UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS E TECNOLOGIA PARA A SUSTENTABILIDADE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA E MONITORAMENTO
AMBIENTAL

Rebeca Emanuelle da Silva Castor

TOXICIDADE DO INSETICIDA FLUPIRADIFURONA NO CEREBRO E
INTESTINO DE Scaptotrigona postica (Latreille, 1807) (HYMENOPTERA, APIDAE,
MELIPONINI) E SEUS EFEITOS COMPORTAMENTAIS

Sorocaba

2025



Rebeca Emanuelle da Silva Castor

TOXICIDADE DO INSETICIDA FLUPIRADIFURONA NO CEREBRO E
INTESTINO DE Scaptotrigona postica (Latreille, 1807) (HYMENOPTERA, APIDAE,
MELIPONINI) E SEUS EFEITOS COMPORTAMENTAIS

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Po6s-Graduagao em  Biotecnologia e
Monitoramento Ambiental para obtencdo do
titulo de Mestre em Biotecnologia e

Monitoramento Ambiental.

Orientacdao: Profa. Dra. Elaine Cristina

Mathias da Silva

Financiamento: CAPES (Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel

Superior)

Sorocaba

2025


https://www.bing.com/ck/a?!&&p=6dda7ae9e7eb2adaJmltdHM9MTcyNTIzNTIwMCZpZ3VpZD0zM2RmYTk0Yy0zY2EzLTY1OTQtMDY5OC1iZGYyM2RiNzY0ZDcmaW5zaWQ9NTcxNA&ptn=3&ver=2&hsh=3&fclid=33dfa94c-3ca3-6594-0698-bdf23db764d7&psq=significado+sigla+capes&u=a1aHR0cHM6Ly9wdC53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvQ29vcmRlbmHDp8Ojb19kZV9BcGVyZmVpw6dvYW1lbnRvX2RlX1Blc3NvYWxfZGVfTsOtdmVsX1N1cGVyaW9y&ntb=1
https://www.bing.com/ck/a?!&&p=6dda7ae9e7eb2adaJmltdHM9MTcyNTIzNTIwMCZpZ3VpZD0zM2RmYTk0Yy0zY2EzLTY1OTQtMDY5OC1iZGYyM2RiNzY0ZDcmaW5zaWQ9NTcxNA&ptn=3&ver=2&hsh=3&fclid=33dfa94c-3ca3-6594-0698-bdf23db764d7&psq=significado+sigla+capes&u=a1aHR0cHM6Ly9wdC53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvQ29vcmRlbmHDp8Ojb19kZV9BcGVyZmVpw6dvYW1lbnRvX2RlX1Blc3NvYWxfZGVfTsOtdmVsX1N1cGVyaW9y&ntb=1
https://www.bing.com/ck/a?!&&p=6dda7ae9e7eb2adaJmltdHM9MTcyNTIzNTIwMCZpZ3VpZD0zM2RmYTk0Yy0zY2EzLTY1OTQtMDY5OC1iZGYyM2RiNzY0ZDcmaW5zaWQ9NTcxNA&ptn=3&ver=2&hsh=3&fclid=33dfa94c-3ca3-6594-0698-bdf23db764d7&psq=significado+sigla+capes&u=a1aHR0cHM6Ly9wdC53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvQ29vcmRlbmHDp8Ojb19kZV9BcGVyZmVpw6dvYW1lbnRvX2RlX1Blc3NvYWxfZGVfTsOtdmVsX1N1cGVyaW9y&ntb=1

Castor, Rebeca Emanuelle da Silva

Toxicidade do inseticida flupiradifurona no cérebro e
intestino de Scaptotrigona postica (Latreille, 1807)
(Hymenoptera, Apidae, Meliponini) e seus efeitos
comportamentais / Rebeca Emanuelle da Silva Castor --
2025.

100f.

Dissertacao (Mestrado) - Universidade Federal de Sao
Carlos, campus Sorocaba, Sorocaba

Orientador (a): Elaine Cristina Mathias da Silva
Banca Examinadora: Eliane Pintor de Arruda, Osmar
Malaspina

Bibliografia

1. Ecotoxicologia. 2. Abelhas sem ferrao. 3.
Flupiradifurona. I. Castor, Rebeca Emanuelle da Silva. IL
Titulo.

Ficha catalografica desenvolvida pela Secretaria Geral de Informatica
(SIn)

DADOS FORNECIDOS PELO AUTOR

Bibliotecario responsavel: Maria Aparecida de Lourdes Mariano -
CRB/8 6979




REBECA EMANUELLE DA SILVA CASTOR

TOXICIDADE DO INSETICIDA FLUPIRADIFURONA NO CEREBRO E INTESTINO DE
Scaptotrigona postica (LATREILLE, 1807) (HYMENOPTERA, APIDAE, MELIPONINI) E
SEUS EFEITOS COMPORTAMENTALIS

Orientador(a)

Dissertagdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduagao em Biotecnologia e
Monitoramento Ambiental para obtengdo do
titulo de Mestre em Biotecnologia e
Monitoramento Ambiental. Sorocaba, 27 de
fevereiro de 2025.

Dr. (a) Elaine Cristina Mathias da Silva

Universidade Federal de Sao Carlos - campus Sorocaba

Examinador(a)

Dr. (a) Eliane Pintor de Arruda

Universidade Federal de Sdo Carlos - campus Sorocaba

Examinador(a)

Dr. Osmar Malaspina

Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" - campus Rio Claro



\V UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
4&'{% Centro de Ciéncias e Tecnologias Para a Sustentabilidade

Programa de P6s-Graduag&o em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental

Folha de Aprovacgéo

Defesa de Dissertagdo de Mestrado da candidata Rebeca Emanuelle da Silva Castor, realizada em 27/02/2025.

Comisséao Julgadora:
Profa. Dra. Elaine Cristina Mathias da Silva (UFSCar)
Prof. Dr. Osmar Malaspina (UNESP)

Profa. Dra. Eliane Pintor de Arruda Moraes (UFSCar)

O Relatorio de Defesa assinado pelos membros da Comissédo Julgadora encontra-se arquivado junto ao Programa de
Pos-Graduagdo em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental.



Dedico a Deus, por todo cuidado e sabedoria.
Aos meus pais, pelo apoio e amor em todos 0s momentos.

E a minha irma pelo incentivo incondicional.



AGRADECIMENTO

Eu agradeco imensamente,

A Deus, pela forga, sabedoria e saide que me permitiram trilhar este caminho.

Aos meus pais, Ana Maria e Renildo, por todo o amor, apoio e por acreditarem em mim
incondicionalmente, independente das circunstancias. Voc€s sempre foram, sao e serdo minha
maior inspiragdo € motivagao.

A minha irmi, Ana Raquel, pela companhia, pelas palavras de encorajamento e por estar ao
meu lado em todos os momentos.

A minha orientadora, Prof. Dra. Elaine C. Mathias, pelo suporte, paciéncia e orientagio
fundamental para o desenvolvimento deste trabalho. Sua dedicagdo e conhecimento foram
essenciais para que eu pudesse superar os desafios ao longo dessa jornada.

As minhas amigas e aos meus amigos, pelo carinho, risadas e por estarem sempre prontos
para me apoiar. A amizade de vocés tornou esse percurso mais leve e especial.

As minhas colegas do NuPECA, Kyl e Rafaela, pelos ensinamentos, treinamentos e pela ajuda
constante nas atividades do laboratorio.

Ao meu colega de mestrado, Raphael, pela parceria nos estudos, troca de conhecimentos e
apoio durante essa jornada.

Ao meu colega do NuPECA, Vinicius, pelo auxilio durante as analises histologicas.

E aos demais colegas do NuPECA, pela parceria e pelo compartilhamento de conhecimento.
Trabalhar ao lado de vocés tornou essa experiéncia académica ainda mais enriquecedora.

Por fim, agradeco a todos que, direta ou indiretamente, fizeram parte desta trajetéria, seja com

palavras de incentivo, seja com gestos de apoio e compreensao. Muito obrigada!



RESUMO
CASTOR, Rebeca Emanuelle da Silva. Toxicidade do inseticida flupiradifurona no cérebro e

intestino de Scaptotrigona postica (Latreille, 1807) (Hymenoptera, Apidae, Meliponini) ¢

seus _efeitos comportamentais. 2024. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia e
Monitoramento Ambiental) — Universidade Federal de Sao Carlos, Sorocaba, 2024.

As abelhas sdo importantes e eficientes polinizadores de espécies vegetais silvestres e
agricolas, porém a populacdo desses polinizadores vem sofrendo um declinio ao redor do
mundo. Entre os diferentes fatores estressores responsaveis por essa diminuicao, estd o uso
indiscriminado dos agrotoxicos. O flupiradifurona, um agrotoxico liberado ha poucos anos no
Brasil, foi desenvolvido como uma alternativa mais segura € menos toxica do que os
inseticidas neonicotinoides para o meio ambiente e organismos ndo-alvo, como as abelhas.
Porém, ainda ¢ necessario compreender os efeitos fisioldgicos e comportamentais dessa
substancia em abelhas nativas, ja que maioria dos estudos com esse agrotoxico utiliza a abelha
Apis mellifera. Com a finalidade de compreender os efeitos do flupiradifurona nas abelhas
nativas, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de uma exposi¢ao oral
cronica a uma concentragdo ambientalmente relevante do flupiradifurona na sobrevivéncia e
no comportamento de locomogao de Scaptotrigona postica, além de compreender os impactos
desse inseticida no cérebro e intestino das abelhas. Para realizagdo do bioensaio de
sobrevivéncia, as abelhas foram alimentadas com xarope de sacarose 50% m/m contendo o
inseticida (grupo exposto) e somente o xarope sem o inseticida (grupo controle) até a morte
do ultimo individuo. Para avaliagdo histopatologica e comportamental, as abelhas forrageiras
de S. postica foram expostas ao flupiradifurona durante 7 dias e, ap6s esse periodo, individuos
do grupo exposto e controle foram submetidos a dissec¢do para obtengdo dos o6rgdos e outros
individuos foram submetidos a filmagem em arena. Observou-se que a presenca do
flupiradifurona ndo interfere na sobrevivéncia das abelhas, de modo que os individuos dos
grupos controle e exposto sobreviveram por tempo semelhante. Porém, o inseticida ¢
responsavel pela redugdo no comportamento de locomog¢do das abelhas, o que pode
comprometer as tarefas desempenhadas pelas forrageiras na colonia. Essa alteracdo
comportamental pode ser explicada pelo impacto do inseticida na disposicao das células de
Kenyon (compactadas e internas) que compdem a parte neuronal interna do célice dos corpos
pedunculados, que s3o responsdveis por fungdes cognitivas, como a plasticidade
comportamental e aprendizagem associativa. A exposi¢ao ao agrotoxico aumentou entre 1,9 -
2 vezes a distancia entre as células de Kenyon. Em contrapartida, o flupiradifurona nado afetou

negativamente a morfologia do intestino médio das abelhas. Portanto, em condi¢des



laboratoriais, o inseticida flupiradifurona tem interferéncia nas células de Kenyon, que
potencialmente resultam nas alteragdes comportamentais. No entanto, esses efeitos adversos
ndo tém interferéncia na sobrevivéncia das abelhas, mas podem afetar indiretamente a
performance das atividades das forrageiras no interior da colonia apos a coleta de recursos

florais no campo.

Palavras-chave: abelhas sem ferrao; agrotoxico; neurotoxicidade; digestao; sobrevivéncia.



ABSTRACT

CASTOR, Rebeca Emanuelle da Silva. Toxicity of the insecticide flupyradifurone in the brain

and intestine of Scaptotrigona postica (Latreille, 1807) (Hymenoptera, Apidae, Meliponini)

and its behavioral effects. 2024. Dissertation (Master's Degree in Biotechnology and

Environmental Monitoring) - Federal University of Sdo Carlos, Sorocaba, 2024.

Bees are important and efficient pollinators of wild and agricultural plant species, but the
population of these pollinators has been declining around the world. Among the various
stressors responsible for this decline is the indiscriminate use of pesticides. Flupyradifurone, a
pesticide released a few years ago in Brazil, was developed as a safer and less toxic
alternative to neonicotinoid insecticides for the environment and non-target organisms such as
bees. However, it is still necessary to understand the physiological and behavioral effects of
this substance on native bees, since most studies with this pesticide use the Apis mellifera bee.
In order to understand the effects of flupyradifurone on native bees, this study aimed to
evaluate the influence of chronic oral exposure to an environmentally relevant concentration
of flupyradifurone on the survival and locomotion behavior of Scaptotrigona postica, as well
as to understand the impacts of this insecticide on the bees' brains and intestines. To carry out
the survival bioassay, the bees were fed 50% m/m sucrose syrup containing the insecticide
(exposed group) and only the syrup without the insecticide (control group) until the last
individual died. For histopathological and behavioral evaluation, S. postica forager bees were
exposed to flupyradifurone for 7 days and, after this period, individuals from the exposed and
control groups were dissected to obtain organs and the individuals were filmed in the arena. It
was observed that the presence of flupyradifurone does not interfere with bee survival, so that
individuals from the control and exposed groups survived for a similar length of time.
However, the insecticide is responsible for reducing the bees' locomotion behavior, which can
compromise the tasks performed by the foragers in the colony. This behavioral change can be
explained by the impact of the insecticide on the arrangement of the Kenyon cells (compacted
and internal) that make up the internal neuronal part of the calyx of the pedunculated bodies,
which are responsible for cognitive functions such as behavioral plasticity and associative
learning. Exposure to the pesticide increased the distance between the Kenyon cells by
between 1.9 and 2 times. In contrast, flupyradifurone did not negatively affect the
morphology of the bees' midgut. Therefore, under laboratory conditions, the insecticide

flupyradifurone interferes with Kenyon cells, potentially resulting in behavioral changes.



However, these adverse effects do not interfere with bee survival, but may indirectly affect the
performance of foraging activities within the colony after collecting floral resources in the

field.

Keywords: stingless bees; pesticides; neurotoxicity; digestion; survival.
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1 INTRODUCAO

As abelhas sdo insetos que fazem parte da ordem Hymenoptera (Classe Insecta), um
dos maiores grupos existentes entre os insetos (Grimaldi; Engel, 2005; Aguiar et al., 2013), e
possuem grande importancia devido a sua eficiéncia na polinizagcdo (Ollerton; Winfree;
Tarrant, 2011; Silva; Paz, 2012); estima-se que ha aproximadamente 20 mil espécies de
abelhas distribuidas no mundo, compondo 4 mil géneros, sendo que cerca de 15 mil espécies
sdo encontradas na regido neotropical do planeta (Freitas ef al., 2009; Santos; Carvalho; Silva,
2004). No Brasil, hd aproximadamente 5.000 espécies de abelhas distribuidas em cinco
familias (Andrenidae, Halictidae, Apidae, Megachilidae e Colletidae) (Freitas et al., 2009;
Silveira; Melo; Almeida, 2002). A tribo Meliponini (familia Apidae), por exemplo, ¢
composta por abelhas sem ferrdao (meliponideos) e recebe esse nome devido ao ferrdo ausente
ou atrofiado (Michener, 2007). Essa tribo ¢ nativa dos tropicos e subtropicos do planeta, e
cerca de 80% das espécies descritas ocorrem no hemisfério ocidental, desde o México a
Argentina (Ayala et al., 2013).

Entre as espécies de abelhas sociais sem ferrdao encontradas no Brasil estad a
Scaptotrigona postica (Latreille, 1807), popularmente conhecida por mandaguari, essas
abelhas vivem em ocos de arvores, podem chegar até 20.000 individuos na colonia e sdo
encontradas desde o México ao Rio Grande do Sul (Brasil) (Embrapa, 2018; Nogueira-Neto,
1997). Como forma de defesa, enrolam nos pelos e cabelos dos organismos que apresentam
ameaga (Embrapa, 2018). Além de ser responsavel pela polinizacdo de culturas como caju,
maracuja, morango, pitanga, acai, entre outras (Souza et al., 2015; Klein et al., 2020). De
modo geral, as abelhas desempenham papel fundamental na polinizagdo de espécies vegetais
tanto em ecossistemas naturais quanto em culturas agricolas (Nicholls; Altieri, 2013), atuando
como polinizadores de quase 90% das plantas com flores pelo mundo (Cruz; Cruz; Campos,
2009; D’avila; Marchini, 2005). Apesar de diferentes espécies de insetos atuarem como
polinizadores de plantas especificas, as abelhas, manejadas e silvestres, ainda sao as principais
responsaveis pela polinizagdo de culturas agricolas pelo mundo (Klein et al., 2020), sendo
consideradas os polinizadores economicamente mais valiosos em todo o mundo (Mcgregor,
1976; Watanabe, 1994; Klein et al., 2006).

