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RESUMO GERAL

As abelhas nativas desempenham papel essencial nos servigos ecossistémicos de polinizagdo,
mas ainda sdo pouco consideradas nas avalia¢des de risco de agrotoxicos. Nesse contexto,
esta dissertacdo teve como objetivo investigar os efeitos subletais do clorantraniliprole por
meio da exposi¢do oral de operarias de Bombus morio, espécie nativa do Brasil, integrando
revisdo de literatura e experimentos laboratoriais. O primeiro capitulo consistiu em uma
revisdo sobre os efeitos de agrotoxicos em Bombus, com énfase em mortalidade,
comportamento e alteragdes morfofisiologicas, além da discussdo sobre limitagdes dos
protocolos toxicologicos. O segundo capitulo envolveu a adaptacdo de metodologias para
bioensaios, incluindo sistemas de contencdo e alimentagdo, bem como a avaliagdo da
longevidade e da toxicidade em duas doses do inseticida. No terceiro capitulo, foram
avaliados efeitos subletais por meio de andlises comportamentais e histoldgicas do intestino
médio, tubulos de Malpighi e musculatura de voo. Os resultados demonstraram que B. morio
apresenta elevada tolerancia ao confinamento, com longevidade média de 30 dias, e que o
clorantraniliprole ndo provocou mortalidade estatisticamente significativa nas duas doses
testadas. As andlises comportamentais ndo indicaram alteragcdes significativas entre os
grupos. Em contrapartida, as analises histoldgicas evidenciaram alteragdes dose-dependentes
nos trés tecidos avaliados, incluindo desorganizagdo tecidual, perda de material
citoplasmatico e alteracdes nucleares, sugerindo prejuizos em processos de digestdo, absor¢do
e excrecdo, além de possivel comprometimento da fungcdo muscular associada a locomogao.
De forma integrada, os resultados indicam que, embora ndo seja letal nem promova
alteragdes comportamentais detectaveis no curto prazo, o clorantraniliprole induz alteragdes
morfofisiologicas significativas em B. morio, reforcando a importincia de considerar
multiplos endpoints subletais em analises ecotoxicologicas e de ampliar a inclusdao de
espécies nativas nos testes regulatorios.

Palavras-chave: Mamangava, inseticida, toxicidade, efeitos subletais, alteracdes
histolégicas.



GENERAL ABSTRACT

Native bees play an essential role in pollination ecosystem services, yet they are still
underrepresented in pesticide risk assessments. In this context, this dissertation aimed to
investigate the sublethal effects of chlorantraniliprole through oral exposure in workers of
Bombus morio, a species native to Brazil, integrating a literature review and laboratory
experiments. The first chapter consisted of a review on the effects of pesticides on Bombus,
with emphasis on mortality, behavior, and morphophysiological alterations, as well as a
discussion on the limitations of current toxicological protocols. The second chapter involved
the adaptation of methodologies for bioassays, including containment and feeding systems, as
well as the evaluation of longevity and toxicity at two doses of the insecticide. In the third
chapter, sublethal effects were assessed through behavioral and histological analyses of the
midgut, Malpighian tubules, and flight muscles. The results demonstrated that B. morio
exhibits high tolerance to confinement, with a mean longevity of 30 days, and that
chlorantraniliprole did not cause statistically significant mortality at the tested doses.
Behavioral analyses did not reveal significant differences among groups. In contrast,
histological analyses showed dose-dependent alterations in all three tissues evaluated,
including tissue disorganization, loss of cytoplasmic material, and nuclear alterations,
suggesting impairment in digestion, absorption, and excretion processes, as well as a possible
compromise of muscle function associated with locomotion. Overall, the results indicate that,
although not lethal and not inducing detectable behavioral changes in the short term,
chlorantraniliprole can cause significant morphophysiological alterations in B. morio,
highlighting the importance of considering multiple sublethal endpoints in ecotoxicological
assessments and of expanding the inclusion of native species in regulatory testing.

Keywords: bumblebee, insecticide, toxicity, sublethal effects, histological alterations.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os animais participam de inimeras intera¢des ecologicas, dentre elas a polinizagdo,
que garante a prosperidade reprodutiva da maior parte das plantas nativas e cultivadas,
contribuindo também para a manutengao da diversidade genética das populacdes vegetais,
para o equilibrio ecolégico dos ecossistemas e para a geracdo de beneficios econdmicos
associados a producdo agricola (Potts et al., 2010; Ollerton; Winfree; Tarrant, 2011). O grupo
mais significativo de polinizadores ¢ representado pelos insetos (Schoonhoven; Jermys;
Van-Loon, 1998), dentre os quais, as abelhas sdao as mais especializadas, com cerca de 20.000
espécies identificadas (IPBES, 2016). Elas apresentam adapta¢des morfologicas para coletar,
manipular, transportar e armazenar o polen de maneira eficaz, ainda que ele se apresente em
uma diversidade de formas e tamanhos (Danforth et al., 2006).

