenha avaliado
diretamente os niveis de hexamerinas, esses resultados evidenciam que a resposta na
expressao das hexamerinas pode sofrer modulagdes dependendo da espécie e do tipo de
xenobidtico envolvido.

Foi observado um efeito paradoxal nas duas concentragdes de clorantraniliprole, em
que a segunda dose (CL2), contendo a menor concentragao do ingrediente ativo, afetou o
desenvolvimento e a sobrevivéncia das abelhas, enquanto a primeira dose (CL1), com maior
concentragdo, ndo causou impacto significativo. Esse resultado contrasta com a expectativa
de que doses mais altas seriam mais toxicas para os individuos, como evidenciado por He et
al. (2024). Porém, Prado ef al. (2019) demonstraram que a exposi¢ao de abelhas A. mellifera
a baixas concentragdes de misturas de agrotoxicos resultou em uma vida mais longa, mas
com desempenho reduzido, tornando-as mais lentas e menos eficientes. Esses achados
sugerem que a exposicdo a concentracdes baixas de agrotoxicos, mesmo sem intenc¢ao de
causar mortalidade, pode ter efeitos indesejaveis sobre organismos nao alvo, prejudicando
seu desempenho e sobrevivéncia.

Ainda, Witwicka et al. (2025) demonstraram que a exposi¢do aguda de Bombus
terrestris (Hymenoptera, Apidae) (DINTER et al., 2009) aos inseticidas neonicotinoides e
sulfoxamina desencadeou uma resposta expressiva nos genes envolvidos na desintoxicacao.
No referido estudo, 91% dos 61 genes avaliados foram superexpressados, destacando-se a
familia do citocromo P450, amplamente reconhecida por seu papel na metabolizacdo de
compostos xenobidticos. No presente trabalho, a menor concentracdo de clorantraniliprole
(CL2) pode nao ter sido suficiente para induzir adequadamente a expressao desses genes de
desintoxica¢do. De acordo com He et al. (2024), abelhas rainhas de A. mellifera, expostas ao
clorantraniliprole durante a fase larval, apresentaram o maior nivel de expressao de CYP450
na dose de 1 ng/larva, indicando uma resposta dependente da concentragdo. Assim, € possivel
que a dose mais elevada utilizada neste estudo (CL1) tenha induzido eficientemente a
ativagdo dos mecanismos detoxificantes, resultando em menor impacto fisioldgico nas
abelhas da espécie S. postica.

A toxicidade associada ao tratamento com acetona (CA) foi observada em S. postica,
como evidenciado pelas diferencas na mortalidade e sobrevivéncia dos individuos ao longo

do desenvolvimento até a emergéncia. A acetona ¢ o solvente mais comumente usado em
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estudos com abelhas (DINTER et al., 2009; HE et al., 2024), e seu uso ¢ permitido pelas
diretrizes da OECD TG 237 (2013), em concentragdes de até 5% na dieta larval artificial de
A. mellifera. No entanto, alguns estudos demonstraram que a acetona pode exercer efeitos
toxicos dependendo da concentragdo usada. Schmehl et al. (2018) relataram toxicidade
quando aplicada a 2,0% na dieta, enquanto Tomé et al. (2023), em um teste larval cronico,
observaram impactos negativos na emergéncia individual mesmo em concentragdes tao
baixas quanto 0,5%. Essas descobertas ressaltam que a sensibilidade das abelhas pode variar
entre os estudos, destacando a necessidade de considerar respostas especificas, da espécie ou
do estagio, aos solventes usados em bioensaios, bem como a sele¢do cuidadosa do tipo de
solvente empregado (TOME et al., 2023).

Em relacdo ao tempo necessario para os individuos alcangarem os diferentes estagios
de desenvolvimento, nossos resultados foram comparados com os de Rosa-Fontana et al.
(2020), que utilizaram a exposi¢ao das larvas S. postica ao alimento puro e adotaram os
mesmos métodos de controle de umidade empregados no presente estudo. No estudo de
Rosa-Fontana et al. (2020), as larvas atingiram o 5°I larval em 5,3 dias, semelhante ao
presente estudo, no qual foi observado em todos os tratamentos (CP, CN, CA, CL1 e CL2) no
dia 5. No estagio de defecagdo, Rosa-Fontana et al. (2020) observaram esse estagio no dia 7,
valor equivalente ao encontrado nos resultados para a maioria dos tratamentos, exceto para
CP, que apresentou esse estagio em 6,7 dias.

Em relacdo as pupas, Rosa-Fontana et al. (2020) registraram o estagio de pupa de
olho branco (PB) em 14,5 dias. No presente estudo, os periodos observados para esse estagio
foram 11,00, 12,00, 12,33, 12,67 e 16,00 dias, para os tratamentos CL1, CA, CL2, CN e CP,
respectivamente. Esses resultados demonstram um adiamento no desenvolvimento para esse
estagio em quase todos os tratamentos, com exce¢do do CP, que apresentou PB apenas no dia
16,00. No entanto, para o estagio de pupa de olho rosa (PR), as médias se tornaram mais
proximas. Rosa-Fontana et al. (2020) relataram uma média de 16,5 dias, enquanto neste
estudo os tratamentos CA, CL1, CL2 e CN apresentaram médias de 15,00, 15,00, 15,33 ¢
15,33 dias, respectivamente. Ja o tratamento CP atingiu esse estagio no dia 17,00.

Em relagdo ao estiagio pupa de olho marrom (PM), Rosa-Fontana et al. (2020)
observaram uma média de 19,17 dias, valor semelhante ao obtido no presente estudo, no qual
os tratamentos CP, CA, CL1 e CL2 apresentaram média de 19,33, 20,00, 20,00 e 20,00 dias,
respectivamente. No entanto, o CN atingiu esse estdgio mais precocemente em 16,33 dias.

Em relagdo a pupa de olho preto (PP), Rosa-Fontana et al. (2020) registraram uma média de
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21 dias, resultado que corrobora com o obtido neste estudo. Nesse estagio, o CN foi o
primeiro a atingi-lo, no dia 20,00, seguido do CA, CL1 e CL2, no dia 21, e CP no dia 23.

Por fim, no estagio de emergéncia, Rosa-Fontana et al. (2020) relataram uma média
de 31,1 dias. Nesse estudo, verificou-se uma antecipacdo desse evento para todos os
tratamentos, sendo CN o mais precoce, com emergéncia em 26,33 dias, seguido de CP no dia
28,00, ¢ CA, CL1 e CL2 no dia 29. E importante destacar que fatores ambientais, como
umidade e temperatura, podem influenciar a duracdo dos estagios de desenvolvimento, ou
seja, o intervalo entre as mudas (MENEZES, VOLLET-NETO; FONSECA, 2013). Como a
B.O.D utilizada neste estudo ndo possuia controle de umidade, apenas de temperatura, essa
varidvel pode ter impactado o desenvolvimento dos individuos, especialmente ao ser
analisada ao longo dos dias.

Em relacao aos resultados morfométricos, foi observado um impacto refletido tanto na
largura da cabeca (MC) quanto na distancia intertegular (MI). Rain, Nongthomba e Ground
(2014) demonstraram que, durante o desenvolvimento do musculo de voo em Drosophila sp.,
ocorre inicialmente um crescimento hiperplasico, caracterizado pelo aumento no nimero de
c€lulas musculares, seguindo de um crescimento hipertréfico, relacionado ao aumento do
tamanho das fibras ja formadas. Nesse processo, os mioblastos (células precursoras do
musculo) se fundem as estruturas larvais preexistentes, promovendo a forma¢do de novas
miofibrilas e aumentando o volume muscular. Assim, durante a exposi¢do das larvas ao
clorantraniliprole, pode ter ocorrido um aumento na quantidade de mioblastos, favorecendo o
crescimento muscular e resultando nas alteracdes morfométricas observadas (RAIN;
NONGTHOMBA; GROUND, 2014).

A regido cerebral das abelhas ¢ altamente plastica, ou seja, pode se modificar ao longo
do desenvolvimento. Esse processo ocorre tanto no inicio do desenvolvimento (JONES et al.,
2013), como no inicio da fase adulta (FARRIS; ROBINSON; FAHRBACH, 2001). Segundo
Jones et al. (2013), o volume cerebral em abelhas pode aumentar com a experiéncia da tarefa
realizada na colonia, ou também o ambiente vivenciado durante o desenvolvimento pode
afetar consideravelmente o cérebro, com possiveis implicagdes para o processamento
sensorial, aprendizagem e memoria.