Porém, as abelhas e outros grupos de insetos tém sido ameagadas devido a diferentes
fatores, sendo que a perda de habitat (Jaffé et al, 2019), mudancas climaticas (Becker;

Pequeno; Carvalho-Zilve, 2018; Jafté et al., 2019) e competicdo por recursos (Hung et al.,
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2019) sao algumas das causas da diminuicdo das populagdes desses insetos polinizadores.
Além do que, a agdo humana em conjunto com o uso inadequado dos agrotoxicos esta entre os
fatores com maior impacto na ameaca a biodiversidade desses animais (Dudley; Alexander,
2017). Devido a acdo sistémica de muitos agrotoxicos, e consequentemente a alta capacidade
de permanecer no ambiente, essas substancias tém apresentado grande ameaga para as abelhas
(Freitas et al., 2017).

Levando isso em consideragdo e a importancia em garantir rendimentos sustentaveis
dos plantios agricolas (Godfray et al., 2010), ¢ necessaria atencdo no desenvolvimento e
descoberta de novas substincias sintéticas (Pisa et al., 2021), pois ja foi demonstrado que
alguns agrotdxicos possuem efeitos nocivos para polinizadores, como as abelhas. Entre os
efeitos ja descritos ha toxicidade cronica e aguda (Blacquiere et al., 2012; Schneider et al.,
2012; Tsvetkov et al., 2017), que influencia no forrageamento (Gill; Rodrigues; Raine, 2012;
Pilling et al., 2013), satde (Pilling et al., 2013), desenvolvimento (Pilling et al, 2013;
RundIof et al.,, 2015) e sobrevivéncia dos insetos (Gill; Rodrigues; Raine, 2012). O
flupiradifurona, por exemplo, ¢ um novo inseticida sistémico, desenvolvido pela Bayer
CropScience, que pertence ao grupo quimico butenolidas. Semelhante aos neonicotinoides e
sulfoximinas, esse inseticida atua sobre os nAChRs (Nauen et al., 2014). E usado para
controle de pragas agricolas, como acaros, pulgdes e moscas-branca (Nauen et al., 2014;
Bayer, 2022). O registro do composto aconteceu em 2014, na Europa, e desde entdo foi
registrado em mais de 50 paises, incluindo Australia, Brasil, China, Estados Unidos, Japao e
Nova Zelandia (EFSA et al., 2022). O flupiradifurona ¢ usado em culturas como soja, café,
citrus, algoddo, cacau, lapulo, maracuja, pimentdo, berinjela, pimenta, além de plantas
ornamentais (Nauen et al., 2014; Bayer, 2022).

Apesar de ser considerado uma alternativa mais segura € menos toxica ao ambiente,
quando comparado a outros inseticidas, ainda ¢ necessario compreender o real impacto do
flupiradifurona aos polinizadores (Siviter et al., 2024). Porém, segundo Lima et al. (2016), os
estudos toxicoldgicos envolvendo espécies de abelhas sem ferrdo sdo escassos, € geralmente
estao relacionados a analises histopatologicas, sendo necessario mais estudos a respeito dos
impactos dos inseticidas na relagdo e dindmica das abelhas, além dos efeitos toxicologicos em
nivel subindividual. Além do que, a maioria dos estudos com o inseticida flupiradifurona
foram realizados com Apis mellifera (Tan et al., 2017; Tosi; Nieh, 2019; Coelho, 2021;
Dorigo, 2022; Lopez, Valadez-Moctezuma, Vargas-Hernande, 2023), porém hé propensao da

abelha nativa Scaptotrigona postica ter contato com essa substancia durante a polinizagao de
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culturas como citrus, maracuja e morango, onde esse inseticida ¢ utilizado (Antonini; Costa;
Bayer, 2022; Martins, 2006; Nauen et al., 2014; Luz et al., 2018; Klein et al., 2020; Souza et
al., 2015).

Além disso, sabendo que esse ¢ um agrotoxico relativamente novo (Nauen et al.,
2014), ainda ha efeitos desconhecidos sobre seus efeitos sobre insetos polinizadores. Sendo
assim, o presente trabalho visa preencher lacunas no conhecimento a respeito dos efeitos do
flupiradifurona em abelhas nativas sem ferrao, investigando a hipotese de que esse inseticida
¢ menos toxico para organismos ndo-alvo, como a abelha S. postica, quando comparado com
os neonicotinoides. Devido a sua a¢do neurotdxica, os efeitos podem se manifestar no
cérebro, especificamente nos corpos pedunculados, gerando impactos secundarios, afetando a
sobrevivéncia e comportamento de locomocao. A fim de compreender se o flupiradifurona

cumpre o papel de ser um inseticida menos tdxico para organismos nao-alvo.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia de uma exposicdo oral cronica a uma concentragdo
ambientalmente relevante do inseticida flupiradifurona na longevidade e no comportamento
de locomogdo de Scaptotrigona postica, além dos impactos desse inseticida no cérebro e

intestino de abelhas nativas sem ferrao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a influéncia da exposicdo oral cronica ao inseticida flupiradifurona na
longevidade de S. postica.

e Analisar os efeitos do inseticida no comportamento de locomocado de abelhas nativas sem
ferrao.

e Investigar os impactos do inseticida nas células de Kenyon, localizadas nos corpos
pedunculados do cérebro de S. postica.

e [nvestigar impactos do inseticida na morfologia do intestino médio de S. postica.

3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 ABELHAS



22

3.1.1 Biologia e importancia das abelhas

As abelhas formam um grupo altamente diversificado dentro da ordem Hymenoptera,
a qual inclui também as vespas e formigas (Grimaldi; Engel, 2005). Ha aproximadamente
20.000 espécies de abelhas ao redor do mundo (Michener, 2007; Silva et al., 2014), divididas
em sete principais familias (Apidae, Andrenidae, Colletidae, Halictidae, Megachilidae,
Melittidae, Stenotritidae) (Michener, 2007). Essas apresentam diferentes comportamentos,
morfologia e ecologia (Aguiar et al., 2013; Michener, 2007; Silva et al., 2014). De modo que
cada espécie, além de possuir caracteristicas proprias, desempenham um papel particular na
natureza (Silva et al, 2014). Esses polinizadores apresentam diferentes niveis
organizacionais, variando entre sociais, parassociais/quase-sociais e solitarias (Cardinal;
Danforth, 2011; Silva et al., 2014). As espécies classificadas como sociais apresentam ninhos
com muitos individuos desempenhando diferentes fungdes e atividades ao longo da vida
(Silva et al., 2014 - Figura 1A), sendo divididos, de forma geral, em machos e fémeas (rainha
e operarias) (Silva et al., 2014 - Figura 1B, C, D, E).

Em contrapartida, as abelhas solitarias ndo apresentam divisdo de castas, uma Unica
fémea constroi sozinha o ninho, coleta e deposita alimento nas células de cria, oviposita, fecha
as células e deixa o ninho (Silva ef al., 2014). J4 as abelhas para-sociais, também chamadas de
quase-sociais, ndo apresentam ninhos com muitos individuos ou divisdo de castas bem
definidas, mas ndo sdo solitarias e ndo abandonam o ninho logo apds a construcao (Silva et
al., 2014). Para a constru¢do dos ninhos, de modo geral, as abelhas podem utilizar diferentes
materiais, como madeira morta, areia, barro, folhas, pétalas de flores, 6leos florais, resinas,
entre outros (Pereira et al., 2012; Silva et al., 2014). Elas se alimentam de recursos extraidos
das flores, tendo graos de podlen como principal fonte de proteina e sais minerais, néctar como
principal fonte de carboidratos e 6leos florais como a fonte mais importante de lipidios para as
abelhas que coletam o6leo (Silva ef al., 2014). Sendo que as abelhas podem apresentar uma
dieta mais especializada, onde selecionam as plantas e recursos florais coletados, ou podem
ser generalistas na escolha dos recursos alimentares (Michener, 2000).

Cada grupo de abelhas apresenta adaptagdes morfoldgicas especificas, mas todas
possuem uma estrutura basica semelhante composta por trés partes principais, cabecga, torax e
abdomen (Calderone, 2012; Michener, 2007). Além disso, possuem o corpo coberto de

cerdas, o que facilita a coleta de polen, além de estruturas especializadas, essas estruturas
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estdo localizadas nas pernas posteriores podendo ser corbiculas ou escopas, onde o polen é
armazenado durante o forrageamento (Michener, 2007; Silva et al., 2014). Ademais, também
sdo encontradas estruturas sensoriais responsaveis pela deteccdo de flores e comunicacao
(Michener, 2007).

Durante o forrageamento, ao visitar e coletar recursos florais, as abelhas desempenham
um importante papel para as plantas, a polinizagdo (Michener, 2007; Silva et al., 2014; Witter
et al., 2014), na qual elas transferem graos de polen das estruturas masculinas (anteras) para
as estruturas femininas (estigma) das flores, em uma mesma planta (autopoliniza¢do) ou em
plantas diferentes (polinizagdo cruzada) (Witter et al., 2014). Esse processo ¢ importante
porque promove a reproducdo das plantas, ¢ consequentemente a manutengdo da base da
cadeia alimentar nos ecossistemas (Michener, 2007; Silva et al., 2014; Witter et al., 2014).
Segundo a FAO (Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo), as abelhas
sdo responsaveis pela polinizagdo de 73% das plantas cultivadas que sdo utilizadas direta ou
indiretamente na alimentagdo humana (FAO, 2006). Sendo assim, manter € manejar as
abelhas proximas de areas de cultivo significa ter uma boa producao, frutos de qualidade,
maior numero de sementes € consequentemente mais lucros (Silva et al., 2014).

Apesar da grande importancia da rela¢do entre polinizadores e produgdo agricola, no
Brasil, os servigos ecossistémicos de polinizagdo sdo pouco valorizados e estudados, de modo
que ndo ha estudos que abrangem completamente o valor econdmico da polinizagdo nos
servicos agricolas e/ou naturais (Freitas; Imperatriz-Fonseca, 2005). Como uma forma de
reduzir os impactos causados pela perda dos polinizadores, o Brasil tem feito esfor¢cos para
utilizar polinizadores nativos em algumas culturas, entre as espécies mais utilizadas estdo as
abelhas nao-sociais Centris e Xylocopa, e espécies de Meliponini (Witter et al., 2014). No
Brasil, ha aproximadamente 2500 espécies de abelhas nativas distribuidas em cinco familias

(Andrenidae, Apidae, Colletidae, Halictidae, Megachilidae - Figura 1A, B, C, D, E).
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Figura 1 - Abelhas das familias que ocorrem no Brasil. (A) Andrenidae. (B) Apidae. (C) Colletidae.
(D) Halictidae. (E) Megachilidae.

Psaenythia bergi
-

Fonte: Silva et al., 2014. Fotos de Katia Aleixo.

Entre as espécies de abelhas estdo as abelhas sem ferrdo, também chamadas de
meliponideos, caracterizadas por possuirem um ferrdo atrofiado ou inexistente (Silveira;
Melo; Almeida, 2002). Essas sdo abelhas sociais encontradas, na familia Apidae,
especificamente na tribo Meliponini, com, aproximadamente, 30 géneros e 300 espécies
identificadas (Kerr, 1996; Kerr; Carvalho; Nascimento, 1996; Silveira; Melo; Almeida, 2002;
Pereira et al., 2012). Mundialmente, sua distribuicao ocorre na América do Sul, América
Central, Asia, Ilhas do Pacifico, Australia, Nova Guiné e Africa (Pereira et al., 2012; Roubik,
1989). No Brasil, sdo encontradas em todas as regides (Moure; Urban; Melo, 2007), sendo
responsaveis pela polinizagdo de 30% da vegetacdo da caatinga e pantanal, e cerca de 90%
das plantas da Mata Atlantica (Kerr et al., 2001). Quando comparadas as abelhas meliferas,
sao menos defensivas, possuem menor tamanho populacional e menor amplitude de voo

durante o forrageamento (Witter et al., 2014).

3.1.2 Abelha nativa Scaptotrigona postica

Scaptotrigona postica (Latreille, 1807), também conhecida como mandaguari ou
mandaguari preta, ¢ uma espécie de abelha nativa sem ferrdo encontrada em paises de clima
tropical e subtropical, tendo maior ocorréncia na América Latina (Nogueira-Neto, 1997). Foi
descrita pela primeira vez em 1804 por Johann Christian Fabricius em um trabalho onde
detalhou varias espécies de Hymenoptera (Fabricius, 1804). Essas abelhas possuem abddmen
preto com listras amarelas e asas douradas (Embrapa, 2018 - Figura 2A). No Brasil, sdo

encontradas nas florestas tropicais e subtropicais, onde formam coldnias robustas, em relagao
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ao numero de individuos, e sdo importantes polinizadores ecoldgicos (Embrapa, 2018;
Nogueira-Neto, 1997 - Figura 2B). Possuem o habito de nidificar em ocos de arvores a fim de
proteger seus ninhos, € para isso, enrolam nos pelos e cabelos dos predadores (Embrapa,
2018). Sao comumente encontradas nos estados Bahia, Ceara, Rio Grande do Norte, Rio
Grande do Sul, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para,
Pernambuco, Parana, Piaui, S3o Paulo, Santa Catarina e Sergipe, onde possui grande
importancia economica local, devido a produgao de mel e préopolis, além de ser um importante

polinizador de plantas nativas (Embrapa, 2018).

Figura 2 - Abelha operaria Scaptotrigona postica. (A) Ilustragdo do corpo da abelha operaria. (B)
Entrada de uma col6nia.

(o)
'

Fonte: A: <https://www.biodiversity4all.org/taxa/418525-Scaptotrigona-postica>, data de acesso: 30
set. 2024. B: Embrapa, 2018.

A

A mandaguari ¢ uma espécie de abelha social da tribo Trigonini, que vive em colonias
que podem chegar a 2.000 individuos ou mais, onde exalam um odor caracteristico, que
lembra 6leo de coco (Embrapa, 2018). Assim como outras abelhas sociais, a rainha ¢
responsavel por gerar novos individuos, as operarias devem realizar a manutenc¢ao ¢ defesa da
coldnia (Santos; Cruz-Landim, 2002), e os machos acasalam com a rainha (Nogueira-Neto,
1997), além de poder realizar outras tarefas como defesa do ninho (Kerr; Cunha, 1990). Sao
responsaveis pela poliniza¢do de culturas como caju, maracujd, morango, pitanga, acai, citrus,

entre outras (Souza et al., 2015; Klein et al., 2020).

3.2 FATORES ESTRESSORES RELACIONADOS AO DECLINIO DAS
POPULACOES DE ABELHAS

3.2.1 Ameacas a saude das abelhas


https://www.biodiversity4all.org/taxa/418525-Scaptotrigona-postica
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Apesar da grande importancia das abelhas (Silva et al., 2014; Witter et al., 2014),
atualmente, uma série de fatores estdo levando ao declinio e desaparecimento das populagdes
desses polinizadores (Goulson ef al., 2015), entre esses fatores, existe a destrui¢do total ou
parcial de areas naturais proximas dos cultivos agricolas (Potts et al., 2010; Silva et al., 2014),
parasitas (Goulson et al., 2015), doengas (Goulson et al., 2015), agrotoxicos (Goulson et al.,
2015), dietas pobres em nutrientes (Goulson et al., 2015), competi¢ao (Goulson et al., 2015;
Potts et al., 2010), entre outros. Vale lembrar que, esses estressores ndo agem de forma
isolada na natureza, ¢ comum que haja acdo simultdnea de dois os mais fatores (Goulson et
al., 2015). Por exemplo, a exposicdo a agrotoxicos pode prejudicar mecanismos de
desintoxicagdo e respostas imunoldgicas das abelhas, tornando mais facil a agdo de parasitas,
o que leva ao declinio populacional (Goulson et al., 2015).

Vale destacar os parasitas, os quais sdo inimigos naturais das abelhas, mas podem se
espalhar e se tornar uma ameaca, principalmente, quando as colonias estdo fracas e
desprotegidas (Embrapa, 2021). Os principais parasitas dos ninhos das abelhas sem ferrdao sao
os forideos, formigas, a mosca-soldado-negro, dcaros e outras abelhas (Pereira ef al., 2012). A
maioria desses parasitas sdo atraidos pelo cheiro do mel e/ou polen, atacam a colonia, de
modo que, podem levar a morte ou redu¢do no nimero de individuos (Cella; Cunha, 2020;
Embrapa, 2021; Pereira et al., 2012). Vale ressaltar a presenga dos forideos, que sdo pequenas
moscas, pertencentes a familia Phoridae (Diptera), que botam seus ovos no pélen estocado nas
coldnias e/ou no abdoémen das abelhas (Embrapa, 2021). Apds a eclosdo, as larvas consomem
os alimentos proteicos da colmeia, incluindo as crias, além disso, pode levar a morte do
individuo, caso sua eclosdo aconteca no corpo da abelha (Embrapa, 2021; Pereira et al., 2012

- Figura 3).

Figura 3 - Parasita forideo encontrado em abelhas sem ferrdo. (A) Larvas de forideo. (B) Larvas
eclodidas no térax de uma abelha, evidenciadas pela seta vermelha.

-
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Fonte: A: Cella; Cunbha, 2020. B:
<https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Two_final instar larvae of Apocephalus borealis_exiting
_a honey bee worker at the junction of the head and thorax.png>, data de acesso: 07 ago 2024.
Foto de John Hafernik.

3.2.2 Agrotoxicos

O declinio das abelhas causado pelos agrotoxicos ¢ amplamente discutido, ja que
quando usados corretamente, os agrotoxicos proporcionam grandes beneficios econdmicos
derivados da agricultura (Goulson et al., 2015), em contrapartida, o uso exacerbado e/ou
incorreto pode contaminar os alimentos e a agua (Cella; Cunha, 2020). Apesar disso, estudos
j& demonstraram a alta toxicidade de diferentes agrotoxicos para as abelhas, onde cento e
sessenta € um tipos de agrotoxicos ja foram detectados em colonias (Chauzat et al., 2006;
Goulson et al., 2015; Sanchez-Bayo; Goka, 2014). Além disso, alguns neonicotinoides
(tiametoxam, imidacloprido e clotianidina) apresentaram grande risco para as abelhas em
escala mundial (Sanchez-Bayo; Goka, 2014; Goulson et al., 2015). J& ¢ de conhecimento
geral que, as abelhas sdo expostas de forma cronica a diversos agrotoxicos ao longo do seu
desenvolvimento e vida adulta (Goulson et al., 2015; Krupke et al., 2012; Mullin et al., 2010;
Paradis et al., 2013; Sanchez-Bayo; Goka, 2014), porém os efeitos subletais causados por
essas substancias ndo sdo examinados pelos atuais procedimentos regulamentadores dos

agrotoxicos (Goulson et al., 2015; Regulamento (CE) n° 1107/2009).

3.2.3 Diferencas entre os agrotoxicos butenolidos e neonicotinoides nas abelhas

Os agrotdxicos butenolidos e neonicotinoides sdo classes de inseticidas sistémicos
usados em diferentes partes do mundo (EFSA et al., 2022; Jeschke; Nauen, 2008; Nauen et
al., 2014; Nauen; Bretschneider, 2002 - Figura 4). Os neonicotinoides sdo uma das classes de
agrotoxicos mais vendidos no mundo devido a diferentes fatores como versatilidade,
persisténcia na planta e possiveis usos em diferentes atividades (agricola e veterinario)
(Jeschke; Nauen, 2008; Nauen; Bretschneider, 2002). Devido a sua agdo sist€émica, esses
inseticidas sdo persistentes no ambiente, se espalham por toda a planta, chegando ao néctar e
polen, além da possibilidade de atingir outras flores proximas das culturas em que sdo
utilizados (Goulson et al., 2015; Krupke et al, 2012). J& o butendlido ¢ uma classe de
inseticida que teve seus primeiros registros comerciais na América Central (Guatemala e

Honduras) em abril de 2014, e ¢ classificado pelo sistema de classificagdo de modo de agdo


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Two_final_instar_larvae_of_Apocephalus_borealis_exiting_a_honey_bee_worker_at_the_junction_of_the_head_and_thorax.png
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Two_final_instar_larvae_of_Apocephalus_borealis_exiting_a_honey_bee_worker_at_the_junction_of_the_head_and_thorax.png

28

do IRAC (Insecticide Resistance Action Committee) como um novo subgrupo quimico
(butenolidos) (Nauen et al., 2014). Foi aprovado pela Unido Europeia em 2015, onde passou a
ser utilizado em paises como Franga e Paises Baixos (Regulamento (CE) n° 1107/2009;
Regulamento (EU) 2015/2084 de 18 novembro de 2015). Assim como outros agrotoxicos
sistémicos, apds a aplicagdo dos butenolidos, esses sdo absorvidos pelas plantas e distribuidos

por todo o organismo vegetal (Nauen et al., 2014).

Figura 4 - Diferengas na estrutura quimica entre neonicotinoides (imidacloprido) e butendlidos
(flupiradifurona). (A) Estrutura quimica de um neonicotinoide, o inseticida imidacloprido. (B)
Estrutura quimica de um butenolido, o inseticida flupiradifurona.
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Fonte: (A) <https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/search/imidaclopride?focus=products&page=1&per
page=30&sort=relevance&term=Imidaclopride&type=product>. Data de acesso: 14 ago. 2024. (B)
<https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/search/flupyradifurone?focus=products&page=1&perpage=30
&sort=relevance&term=Flupyradifurone&type=product>. Data de acesso: 21 ago. 2024.

Ambos sdo inseticidas neurotoxicos que afetam o sistema nervoso central do inseto e
possuem modo de acdo semelhante (Nauen et al., 2014; Tomizawa; Casida, 2005). Os
neonicotinoides possuem alta afinidade por subtipos especificos de receptores de acetilcolina
pos-sindptica (nAChRs), onde se ligam e causam superestimulacdo, paralisia e morte
(Tomizawa; Casida, 2005). Os butendlidos também atuam como agonistas de nAchR (Nauen
et al., 2014), porém apresenta afinidade a uma ampla gama de subtipos de receptores,
incluindo alguns que os neonicotinoides ndo atuam de forma eficiente, interferindo na
transmissao dos impulsos nervosos, levando a paralisia e, eventualmente, a morte (Casida,
2018; Madesh et al., 2024; Nauen et al., 2014). Ao contrario dos neonicotinoides, que
possuem uma ligacdo prolongada que causa superativagdo dos receptores, resultando em
despolarizagdo intensa e sustentada da membrana neuronal (Casida, 2018; Tomizawa; Casida,
2005), os butendlidos atuam como um agonista parcial, causando uma despolarizagao menos

intensa, levando a redugdo da perda de eficiéncia (Madesh et al., 2024; Nauen et al., 2014).


https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/search/imidaclopride?focus=products&page=1&perpage=30&sort=relevance&term=Imidaclopride&type=product
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/search/imidaclopride?focus=products&page=1&perpage=30&sort=relevance&term=Imidaclopride&type=product
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/search/flupyradifurone?focus=products&page=1&perpage=30&sort=relevance&term=Flupyradifurone&type=product
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Em doses e concentragdes subletais, os neonicotinoides podem ndo causar a morte
imediata de polinizadores, como as abelhas, mas pode alterar as atividades de forrageamento,
aprendizagem olfatéria e atividade motora (Silva et al., 2016), além de provocar mudangas no
comportamento dos individuos (Bortolotti et al., 2003; Medrzycki et al., 2003). Efeitos
semelhantes também foram vistos em estudos com inseticida butendlido, onde a eficiéncia de
forrageamento das abelhas foi comprometida (Hesselbach; Scheiner, 2019; Siviter et al.,
2024) e o desenvolvimento larval foi afetado (Dorigo, 2022), entre outros efeitos. Mas em
comparagdo com outros agonistas de nAChR ja comercializados, como acetamiprida,
imidacloprido, clotianidina e tiametoxam, o butenolido flupiradifurona possui um sistema
farmacoforico diferente com um novo andaime bioativo (Nauen et al., 2014). Tendo um perfil
toxicoldgico e ecotoxicologico mais seguro e favoravel para aplicacdes foliares, de drenagem

e tratamento de sementes, especialmente para insetos-praga sugadores (Nauen ef al., 2014).
3.2.3 Flupiradifurona

O flupiradifurona, que faz parte do grupo quimico butenolida, ¢ um inseticida
desenvolvido como resultado de pesquisas sobre novas substancias que pudessem dar origem
a novas classes quimicas de agrotoxicos (Nauen et al., 2014 - Figura 5). Esse inseticida ¢
produzido a partir de um produto natural chamado stemofolina, o qual ¢ isolado de folhas e
caules da planta medicinal oriental Stemona japonica (Stemonaceae) (Nauen et al., 2014;
Yamamoto; Casida, 1999). Tendo em vista que a stemofolina ¢ um agonista dos receptores
nicotinicos de acetilcolina de insetos (nAChRs), apesar de apresentar eficicia inferior quando
comparada com inseticidas comerciais existentes (Nauen et al., 2014; Yamamoto; Casida,
2018), sua agdo foi considerada um ponto de partida para o desenvolvimento de um novo

inseticida (Nauen et al., 2014).

Figura 5 - Estrutura quimica do inseticida flupiradifurona pertencente a classe butenolida -
4-[(6-cloro-3-piridilmetil)(2,2-difluoroetil)amino]furan-2(5H)-ona.
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Fonte: <https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/search/flupyradifurone?focus=products&page=1&
perpage=30&sort=relevance&term=Flupyradifurone&type=product>. Data de acesso: 21 ago. 2024.

A partir desses estudos, a Bayer criou o Sivanto Prime® que tem como ingrediente
ativo o flupiradifurona (Bayer, 2022a; Nauen et al., 2014). Esse ¢ um inseticida sistémico que
age no sistema nervoso do inseto, sendo uma promessa para controle do psilideo, vetor do
greening, praga que atingiu cerca de um quarto das laranjeiras do cinturdo citricola do Brasil
em 2022 (Fundecitrus, 2022), além de outras pragas como pulgdes, cigarrinhas, cochonilhas,
moscas, tragas, mirideos e tripes (Nauen et al., 2014). Segundo a Bayer (2021), esse ¢ um
produto exclusivo, ndo existindo outro semelhante no mercado, sendo resultado de uma
pesquisa de quase 15 anos. O Sivanto pode ser usado em diferentes tipos de culturas, como
alface, algodao, aveia, batata, centeio, cevada, café, citrus, feijao, maca, entre outras (Bayer,
2022). De modo geral, esse ¢ um inseticida que atua como agonista dos receptores nicotinicos
de acetilcolina (nAChRs) das células nervosas nos insetos, semelhante aos neonicotinoides,
ou seja, o flupiradifurona se liga a esses receptores provocando a ativagdo prolongada dos
canais de soédio, permitindo um fluxo continuo de ions de s6dio para dentro das células
neuronais, o que leva a hiperatividade neuronal, e consequentemente, a morte (Nauen ef al.,
2014). Possui agdo rapida e eficaz, o que torna esse inseticida uma 6tima opg¢ao para ser usado
em pragas resistentes (Nauen et al., 2014).

Apesar de ser considerado mais seguro € menos toxico, quando comparado com o0s
neonicotinoides (Nauen et al., 2014), em 2020 as autoridades francesas (artigo 69 do
Regulamento (CE) n°® 1107/2009) solicitaram a proibicdo da venda e utilizacdo do
flupiradifurona e do acetamiprido devido aos riscos para satide humana e ambiental que essas
substancias podem gerar (EFSA et al., 2022). Para isso, a Franca e os Paises Baixos
forneceram provas cientificas, estudos e pesquisas, a fim de apoiar esse pedido (EFSA et al.,
2022). Além do que, a partir do seu lancamento, em 2014 (Nauen et al., 2014), diversos
estudos usando abelhas foram realizados a fim de compreender a agdo desse inseticida em
organismos nao-alvo, de modo que, foi observado que o flupiradifurona pode reduzir o
sucesso de nidificagdo (Siviter et al.,, 2024), comprometer a eficiéncia de forrageamento
(Hesselbach; Scheiner, 2019; Siviter et al., 2024), aumentar a mortalidade (Al Naggar; Baer,
2019; Hesselbach; Scheiner, 2019; Siviter et al., 2024; Tong; Nieh; Tosi, 2019), afetar o
desenvolvimento das larvas (Dorigo, 2022), alterar a expressdao de genes imunoldgicos e de

desintoxicacdo (Al Naggar; Baer, 2019), entre outros efeitos.


https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/search/flupyradifurone?focus=products&page=1&perpage=30&sort=relevance&term=Flupyradifurone&type=product
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/search/flupyradifurone?focus=products&page=1&perpage=30&sort=relevance&term=Flupyradifurone&type=product
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3.3 SISTEMA NERVOSO: CEREBRO

A Apis mellifera ¢ usada como modelo para diferentes estudos ecotoxicoldgicos sobre
abelhas, inclusive para descrever o padrao do sistema nervoso desses polinizadores (Azevedo;
Nocelli, 2020). Sendo assim, a organiza¢do e funcionamento do sistema nervoso de Apis
mellifera e as demais abelhas é semelhante ao encontrado nos insetos em geral (Azevedo;
Nocelli, 2020; CHMIEL et al., 2020), sendo composto pelo sistema nervoso central (SNC) e
sistema nervoso periférico (SNP) (Cruz-Landim, 2009). O SNC ¢ responsavel pelo
processamento de todas as informagdes que sdo recebidas pelo corpo, e o SNP tem fun¢do
sensorial, e esta diretamente envolvido na captacdo dos estimulos ambientais, os elementos
principais de ambos os sistemas sdo as c€lulas nervosas (neuronios), que sdo derivadas da
ectoderme e responsaveis pela percepcao e condugdo de estimulos (Cruz-Landim, 2009).
Além dos neurdnios, as células da glia também merecem destaque, essas sdo células de
sustentagdo do tecido, de modo que se arranjam aos neur6nios ¢ formam os ganglios
(Azevedo; Nocelli, 2020; Edenfeld; Stork; Klidmbt, 2005; Héhnlein et al., 1987; Oland,
Tolbert, 2003).

O SNC das abelhas ¢ composto pelo cérebro e pelo sistema estomogastrico,
localizados na cabeca, e pela cadeia nervosa central, que se entende ao longo do corpo
(Cruz-Landim, 2009 - Figura 6). Ja o SNP ¢ constituido por nervos e suas ramificacdes, pelos
neurdnios sensoriais, localizados nas extremidades do corpo, e pelos 6rgaos dos sentidos
(Cruz-Landim, 2009 - Figura 6). Devido ao complexo sistema nervoso, insetos como as
abelhas possuem alta capacidade cognitiva de aprendizagem e memoriza¢ao que, quando
aliadas ao comportamento social, de algumas espécies, tornam as abelhas excelentes modelos

neurobiolédgicos (Azevedo; NocelLI, 2020; Roat; Cruz-Landim, 2011).
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Figura 6 - Sistema nervoso das abelhas, baseado em Apis mellifera. Cabeca - CC: corpo central; CP:
corpo pedunculado; gs: ganglio subesofageano; LA: lobo antenal; LO: lobo optico; OC: olho
composto; Pr: protocérebro. Térax — gt: ganglio tordcico; gtl: ganglio toracico 1; gt2: ganglio toracico
2; ma: musculo alar. Abdomen — co: conectivos; ga: ganglio abdominal; gal: ganglio abdominal 1;
ga2: ganglio abdominal 2; ga3: ganglio abdominal 3; ga4: ganglio abdominal 4; ga5: génglio
abdominal 5; n: nervos.

Fonte: Azevedo; Nocelli, 2020.