Em neuronios dorsais medianos nao pareados da barata Periplaneta americana
(Blattodea: Blattidae) (ZENG et al., 2019), a ativagdo dos receptores de rianodina foi
associada a um aumento na liberagdo de calcio intracelular (MESSUTAT; HEINE; WICHER,
2001). Considerando que o clorantraniliprole atua diretamente sobre esses receptores,

promovendo sua abertura prolongada, uma hipotese para o aumento da largura da cabeca

28


https://link.springer.com/article/10.1007/s13592-013-0197-6#auth-Cristiano-Menezes-Aff1-Aff2
https://link.springer.com/article/10.1007/s13592-013-0197-6#auth-Ayrton-Vollet_Neto-Aff2
https://link.springer.com/article/10.1007/s13592-013-0197-6#auth-Vera_Lucia_Imperatriz-Fonseca-Aff2-Aff3

seria o acumulo excessivo de célcio no citoplasma. Esse desequilibrio id6nico pode ativar vias
de sinaliza¢do envolvidas na neurogénese. Nesse contexto, o aumento observado na largura
da cabeca dos individuos expostos ao inseticida pode estar relacionado a um acréscimo no
numero ou no volume de neuronios, como consequéncia indireta da desregulacdo dos niveis
de célcio intracelular induzida pelo composto.

Embora este estudo ndo tenha avaliado diretamente a longevidade das abelhas
emergentes, outros estudos sugerem que alteracdes morfologicas podem comprometer o
desempenho das abelhas adultas, particularmente em relacdo a sua capacidade de
forrageamento (BARBOSA et al., 2015). Tais prejuizos afetam diretamente a dindmica e a
estabilidade da coldnia, tornando-a mais vulneravel a fatores ambientais e aumentando sua
suscetibilidade a doengas (DECOURTYE; DEVILLERS, 2010). Assim, avaliar os efeitos da
exposi¢do a concentragdes subletais de agrotoxicos no desenvolvimento das abelhas ¢
essencial para compreender de que forma esses compostos impactam sua sobrevivéncia e

saude a longo prazo (DORNELES et al., 2021).

6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que o clorantraniliprole, nas duas
concentracodes testadas (CL1 e CL2), ndo induziu mortalidade larval e inibicao da taxa de
pupagdo e emergéncia nas abelhas sem ferrdo da espécie S. postica. No entanto, a segunda
dose (CL2) resultou em diferenga no desenvolvimento larval e pupal confirmada pela curva
de sobrevivéncia. Além de diferencas significativas na morfometria externas das abelhas
expostas ao clorantraniliprole.

Conclui-se que, embora o clorantraniliprole ndo apresente toxicidade em relagdo a
mortalidade, pupacdo e emergéncia das abelhas, ele pode impactar negativamente a prole de
uma coldnia exposta ao longo do desenvolvimento.

Diante disso, ressalta-se a importancia de estudos ecotoxicologicos que avaliem os
efeitos dos agrotoxicos em diferentes estagios do desenvolvimento das abelhas sem ferrdo,
desde a fase larval até a emergéncia dos adultos. Além disso, este estudo da oportunidades
para futuras pesquisas envolvendo tanto o ingrediente ativo clorantraniliprole quanto o
desenvolvimento das abelhas sem ferrdo. A continuidade dos estudos sera crucial para
aprofundar o entendimento sobre os efeitos desse agrotoxico em diferentes espécies de

abelhas sem ferrdo, contribuindo para a preservacdo desses polinizadores essenciais.
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CAPITULO 2

Efeitos da exposicio subletal ao clorantraniliprole na formaciao da musculatura de voo
de Scaptotrigona postica (Latreille, 1807) por meio de analises histolégicas

RESUMO

O forrageamento das abelhas ¢ essencial para a polinizacdo e esta diretamente relacionado a
integridade da musculatura de voo, cuja formacdo ocorre durante a pupacdo. No entanto,
populacdes de abelhas sem ferrdo estdo em declinio, principalmente pelo uso intensivo de
agrotoxicos. Dentre eles, o clorantraniliprole, uma diamida, age nos receptores de rianodina,
alterando a homeostase e comprometendo a contragdo muscular. Assim, este estudo objetivou
avaliar se abelhas da espécie Scaptotrigona postica (Latreille, 1807), expostas ao ingrediente
ativo clorantraniliprole durante a fase larval, apresentam alteragdes na formagao da
musculatura de voo em abelhas adultas emergentes. Para isso, larvas foram expostas aos
seguintes tratamentos: controle negativo (CN) (apenas alimento), controle do solvente (CA)
(acetona - 0,2%), além de duas concentragdes subletais de clorantraniliprole (CL1 - 2,04 ng
i.a./larva e CL2 - 0,204 ng i.a./larva). Apds a emergéncia, as abelhas foram dissecadas, o
tecido muscular foi fixado e posteriormente incluido em resina para coloragdio com
Hematoxilina e Eosina (HE). Durante as analises, foram observadas estruturas circulares na
matriz extracelular do tecido muscular, ao redor das fibras musculares, podendo indicar a
presenca de hemocitos. A fim de anular outras hipdteses, foram realizadas inclusdes
complementares em parafina, posteriormente submetidas as coloragdes de Azul de Metileno
(AM), Acido Periédico de Schiff (PAS), Tricromico de Mallory (MY) e Tricromico de
Masson (MN). Além disso, foi realizada a medicdo da area nuclear. As anélises histologicas
revelaram fibras musculares organizadas em CN e CA, porém, com aumento de tamanho
nuclear em CA. J4 nos tratamentos com clorantraniliprole (CL1 e CL2), observou-se
desorganizacao das fibras, vacuolizagdo e alteragdes nucleares, sugerindo efeitos subletais no
tecido muscular. A coloracdo de PAS revelou a presenga de polissacarideos em todos os
tratamentos, com maior intensidade nos expostos ao clorantraniliprole. No entanto, as
coloragdes de tricromico de Mallory e de Masson nao se mostraram efetivas na
caracterizagdo das estruturas circulares. Conclui-se que o clorantraniliprole comprometeu a
formacdo adequada da musculatura de voo de S. postica, ressaltando a importancia de avaliar
os impactos de agrotdxicos em polinizadores nao alvo.

Palavras-chave: Abelha sem ferrdo, forrageamento, musculo de voo, histologia, hemdcitos.
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ABSTRACT

Bee foraging is essential for pollination and is directly linked to the integrity of the flight
musculature, whose formation occurs during pupation. However, stingless bee populations are in
decline, mainly due to the intensive use of pesticides. Among these, chlorantraniliprole, a
diamide, acts on ryanodine receptors, altering homeostasis and impairing muscle contraction.
Thus, this study aimed to evaluate whether Scaptotrigona postica (Latreille, 1807) bees exposed
to the active ingredient chlorantraniliprole during the larval stage exhibit alterations in the
formation of flight musculature in emerged adult bees. For this purpose, larvae were exposed to
the following treatments: negative control (CN) (food only), solvent control (CA) (acetone —
0.2%), and two sublethal concentrations of chlorantraniliprole (CL1 —2.04 ng a.i./larva and CL2
— 0.204 ng a.i./larva). After emergence, the bees were dissected, and the muscle tissue was fixed
and embedded in resin for staining with Hematoxylin and Eosin (HE). During analyses, circular
structures were observed in the extracellular matrix of the muscle fibers, possibly indicating the
presence of hemocytes. To rule out other hypotheses, complementary staining procedures were
performed. Samples were embedded in paraffin and submitted to Methylene Blue (AM), Periodic
Acid-Schiff (PAS), Mallory’s Trichrome (MY), and Masson’s Trichrome (MN) staining.
Additionally, nuclear area measurements were conducted. Histological analyses revealed
organized muscle fibers in CN and CA, although in CA, nuclei appeared enlarged. In the
chlorantraniliprole treatments (CL1 and CL2), fiber disorganization, vacuolization, and nuclear
alterations were observed, suggesting sublethal effects on muscle tissue. PAS staining revealed
the presence of polysaccharides in all treatments, with greater intensity in those exposed to
chlorantraniliprole. However, Mallory and Masson trichrome stainings were not effective in
characterizing the circular structures. It is concluded that chlorantraniliprole compromised the
proper formation of S. postica flight musculature, highlighting the importance of evaluating the
impacts of pesticides on non-target pollinators.