Em estudos neurotoxicologicos, as pesquisas sdo focadas no cérebro, devido a
centralidade nas fungdes cognitivas, comportamentais, ¢ demais fungdes desse Orgao
(Azevedo; Nocelli, 2020). O cérebro é composto pela fusdo de trés ganglios: o protocérebro,
associado ao processamento visual e coordenacdo motora; o deutocérebro, que estd
relacionado aos estimulos olfatérios; e o tritocérebro, responsavel por controlar os
movimentos peristalticos. E cada um ¢ constituido por regides com corpos celulares, ou soma
de neurdnios (somata) e por regides com prolongamentos (neurodpila), além de outros
compostos (Cruz-Landim, 2009 - Figura 7A, B). E no protocérebro que estio localizados os
corpos pedunculados, também conhecidos como corpos em forma de cogumelos (mushroom
bodies), essas sdo estruturas pares, onde cada um ¢ formado por duas massas de neuropilas em

forma de taga ou calice (Cruz-Landim, 2009). Essas estruturas estdo relacionadas a
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plasticidade comportamental, j& que atuam como centros de integra¢do e processamento de
informagdes olfativas e visuais, além de integrar diferentes tipos de estimulos sensoriais que
auxiliam na aprendizagem e adaptacdo das abelhas (Cruz-Landim, 2009; Kiya; Kunieda;
Kubo, 2007; Komischke et al., 2005; Paulk; Gronenberg, 2008). Os corpos pedunculados das
abelhas e vespas sdo grandes e complexos, porém esse tamanho varia de acordo com a
complexidade do inseto (Cruz-Landim, 2009). Os elementos principais dessa estrutura sio as
células de Kenyon, que ditam sua anatomia e fisiologia (Azevedo; Nocelli, 2020; Heisenberg,
1998). Essa ¢ uma tipica célula que se estende em finas fibras para formar as neurdpilas que
formam os lobos associados ao cérebro (Azevedo; Nocelli, 2020; Brandt et al., 2005;

Fahrbach, 2006).

Figura 7 - Estruturas do cérebro das abelhas, baseado em Apis mellifera. (A) llustragdo das estruturas
morfoldgicas do cérebro - cc: corpo central; GS: ganglio subesofagico; LA: lobo antenal; LO: lobo
optico; OC: olho composto; Pr: protocérebro; pc: pons cerebralis; CP: corpo pedunculado; CL:
calice lateral; CM: calice medial; Pe: pedunculo; a: pedunculo externo; : pedunculo interno; a:
anel basal; b: borda; c: colar. (B) Cérebro dissecado.

Fonte: Azevedo; Nocelli, 2020.

3.4 SISTEMA DIGESTORIO: INTESTINO
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O sistema digestorio das abelhas ¢ composto, basicamente, por trés regides: estomodeo
ou intestino anterior, meséntero ou intestino médio e proctodeo ou intestino posterior, sendo
que essas regides sao formadas por diferentes 6rgaos (Cruz-Landim, 2009 - Figura 8A). Além
disso, o estomedeo e o proctodeo possuem origem endodérmica, j& o meséntero tem origem
endodérmica, sendo que esse, especialmente nas abelhas, pode ser chamado de ventriculo

(Cruz-Landim, 2009).

Figura 8 - Representac@o do sistema digestorio das abelhas. (A) Ilustracdo do sistema digestorio com
delimitacdes dos oOrgdos baseado em Apis mellifera. (B) Representagdo do sistema digestério de
Scaptotrigona postica. f. faringe; E: eso6fago; pa: papo; V: ventriculo; pi: piloro; if: intestino fino; r:
reto; TM: tabulo de Malpighi.

Fonte: A: Bomfim; Oliveira; Freitas, 2017. B: Cruz-Landim, 2009.

O intestino anterior, também chamado de estomodeo, tem a fun¢do de ingestao,
armazenamento e possivel trituragdo do alimento (Cruz-Landim, 2009). Ele ¢ constituido pela
faringe, es6fago, papo e proventriculo, o qual ¢ chamado de moela em outros insetos
(Cruz-Landim, 2009 - Figura 8B). A parede do estomodeo ¢ formada por um epitélio de
células baixas, que sdo cobertas por cuticula apical na face luminal e por uma capa de
musculatura externa a por¢ao basal do epitélio (Cruz-Landim, 2009). Além disso, essa regido
ndo produz enzimas, de modo que, se ha digestdo no intestino anterior, ¢ devido as enzimas
produzidas nas glandulas do sistema salivar ou regurgitadas pelo intestino médio
(Cruz-Landim, 2009).

O intestino médio, também chamado de meséntero ou ventriculo, ¢ a regido onde
ocorre a maior parte da digestdo dos alimentos e da absor¢do dos produtos dessa digestao,
sendo considerado o estomago funcional dos insetos (Cruz-Landim, 2009 - Figura 8B). E
formado por células secretoras, produtoras de enzimas; células regenerativas, na base do
epitélio, e digestivas, responsaveis por regenerar o tecido epitelial e absorver os nutrientes,
respectivamente; além das células glandulares, que produzem substancias que facilitam a

digestdo e absor¢do dos nutrientes (Cruz-Landim, 2009). Devido a essa capacidade de
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absorcdo, ¢ frequentemente usado em estudos ecotoxicologicos (Araujo et al., 2019; Catae et
al., 2018; Carneiro et al., 2020; Pettis et al., 2012). O tamanho do ventriculo varia entre as
espécies e entre os individuos de uma mesma colonia, de modo que as rainhas possuem
ventriculos mais longos e as operdrias mais curtos (Cruz-Landim, 2009; Ferreira;
Cruz-Landim, 2004).

J& o intestino posterior, também chamado de proctodeo, ¢ formado pelo piloro, valvula
pildrica, ileo, reto e papilas retais (Cruz-Landim, 2009 - Figura 8B), essa regido do intestino ¢
responsavel, principalmente, pela formacdo e armazenamento das fezes (Bomfim; Oliveira;
Freitas, 2017). O proctodeo, assim como o estomodeo, tem origem ectodérmica, sendo
formado por células epiteliais de revestimento, onde a luz do 6rgdo ¢ revestida por uma
cuticula, que reveste a por¢ao apical do epitélio, que ¢ continua com a cuticula do tegumento

na regido anal (Cruz-Landim, 2009).

3.5 EFEITOS COMPORTAMENTAIS CAUSADOS PELO FLUPIRADIFURONA EM
ABELHAS

Por ser um inseticida neurotdxico, o flupiradifurona afeta o sistema nervoso central do
inseto (Nauen et al., 2014). Sendo assim, ao nao causar a morte instantdnea do animal, pode
gerar diferentes efeitos subletais (Al Naggar; Baer, 2019; Dorigo, 2022; SIVITER et al.,
2024). Diferentes estudos realizados com abelhas Apis mellifera (Hesselbach; Scheiner, 2019;
Hesselbach; Scheiner, 2019) e Osmia lignaria (Siviter et al., 2024), mostraram que doses
ambientalmente relevantes de flupiradifurona influencia a eficiéncia do forrageamento das
abelhas (Hesselbach; Scheiner, 2019; Hesselbach; Scheiner, 2019; Siviter et al., 2024). Em
contrapartida, Guo et al. (2021) ndo observou alteracdes no nimero médio de forrageiras de
Apis mellifera com polen. Além disso, durante a visitagdo as flores, o flupiradifurona pode
levar as abelhas a demorarem mais tempo para coletar néctar e poélen (Siviter et al., 2024).
Além de acelerar o inicio do forrageamento, € ndo interferir na finaliza¢do, ou seja, a
exposicao ao flupiradifurona pode levar as abelhas a forragear menos dias (Hesselbach;
Scheiner, 2019), e reduzir o consumo alimentar das abelhas (Tosi et al., 2021).

Apesar desses resultados, Hesselbach e Scheiner (2019) mostraram que os efeitos nas
habilidades motoras vistos logo apds uma exposicdo de dose unica (apds 15 min), ndo sdo
vistos depois de um periodo mais longo apds a exposi¢do (60 min). De modo que,

comportamentos como andar em circulos e permanecer deitadas com as pernas para cima sao
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vistos logo apds a exposi¢do, mas deixam de ser observados apds 60 min (Hesselbach;
Scheiner, 2019). E o aumento na falta de coordena¢ao dos movimentos (Tosi et al., 2021) e
nos espasmos (Coelho, 2021) também podem ser vistos em abelhas expostas ao
flupiradifurona, o que as torna mais propensas a paralisia (Coelho, 2021). Além de
comprometer a limpeza do ninho, de modo que as abelhas expostas podem reduzir a execugdo
desse comportamento (Hesselbach; Scheiner, 2019)

Além disso, Siviter et al. (2024) mostrou que esse inseticida afeta o sucesso de
nidificacdo de abelhas solitarias (Osmia lignaria), de modo que abelhas expostas demoram
mais tempo para iniciar o processo de construgdo dos ninhos, apesar de ndo afetar o numero
de células feitas nos ninhos. Porém, pouco se conhece sobre os efeitos desse inseticida em
aspectos da locomogdo, como velocidade e movimentagdo, ja que o foco de alguns estudos
sdo as atividades motoras em geral, como espasmos (Coelho, 2021) e abelhas deitadas com as
pernas para cima (Hesselbach; Scheiner, 2019). Além do que, ha escassez de estudos da
exposicao das abelhas em condi¢des naturais, de modo que a grande maioria dos trabalhos sdo
realizados in vitro (Coelho, 2021; Hesselbach; Scheiner, 2019; Hesselbach; Scheiner, 2019;
Tosi et al., 2019, 2021).

4 ARTIGO

Impactos do flupiradifurona no intestino e cérebro da abelha social neotropical

Scaptotrigona postica e seus impactos comportamentais

Impacts of flupyradifurone on the gut and brain of the neotropical social bee Scaptotrigona

postica and its behavioral effects

Resumo

O uso indiscriminado de agrotoxicos ¢ um dos grandes fatores estressores responsaveis pelo
declinio da populagdo mundial de polinizadores. Baseado nisso, diferentes substancias sdao
desenvolvidas, a fim de reduzir danos a organismos nao-alvo. O flupiradifurona, por exemplo,
¢ um agrotoxico relativamente novo, o qual teve seu registro em 2014, e tem a proposta de ser
uma alternativa mais segura para o ambiente, em comparacdo com neonicotinoides. No

entanto, os efeitos dessa substdncia em abelhas nativas de paises neotropicais permanecem
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pouco compreendidos, tendo em vista que a maioria dos estudos sdo feitos com a espécie
modelo Apis mellifera. Baseado nisso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os
efeitos do inseticida flupiradifurona na sobrevivéncia e comportamento de locomogao de
Scaptotrigona postica, além dos impactos morfologicos no cérebro e intestino médio das
abelhas através de uma exposi¢c@o oral cronica a uma concentragdo ambientalmente relevante
do flupiradifurona. Para realizagdo dos bioensaios de sobrevivéncia, abelhas de colonias
ndo-imas foram alimentadas com xarope de sacarose 50% m/m contendo o inseticida (grupo
exposto) e o xarope sem o inseticida (grupo controle) até a morte do Gltimo individuo. Para as
analises comportamentais e histologicas, as forrageiras de S. postica foram expostas ao
inseticida durante sete dias, em seguida individuos foram dissecadas para obtengdo dos 6rgados
e outros individuos foram submetidos a filmagens em arenas. A partir dos resultados foi
possivel observar que a exposicdo ao flupiradifurona nao interferiu na sobrevivéncia das
abelhas, de modo que os individuos dos grupos controle e exposto sobreviveram por tempo
semelhante. Porém, o inseticida é responsavel pela redugdo no comportamento de locomogao
das abelhas. Essa alteragdo comportamental pode ser explicada pelo inseticida ter alterado a
disposi¢do das cé¢lulas de Kenyon (compactadas e internas), tendo em vista que, nas abelhas
do grupo exposto, aumentou entre 1,9 - 2 vezes a distancia entre as células de Kenyon. Em
contrapartida, o flupiradifurona ndo influenciou na morfologia do intestino médio das abelhas.
Portanto, em condigdes laboratoriais, o inseticida flupiradifurona tem interferéncia nas células
de Kenyon, resultando em alteragdes comportamentais, mas esses efeitos adversos nao tém

interferéncia na sobrevivéncia das abelhas, e nem na morfologia do intestino médio.

Palavras-chave: abelhas sem-ferrdo; agrotoxico; inseticida; neurotoxicidade; digestao;

sobrevivéncia.

4.1 INTRODUCAO

As abelhas sdo insetos conhecidos devido a sua eficiéncia na polinizagao (Ollerton;
Winfree; Tarrant, 2011; Silva; Paz, 2012). H4 aproximadamente 20 mil espécies de abelhas
distribuidas pelo mundo (Freitas et al., 2009; Santos; Carvalho; Silva, 2004), desempenhando
papel fundamental na polinizagdo de plantas cultivadas e ecossistemas naturais (Nicholls;
Altieri, 2013), podendo atuar como polinizadores de quase 90% das plantas com flores pelo

mundo (D’avila; Marchini, 2005). Apesar de diferentes espécies de insetos atuarem como
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polinizadores, as abelhas sdo consideradas os principais responsaveis pela polinizagdo de
culturas agricolas pelo mundo (Mcgregor, 1976; Watanabe, 1994; Klein et al., 2007).

Entre as familias de abelhas existentes, a Apidae destaca-se por sua ampla diversidade
de espécies e habitos ecoldgicos (Michener, 2007). Dentro dessa familia encontra-se a tribo
Meliponini, a qual é composta por abelhas sociais sem ferrdo (meliponideos), que possuem
esse nome devido ao ferrdo ausente ou atrofiado (Michener, 2007), sendo nativas dos trépicos
e subtropicos do planeta (Ayala; Gonzalez; Engel, 2013). A Scaptotrigona postica (Latreille,
1807), popularmente conhecida por mandaguari, por exemplo, ¢ uma espécie de meliponideo
que vive em ocos de arvores, podendo ter até¢ 20.000 individuos em suas colonias
(Nogueira-Neto, 1997), e sdo encontradas desde o México ao Brasil (Nogueira-Neto, 1997). E
responsavel pela polinizagdo de culturas agricolas como caju, morango, pitanga, agai, entre
outras (Souza et al., 2015; Klein et al., 2020).

Porém, apesar da grande importancia das abelhas, esses polinizadores tém sofrido
diversas ameacas devido a diferentes fatores, como a perda de habitat (Jaffé et al., 2019),
mudangas climdaticas (Becker; Pequeno; Carvalho-Zilve, 2018; Jaffé et al., 2019) e
competi¢ao por recursos (Hung et al.,, 2019), resultando na diminui¢do mundial das
populacdes (Becker; Pequeno; Carvalho-Zilve, 2018; Hung et al., 2019; Jaffé et al., 2019).
Além disso, a acdo humana em conjunto com o uso inadequado dos agrotoxicos esta entre os
fatores com maior impacto na ameaca a biodiversidade desses animais (Dudley; Alexander,
2017). Devido a agdo sistémica de muitos agrotoxicos, € consequentemente a alta capacidade
de permanecer no ambiente, essas substancias tém apresentado grande ameaga para as abelhas
(Freitas et al., 2017).

Levando em consideracdo as informagdes supracitadas e a importancia em garantir
rendimentos dos plantios agricolas (Godfray et al.,, 2010), ¢ necessario atencdo no
desenvolvimento e descoberta de novas substancias sintéticas para defensivos agricolas (Pisa
et al., 2021), pois ja foi demonstrado que alguns agrotoxicos possuem efeitos nocivos para os
polinizadores, como efeitos letais e subletais (Blacquiere et al., 2012; Schneider et al., 2012;
Tsvetkov et al., 2017). O flupiradifurona, por exemplo, ¢ um inseticida sistémico,
desenvolvido pela Bayer CropScience em 2014, que pertence ao grupo quimico butenolidas
(Nauen et al., 2014). Semelhante aos neonicotinoides e sulfoximinas, esse inseticida atua
sobre os nAChRs (Nauen et al., 2014), e ¢ usado para controle de pragas agricolas, como

acaros, pulgdes e moscas-branca (Nauen ef al., 2014; Bayer, 2022).
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Desde o seu registro, o flupiradifurona foi registrado em mais de 50 paises, incluindo
Australia, Brasil, China, Estados Unidos, Japao ¢ Nova Zelandia (EFSA et al., 2022). Tendo
seu uso permitido em culturas como soja, café, citrus, algoddo, cacau, lupulo, maracuja,
pimentdo, berinjela, pimenta, além de plantas ornamentais (Nauen et al., 2014; Bayer, 2022).
Apesar de ser considerado uma alternativa mais segura € menos toxica ao ambiente, quando
comparado a outros inseticidas neurotoxicos, ainda € necessario compreender o real impacto
do flupiradifurona aos polinizadores (Siviter et al., 2024). J& que, quando as abelhas sao
expostas a diferentes concentragdes desse inseticida, podem sofrer diferentes efeitos como
reducdo do sucesso de nidificagdo (Siviter et al., 2024), comprometimento na eficiéncia de
forrageamento (Hesselbach; Scheiner, 2019; Siviter et al., 2024), aumento na mortalidade (Al
Naggar; Baer, 2019; Hesselbach; Scheiner, 2019; Siviter ef al., 2024; Tong; Nieh; Tosi, 2019),
alteracdo na expressdo de genes imunoldgicos e de desintoxicacdo (Al Naggar; Baer, 2019),
entre outros efeitos.

Porém, os estudos toxicoldgicos envolvendo as abelhas sem ferrdo sdo escassos, €
geralmente estdo relacionados a analises histopatologicas (Lima et al., 2016), sendo
necessario mais estudos a respeito dos impactos dos inseticidas na relagdo e dinamica das
abelhas, além dos efeitos toxicologicos em nivel subindividual (Lima et al., 2016). Além do
que, muitos dos estudos com o inseticida flupiradifurona foram realizados com Apis mellifera
(Tan et al., 2017; Tosi; Nieh, 2019; Lépez; Valadez-Moctezuma; Vargas-Hernande, 2023),
porém hé propensao da abelha nativa Scaptotrigona postica ter contato com essa substancia
durante a polinizagdo de culturas como citrus e morango, onde esse inseticida pode ser
utilizado (Antonini; Costa; Martins, 2006; Bayer, 2022; Nauen et al., 2014; Luz et al., 2018;
Klein et al., 2020; Souza et al., 2015).

Além disso, ainda ha efeitos desconhecidos sobre seus efeitos sobre insetos
polinizadores. Sendo assim, o presente trabalho visa preencher lacunas no conhecimento a
respeito dos efeitos do flupiradifurona em abelhas nativas sem ferrdo, avaliando a influéncia
de uma exposicao oral cronica a uma concentragdo ambientalmente relevante do inseticida na
longevidade € no comportamento de locomogao de Scaptotrigona postica, além dos impactos

desse inseticida no cérebro e intestino de abelhas.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Coleta e manutencio das abelhas
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Abelhas forrageiras de Scaptotrigona postica foram coletadas em dezembro de 2023,
janeiro, marco e abril de 2024, na entrada de col6nias manejadas e saudaveis, alocadas na
Universidade Federal de Sao Carlos — campus Sorocaba (23°34°58”S 47°31°27”°W) (Figura
9A), em manhas de dias ensolarados, com temperatura diaria entre 25 e 30°C e umidade de 57
a 75%. A fim de coletar apenas abelhas forrageiras, as entradas das coldnias foram fechadas
com a propria cera (Figura 9B), em seguida, esperou-se a aglomeragdo das abelhas na entrada
da colonia (Figura 9C) para que um pote plastico transparente de 250 mL fosse posicionado
para coleta (Figura 9D), abelhas que ndo possuiam poélen nas corbiculas (indicativo de
forrageiras) foram liberadas. Apds a coleta, as abelhas eram separadas em potes com 15
individuos em cada, contendo um alimentador com solucdao de sacarose 50% m/m (Figura
9E). A fim de minimizar o efeito do estresse causado pela coleta (Brito et al., 2020), as
abelhas foram mantidas nos potes plasticos em estufa incubadora do tipo B.O.D.
(Biochemical Oxygen Demand) (28 = 2°C e 70 £ 5% de umidade) durante o periodo da noite,
ou seja, overnight (Figura 9F).

Todos os experimentos foram realizados seguindo as recomendagdes do protocolo da
OECD n° 245 (2017) para abelhas sociais.

Para garantir a variabilidade inter-colonial das abelhas, foram utilizadas quatro
colonias diferentes (A, B, C e D) para coleta, seguindo a metodologia de Alkassab e Kirchner

(2018) e Jacob et al. (2019a).
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Figura 9 - Processo de coleta e aclimatacdo das abelhas Scaptotrigona postica. (A) Coldnias de
Scaptotrigona postica indicadas com setas. (B) Entrada da colonia fechada com cera, indicada pela
seta. (C) Acumulo de abelhas na entrada da coldnia. (D) Coleta de abelhas utilizando pote plastico. (E)
Abelhas separadas em diferentes potes plasticos, contendo 15 individuos em cada. (F) Aclimatacdo das
abelhas em estufa B.O.D.

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.2 Defini¢ao da concentracio do inseticida flupiradifurona

Para realizagdo dos bioensaios, foi utilizada uma concentragdo ambientalmente
relevante do inseticida flupiradifurona, com base nas concentragdes residuais encontradas em
florescéncias de citrus, sendo selecionada a concentracdo de 4 mg/kg (EPA, 2014). Essa
escolha foi feita considerando que abelhas Scaptotrigona postica visitam essa cultura (Souza
et al., 2015), e o agrotoxico flupiradifurona tem seu uso autorizado nesses cultivos (Bayer,
2022).

Além disso, foram empregados os modelos BeeRex e T-Rex, conforme o manual de
avaliacdo de risco ambiental de agrotoxicos para abelhas do IBAMA (Cham et al., 2020),
utilizando os dados da formulacdo comercial na concentracao de 200 g/L do principio ativo
(Sivanto Prime 200 SL), a fim obter informagdes sobre as concentracdes ambientais em que
as abelhas poderiam estar expostas em um pior cendrio. Para aplicagdo em citrus, utiliza-se

0,8 L/ha do produto comercial, que equivale a 160 g do principio ativo, sendo indicado 2
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aplicagdes por ciclo da cultura em um intervalo de 14 dias, sendo que a aplicagdo deve ser
foliar e de forma terrestre (Bayer, 2022). Os valores obtidos variaram entre 9 (T-Rex) e 15
(BeeRex) mg/kg, ou seja, a concentragao residual (4 mg/kg), utilizada neste estudo, representa
um valor de 2 a 3 vezes menor quando comparado aos piores cenarios que as abelhas

poderiam ser expostas.

4.2.3 Preparo das solucoes e alimentos

Para obten¢do do alimento contendo o inseticida na concentracdo de 4 mg/kg, foi
preparado, inicialmente, uma solugao estoque com 10 mg do flupiradifurona (Sigma-Aldrich,
CAS Number: 951659-40-8, pureza > 99%) diluido em 10 mL de agua destilada, obtendo
uma solugdo com concentragdo de 1000 ng/uL. Em seguida, foram realizadas diluigdes
seriadas da solugdo estoque a fim de obter uma solugdo final com concentra¢do de 50 ng/puL
(Figura 10). Dessa solucao, foi aliquotado 2000 pL e adicionado 23000 pL de solugdo de
sacarose 50% m/m para obtengdo de 25 mL de alimento contendo flupiradifurona, tendo
concentracao final de 4 mg/kg. Todas as solugdes preparadas foram mantidas em frasco ambar
protegidos com papel aluminio e mantidos a 4°C, para evitar degradagdo do agrotoxico (Tosi

etal.,2021).

Figura 10 - Representacao da producao da solugdo estoque e diluigdes seriadas.
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Fonte: elaborado pela autora.
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Apobs o preparo, cada solugdo estoque foi utilizada durante 1 més. Além disso, um
novo alimento contendo flupiradifurona era preparado semanalmente (Wu-Smart; Spivak,
2016; Tosi et al., 2021), e as solucdes seriadas para preparo do alimento também eram refeitas
a cada 7 dias (Wu-Smart; Spivak, 2016; Tosi ef al., 2021), sendo que o alimento oferecido as
abelhas era trocado a cada 2 dias (El-Din et al., 2022), seguindo metodologias de

experimentos semelhantes ja padronizados.

4.2.4 Determinacio do tempo de exposicio para analises histologica e

comportamental

Para determinacdo do tempo de exposicdo para os bioensaios histoldgicos e
comportamentais, foi realizado um ensaio piloto no més de dezembro de 2023. Para
realizacdo do experimento, 20 abelhas forrageiras de cada colonia foram coletadas e
aclimatadas, como descrito no item 4.2.1. Das abelhas coletadas, 10 individuos foram
expostos ao flupiradifurona (4 mg/kg), através do alimento contaminado, ¢ 10 individuos
foram usados como controle, sendo alimentados apenas com solugdo de sacarose 50% m/m. O
experimento teve duragdo de 12 dias, tendo em vista que a partir do 7° dia de exposicdo, a
mortalidade das abelhas do grupo controle estabilizou até o final do experimento (12° dia). Os
resultados mostraram que ndo houve diferenga significativa no tempo de sobrevivéncia das
abelhas entre os grupos (p = 0,18), de modo que, os individuos de ambos os tratamentos
sobreviveram por tempo semelhante (Figura 11). Sendo assim, baseado no ensaio piloto, o
tempo de exposicdo de 7 dias foi estabelecido para os bioensaios seguintes como foco nas
analises histoldgicas e comportamentais. Além disso, durante o monitoramento diario, foi
possivel observar de forma recorrente a presenca dos parasitas forideos nas abelhas

Scaptotrigona postica, o que resultava na morte de alguns individuos.


https://www.nature.com/articles/srep32108#auth-Judy-Wu_Smart-Aff1
https://www.nature.com/articles/srep32108#auth-Marla-Spivak-Aff2
https://www.nature.com/articles/srep32108#auth-Judy-Wu_Smart-Aff1
https://www.nature.com/articles/srep32108#auth-Marla-Spivak-Aff2
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Figura 11 - Taxa de mortalidade das abelhas durante o periodo do ensaio piloto. CTL: grupo controle;
EXP: grupo exposto.
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Fonte: elaborado pela autora.

4.2.5 Bioensaio de sobrevivéncia

Para realizacdo do bioensaio de sobrevivéncia, foram feitos dois blocos de repeticao,
nos meses de margo e abril de 2024, baseado no protocolo da OECD n° 245. Para cada bloco
foram coletadas 60 abelhas por colonia, sendo que 30 abelhas foram expostas ao
flupiradifurona (4 mg/kg) através do alimento (preparado conforme o item 3.3) e 30 abelhas,
compondo o grupo controle, foram alimentadas com o alimento sem o inseticida (somente
solugdo de sacarose 50% m/m).

Apbs a coleta e aclimatacdo, descrito no item 3.1, as abelhas foram alimentadas
durante dias consecutivos com uma solucdo de sacarose 50% m/m (grupo controle) e com
uma solucdo de sacarose com flupiradifurona (grupo exposto ao inseticida), até a morte do
ultimo individuo. Além do monitoramento ¢ contagem diaria das abelhas, o alimento foi
pesado diariamente, a fim de verificar o consumo, descontando a taxa didria de evaporagao
[(peso inicial do alimento — peso do alimento apds 24h) - taxa didria de evaporagdo].
Ademais, levando em consideracdo que a presenga de forideos ¢ comum em abelhas (Casuso;
Mortensen; Ellis, 2014; Ribeiro; Panetti; Costa, 2016), como visto no ensaio piloto (descrito
no item 3.5), a emergéncia de larvas desses parasitas também foi monitorada diariamente ao
longo de todo o bioensaio de sobrevivéncia, a fim de analisar a sua presenca ou auséncia nas
abelhas. A presenca de forideos foi facilmente observada devido a ocorréncia da eclosdo dos

ovos dos parasitas no corpo das abelhas, o que leva a “explosao” da cabeca e parte do torax.
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Todos os dados referentes ao periodo de exposi¢do foram registrados em planilhas
para posterior andlise estatistica. Ao final dos dois blocos de repeticdo do teste de
sobrevivéncia, foi obtido um Ny, total de 480 individuos, sendo 240 individuos do grupo

controle e 240 individuos do grupo exposto (Figura 12).

Figura 12 - Descrigdo esquematizada da contagem do Ng,, do experimento de avaliagdo de

sobrevivéncia de Scaptotrigona postica.
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Fonte: Elaborado pela autora

4.2.6 Bioensaio comportamental de locomocao

Para realizacdo do bioensaio comportamental, foram utilizadas as abelhas que estavam
sendo submetidas ao bioensaio de sobrevivéncia, sendo assim, as filmagens para analise
comportamental também foram realizadas nos meses de margo e abril de 2024. A filmagem
dos individuos de cada bloco de repeticdo foi realizada em um unico dia entre 9:00 e 16:00,
levando em consideracdo o periodo de atividade das abelhas, baseado em Arce et al. (2018).

Apds 7 dias de exposicao, tempo determinado no item 4.2.4, as abelhas foram filmadas
em uma arena de filmagem (Figura 13A), e para evitar interferéncia da luminosidade lateral,

as arenas foram alocadas dentro de caixas maiores (Figura 13B). Antes das filmagens, as
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abelhas foram individualizadas e mantidas em jejum por 15 minutos (Jacob et al., 2019b). Em
seguida, uma abelha por vez foi filmada durante 10 minutos cada (Tadei et al., 2019; Tomé et
al., 2012, 2015). Apds o tempo de filmagem, as abelhas foram acondicionadas em potes
separados, antes de serem devolvidas aos seus respectivos potes, a fim de evitar que o mesmo
individuo fosse gravado duas vezes. Foram filmados 4 individuos por colonia, de potes
diferentes, e como resultado da repeticao dos blocos, foram produzidos 64 videos, 32 videos

do grupo controle e 32 videos do grupo exposto.

Figura 13 - Arena de filmagem usada para avaliagdo dos parametros comportamentais de
Scaptotrigona postica. (A) Arena utilizada durante as filmagens. (B) Modo em que a arena utilizada
foi alocada dentro de uma caixa.

Fonte: elaborado pela autora.

Os videos obtidos foram analisados usando o software de rastreamento de video
EthoVision, versdo 15 (Noldus; Spink; Tegelenbosch, 2001). Os pardmetros comportamentais
referentes a locomocdo analisados foram velocidade média, distdncia percorrida, tempo de

movimentac¢do e frequéncia de rotagdes (Quadro 1).

Quadro 1 - ParAmetros comportamentais analisados e suas respectivas descri¢des, segundo o software
Ethovision (Noldus) versdo 1.5.

Parametro Descri¢ao

Velocidade média (cm/s) Velocidade média de locomocdo das abelhas dentro da

arena durante os 10 minutos de filmagem.

Distancia percorrida (cm) Distancia total percorrida pelo individuo durante os 10

minutos de filmagem.




47

Tempo de movimentacdo (s) | Tempo total de movimentagdo das abelhas dentro da arena
durante os 10 minutos de filmagem, ou seja, tempo em que
os individuos estavam moveis durante a gravagdo. Sendo
que, a partir da velocidade 0,55 cm/s, o individuo foi
considerado moével, e abaixo disso, imovel.

Esse valor foi determinado a partir da observagdo de
videos em que as abelhas estavam visualmente paradas. A
partir da determinacao e escolha dos videos, observou-se o
valor da velocidade desses individuos que foi apresentado
no software Ethovison. E a partir disso, o valor de 0,55
cm/s foi escolhido como velocidade minima para

determinar o status “movel”.

Frequéncia de rotagdes Numero de vezes que os individuos completaram uma
volta total (360°) em torno do proprio corpo durante os 10

minutos de filmagem.

Fonte: elaborado pela autora.