Keywords: Stingless bee, foraging, flight muscle, histology, hemocytes.
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1 INTRODUCAO

A polinizagdo ¢ um servico ambiental essencial realizado pelas abelhas e depende
diretamente de sua capacidade de forrageamento, garantindo o acesso a recursos como polen
e néctar, fundamentais para a desenvolvimento e manutencdo da colonia (NICHOLLS;
HEMPEL DE IBARRA, 2017). De acordo com o Relatorio Tematico sobre Polinizacao,
Polinizadores e Producdo de Alimentos no Brasil (2019), das 191 espécies de plantas
cultivadas e silvestres relacionadas a alimentagdo, para as quais hd informagdes sobre os
servigos ambientais de polinizagdo, foi possivel identificar que 91 delas apresentam algum
grau de dependéncia dos polinizadores (BPBES, 2019), demonstrando a importancia desses
organismos para a produtividade agricola.

No entanto, estudos tém demonstrados que as populacdes de abelhas sem ferrao estdo
em declinio global devido a multiplas ameacas, como a perda de habitat, a competicdo por
recursos, mudangas climaticas, introducao de espécies exoOticas e, principalmente o uso
intensivo de agrotoxicos na agricultura (TOLEDO-HERNANDEZ, et al., 2022). Esse
declinio dos polinizadores pode resultar em menor disponibilidade de alimentos e diminui¢do
na diversidade de plantas silvestres, impactando a saide e a seguranga nutricional da
populacdo (IMPERATRIZ-FONSECA; NUNES-SILVA, 2010; RECH et al., 2014; IPBES,
2016).

Nesse contexto, uma das principais causas desse declinio esta relacionada a exposi¢do
das abelhas forrageiras a véarios agrotoxicos utilizados ao longo do ciclo agricola. Ao
coletarem recursos florais contaminados, elas levam residuos para a colonia, expondo toda a
populacdo e oferecendo esses residuos como alimento para as larvas nos discos de cria, que
irdo se alimentar e se desenvolver ao longo do periodo (TOME et al., 2020; WEN et al.,
2021).

Dentre esses agrotoxicos, o clorantraniliprole (CL), pertencente a classe das diamidas
antranilicas, foi registrado para o uso em diversas culturas agricolas (FMC, 2021). As
diamidas atuam de forma seletiva nos receptores de rianodina (RyR), que sdo grandes canais
responsaveis pela liberacdo de calcio armazenado intracelularmente (LAHM et al., 2007). A
ativacdo desses canais RyR pelas diamidas promove um aumento significativo na
concentracdo de calcio no citoplasma, comprometendo a homeostase celular (DU; FU, 2023).
No caso das abelhas, essa disfungdo pode ter um impacto direto na musculatura de voo, uma
vez que o calcio interfere no processo de contragdo muscular, essencial para o voo

(KADALA et al., 2019).
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A atividade de forrageamento das abelhas esta diretamente relacionada a formacao e a
integridade da musculatura de voo. Esse musculo se desenvolve durante a pupagdo e ocupa
grande parte do térax no inseto adulto (ADADE; CRUZ-LANDIM, 2004). Trata-se de uma
musculatura composta por fibras do tipo fibrilar, formadas por miofibrilas, mitocondrias e
nucleos, sendo interligados por ramos traqueolares responsaveis pela oxigenagao do tecido
muscular (FERNANDEZ-WINCKLER; CRUZ-LANDIM, 2008).

Nas abelhas, ndo ha uma membrana envoltéria em torno dos feixes musculares como
ocorre nos vertebrados, assim como nao ha tecido conjuntivo separando uma fibra da outra,
sendo mantidas juntas apenas por ramos traqueais (ADADE; CRUZ-LANDIM, 2004). No
entanto, Smith (1961), cita que o tecido conjuntivo exerce um papel essencial na penetragao
de algumas traquéolas nos musculos de insetos. Na larva-da-farinha (Linnaeus, 1758)
(Coleoptera: Tenebrionidae) (ROSSI-BATIZ; REVUELTA; GOMEZ-DE-SARAVIA, 2025),
por exemplo, € possivel observar traquéolas que invadem profundamente a fibra muscular,
acompanhadas pela membrana plasmatica. Esse processo s6 ¢ viavel devido ao suporte e a
flexibilidade estrutural conferidos pelo tecido conjuntivo, que preserva a integridade e a
organizacao da fibra mesmo diante de tal insercao.

Ainda, o musculo das abelhas ¢ assincronico, ou seja, sua contragdo nao ocorre de
forma sincronizada com os impulsos nervosos, embora estes sejam fundamentais para iniciar
e manter o voo (CRUZ-LANDIM, 2009). Dessa maneira, a organizacdo da musculatura ¢é
essencial para o forrageamento das operdrias, atividade crucial para a colonia
(FERNANDEZ; CRUZ-LANDIM; MALASPINA, 2012).

Durante a formacdo desses musculos na pupacdo, as fibras musculares larvais
permanecem intactas, enquanto mioblastos aderem a sua superficie, contribuindo para o
aumento do diametro por meio da producdo de novas miofibrilas. Esse processo € perceptivel
desde o estagio de pré-pupa inicial, sendo continua de forma gradual ao longo da pupacao.
Além disso, ocorre a formagao de algumas novas fibras musculares (CRUZ-LANDIM, 2009).

Deste modo, considerando o uso de agrotoxicos na agricultura e da importancia da
formag¢do do musculo de voo para o forrageamento das operarias, estudos que avaliam a
toxicidade em abelhas sem ferrdo sdo cada vez mais necessarios para evidenciar possiveis
efeitos nesses organismos nao-alvo (FISCHER; MILTON; WALLACE, 2020; GOMES et al.,
2023).

Desta forma, este estudo objetivou avaliar se abelhas da espécie Scaptotrigona postica
(Latreille, 1807), expostas ao ingrediente ativo clorantraniliprole durante a fase larval,

apresentam alteracdes na formagdo da musculatura de voo em abelhas adultas emergentes.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Delineamento experimental e validacao dos bioensaios

A coleta do material bioldgico, as concentragdes de clorantraniliprole utilizadas e os
bioensaios de exposicdo larval para obten¢cdo da musculatura de voo, seguiram os mesmos
procedimentos descritos no Capitulo 1, conforme detalhado na secao de Material e Métodos,
itens 2.1, 2.2 e 2.3. O controle positivo (CP - dimetoato técnico) ndo foi incluido nas analises
histologicas devido a elevada toxicidade da substincia, conforme indicado pela OECD (2013)
como produto quimico toxico de referéncia. A exposi¢do resultou em alta mortalidade larval
e gerou numero insuficiente de abelhas emergentes para a realizacdo das andlises
histologicas.

Para a realizacdo das andlises histologicas, foram conduzidos dois bioensaios,
seguindo a diretriz da OCDE TG 237 (2013) para sua validacao, realizados em novembro de
2024 e janeiro de 2025. Conforme esse protocolo, o tratamento com a substancia de
referéncia (controle positivo) deve resultar em uma mortalidade larval > 50% até o 7° dia do
experimento. Além disso, o controle negativo deve apresentar uma mortalidade larval
cumulativa < 15% entre o 4° e o 7° dia do teste, garantindo a confiabilidade dos resultados

obtidos.

2.2 Maturacao das abelhas emergentes

Como o musculo de voo de abelhas S. postica nao estd completamente desenvolvido
na emergéncia (CORREA-FERNANDEZ; CRUZ-LANDIM, 2010), apos esta etapa as
abelhas ainda foram acondicionadas em gaiolas, até a maturacao da musculatura de voo, de
modo a facilitar a dissecacao.