4.2.7 Analises histologicas

Para realizacdo das analises histologicas, 20 abelhas forrageiras de cada colonia foram
coletadas e aclimatadas, como descrito no item 4.2.1, no més de janeiro de 2024, a fim de
coletar o intestino e o cérebro. Em seguida, 10 individuos foram expostos ao flupiradifurona
(4 mg/kg), através do alimento contaminado, e 10 individuos foram usados como controle,
sendo alimentados apenas com solucdo de sacarose 50% m/m. Apds 7 dias de exposicao oral,
4 individuos de cada colonia foram anestesiados por refrigeracdo e submetidos a dissec¢ao.
Os cérebros e intestinos coletados foram imersos em solugdo fixadora (paraformaldeido 4%
em tampao de fosfato de sodio 0,1 M; pH 7,4) durante 24 horas a 4°C. Em seguida, os 6rgaos
foram lavados utilizando o mesmo tampao fixador e submetidos a desidratacdo lenta
gradativa, de acordo com o protocolo de Silva-Zacarin et al. (2012). Esse protocolo baseia-se
na desidratacdo lenta gradativa com trocas de solugdes de etanol com concentragdes
crescentes a baixa temperatura (4°C) e submissdo a resina liquida Leica® (resina de

embebicao) (Figura 14).



Figura 14 - Etapas do protocolo de desidratagdo lenta gradativa.
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Fonte: Elaborado pela autora.

ApoOs a etapa da resina de embebicdo, os o0rgdos coletados foram emblocados em
histomoldes em historesina Leica® de inclusdo. Apos a polimerizacdo, os blocos de resina
passaram por cortes histologicos (secgdes) feitos em micrétomo, com espessura de 3 um, e
foram colocados em laminas de vidro. A quantidade de laminas por individuo variou de
acordo com o tamanho e posi¢ao do 6rgao, mas de modo geral, foram produzidas, em média,
20 laminas com 10 secg¢oes, de cada individuo.

As andlises histologicas do intestino médio foram realizadas através da caracterizagao
semi-quantitativa das alteragdes do 6rgdo a partir da observagdo de 7 intestinos do grupo
controle e 8 do grupo exposto, tendo 12 sec¢des por individuo. Para isso, 6 laminas, por
individuo, foram coradas com Hematoxilina-Eosina (H.E.) (1%, Anexo 1), sendo analisadas 2
seccdes por lamina para andlise morfoldgica do epitélio, totalizando 12 sec¢des analisadas.

Para andlise das alteragdes no intestino médio foram determinados pardmetros
adaptados de Bernett ef al. (1999) descritos por Grella et al. (2019), Oliveira et al. (2019) e
Taddei; Menezes-Oliveira; Silva-Zacarin (2020) (Tabela 1). Foi atribuido um valor para cada

parametro de acordo com a importancia da alteragdo. O fator de importancia foi classificado
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em 3 niveis: 1 — minima importancia patoldgica (danos reversiveis), 2 — moderada
importancia patologica (danos geralmente reversiveis); 3 — severa importancia patologica
(danos irreversiveis). E a presenca das alteracoes foram classificadas em 4 niveis de
intensidade: 0 — auséncia de alteragdo, 1 — alteracdo leve, 2 — alteragdo moderada, 3 —

alteragdo intensa. (Oliveira et al., 2019; Tadei; Menezes-Oliveira; Silva-Zacarin, 2020).

Tabela 1 - Parametros histologicos utilizados para analise semi-qualitativa dos danos no intestino
médio de abelhas Scaptotrigcona postica € o fator de importancia correspondente.

Parametros Fator de importancia
Vacuolos no citoplasma 1
Secrecao apocrina 1
Liberagdo de células para o limen 1
Diferenciagdo dos ninhos de células regenerativas 1
Nucleos com cromatina compactada 1
Nucleo picndtico nas células digestivas 2
Vacuolizagao degenerativa / perda citoplasmatica 2
Vilosidades (estrutura, distribuicao e frequéncia) 3
Reducdo de ninhos de células regenerativas 3
Nucleo picndtico nas células regenerativas 3

A partir desses dados, foi calculado o indice de lesdo de cada alteragdo (I,.) (Equagao
1). E para cada sec¢do analisada foi calculado o indice de lesdo do orgdo (I,,) (Equacao 2),

para calculo do indice de lesao por individuo.

Equacdo 1 - Equagdo para calculo do indice de lesdo. a = nivel de intensidade, w = fator de
importancia.

I;_eza Xw

Fonte: elaborado por Bernett et al. (1999) adaptado por Oliveira et al., 2019 e Tadei;

Menezes-Oliveira; Silva-Zacarin, 2020.

Equacao 2 - Equagao para calculo do indice de lesdao por sec¢do para conhecimento do indice de lesao

por individuo. a = nivel de intensidade, w = fator de importancia; Xalt = somatoria de alteragdes.
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alt

Fonte: elaborado por Bernett et al. (1999) adaptado por Oliveira et al, 2019 e Tadei;
Menezes-Oliveira; Silva-Zacarin, 2020.

Ja para as andlises histoldgicas do cérebro, foi realizada a caracterizacdo quantitativa
das alteragdes do oOrgdo a partir da observagdao de 10 cérebros por grupo experimental. Para
isso, metade das laminas produzidas por individuo foram coradas com Hematoxilina-Eosina
(H.E.) (Anexo 1), a fim de analisar diferentes niveis do 6rgdo, para andlise das células de
Kenyon, localizadas nos corpos pedunculados. A partir das 1aminas coradas, foram adquiridas
imagens, usando fotomicroscopio em aumento de 40x, que permitiram a visualizagdo das
estruturas celulares. De modo que, cada imagem corresponde a uma sec¢ao especifica do
cérebro em diferentes planos. Para cada corpo pedunculado de cada cérebro, foram realizadas
medigdes distintas. As avaliagdes focaram na largura dos espagos entre as células de Kenyon,
nas principais categorias (células internas e células compactadas), com o calculo da largura
média entre as células e a média geral para cada grupo experimental. Dois corpos
pedunculados por sec¢do foram analisados, priorizando aqueles localizados na parte externa,
devido a possivel distor¢do do 6rgdo. Para cada corpo pedunculado de cada individuo, foram
analisadas 5 secgdes, com 20 medi¢des em cada uma. Assim, para cada individuo, foram

realizadas 100 medic¢des por corpo pedunculado, sendo 50 medi¢des para cada tipo celular.
4.2.8 Analise estatistica dos dados

As analises estatisticas foram realizadas através do software R (versdo 4.0.4; R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, AT, 2021), e os dados foram analisados por
modelos ndo-paramétricos, sendo previamente verificados pelo teste de normalidade de
Shapiro-wilk. As andlises comportamentais foram realizadas utilizando modelos lineares
generalizados (GLM) com distribui¢do gaussian e quasipoisson. As analises morfométricas do
intestino também foram realizadas utilizando GLM com distribuicdo gaussian. ApoOs a
obtencdo do GLM foi realizado um pds-teste com um valor P ajustado por Tukey para a
comparagdo par a par entre os grupos experimentais. Ja o cérebro foi analisado através da
analise ndo paramétrica do teste Wilconxon. Para as andlises de sobrevivéncia, inicialmente

foi realizada uma regressao de Cox a fim de verificar a interferéncia da presenca dos forideos
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nas abelhas. Em seguida, a curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier foi utilizada para estimar
a sobrevivéncia dos diferentes grupos, seguida pelo teste de Log-rank para comparar as curvas
de sobrevivéncia, e as comparacdes das médias entre os grupos foram ajustadas pelo método

de Tukey. Foram considerados significativos os valores com p < 0,05.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Sobrevivéncia

A presenca do inseticida flupiradifurona ndo influencia negativamente na
sobrevivéncia das abelhas (Regressao de Cox - coeficiente = 0,017; p = 0,857), Hazard Ratio
(HR) = 1,017 e (Intervalo de confianca (IC) 95%: 0,844 a 1,226). Sendo assim, as abelhas
expostas ao inseticida ndo apresentam diferencas significativas na taxa de mortalidade quando
comparadas ao grupo controle (Figura 15), de modo que ambos os grupos sobreviveram por

tempo semelhante e possuem tempo letal médio (TL50) proximo (Tabela 2).

Figura 15 - Sobrevivéncia das abelhas ao longo do experimento, levando em consideragdo apenas os
grupos experimentais. A linha vermelha representa os individuos do grupo controle, ¢ a azul, os
individuos do grupo exposto ao inseticida flupiradifurona. CTL: controle; EXP: exposto.
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Tabela 2 - Tempo de longevidade e TL50 de S. postica durante o experimento.

Grupo experimental Longevidade (dias) TL50 (dias)
Controle 25-26 8
Exposto 26 7
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Porém, levando em consideracdo que a presenga dos parasitas forideos (Figura 16A) ¢
extremamente comum nos individuos de Scaptotrigona postica, foi realizada uma
investigacao para compreender se a presenga desses parasitas ¢ um fator de interferéncia na
sobrevivéncia das abelhas, nas condi¢des in vitro, podendo potencializar a influéncia do
inseticida. E a partir dessa andlise, levando em consideracdo a presenc¢a de forideos, os grupos
experimentais ¢ a interagdo entre esses fatores, foi possivel observar que a presenca de
forideos, como fator isolado, tem efeito significativo na sobrevivéncia das abelhas (Regressao
de Cox - coeficiente = 1,727; p < 0,001), HR = 5,622 (IC 95%: 3,446 a 9,173). Apesar dos
parasitas serem observados em apenas 38 individuos (19 do grupo controle e 19 do grupo
exposto), dos 480 analisados, a presenga de forideos aumenta em cinco vezes a probabilidade
de mortalidade das abelhas, porém a interacdo entre os grupos experimentais e a presenca de
forideos ndo ¢ significativo (Regressdo de Cox - coeficiente = -0,208; p = 0,539), HR = 0,812
(IC 95%: 0,419 a 1,576). Além disso, o impacto negativo dos forideos na sobrevivéncia das
abelhas foi semelhante para ambos os grupos (p = 0,576), ndo tendo relacdo com a presenca
do inseticida. Portanto, os resultados indicam que a presenca de forideos € o unico fator
relacionado ao aumento da mortalidade das abelhas, independente do grupo experimental

(Figura 16B).

Figura 16 - Forideos nas abelhas S. postica. (A) Forideos presentes no térax das abelhas indicados
pelas setas azuis. (B) Sobrevivéncia das abelhas levando em consideracdo a interagdo entre os grupos
experimentais e a presenga de forideos.
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Além disso, a possibilidade do consumo de alimento ter sido um fator de interferéncia
nos resultados foi descartada, levando em consideragdo que o consumo diario (p = 0,81;
Tabela 3) e consumo total (p = 0,29; Tabela 4) de alimento, através do peso do alimentador,

em ambos os grupos experimentais foi semelhante (Figura 17).

Tabela 3 - Consumo diario, em gramas, de alimento das abelhas S. postica durante o experimento.

Grupo Média (g) Desvio padrao
Controle 0,0861 0,052
Exposto 0,0632 0,016

Tabela 4 - Consumo total, em gramas, de alimento das abelhas S. postica durante o experimento.

Grupo Média (g) Desvio padrao
Controle 2,28 1
Exposto 1,64 0,38

Figura 17 - Consumo de alimento, em gramas, das operarias forrageiras de S. postica ao longo do
experimento (média = desvio padrdo). (A) Consumo didrio. (B) Consumo total. A coluna vermelha
representa os individuos do grupo controle, e os pontos azuis, os individuos do grupo exposto ao
inseticida flupiradifurona. C: grupo controle; E: grupo exposto.
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4.3.2 Analise comportamental

4.3.2.1 Velocidade média

A presenga do inseticida flupiradifurona exerce uma influéncia significativa na
velocidade média de Scaptotrigona postica, de modo que o inseticida reduz a velocidade dos

individuos expostos (GLM - gaussian, F; ) = 59,18; p < 0,001 - Figura 18).
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Figura 18 - Velocidade média, em centimetros por segundos, das abelhas Scaptotrigona postica. (A)
Distribuigdo dos dados das velocidades médias dos individuos. (B) Média £ desvio padrao da
velocidade média. A coluna e os pontos vermelhos representam os individuos do grupo controle, e a
coluna e os pontos azuis, os individuos do grupo exposto ao inseticida flupiradifurona. C: grupo
controle; E: grupo exposto.

A B

Velocidade média (cm/s)
Velocidade média (cm/s)

Grupos Grupos

Além disso, a influéncia de outros fatores, como a diferenca de coldnias, os blocos
experimentais e os diferentes individuos, foram avaliados a fim de compreender outras
varidveis que podem afetar a velocidade das abelhas. Entre esses fatores, a diferenga da
origem das abelhas (colonias) demonstrou ser um aspecto de impacto na variagdo da
velocidade dos individuos (GLM - gaussian, F; 54) = 8,94; p < 0,001 - Figura 19). Apesar
disso, o inseticida flupiradifurona foi a Unica influéncia negativa na velocidade média (p <
0,001). De modo que os demais fatores (blocos experimentais e diferentes individuos
filmados) ndo apresentam efeitos significativos (p > 0,05), o que indica que essas variaveis

nao foram determinantes para explicar a diminui¢do observada na velocidade.
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Figura 19 - Grafico boxplot da média de velocidade das operarias forrageiras de Scaptotrigona postica
em diferentes colonias. As colunas vermelhas representam os individuos do grupo controle, e as
colunas azuis, os individuos do grupo exposto ao inseticida flupiradifurona. C: grupo controle; E:

grupo exposto.
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4.3.2.2 Distancia percorrida

Colbnias

A distancia total percorrida pelos individuos foi influenciada pela presenga do

flupiradifurona. As abelhas dos diferentes grupos experimentais exibiram variagdes nesse

parametro, sendo que aquelas expostas ao inseticida apresentaram uma redugdo significativa

na distancia percorrida (GLM - Gaussiano, F; s, = 60,71; p < 0,001 - Figura 20). Além disso,

os individuos que foram expostos ao inseticida exploraram menos a area total da arena de

filmagem (Figura 21).



56

Figura 20 - Distancia total percorrida, em centimetros, pelas operarias forrageiras de Scaptotrigona
postica. (A) Distribuigdo dos dados das distancias percorridas pelos individuos. (B) Média + desvio
padrdo da distancia percorrida. A coluna e os pontos vermelhos representam os individuos do grupo
controle, e a coluna e os pontos azuis, os individuos do grupo exposto ao inseticida flupiradifurona. C:
grupo controle; E: grupo exposto.
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Figura 21 - Mapa de calor de Scaptotrigona postica para os diferentes grupos experimentais e colonias
nos dois blocos de repeticdo. Padrdo de caminhada de alguns dos individuos filmados e frequéncia de
sua posi¢ao na arena ao longo do tempo (t = 10 min). Sendo que, as areas em branco sdo areas que nao
foram exploradas.
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Ademais, a variagdo entre colonias, blocos experimentais e diferentes individuos

filmados foram avaliados como varidveis que poderiam afetar a distancia percorrida. A partir
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disso, foi possivel identificar que a origem das abelhas (colonias) tem efeito na variagdo da
distancia total percorrida pelos individuos (GLM - gaussian, F; 5o =9,28; p < 0,001 - Figura
22). Ademais, o fator de interferéncia negativa na distancia percorrida das abelhas ¢ o grupo
experimental (p < 0,001), sendo que os individuos expostos ao flupiradifurona apresentam
menor distdncia percorrida, quando comparados aos individuos do controle. E os demais
fatores analisados ndo apresentaram efeitos significativos (p > 0,05), sugerindo que essas

variaveis nao tiveram um impacto relevante sobre a distancia percorrida.

Figura 22 - Grafico boxplot da distancia total percorrida pelas abelhas em diferentes colonias de
Scaptotrigona postica. As colunas vermelhas representam os individuos do grupo controle, e as
colunas azuis, os individuos do grupo exposto ao inseticida flupiradifurona. C: grupo controle; E:
grupo exposto.
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4.3.2.3 Tempo de movimentagio

A presenga do flupiradifurona é um fator significativo no tempo total de
movimentacdo das abelhas, apresentando variagdes relevantes nesse comportamento. De
modo que, os individuos expostos ao inseticida apresentaram redugdo no tempo de

movimenta¢do (GLM - quasipoisson, F(; ¢, = 12,10; p= 0,001 - Figura 23).
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Figura 23 - Tempo total de movimentacdo, em segundos, de operarias forrageiras de Scaptotrigona
postica. (A) Distribui¢cdo dos dados do tempo total de movimentagdo dos individuos. (B) Média +
desvio padrao do tempo total de movimentagdo. A coluna e os pontos vermelhos representam os
individuos do grupo controle, ¢ a coluna e os pontos azuis, os individuos do grupo exposto ao
inseticida flupiradifurona. C: grupo controle; E: grupo exposto.
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Outros fatores (variacdo entre colonias, blocos experimentais e diferentes individuos
filmados) também foram analisados como variaveis que poderiam afetar o tempo de
movimentagdo. A partir disso, a origem das abelhas (colonias) demonstrou ter efeito na
variacdo da movimentagdo das abelhas filmadas (GLM - quasipoisson, F; 54 = 8,09; p <
0,001 - Figura 24). Apesar disso, o unico fator de interferéncia direta ¢ o grupo experimental
(p < 0,001), sendo que os individuos expostos ao flupiradifurona apresentam menor tempo de
movimentagdo, quando comparados aos individuos do controle. E os demais fatores
analisados ndo apresentaram efeitos significativos (p > 0,05), sugerindo que essas varidveis

ndo tiveram um impacto relevante sobre o tempo de movimentacgao.
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Figura 24 - Grafico boxplot do tempo total de movimentacdo das abelhas em diferentes colonias de
Scaptotrigona postica. As colunas vermelhas representam os individuos do grupo controle, e as
colunas azuis, os individuos do grupo exposto ao inseticida flupiradifurona. C: grupo controle; E:
grupo exposto.
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4.3.2.4 Frequéncia de rotacoes

A presenga do inseticida flupiradifurona exerce uma influéncia significativa na
frequéncia de rotagdes das abelhas, reduzindo a frequéncia desse comportamento nos

individuos expostos (GLM - gaussian, F; 4, = 24,58; p < 0,001 - Figura 25).

Figura 25 - Frequéncia de rotacdes de operarias forrageiras de Scaptotrigona postica. (A) Distribuigao
dos dados de frequéncia de rotagcdes dos individuos. (B) Média + desvio padrdo da frequéncia de
rotagdes. A coluna e os pontos vermelhos representam os individuos do grupo controle, € a coluna ¢ os
pontos azuis, os individuos do grupo exposto ao inseticida flupiradifurona. C: grupo controle; E: grupo
exposto.
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Além disso, outros fatores como variacdo entre colonias, blocos experimentais e
diferentes individuos filmados foram analisados como varidveis que também poderiam afetar
a frequéncia de rotacdes. A partir disso, observou-se que a origem das abelhas (colonias) tem
efeito na varia¢do desse comportamento (GLM - gaussian, F; 54 = 4,48; p < 0,01 - Figura 26).
No entanto, os outros fatores ndo apresentaram efeitos significativos (P > 0,05), sugerindo que
essas variaveis ndo tiveram impacto relevante sobre a frequéncia de rotagdo das abelhas.
Apesar da interferéncia da variacdo de coldnias, o fator principal de interferéncia ¢ o grupo
experimental (p < 0,001), sendo que os individuos expostos ao flupiradifurona apresentam

menor frequéncia de rotagdes, quando comparados aos individuos do controle.

Figura 26 - Grafico boxplot da frequéncia de rotagcdes das abelhas em diferentes colonias de
Scaptotrigona postica. As colunas vermelhas representam os individuos do grupo controle, e as
colunas azuis, os individuos do grupo exposto ao inseticida flupiradifurona. C: grupo controle; E:
grupo exposto.
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4.3.3 Analise histologica

4.3.3.1 Cérebro

A exposi¢ao ao flupiradifurona provoca alteragdes negativas significativas na
morfologia dos corpos pedunculados das abelhas expostas (p < 0,01 - Figura 27). Foi possivel
observar um aumento expressivo na distancia entre as células de Kenyon (Figura 28). Em
relacdo as células compactadas, a distancia média entre as células ultrapassou o dobro no

grupo exposto em comparacdo ao grupo controle (W = 27297, p < 0,01 - Tabela 5). Ja nas



61

células internas, a distdncia média entre as células aumentou cerca de 1,9 vezes no grupo

exposto em relagdo ao controle (W = 45538, p < 0,01 - Tabela 5).

Figura 27 - Distancia entre as células de Kenyon de Scaptotrigona postica (média + desvio padrao).
(A) Distancia entre as células de Kenyon da area compactada. (B) Distancia entre as células de
Kenyon da area interna.
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Figura 28 - Cérebro de Scaptotrigona postica. (A) Visdo geral do cérebro com destaque nos corpos
pedunculados analisados (setas pretas) - barra = 20 micrometros. (B) Células de Kenyon localizadas
no corpo pedunculado (asterisco branco - células compactadas; asterisco amarelo - células internas) -
barra = 20 micrémetros.

Tabela 5 - Distancia média entre as células de Kenyon dos corpos pedunculados (média + desvio
padrdo).

Grupo Células de Kenyon Células de Kenyon
internas (um) compactadas (um)

Controle 0,111 + 0,04 0,081 + 0,02
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Exposto 0,218 £ 0,08 0,173 0,09

4.3.3.2 Intestino

A exposicdo ao flupiradifurona ndo influencia negativamente na morfologia do
intestino médio das abelhas (GLM - gaussian, F ;5 = 0,37; p = 0,55 - Figura 29). As
alteracdes observadas (Figura 30) no orgdo foram semelhantes nos individuos de ambos os
grupos experimentais, demonstrando que ndo ha diferengas significativas nas alteragcdes no
grupo exposto, quando comparado ao controle, de modo que ambos os grupos apresentaram
valor de score similar. O score médio dos individuos de ambos os grupos foi em torno de 20
(Figura 29), indicando um nivel semelhante de alteragdes. Sendo que, quanto maior o valor do

score, maior ¢ a taxa de alteragcdes morfoldgicas no o6rgao.

Figura 29 - Score de altera¢des do intestino de Scaptotrigona postica (média + desvio padrdo). (A)
Score por individuo analisado do grupo controle. (B) Score por individuo analisado do grupo exposto.

A B

30 30

20

Score
Score

10

0

204
10
04
. _ R 1 2 3 4 5 6 7 8
1 2 3 4 5 6 7

Individuos Individuos



63

Figura 30 - Alteracdes morfologicas observadas no intestino médio de Scaptotrigona postica (Im =
limen; barra = 20 microdmetros). (A) Vilosidade (vi) e ninho de células regenerativas em diferenciagdo
(seta amarela). (B) Ninho de células regenerativas sem diferenciagdo (seta preta) e secregdo apocrina
(seta branca). (C) Células sendo liberadas para o limen (asterisco preto) e vacuolizagdo intermediaria
(asterisco branco); (D) Diferentes tipos de vacuolizac¢des analisadas - vacuolizagdo degenerativa (seta
vermelha com contorno preto), vacuolizagdo intermediaria (asterisco azul) e vacuolizagdo simples
(asterisco branco). (E) Vacuolizacdo degenerativa (seta vermelha), vacuolizagdo intermediaria
(asterisco azul com contorno preto) e célula digestiva com cromatina compactada (seta azul). (F)
Célula digestiva com nticleo picnético (seta verde).
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Observando as alteragdes de acordo com o fator de importancia. A frequéncia das
alteracdes de importancia minima foi semelhante nos grupos experimentais, ndo havendo
efeitos do flupiradifurona (p > 0,087; Figura 31). Exceto a diferenciagao das células dos
ninhos regenerativos, em que foi visto maior diferenciacdo das células nos individuos
expostos ao inseticida (p = 0,049). Em relagdo as alteracdes com fator de importancia
moderado, a frequéncia das alteracdes foi semelhante em ambos os grupos experimentais, nao
sendo observado efeitos do flupiradifurona (p > 0,114; Figura 32). E as alteragdes com fator
de importancia severo, a frequéncia das alteracdes também foi semelhante nos grupos

experimentais, nao sendo observado efeitos do flupiradifurona (p > 0,056; Figura 33).
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Figura 31 - Indices de lesdo (IL) das alteragdes morfologicas de baixa importancia patolégica (média +
desvio padrao). (A) Vacuolizagdo simples. (B) Vacuolizacdo intermediaria. (C) Liberacao de células
para o lumen. (D) Secre¢do apodcrina. (E) Nucleo de células regenerativas com cromatina compactada.
(F) Nucleo de células digestivas com cromatina compactada. (G) Diferenciacdo dos ninhos de células
regenerativas.
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Figura 32 - Indices de lesdo (IL) de alteragdes morfologicas de importancia patologica moderada
(média + erro padrdo). (A) Nucleo picnotico em células digestivas. (B) Vacuolizag¢do degenerativa.
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Figura 33 - Indices de lesdo (IL) de alteragdes morfologicas de alta importancia patologica (média +
erro padrao). (A) Vilosidades. (B) Reducdo na quantidade de ninhos de células regenerativas. (C)
Nucleo picnético em células regenerativas.
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4.4 DISCUSSAO

A partir dos resultados do presente trabalho foi possivel observar que a exposigao oral

cronica a uma concentracdo ambientalmente relevante do flupiradifurona (FPF) afeta a
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morfologia dos corpos pedunculados do cérebro de Scaptotrigona postica, onde os individuos
expostos apresentam um aumento de até duas vezes na distancia entre as células de Kenyon
(compactadas e internas), quando comparados com o grupo controle, indicando o impacto
substancial do FPF. Os corpos pedunculados sdo formados, principalmente, pelas células de
Kenyon, sendo subdivididas em células compactadas e células internas (Cruz-Landim, 2009).
Essa regido estd relacionada as caracteristicas sensoriais, de aprendizado, memodria,
socializagdo e integracdo de estimulos das abelhas (Menzel, 2012), de modo que sao
essenciais para reconhecimento ¢ memoria de fontes alimentares e retorno a colonia (Menzel,
2012). Sendo assim, mudangas estruturais nos corpos pedunculados podem comprometer o
comportamento exploratério e memoria das abelhas, resultando em prejuizos individuais e
coletivos (Devaud et al., 2007; Groh et al., 2012; Palmer et al., 2013).

Os resultados obtidos corroboram com Chen et al. (2024), onde os autores observaram
alteragcdes no cérebro de Apis mellifera recém-emergidas apds exposicdo oral cronica a 12
mg/L de FPF. Os individuos expostos tiveram alteragdes celulares em genes relacionados a
memoria, impactando a eficiéncia alimentar e reduzindo a sensibilidade a sacarose (Chen et
al., 2024). Tais resultados indicam que o FPF impacta diretamente em fungdes cognitivas das
abelhas (Chen et al., 2024), o que leva a alteragdes em atividades essenciais para a
performance das abelhas forrageiras (Menzel et al., 2005).

No entanto, em contrapartida, Hesselbach e Scheiner (2019) ndo observaram danos nas
células de Kenyon de 4. mellifera recém-emergidas expostas cronicamente a 1,0
pg/abelha/dia do FPF. Porém, as abelhas expostas iniciaram atividades de forrageamento mais
cedo (Hesselbach; Scheiner, 2019). Essa variancia de resultados pode acontecer devido a
diferentes fatores como diferenca de espécies (Lopes; Nocelli; Monquero, 2024) e capacidade
de acumulo de toxinas (Groh et al., 2012), além do desenvolvimento cerebral, ja que a
plasticidade neural varia ao longo do ciclo de vida das abelhas (Groh et al., 2012). Além
disso, a concentragdo do inseticida em que os individuos foram expostos também pode
influenciar nos resultados (Chen et al., 2024; Tosi; Nieh, 2019). Porém, ainda ha escassez de
estudos a respeito dos efeitos do FPF no cérebro das abelhas, sendo que a maioria dos
trabalhos existentes sdo com Apis mellifera (Chen et al., 2024; Hesselbach; Scheiner, 2018,
2019).

Como consequéncia das alteracoes morfologicas observadas no cérebro devido a
exposicao ao FPF, seja um impacto direto ou a partir de uma reagdo em cadeia, ha alteracao

no comportamento de locomogdo das abelhas, de modo que a presen¢a do inseticida reduziu
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todos os pardmetros analisados (velocidade média, distancia percorrida, tempo de
movimentagdo e frequéncia de rotacdes) nas operarias forrageiras de Scaptotrigona postica. A
diminui¢do desses fatores pode ser justificada pelo modo de acao do FPF, tendo em vista que
esse ¢ um inseticida neurotdxico, ao se ligar aos canais de sddio nas células nervosas (Nauen
et al., 2014) causa perturbacdo na propagagdo dos impulsos nervosos (Casida, 2018; Madesh
et al., 2024) resultando em efeitos negativos na coordenagdo e movimento dos insetos, através
de tremores, prostracdo e paralisia (Silva, 2021), resultando na desorientagdo, dificuldade de
locomogao e comportamentos semelhantes (Tosi et al., 2021). Ademais, pode influenciar em
outros comportamentos, como coordenacdo de movimento, hiperatividade ou redugdo de
movimento ¢ agdo de curvar o abdomen para baixo (Tosi et al., 2021).

Tendo em vista que, o FPF pode ser encontrado nas colonias de abelhas por até cinco
meses apds a aplicacdo (EPA, 2014), ao expor subespécies de Apis mellifera de diferentes
regides da Europa e América do Norte as concentragdes realistas de campo do FPF, que
poderiam ser encontradas ao longo do tempo apds a exposi¢cdo (11,1; 33,2; 100,6; 292,5;
730,5 ng/abelha/dia) (Tosi et al., 2021). Os autores demonstraram que essa exposicao leva a
falta de coordenacao dos movimentos com maior frequéncia, em todas as concentragdes
analisadas, resultado semelhante ao visto neste trabalho, tendo em vista os individuos
expostos ao FPF apresentaram alteragdes nos pardmetros de locomoc¢do, onde todos tiveram
resultados reduzidos, demonstrando a apatia ja observada por Tosi et al. (2021).

Além disso, apesar das alteragdes neste trabalho terem sido observadas apos uma
exposicao cronica (7 dias de exposi¢do), Tosi et al. (2021) propde que as abelhas podem ser
eficientes na desintoxicacdo do FPF. Como mudangas comportamentais podem ser observadas
logo apds 15 min de exposi¢cdo (Hesselbach; Scheiner, 2019), € possivel que as alteragdes aqui
observadas foram minimizadas pela capacidade de desintoxicagdo das abelhas. Tendo em
vista que, as vias de desintoxicacdo das abelhas e outros insetos em relagdao ao FPF ainda nao
foram estudadas, ha a possibilidade de compreender como podem responder a uma exposi¢ao
constante a essa substancia. As moscas-branca (7rialeurodes vaporariorum), por exemplo, ¢
uma espécie de inseto que com o passar do tempo desenvolveu resisténcia a algumas
substancias toxicas (Jin et al., 2023). Quando expostas ao FPF, apos algumas geracdes, a
resisténcia das moscas aumentou em 15 vezes, além do que, as atividades das enzimas
oxidase multifuncional, carboxilesterase e glutationa S-transferase aumentaram
significativamente, sendo que todas essas enzimas estdo relacionadas, de alguma forma, ao

processamento de xenobidticos no organismo (Jin et al., 2023), ou seja, as moscas podem ser
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capazes de realizar a desintoxicacdo ao FPF. Além disso, dezenas de genes relacionados as
enzimas desintoxicantes foram detectados em quantidades mais altas que o normal (Jin et al.,
2023). Baseado nisso, € nos resultados encontrados, ¢ possivel levantar a hipotese de que os
individuos usados no presente estudo podem fazer parte de uma geracao mais resistente a esse
xenobidtico.

Em contrapartida ao que foi proposto sobre a capacidade de desintoxicag¢ao de abelhas
adultas ao FPF (Tosi ef al., 2021), Chen et al. (2024) mostrou que em abelhas Apis mellifera
recém-emergidas, os individuos expostos de forma cronica a 12 mg/L ndo sdo capazes de
realizar essa desintoxicacdo, apresentando desregulacdo desse processo. De modo geral, nas
abelhas, as vias de desintoxicagdo podem ser divididas em trés fases, onde enzimas do
processo de biotransformacao (citocromos P450, carboxilesterases e glutationa S-transferases)
realizam reagdes a fim de mitigar os efeitos prejudiciais de substincias toxicas (Berenbaum;
Johnson, 2015). Sendo assim, tendo em vista que as abelhas podem ser capazes de realizar
desintoxica¢ao de substancias toxicas (Berenbaum; Johnson, 2015), como agrotoxicos, a
capacidade de realizagdo desse processo pode depender de diferentes fatores como idade e
funcdo/casta das abelhas, além da concentracao da substancia exposta (Chen et al., 2024;
Silva, 2021; Tosi; Nieh, 2019).