A confeccdo das gaiolas seguiram as recomendagdes de Nocelli, Malaspina e Roat
(s.d.). Desta forma, foram utilizados potes plasticos de 250 mL, com tampa, perfurados nas
laterais com trés furos cada, em oito fileiras, utilizando agulha pré-aquecida de 1,20x2,5 ou
1,20x40 mm (suporte rosa) para a circulacdo de ar (Figura 1A). No interior das gaiolas,
microtubos plasticos de 2 mL foram adicionados ao fundo para que as abelhas
recém-emergidas pudessem se alimentar de xarope fresco (Figura 1B). Os tubos foram
perfurados trés vezes na base, em duas fileiras, com agulha pré-aquecida de 0,70 x 25 ¢ 0,70
x 30 mm (suporte preto). Foi ofertado 1,0 mL de xarope fresco por dia, preparado com agucar

cristal e dgua destilada pré-aquecida (1:1 m/v). As abelhas permaneceram na B.O.D. por 72
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horas, a uma temperatura de 30 °C. Cada gaiola comportou as abelhas emergentes de cada

réplica, comportando um niimero maximo de até 30 abelhas por gaiola.

Figura 1. Abelhas recém-emergidas mantidas em gaiolas para a maturagdo da musculatura de
VOoO.

(A) Potes plasticos furados nas laterais (B) Microtubos plésticos de 2 mL adicionados ao
fundo da gaiola. Fonte: Autoria propria, 2024.

2.3 Analise histologica com Hematoxilina e Eosina e complementares

As abelhas emergentes de cada tratamento foram anestesiadas em freezer a -20 °C por
1 minuto e, em seguida, submetidas a dissec¢@o para a retirada da musculatura de voo. Foram
dissecadas 5 abelhas de cada tratamento com o auxilio de estereomicroscopio (Leica EZ4
HD).

ApoOs a disseccdo do térax e retirada da musculatura, o material foi fixado em
paraformaldeido 4% em tampao fosfato de sodio (PBS), pH 7,4 e 0,1 M, por 24 horas a 4 °C
(TOPPA et al., 2021). Em seguida, foi realizada a desidratag¢do lenta em solugdes crescentes
de etanol por 1 hora em cada uma das concentragdes (15%, 30%, 50%, 70%, 80%, 85% e
90%) e 30 minutos, por trés vezes, em etanol puro (100%) (SILVA-ZACARIN et al., 2012).

Ap0s a desidratagdo, a musculatura foi submetida a dupla colorag¢do por hematoxilina
e eosina (HE), conforme estabelecido por Junqueira e Junqueira (1983). As pecas histologicas
ficaram submersas em hematoxilina durante 10 minutos e, em seguida, em eosina, por mais 5
minutos. Decorrida a coloragdo, seguiu-se o protocolo padrao para inclusdo em historesina
(Leica Biosystems) para anélises histologicas (SILVA-ZACARIN et al., 2012). A partir dos
blocos confeccionados, foram obtidos cortes com 3 um de espessura em micrétomo (Leica
RM2255) e, posteriormente, as laminas foram secas e montadas em meio de montagem

permanente (DPX - Distrene Plasticiser Xylene).
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Para cada bloco, foram preparadas trés laminas com 15 cortes histologicos ndo
sequenciais selecionados aleatoriamente para a analise, a fim de determinar o padrdo de
reacdo do 6rgdo em cada tratamento e as alteragdes histopatologicas (lesdes) a serem
pontuadas.

Durante as analises das fotomicrografias coradas com HE foi possivel observar
alteracdes nas laminas histoldgicas, incluindo a presenca de estruturas circulares coradas em
tons de rosa na matriz extracelular e entre as fibras musculares, o que poderia indicar a
presenca de hemocitos. Para validar essa hipotese e descartar outras possibilidades, foram
aplicados métodos histoldgicos complementares. Para isso, as amostras de tecido muscular
foram submetidas a protocolos em cortes incluidos, tanto em resina quanto em parafina.

Foram empregadas as coloragdes de Acido Periddico de Schiff (PAS), contra
coloracdo das laminas de HE com azul de metileno (AM), Tricromico de Mallory (MY) e
Tricromico de Masson (MN).

Os cortes, independentemente da técnica de coloracdo utilizada, foram analisados e
fotografados em fotomicroscopio de luz Leica (Leica DM4000 B LED), utilizando-se o
programa DP Controller (Leica Microsystems®) para aquisi¢io das imagens. Foram
analisadas 20 fotomicrografias de cada tratamento experimental e as alteracdes foram
verificadas de forma qualitativa.

As laminas histologicas foram analisadas quanto ao plano de seccdo das fibras
musculares, sendo identificados cortes longitudinais e transversais na maioria dos
tratamentos, com excec¢ao do tratamento CL1 para a coloragdo com Hematoxilina e Eosina
(HE), para o qual foram observados apenas cortes longitudinais. A distingdo entre os planos
de corte foi considerada relevante para a avaliagdo da integridade tecidual, permitindo a

detecgdo de possiveis danos estruturais sob diferentes perspectivas histologicas.

2.3.1 Coloragao Acido Periédico de Schiff

A técnica de coloragcdo com PAS foi utilizada para identificar polissacarideos neutros,
que sdo essenciais para a contracdo muscular, fornecendo energia para o voo. Nessa
coloragdo, os polissacarideos coram-se de vermelho-escuro a magenta (GARTNER; HIATT,
1943; GREGOR et al., 2022).

Para a execucdo do protocolo, os cortes foram submersos em acido periodico 0,4%
por 10 minutos e, em seguida, lavados uma vez em dgua destilada. Apos essa etapa, o reativo

de Schiff foi adicionado e mantido em contato com os cortes por 1 hora no escuro. Finalizado
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esse periodo, os cortes foram lavados em dgua corrente por 15 minutos, as ldminas foram
secas e montadas em meio de montagem permanente DPX.

Durante as andlises das laminas coradas com o acido periddico de Schiff (PAS), ndo
foi possivel observar demarcacdo das fibras musculares e dos nucleos, o que dificultou a
identificacdo precisa das amostras nas laminas. Diante dessa limitagcdo, optou-se pela
aplicacdo prévia da coloragdo com HE antes do procedimento com PAS, visando melhorar o
contraste e a defini¢do das estruturas histoldgicas.

Dessa maneira, as laminas foram submetidas a coloragdo padrao em HE, descrita no
item 2.2. Apds a lavagem, foi realizado o protocolo padrao de coloragdo pelo método do PAS,
como descrito anteriormente. Por fim, as amostras foram secas e montadas em meio de

montagem permanente DPX, para posterior analise microscopica.

2.3.2 Hematoxilina e Eosina contra corada com Azul de metileno em resina

Com o objetivo de diferenciar as estruturas observadas na coloragdo com
Hematoxilina e Eosina (HE), foi realizada a contra-coloragao das laminas com Azul de
Metileno (AM), um corante basico que se liga a 4cidos nucleicos.

Para esse procedimento, foi seguido o mesmo protocolo de confeccdo dos blocos e
laminas descrito no item 2.2, no qual a musculatura foi corada com HE antes da inclusao.
Apds os cortes no micrétomo, as laminas foram imersas em AM 1% por 1 minuto e, em
seguida, lavadas em dgua corrente.

Além disso, laminas adicionais sem coloragdo prévia de HE foram coradas
exclusivamente com AM para comparagdo, seguindo o mesmo protocolo de imersao e

lavagem. Em seguida, as laminas foram secas e montadas em DPX para analise microscopica.

2.3.3 Protocolo em inclusido em parafina

Para realizar as técnicas de Tricromico de Mallory (MY) e Tricromico de Masson
(MN), as amostras foram dissecadas como descrito no item 2.2, e fixadas em formaldeido
10% por 24 horas a 4 °C. Em seguida, procedeu-se a desidratagdao gradual das amostras em
solugdes crescentes de etanol 70% e 95%, permanecendo imersas por 30 minutos em cada,
seguindo por trés imersdes consecutivas em etanol absoluto (100%) pelo mesmo periodo de
tempo. Posteriormente, as amostras foram submetidas a dois banhos em xilol, cada um com

duragdo de 30 minutos. Ap6s a desidratagdo, a musculatura foi infiltrada com parafina em
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dois banhos de 30 minutos e, em seguida, incluida em blocos de parafina para posteriormente
a realizacdo dos cortes no micrétomo.

Para a andlise, foram confeccionadas duas laminas contendo 15 cortes histologicos
ndo sequenciais, selecionados aleatoriamente de ambas as coloragdes. Os cortes foram
obtidos em microtomo (Leica RM2255) com espessura de 3 pum e, posteriormente,

submetidos ao processo de desparafinacdo, reidratagdo e coloragdes.

2.3.4 Coloracao Tricromico de Mallory em parafina

Para tentar identificar a natureza das estruturas observadas, foi realizada a coloragao
histologica pelo Tricromico de Mallory (MY). Esse método foi utilizado para investigar se as
estruturas circulares poderiam evidenciar componentes do tecido conjuntivo presente na
musculatura de voo. Nessa coloracdo, o coldgeno cora-se em azul, as fibras musculares
esqueléticas e o citoplasma em vermelho, e os nticleos em preto (KIERSZENBAUM; TRES,
2016; MONTANARI, 2016; GITIRANA, 2024).

Para a realizacdo da colorag¢do, as laminas foram inicialmente hidratadas em 4gua
destilada, por 3 minutos, e imersas em fucsina 4cida aquosa a 0,5%, por 3 minutos. Sem
lavagem intermedidria, as amostras foram imediatamente transferidas para a solucdo
composta por 0,5 g de azul de anilina, 2 g de Laranja G, 1 g de acido fosfotingstico e 100 mL
de dgua destilada, onde permaneceram por 10 minutos. Concluido o processo de coloragdo, as
laminas foram submetidas a desidrata¢do, diafanizagdo e montagem com resina, para

posterior analise microscopica.

2.3.5 Coloracao Tricromica de Masson em parafina

A coloragao de Tricromico de Masson (MN) também foi utilizada para investigar
estruturas de coldgeno na musculatura. Nessa coloragdo, o coldgeno ¢ corado em azul
(GITIRANA, 2024), as cé¢lulas musculares em vermelho e os nlicleos em cor escura a preta
(GARTNER; HIATT, 1943; KIERSZENBAUM; TRES, 2016; MONTANARI, 2016).

Para a realizacdo da coloragdo, as laminas foram hidratadas em agua destilada por 5
minutos adicionadas em solucao de Bouin por 1 hora a 60 °C em estufa. Apos a lavagem em
agua corrente, até o clareamento do residuo amarelado da solu¢do de Bouin, procedeu-se a
coloragdo com hematoxilina férrica de Weigert, por 5 minutos, seguida de lavagem em agua,
corrente por 10 minutos. As amostras foram entdo coradas com escarlate de Biebrich por 2

minutos, lavadas em dgua destilada e diferenciadas em solugdo de 4cido
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fosfotungstico-fosfomolibdico por 5 minutos. Apds nova lavagem em 4gua destilada, as
laminas foram tratadas com solucdo de acido acético glacial 1%, por 3 minutos, e lavadas
novamente. Finalmente, procedeu-se a desidratagdo, diafanizagdo e montagem das ldminas

com resina para analise microscopica.

2.4 Medicao dos nucleos das células musculares

Durante a andlise qualitativa das laminas histoldégicas com HE, foram observadas
alteracdes no tamanho dos nucleos celulares. Para quantificar essa alteracao, foi realizada a
medi¢do da area nuclear utilizando o software Fiji-ImageJ (v1.8.0, National Institutes of
Health, Bethesda, EUA). As mensuracdes foram feitas em uma regido central das
fotomicrografias, equivalente a 60x60 pm, delimitando-se manualmente o contorno dos
nucleos, conforme ilustrado na Figura 2.

Nas sec¢des longitudinais, foram analisados 20 ntcleos por tratamento em cortes ndo
sequenciais das laminas coradas com HE. Nas sec¢des transversais, a andlise ndo pode ser

realizada, pois no tratamento CL1 ndo foram localizadas sec¢des suficientes nesse plano.

Figura 2. Andlise da area nuclear das fibras musculares de S. postica expostas aos diferentes
tratamentos com clorantraniliprole.

60x60 pm (652x652), RGB; 1.6MB

Seccdes histoldgicas longitudinais da musculatura de voo de S. postica. A: controle negativo;
B: clorantraniliprole 1 (CL1). SL: Sec¢@o longitudinal. Circulo: demarcagdo da area do
nucleo. No software Fiji-ImageJ, a imagem foi ampliada para melhor delimitagdo do ntcleo.
Fonte: Autoria prépria, 2024.
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3. ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software GraphPad Prism 9.0
(San Diego, California, EUA) utilizando para todas as andlises o nivel de significancia de
5%.

Para a avaliagdo do tamanho dos nucleos, a area central das fotomicrografias foi
demarcada utilizando o software Fiji-Image]. A normalidade dos dados foi verificada por
meio do teste de D'Agostino & Pearson, e, conforme a distribui¢do, aplicaram-se os testes
estatisticos ANOVA/Tukey (para dados com distribuicdo normal) ou Kruskal-Wallis/Dunn

(para dados sem distribui¢cao normal).

4. RESULTADOS

4.1 Validacao dos bioensaios

Nos dois bioensaios realizados, a mortalidade média de S. postica no tratamento CP
foi de 50% e 75%, enquanto para CN foi de 1,11%, e 5,0%, respectivamente. Dessa forma,
tanto os bioensaios quanto os tratamentos (CP e CN) atenderam aos critérios estabelecidos

pela OECD (2013), validando as condi¢des experimentais.

4.2 Analise histolégica do musculo de voo em hematoxilina e eosina

Nas secgoes transversais das fibras, foi possivel observar o ntcleo no centro da célula,
corado com hematoxilina, enquanto os componentes do sarcoplasma foram localizados ao
redor, corados com eosina. Nas sec¢Oes longitudinais foi observada a presenca de multiplos
nucleos e os sarcomeros, distribuidos ao longo da fibra muscular.

O tecido muscular obtido das abelhas do CN apresentou fibras organizadas, sem
espacamentos entre os sarcomeros € sem desorganizagdo das fibras musculares (Figuras 3A e
3B). Além disso, os nucleos apresentaram-se com tamanho semelhante e coloragdo arroxeada
marcada pela hematoxilina. Para o tratamento CA, ¢ possivel observar fibras organizadas
Figura 3C), porém os nucleos apresentaram-se com tamanhos maiores do que encontrado em
CN, além de coloragdo mais clara (Figura 3D).

Nos tratamentos com o clorantraniliprole, CL1 (Figuras 3E e 3F) e CL2 (Figuras 3G e
3H), foram observados pontos focais de desorganizagdo, com a presenca de vactolo nas
fibras musculares. Ainda, houve alteracdes no tamanho e na coloragao dos nucleos, que se

apresentaram maiores € com coloragdo mais clara.
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Durante as analises desses tratamentos, também foram observadas estruturas
circulares, tanto na matriz extracelular das fibras musculares quanto nos locais de possivel
desorganizacdo entre as fibras, sendo definidas provavelmente por hemdcitos (Figuras 3E e
3H). Essas estruturas circulares apresentaram coloragdo variando de rosa intenso a rosa claro,

exibindo refringéncia no citoplasma celular durante as analises microscopicas.

Figura 3 - Secdes histologicas do musculo de voo de S. postica expostas aos tratamentos
durante o desenvolvimento larval, corados com hematoxilina e eosina.
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Coloragao com Hematoxilina e Eosina (HE) - aumento de 1.000x. A e B: controle negativo.
C e D: controle solvente. E e F: clorantraniliprole 1 (CL1 - 2,04 ng i.a./larva). G e H:
clorantraniliprole 2 (CL2 - 0,204 ng i.a./larva). SL: seccdo longitudinal; ST: seccdo
transversal; Setas: nucleos das fibras musculares; Circulo: hemocitos; f: fibras musculares; d:
desorganizacao das fibras musculares; va: vacuolos. Fonte: Autoria propria, 2024.

4.2.2 Coloracio com Acido Periédico de Schiff

A combinagdo das técnicas PAS e HE possibilitou uma andlise comparativa das
estruturas circulares previamente identificadas em HE. Foi possivel observar algumas dessas
estruturas com tamanho reduzido, localizadas ao redor das fibras musculares, indicando a
presenga de polissacarideos.