Apesar da possibilidade de desintoxicagdo, os comportamentos anormais observados
podem alterar temporariamente a eficiéncia e aptidao das abelhas, podendo resultar em
diferentes impactos (Tosi ef al., 2021), ou seja, a exposi¢do que levou a alteragdes na
locomogdo pode levar a dificuldade da abelha em voltar para colonia (Henry et al., 2015). E
essa dificuldade pode reduzir a eficiéncia no forrageamento, podendo levar ao
enfraquecimento da colonia e dos servicos de polinizacao (Tsvetkov et al, 2017). Sendo
assim, a compreensao dos impactos das alteragdes comportamentais em nivel de colonia ¢ de
grande importancia (Tosi ef al., 2021).

Além disso, os resultados encontrados mostraram que as diferentes origens das abelhas
(colonia) podem influenciar na variagdo de todos os pardmetros observados no
comportamento de locomogdo. Essa variagdo pode estar relacionada as diferentes
composi¢des genéticas dos organismos (Robinson; Fernald; Clayton, 2008), o que pode
impactar na expressao de tragos comportamentais (Rueppell; Pankiw; Page, 2004). Tendo em
vista que as colonias utilizadas nos experimentos do presente trabalho sdo ndo-irmas, os
diferentes fatores genéticos de cada colonia podem ter papel fundamental na modulacao do

comportamento das abelhas, incluindo a resposta a estimulos ambientais e padrdes de
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locomogdo (Robinson; Fernald; Clayton, 2008; Rueppell; Pankiw; Page, 2004). Além disso, a
variabilidade genética entre as colonias pode impactar nao s6 de forma individual, mas
também na dinamica social (Oldroyd; Fewell, 2007). Dessa forma, pode-se dizer que a origem
genética das abelhas foi determinante na resposta dos individuos a exposi¢do ao FPF,
resultando na variagdo comportamental.

Apesar disso, essas alteragdes ndo foram capazes de levar os individuos a morte, ndo
impactando diretamente nas abelhas de forma individual, mas pode impactar o coletivo da
colonia. J4 que, apesar dos efeitos cerebrais, e consequentemente alteracdes no
comportamento, o FPF ndo reduziu a sobrevivéncia das abelhas, resultado este semelhante a
outros estudos, onde ndo foi visto alteragdes na mortalidade dos individuos de Apis mellifera
tratados com FPF em doses tnicas de ingestao aguda (Hesselbach; Scheiner, 2018, 2019). Em
contrapartida, um estudo realizado com Apis mellifera apresentou resultados onde a presenca
desse inseticida aumentou a mortalidade das abelhas em uma exposi¢do cronica de uma
concentragdo de 0,4 mg/kg (Tosi et al., 2021), ou seja, o estudo utilizou uma concentracio dez
vezes menor do que a utilizada no presente trabalho.

Além disso, o estudo em que houve redugdo na sobrevivéncia foi realizado com Apis
mellifera europeia recém-emergida (Tosi et al., 2021), levando em consideragdo que a idade e
funcdo das abelhas pode influenciar na resisténcia a diferentes fatores (Campana, 2023) essa
diferenca entre espécies e idade das abelhas pode justificar essa variancia de resultados.
Porém, a auséncia da interferéncia do FPF visto neste trabalho corrobora com a hipotese de
Tosi e Nieh (2019), em que a influéncia do inseticida varia de acordo com a estagdo do ano e
idade das abelhas, de modo que o inseticida ¢ mais toxico para as forrageiras e durante o
verdao. Sendo assim, o periodo e localidade em que os demais estudos foram realizados, pode
resultar em dados variados.

Além da exposicdo cronica, a exposi¢do aguda também pode interferir na
sobrevivéncia (Chakrabarti et al., 2020), além do paladar (Hesselbach; Scheiner, 2018, 2019),
cognicdo (Hesselbach; Scheiner, 2018, 2019) e habilidades motoras (Hesselbach; Scheiner,
2018, 2019) das abelhas. Além disso, a exposi¢ao ao FPF pode influenciar no consumo de
alimentos (Tong et al., 2019; Tosi; Nieh, 2019; Tosi et al., 2021), o que ndo foi observado
neste trabalho, de modo que ambos os grupos experimentais apresentaram consumo diario e
total semelhante, ndo tendo diferencga significativa.

Ademais, foi demonstrado que a interacdo entre os fatores estressores parasita

(forideo) e o inseticida flupiradifurona nao interferem diretamente na sobrevivéncia das
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abelhas, mas devido a diferentes condigdes, a presenca desses parasitas, como fator isolado,
pode aumentar a mortalidade das abelhas. Como ja demonstrado que sdo inimigos naturais
das abelhas (Cella; Cunha, 2020; Pereira et al., 2012), ¢ importante manter as coldnias fortes e
sauddveis, para que a presenca desses parasitas ndo interfira negativamente na colonia
(Pereira et al., 2012). Além disso, vale lembrar que a interagdo entre diferentes agentes
estressores pode levar ao aumento dos efeitos do FPF nas abelhas (Tosi; Nieh, 2019).

Apesar dos impactos neuroldgicos e comportamentais, o flupiradifurona ndo alterou a
morfologia do intestino médio dos individuos expostos, de modo que ambos os grupos
experimentais apresentaram indice de lesdo semelhante. Tendo em vista que o intestino médio
¢ a regido do sistema digestivo onde ocorre a maior parte da digestdo dos alimentos ¢ da
absorcao dos nutrientes (Cruz-Landim, 2009), alteracdes morfoldgicas nessa regido podem
comprometer a absor¢ao de nutrientes, levar a desnutri¢ao dos individuos e consequentemente
morte (Molina; Pelissari; Feirhmann, 2013).

Porém, os resultados encontrados no presente trabalho sdo opostos ao encontrado na
literatura, em que individuos recém-emergidos de Apis mellifera expostos cronicamente a 12
mg/L de FPF apresentaram alteragdes celulares no intestino (Chen et al., 2024). De modo que
as células digestivas apresentaram maior quantidade de vacliolos e nucleos desintegrados
(Chen et al., 2024). Sendo esse o unico estudo encontrado relacionado a efeitos morfoldgicos
causados pelo FPF no intestino de abelhas. Essa auséncia de pesquisas e resultados pode estar
relacionado ao fato de que o FPF ¢ um inseticida neurotoxico, ou seja, os estudos geralmente
ndo avaliam 6rgdos que primeiramente entram em contato com o FPF por via oral (intestino) e
acabam focando no o6rgdo-alvo de forma que a conhecer efeitos do FPF no sistema nervoso
dos polinizadores.

Além disso, embora neste trabalho o indice de lesdo tenha sido semelhante em ambos
0s grupos experimentais, houve o aumento na diferenciagdo dos ninhos de células
regenerativas nos individuos expostos, demonstrando uma alta taxa de atividade celular nas
abelhas (Cruz-Landim; Costa-Leonardo, 1996). Esse aumento na diferenciagdo sugere que,
apesar de nao ter diferenca de lesdo entre os grupos, o organismo das abelhas expostas esta
em maior atividade de renovagdo epitelial por meio da producdo de novas células para
substituir as danificadas que provavelmente foram eliminadas para o limen e, portanto,
manter o intestino funcionando corretamente (Cruz-Landim; Costa-Leonardo, 1996). Esse
mecanismo de renovagdo celular ¢ uma resposta adaptativa do epitélio intestinal frente ao

estresse gerado pelo xenobidtico. Apesar disso, a estimativa da quantidade de células
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liberadas no lumen intestinal foi semelhante nos dois grupos. Esse resultado pode estar
relacionado ao tempo de digestdo do alimento ingerido. Nas abelhas, o alimento demora
aproximadamente 2 horas para passar pelo intestino médio e chegar no intestino posterior para
ser evacuado (Cruz-Landim, 2009). Sendo assim, ¢ possivel que no momento em que as
abelhas foram dissecadas, o alimento consumido ja tinha sido digerido e direcionado para o
intestino posterior, levando junto as células liberadas que se acumularam no seu limen.

Com base nos resultados encontrados e na literatura, os efeitos de agrotoxicos, como o
FPF, dependem de multiplos fatores, uma vez que essas substincias interagem com diferentes
variaveis durante seu uso (Rocha, 2012). A concentracdo da substancia, a idade, fungao/casta
e espécie das abelhas (Chen ef al., 2024; Hesselbach; Scheiner, 2018, 2019; Silva, 2021; Tosi,
Nieh, 2019) sdo exemplos de varidveis que estdo diretamente ligadas aos efeitos desse
inseticida.

Vale ressaltar que o FPF ¢ considerado uma opg¢do menos tdxica as abelhas e outros
organismos ndo-alvo, quando comparado aos neonicotinoides. Ambos sdo inseticidas
neurotoxicos, ou seja, agem no sistema nervoso dos insetos (Matsuda ef al., 2001; Nauen et
al., 2014; Nunes et al., 2024), sendo agonistas dos receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChRs), o que causa hiperexcitagdo e morte (Matsuda et al., 2001; Nauen et al., 2014;
Tomizawa; Casida; 2005), mas apresentam diferencas na estrutura quimica, modo de acdo e
perfil toxicolégico (Matsuda et al., 2001; Nauen et al., 2014; Tomizawa; Casida; 2005). Os
neonicotinoides sao derivados sintéticos da nicotina, que se ligam fortemente aos receptores,
causando ativacdo constante dos neuronios, o que resulta em efeitos letais e subletais
(Simon-Delson et al., 2015). Além disso, possui grande afinidade aos receptores e alto
potencial téxico, sendo frequentemente relacionado ao desenvolvimento de resisténcia de
pragas a esses inseticidas (Bass et al., 2015).

Ja o FPF foi desenvolvido para superar as limitagdes dos neonicotinoides, sendo
baseado em um butenolideo ligado a outros grupos funcionais especificos que aumentam sua
solubilidade em agua e estabilidade quimica (Nauen ef al., 2014). Esse inseticida também age
nos receptores de nAChRs, mas ndo possui grande afinidade, realizando uma ligagao
moderada, com uma acdo prolongada e menos intensa (Nauen et al., 2014). Ou seja, apesar da
semelhanca, o FPF possui menor potencial téxico devido a seu modo de agdo, ndo induzindo
a efeitos negativos tao rapidamente (Hesselbach et al., 2020; Zhang et al., 2022).

Apesar de ambos os inseticidas causarem efeitos letais e subletais (Hesselbach;

Scheiner, 2019; Rundlof et al, 2015; Siviter et al., 2024; Tosi et al., 2021). Os


https://www.nature.com/articles/nature14420#auth-Maj-Rundl_f-Aff1

73

neonicotinoides sdo amplamente documentados como toxicos para organismos ndo-alvo,
como as abelhas. O flupiradifurona, apesar de apresentar diferentes efeitos nas abelhas, varia
bastante dependendo da dose/concentracdo, espécie, condigdes ambientais, entre outros
fatores (Chen et al., 2024; Ferreira, 2010; Hesselbach; Scheiner, 2018, 2019; Silva, 2021,
Tosi; Nieh, 2019). Ao comparar os resultados do presente estudo com a literatura, ndo ¢
possivel encontrar dados totalmente semelhantes, o que reforca a ideia de que os efeitos do
FPF podem variar de acordo com diversos fatores.

Zhang et al. (2022), mostrou que em concentracdes iguais (10 pg/L) o imidacloprido
(neonicotinoide) e o FPF apresentam resultados completamente diferentes, de modo que o
imidacloprido reduz significativamente o consumo de alimento dos individuos expostos, além
de retardar o periodo de postura de ovos e desenvolvimento das larvas. J& o FPF nao reduziu
ou bloqueou nenhum dos pardmetros analisados (Zhang et al., 2022). Corroborando com a
teoria de que o FPF, apesar de neurotdxico, como os neonicotinoides, apresenta efeitos
variados, ndo induzindo a efeitos negativos tao rapidamente (Hesselbach et al., 2020; Zhang
etal.,2022).

Ademais, baseado nos resultados do presente trabalho, a alteracdo cerebral causada
pelo FPF gera impactos na locomog¢do, mas ndo leva a morte dos individuos ou efeitos no
intestino médio, podendo assim, ser considerado menos téxico para as abelhas, quando
comparamos com os efeitos causados pelos neonicotinoides mesmo em concentragcoes
extremamente baixas (Silva et al., 2016; Tosi; Nieh, 2019). Destaca-se ainda que os efeitos
gerados nos individuos podem impactar na relagdo coletiva, de modo que essas alteragdes
podem afetar em diferentes aspectos da vida das abelhas. Além disso, esses sdo 0s primeiros
resultados do efeito do inseticida flupiradifurona na sobrevivéncia, comportamento e
morfologia do cérebro e intestino de adultos de Scaptotrigona postica, o que auxilia na
elucidagdo de lacunas a respeito desse inseticida em abelhas nativas sem ferrdo.

Porém, as alteracdes observadas refor¢am a necessidade de investigar detalhadamente
os danos associados a exposicao de insetos polinizadores a esse inseticida. Sendo fundamental

investigar os efeitos a longo prazo, considerando diferentes variaveis.

4.5 CONCLUSAO

Em condi¢des laboratoriais, a exposi¢do ao inseticida flupiradifurona impacta a

morfologia dos corpos pedunculados do cérebro de Scaptotrigona postica, aumentando a
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distancia entre as células que formam a sua por¢do neuronal interna. Essas mudangas podem
ser refletidas em alteragdes comportamentais, onde todos os pardmetros analisados da
locomog¢ao foram reduzidos. No entanto, a exposicdo ao inseticida nao ¢ um fator
significativo na sobrevivéncia dos individuos, ao contrdrio dos forideos, os quais podem
aumentar a mortalidade das abelhas. Além disso, a exposi¢do ao flupiradifurona ndo provoca
mudangas na morfologia do intestino médio de S. postica.

Esses resultados destacam a importancia de analisar agrotoxicos como um fator de
estresse significativo no desempenho das abelhas, o que destaca a complexidade da interacao
entre agrotoxicos, parasitas e condi¢des ambientais na eficiéncia dos polinizadores, como as

abelhas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, em condi¢cdoes laboratoriais, o inseticida
flupiradifurona altera a morfologia dos corpos pedunculados do cérebro de Scaptotrigona
postica, levando a impactos no comportamento de locomoc¢ao dos individuos, reduzindo todos
os parametros analisados. Porém nao ¢ um fator de impacto significativo na sobrevivéncia e
morfologia do intestino das abelhas, ao contrario dos forideos, os quais podem aumentar a
mortalidade das abelhas.

Sendo assim, os resultados encontrados confrontam parte da hipotese inicial, de modo
que, apesar do flupiradifurona ter efeitos no cérebro e locomogdo de S. postica, essa
interferéncia ndo ¢ um fator que afeta a sobrevivéncia das abelhas e morfologia do intestino
médio de S. postica.

Ademais, esses resultados destacam a importancia do flupiradifurona como um fator
de estresse significativo no desempenho das abelhas, o que destaca a complexidade da
interacdo entre agrotoxicos, parasitas e condigdes ambientais na eficiéncia dos polinizadores,

como as abelhas.
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ANEXOS

ANEXO 1

Protocolo Hematoxilina e eosina (H.E)

2,5 gramas do corante eosina amarelada 5% foi dissolvido em 500 mL de 4gua destilada, apds
a homogeneizacdo adicionou-se 1 mL de 4cido acético glacial e a solucao foi homogeneizada.
Antes do uso, a solucdo de eosina e de hematoxilina foram filtradas. Os cortes foram
hidratados por 10 minutos em dgua destilada, seguido da imersdo em hematoxilina
(formulagao comercial) por 20 minutos. Os cortes foram lavados em agua corrente e em
seguida colocados na solugdo de eosina 0,5% por 2 minutos, seguida de lavagem em agua
destilada. Apos os cortes secarem em temperatura ambiente, as ldminas foram montadas com

DPX-Mount.