Nos tratamentos CN e CA, a presenca dessas estruturas foi minima e pouco
perceptivel (Figuras 4A, 4B, 4C e 4D), enquanto nos tratamentos CL1 e CL2 tornaram-se
mais evidentes, apresentando-se como estruturas arredondadas ao redor das fibras musculares
(Figuras 4E, 4F, 4G e 4H).

Dessa forma, sugere-se que as estruturas evidenciadas na colora¢do HE ndo sejam
compostas exclusivamente por polissacarideos, pois também estdo presentes nas fibras

musculares.
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Figura 4 - Secdes histologicas do musculo de voo de S. postica expostas aos tratamentos
durante o desenvolvimento larval, corados com Acido Periddico de Schiff.

Coloragdo com Hematoxilina ¢ Eosina (HE) e Acido Periodico de Schiff (PAS) - aumento de
1.000%. A e B: controle negativo. C e D: controle solvente. E e F: clorantraniliprole 1 (CL1 -
2,04 ng ia./larva). G e H: clorantraniliprole 2 (CL2 - 0,204 ng i.a./larva). SL: secc¢do
longitudinal; ST: sec¢do transversal; Setas: presenca de polissacarideos. Autoria propria,
2025.
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4.2.3 Hematoxilina e Eosina contra corada com Azul de metileno em resina

As andlises histologicas com Azul de Metileno (AM) e HE, permitiram evidenciar as
fibras musculares e os nucleos celulares corados em azul. No tratamento CN e CA, a
presenga das estruturas circulares foi pouco perceptivel na maioria das amostras analisadas
(Figuras 5A, 5B, 5D e 5E), assim como ja observado nas analises coradas com HE. Em
contrapartida, nos tratamentos CL1 (Figuras 5G e 5H) e CL2 (Figuras 5J e 5K), a maioria das
fotomicrografias revelou essas estruturas arredondadas na matriz extracelular, e ao redor das
fibras musculares, sendo muitas delas portadoras de ntcleos, evidenciados pelo AM (Figura
6). A melhor visualizagdo dessas estruturas nessas coloragdes deve-se, provavelmente, ao
contraste proporcionado pelo AM, que corou as fibras musculares em azul, enquanto as
demais estruturas permaneceram evidenciadas pela coloracdo HE.

Vale destacar que, nas laminas coradas exclusivamente com AM (Figuras 5C, 5F, ST e
S5L), essas estruturas circulares ndo foram observadas, sugerindo que sua visualizagdo

depende da coloragao combinada com HE.
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Figura 5 - Seccdes histologicas do musculo de voo de S. postica expostas aos tratamentos durante o desenvolvimento larval corado com
Hematoxilina e Eosina e contra corado com Azul de Metileno.
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A, B, D, E, Ge H,J e K: Coloragdo com Hematoxilina e Eosina (HE) com contracoloracdo com Azul de Metileno (AM). C, F, I e L: Coloragao
exclusiva com Azul de Metileno (AM). Aumento de 1.000x. A, B e C: controle negativo. D, E e F: controle solvente. G, H e I: clorantraniliprole

1 (CL1 - 2,04 ng i.a./larva). J, K e L: clorantraniliprole 2 (CL2 - 0,204 ng i.a./larva). SL: sec¢do longitudinal; ST: sec¢do transversal; Setas:
nucleos das fibras musculares; circulo: estruturas circulares podendo indicar a presenca de hemocitos; f: fibra muscular. Autoria propria, 2025.
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Figura 6 - Seccdes histoldgicas do musculo de voo de S. postica expostas aos tratamentos
durante o desenvolvimento larval, corados com hematoxilina, eosina ¢ Azul de Metileno, em
detalhe.

A: clorantraniliprole 1 (CL1); B: clorantraniliprole 2 (CL2). SL: sec¢do longitudinal; ST:
seccdo transversal; Circulo: hemocitos. No software Fiji-ImageJ, a imagem foi aumentada
em um quadrante de 60x60 pm. Fonte: Autoria propria, 2025.

4.2.4 Coloracio Tricromico de Mallory em parafina

Apds a confecgdo das laminas, esperava-se que as fibras musculares esqueléticas
fossem coradas em vermelho e as fibras de coldgeno em azul, conforme descrito na literatura.
No entanto, observou-se que todas as fibras foram coradas em azul e alguns artefatos
presentes nas laminas apresentaram coloragdo vermelha, demonstrando a presenca da
coloracdo que marcaria as fibras. Embora os resultados indiquem que poderia existir muito
coladgeno presente nas fibras, mais andlises precisam ser realizadas para elucidar melhor essas
marcacgoes.

Dessa maneira, embora os resultados ndo tenham sido os esperados, foram realizadas
descrigdes das estruturas observadas, a fim de registrar e interpretar os achados histologicos.
Nas seccoes, as fibras musculares foram coradas em azul, enquanto os nucleos foram
marcados de azul escuro a preto. Nos tratamentos CL1 e CL2, devido a desorganizacdo
observada nas fibras musculares, os nicleos apresentaram-se dispersos ao longo das fibras e
também com tamanhos maiores como observado na analise com HE. Nessa coloracido de
Tricromico de Mallory, ndo foi possivel identificar a origem das estruturas circulares
encontradas na coloracdo com HE ao redor das fibras, uma vez que sua presenca ndo foi

observada nessa coloragao.
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Figura 7 - Sec¢des histologicas do musculo de voo de S. postica expostas aos tratamentos
durante o desenvolvimento larval, corados com Tricrdmico de Mallory.

Coloragdo com Tricromico de Mallory (MY) - aumento de 1.000x. A e B: controle negativo.
C e D: clorantraniliprole 1 (CL1 - 2,04 ngi.a./larva). E e F: clorantraniliprole 2 (CL2 - 0,204
ng i.a./larva). SL: seccdo longitudinal; ST: sec¢do transversal; Seta: nlcleos das fibras
musculares; f: fibra muscular. Autoria propria, 2025.

4.2.5 Coloracao Tricromico de Masson em parafina

Na coloragao com MN as fibras musculares foram coradas em vermelho, os ntcleos
em preto e o colageno em azul. No entanto, a presenga de coldgeno ndo foi observada com
frequéncia nos tratamentos, tendo apenas uma marcagdo em CN na Figura 8B. Dessa forma,
as estruturas circulares também ndo puderam ser identificadas como coldgeno. Assim como

observado na coloragdo de HE e na de MY, os nlcleos se apresentaram de tamanho
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diferenciado nas fotomicrografias, mantendo os padrdes maiores nos tratamentos com o

clorantraniliprole (CL1 e CL2).

Figura 8 - Secg¢des histologicas do musculo de voo de S. postica expostas aos tratamentos
durante o desenvolvimento larval, corados com Tricromico de Masson.

Coloragdo com Tricromico de Masson (MN) - aumento de 1.000%. A e B: controle negativo.
C e D: clorantraniliprole 1 (CL1 - 2,04 ngi.a./larva). E e F: clorantraniliprole 2 (CL2 - 0,204
ng i.a./larva). SL: seccdo longitudinal; ST: sec¢do transversal; Seta: nlcleos das fibras
musculares; f: fibra muscular; c: colageno. Autoria propria, 2025.

4.3 Medicdes da area dos nucleos celulares nas laminas histolégicas

Os resultados de quantificacdo da area dos nucleos das fibras musculares, presentes
nas laminas histologicas coradas com HE, indicaram uma diferenca significativa entre os

tratamentos CN, CA, CL1 e CL2. Os tratamentos que continham clorantraniliprole (CL1 e
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CL2) apresentaram aumento significativo em relacdo ao CN e a CA, mas ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas entre si, sugerindo um efeito uniforme desse

ingrediente ativo sobre a morfologia nuclear (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultados da medi¢do da area dos nucleos avaliados nas fibras musculares de
abelhas de S. postica expostas aos tratamentos durante o desenvolvimento larval.

CN CA CL1 CL2

Area (um?) 428+149a  856+2,73b 15,68+ 5,66 ¢ 19,58 £7,27

Resultados apresentados como média e desvio padrdo. CN: controle negativo; CA: controle
do solvente; CL1: clorantraniliprole 1 (2,04 ng i.a./larva); CL2: clorantraniliprole 2 (0,204 ng
i.a./larva). Fonte: Autoria propria, 2024.

5. DISCUSSAO

No presente estudo, as andlises histologicas permitiram identificar os efeitos do
ingrediente ativo clorantraniliprole na formacdo da musculatura de voo das abelhas S. postica
expostas durante o desenvolvimento larval. As fibras musculares das abelhas expostas as
duas concentragdes subletais do clorantraniliprole (CL1 e CL2) revelaram pontos de
desorganizacao, presenca de vacuolos, alteracdes no tamanho e na coloracao dos nucleos,
além de estruturas que podem indicar a presenca de hemocitos, revelando potenciais efeitos
colaterais neste 6rgao ndo alvo. Os mesmos danos também foram observados em outros
estudos, tanto na musculatura de voo (MAHMOUD; EL-AZIZ; SILEEM, 2020), cérebro,
glandula hipofaringea e intestino de abelhas Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae)
(EFROM et al., 2012) quando exposta a inseticidas (IBRAHIM et al., 2023), bem como no
intestino médio da lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis Hiibner - Lepidoptera: Noctuidae),
quando exposta ao clorantraniliprole (CASTRO et al., 2021). Esses resultados indicam que os
efeitos toxicos sdo recorrentes em diferentes orgaos e espécies, reforgando o potencial dos
agrotdxicos sob os insetos ndo alvos.

A presenga de vactolo em tecidos ¢ um processo natural que ocorre nas células dos
insetos (GRELLA et al., 2019). No entanto, um aumento na quantidade destas estruturas,
como observado nas fibras musculares apds as exposi¢des ao clorantraniliprole (CL1 e CL2),
pode estar ligado a morte celular autofagica, desencadeada pelo excesso de radicais livres.
Este efeito foi observado por Hu et al. (2019) no bicho-da-seda (Bombyx mori L. -
Lepidoptera: Bombycidae) (LIU et al., 2018), ap6s exposic¢ao ao clorantraniliprole.

55



O estresse oxidativo ¢ caracterizado pelo comprometimento de reagdes antioxidantes
e pelo aumento excessivo de espécies reativas de oxigénio (EROS), que sdo moléculas
altamente reativas que podem danificar células e tecidos. Esse desequilibrio entre a producao
de EROS e a capacidade celular de elimina-las resulta em diversas alteragdes fisiologicas,
incluindo danos a proteinas, acidos nucleicos, lipidios e lesdes mitocondriais (DOS SANTOS
et al., 2024; PIZZINO et al., 2017). O aumento da concentragdo intracelular de célcio, por
exemplo, pode comprometer o ajuste normal da fung¢do celular, existente como um sinal para
a morte celular. Nesse contexto, alguns autores relatam que a liberacdo de Ca*" pelo reticulo
endoplasmatico potencializa a morte celular causada pelo estresse oxidativo (DOS SANTOS
et al.,2024; DEJEANS et al., 2010).

Esses processos celulares, desencadeados pelo estresse oxidativo, podem culminar em
diferentes formas de morte celular, como a necrose ou a apoptose (FRIBERG; WIELOCH,
2002). A necrose, geralmente induzida por fatores externos, apresenta condensagao da
cromatina, como demonstrado por Gregorc e Ellis (2011) em abelhas exposta a agrotoxicos e
por Silva-Zacarin, Taboga e Silva de Moraes (2008) em glandulas salivares larvais de A.
mellifera. Em contrapartida, no presente estudo, foi observado um aumento significativo dos
nucleos das fibras musculares nos tratamentos CA, CL1 e CL2, quando comparados ao CN.

De acordo com o trabalho de Li et al. (2024), o tamanho do ntcleo pode ser
influenciado por diversos fatores. O aumento na quantidade de DNA, por exemplo, pode
contribuir para o aumento do volume nuclear, como ocorre em situagdes de poliploidia
derivada da acdo de xenobidticos. Além disso, tanto a quantidade quanto a estrutura da
cromatina presente no nucleo desempenham fungdes importantes na regulagdo do tamanho
nuclear, o que envolve alteragdes nas interagdes entre a ldmina nuclear e a cromatina (LI et
al., 2024).

Ren et al. (2020) descreveram a poliploidia como resultado de um endociclo, isto &,
uma varia¢do do ciclo celular que causa multiplas rodadas de duplicacdo do genoma nuclear
sem ocorrer a divisdo celular. Embora Rangel et al. (2015) aponte que células poliploides sdo
comuns no musculo de voo de A. mellifera, segundo Fang et al. (2023), em tecidos
especificos, a formacao de células poliploides pode ser associada com estresse celular
mecanico ou metabolico, o que poderia ser a causa do observado para os tratamentos CA,
CL1 e CL2.

Copias extras do genoma podem favorecer a expressdo de genes de detoxificacdao
(REN et al., 2020) e prevenir consequéncias desfavoraveis de mutagdes ou de danos ao DNA,

aprimorando a responsividade celular frente ao estresse (FANG et al., 2023). Deste modo, a
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poliploidia se caracteriza como uma tentativa de o organismo aprimorar a detoxificagdo e a
resisténcia ao danos ao DNA.

Ademais, Da Silva et al. (2025) demonstraram que as abelhas sem ferrdo
Frieseomelitta varia (Hymenoptera: Apidae), quando exposta a agrotoxicos, apresentou
modulacdo na expressao de proteinas marcadoras de estresse (HSP70AB e HSP83) e de
enzimas de desintoxicacdo (CYP9Q3, CYP6SA4 e CYTP450). Ainda, Kurma et al. (2022)
demonstraram um aumento significativo na expressao de marcadores apoptoticos, como p53
e citocromo C, nas populacdes de Apis cerana (Hymenoptera: Apidaec) (CHAKRABARTI,
SARKAR; BASU, 2018) expostas a combinacdo de um agrotdxico organofosforado, um
piretroide sintético e um pesticida organoclorado. Dessa maneira, a exposi¢ao das abelhas aos
agrotoxicos pode alterar significativamente a expressao génica.

Eventualmente, os danos celulares induzidos por determinados agrotoxicos podem
levar as células a morte, como evidenciado por Gregorc e Ellis (2011) em tecidos larvais de 4
mellifera. Embora ndo tenhamos avaliado a morte celular por marcadores especificos, sabe-se
que a ruptura celular libera diversos constituintes no meio extracelular, os quais podem atrair
hemocitos e desencadear uma resposta inflamatéria (LOCKSHIN; ZAKERI, 2004). Esse
processo pode estar relacionado a presenca de estruturas circulares observadas nos
tratamentos CL1 e CL2, sugerindo a atuacdo de hemocitos no meio extracelular.

Esses resultados estdo de acordo com Fernandez-Winckler e Cruz-Landim (2008), que
identificaram cé¢lulas intersticiais semelhantes e as classificaram, provavelmente, como
hemocitos. Cruz-Landim (2009) ressalta que restos musculares sdao frequentemente
fagocitados por granuldcitos, o que poderia indicar a presenca deles entre as fibras
musculares e em seu entorno, devido ao acumulo de células mortas.

Em geral, as abelhas apresentam seis diferentes tipos de hemocitos, sendo eles,
pro-hemocitos, plasmocitos, granulocitos, esferulocitos, adipohemocitos e enocitoides
(CHAPMAN, 1998), que desempenham diversas fun¢des nos organismos, como fagocitose,
encapsulamento, secre¢do de enzimas, coagulacdo da hemolinfa, citotoxicidade
(SIVA-JOTHY; MORET; ROLFF, 2005; RIBEIRO; BHEHELIN, 2006) e cicatrizagio
(KRAUTZ; AREFIN; THEOPOLD, 2014; DUBOVSKIY et al., 2016). Ainda, corroborando
com a possibilidade de estas estruturas serem hemdcitos, outros estudos indicam que alguns
hemocitos apresentam refringéncia quando observados em micrografia de contraste de luz
(RIBEIRO; BHEHELIN, 2006; CRUZ-LANDIM, 2009; XIE et al., 2011) e possuem diversas
formas e tamanhos ((RIBEIRO; BHEHELIN, 2006). Cruz-Landim (2009) destaca que um

dos mecanismos de resposta imune envolve a alteragdao no numero de hemocitos, que sdao os
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principais representantes da imunidade celular e podem ser encontrados tanto livres na
hemolinfa quanto aderidos as paredes dos Orgdos. Essas caracteristicas ajudam a explicar a
diferenga na quantidade de hemocitos encontrados para abelhas dos tratamentos CN e CA em
relacdo aos individuos dos tratamentos com clorantraniliprole (CL1 e CL2).

A coloracao de PAS também possibilitou a identificagao de polissacarideos ao redor
das fibras musculares, cuja presenca foi detectada inclusive no grupo controle. De acordo
com Cruz-Landim (2009), operarias imaturas para o voo apresentam esses compostos em
quantidade reduzida, o que justifica essa observacao. No entanto, nos tratamentos CL1 e CL2
foi observado um aumento na intensidade da marcagao, levantando a hipotese de que as
estruturas circulares poderiam ser compostas, em parte, por carboidratos. Resultado
semelhante foi encontrado por Souza et al. (2025), que observaram actimulo de
polissacarideos em larvas de bicho-mineiro (L. coffeella) apds exposigdo ao
clorantraniliprole. Por outro lado, Oliveira et al. (2024) verificaram uma diminui¢ao em 4.
mellifera expostas ao inseticida teflubenzuron. Desse modo, sugere-se que os efeitos sobre os
carboidratos possam variar conforme o tipo de inseticida, a espécie e o tecido avaliado. Essas
divergéncias apontam para respostas fisiologicas distintas frente ao estresse induzido por
agrotoxicos, sendo essa mobilizagdo de carboidratos possivelmente associada a ativacao de
mecanismos antioxidantes e de defesa celular (DEJEANS ez al., 2010).

Embora o presente estudo ndo tenha analisado a capacidade de voo e a longevidade
das abelhas expostas a esse ingrediente ativo, outros estudos demonstraram que apds a
exposi¢ao, as abelhas apresentaram alteracao na capacidade de voo (GOMES et al., 2020) e
déficits locomotores duradouros (KADALA et al., 2019). Como consequéncia, essas
alteracdes levam ao forrageamento ineficiente, comprometendo o armazenamento de recursos
alimentares, alteragdes no comportamento e no desempenho das fungdes executadas por cada
individuo dentro da colonia (SANDROCK et al. 2014, WILLIAMS; SWALE; ANDERSON,
2020). Além disso, pode ocorrer uma maior suscetibilidade a patogenos (SANCHEZ-BAYO
et al., 2016), comprometendo a sobrevivéncia de toda a colonia (STANLEY; SMITH;
RAINE, 2015).

Os efeitos do clorantraniliprole sobre a musculatura de voo ressaltam a importancia de
mais estudos sobre os impactos subletais de agrotdxicos em polinizadores. A integridade
desse tecido ¢ essencial para o forrageamento eficiente, pois qualquer alteragdo pode afetar a
dindmica da colonia e sua resisténcia a desafios ambientais. Pesquisas que investigam esses
impactos sao fundamentais para entender os riscos envolvidos e contribuir para a conservagao

de polinizadores nativos, essenciais para os ecossistemas e a produtividade agricola.

58


https://link.springer.com/article/10.1007/s10646-019-02145-8#ref-CR63
https://link.springer.com/article/10.1007/s10646-019-02145-8#ref-CR72

6. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que o clorantraniliprole, nas duas
concentragdes testadas (CL1 e CL2), causou danos na musculatura de voo de S. postica,
resultando em desorganiza¢ao das fibras musculares, vacuolizacdo e morte celular. Além
disso, induziu aumento significativo da area nuclear. Esses efeitos podem ter contribuido para
o aparecimento de hemdocitos nas fibras musculares, além do acumulo de polissacarideos,
evidenciando impactos negativos desse inseticida nas abelhas sem ferrdo. Esses achados
reforgam a necessidade de aprofundar as investigagdes sobre os efeitos histopatologicos de
agrotoxicos em espécies nativas, contribuindo para a construcao de estratégias mais seguras €

sustentaveis para o uso desses compostos na agricultura.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo teve como objetivo avaliar se abelhas da espécie S. postica, expostas a
duas concentragdes subletais do inseticida clorantraniliprole, durante a fase larval,
apresentariam alteragdes no desenvolvimento, na morfometria pos-emergéncia e na
integridade da musculatura de voo de abelhas adultas recém-emergidas.

Nas duas concentracdes testadas (CL1 e CL2), o clorantraniliprole ndo induziu
mortalidade larval, inibicao da taxa de pupacdo e emergéncia nas abelhas expostas. Quanto as
analises de mortalidade em cada estagio de desenvolvimento (5°I, DF, PP, PR, PM, PP, EM),
apenas CP apresentou diferenca estatistica dos demais tratamentos. Desse modo, tanto o
tratamento CN quanto o CA apresentaram-se estatisticamente iguais as duas concentracdes
do ingrediente ativo clorantraniliprole.

Além disso, na analise realizada em relagdo ao estagio anterior do mesmo tratamento,
CN, CA e CL1 nao apresentaram diferenca significativa entre os estagios. Porém, CL2 nao
mostrou diferenca no estagio de DF para o estagio de 5°1 e de EM para PP, mas apresentou
diferenca de DF para PB e de PR para PM, indicando influéncia do ingrediente ativo nessas
duas etapas do desenvolvimento.

Para concluir as andlises dos estagios de desenvolvimento, a EM das abelhas foi
comparada ao estdgio inicial de desenvolvimento, o 5°I. Os resultados demonstraram
diferencas significativas nos tratamentos CA e CL2, o que corrobora o resultado da curva de
sobrevivéncia, em que ambos diferiram de CN. Esses resultados indicam que o tratamento
ndo influencia o inicio do desenvolvimento, mas, ao final, na emergéncia do adulto, pode
haver diminui¢do na prole da colonia.

Em relagdo aos marcos, observados em dias, os resultados obtidos evidenciam que o
desenvolvimento larval e pupal das abelhas foi afetado de maneira diferenciada pelos
tratamentos. Embora o tempo necessario para alcancar o quinto instar (5°I) tenha sido
semelhante em todos os tratamentos, diferengas foram observadas a partir da fase de
defecacdo e nos estagios subsequentes. O tratamento CP apresentou um atraso em todas as
fases do desenvolvimento, reforcando sua influéncia negativa no ciclo de vida das abelhas.
Além disso, os tratamentos CL1 e CL2, apesar de ndao apresentarem um atraso tao acentuado,
demonstraram uma tendéncia ao prolongamento do periodo de desenvolvimento em

comparagao ao CN.
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Os resultados da medi¢do da largura da cabega (MC) e da distancia intertegular (MI)
indicaram diferencas significativas entre os tratamentos. Observou-se um aumento
significativo na MC para os individuos do tratamento CL1 e um aumento significativo na MI
para os individuos do tratamento CL2, em comparacdo com os demais tratamentos.

Os resultados histologicos do presente estudo demonstram que o clorantraniliprole,
nas duas concentragoes testadas (CL1 e CL2), causou danos a musculatura de voo. Foram
observados pontos focais de desorganizacdo, com a presenca de vactiolo nas fibras
musculares e alteragdes no tamanho e na coloragao dos nucleos, que se apresentaram maiores
e com coloracdo mais clara. Também foram observadas, nesses tratamentos, estruturas
circulares, tanto na matriz extracelular das fibras musculares, quanto nos locais de possivel
desorganizacdo das fibras, sugerindo provavelmente a presenca de diferentes tipos de
hemocitos.

Conclui-se que, embora o clorantraniliprole ndo tenha induzido mortalidade larval,
inibicdo da taxa de pupagdo e emergéncia nas abelhas expostas, ele pdde influenciar
negativamente o desenvolvimento e a formagdo pds-emergéncia, como a largura da cabega e
distancia intertegular. Além disso, induziu danos significativos na formagao da musculatura
de voo, tao importante para a atividade de forrageamento.

Portanto, estudos sobre a toxicidade dos agrotdxicos devem considerar os diferentes
estagios de desenvolvimento das abelhas, incluindo as espécies nativas, dada a ampla
aplicacdo desses compostos na agricultura para o controle de pragas, impactando os

organismos nao-alvo.
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