Considerando a polinizagdo em areas agricolas, a taxa de reprodugdo cruzada aumenta
em locais onde existem insetos polinizadores, elevando também a produtividade e a
qualidade dos cultivos (Patricio-Roberto et al., 2025). No Brasil, 141 espécies cultivadas
dependem em algum grau da polinizacdo por abelhas (Lagda et al., 2021). Ainda, 73% de
todas as plantas do mundo sdo dependentes da polinizacao por este grupo (Patricio-Roberto;
Campos, 2014). Diante disso, as abelhas desempenham um papel essencial ndo apenas para a
manuten¢do da biodiversidade, mas também para a seguranca alimentar e 0s servigos
ecossistémicos.

Dentre os diversos grupos de abelhas, o género Bombus destaca-se por sua alta
eficiéncia na poliniza¢ao de flores com morfologia complexa, pois realiza a polinizacao por
vibracdo, também conhecida como buzz pollination (de Luca; Vallejo-Marin, 2013). Esse
mecanismo consiste na vibragdo da musculatura toracica sobre as flores, liberando o pélen, e
¢ essencial para espécies vegetais que dependem de estimulos mecanicos para sua liberacao
(Patricio-Roberto et al., 2012). Apesar de sua relevancia ecoldgica e econdmica, o
conhecimento sobre as espécies de Bombus presentes no Brasil ainda ¢ limitado,
especialmente quanto a sua resposta a estressores ambientais, como os agrotoxicos (Silva et
al.,2021; Cecchetto et al., 2023).

Nas ultimas décadas, as populagdes de abelhas t€ém diminuido significativamente em
diversas regides do mundo, o que preocupa pesquisadores e autoridades devido ao impacto
direto sobre os servicos de polinizagdo, essenciais para a produgdo de alimentos e a seguranga

alimentar global (Beringer; Maciel; Tramontina, 2019; Zattara; Aizen, 2021).



Dentre os principais fatores associados ao declinio de populacdes de abelhas estdo as
mudancas climdticas, patogenos, perda de habitat e, especialmente, o uso intensivo de
agrotoxicos (IPBES, 2016). Esses compostos representam uma ameaga direta a saude desses
insetos, uma vez que podem contaminar o néctar, o pdlen e outras partes florais, expondo as
abelhas por ingestao ou por contato com superficies contendo residuos de agrotoxicos. Essa
exposi¢do pode afetar o comportamento, a fisiologia e a sobrevivéncia dos individuos
(Nocelli et al., 2018).

Entre os agrotoxicos mais utilizados atualmente estd o clorantraniliprole (Dos Santos
et al., 2024), um inseticida da classe das diamidas antranilicas, amplamente aplicado em
diversas culturas agricolas, como tomate, pimentdo e berinjela, as quais costumam atrair
grande diversidade de polinizadores durante seus periodos de floracao (BPBES, 2019; FMC,
2021). Esse composto atua sobre receptores de rianodina (RyR), promovendo a liberacao
desregulada de ions calcio nas células musculares e nervosas, o que afeta diretamente
processos fisiologicos essenciais nos insetos, como contragdo muscular, comunicagdo neural,
secrecdo hormonal e divisdo celular (Collet et al., 2021), resultando em sintomas como
paralisia, letargia, cessacao alimentar e regurgitagdo (Cordova et al., 2006; Haas ef al., 2021).

Embora tenha sido considerado um agrotoxico de risco reduzido pela Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US-EPA, 2008) e frequentemente classificado como
seletivo, hé evidéncias de sua alta persisténcia ambiental (EFSA, 2013; Zhang et al., 2025), o
que pode prolongar a exposicdo de organismos nao alvo mesmo apos a aplicacdo. Diante
desse cendrio, torna-se urgente ampliar as investigacdes toxicoldgicas envolvendo
polinizadores nativos, a fim de compreender melhor os riscos associados ao uso desse
composto em diferentes ecossistemas.

Além da toxicidade, caracterizada pela morte dos individuos, os efeitos subletais dos
agrotoxicos também merecem atencdo. Mesmo em doses menores, incluindo aquelas
recomendadas nas bulas dos produtos formulados, essas substancias podem induzir alteragdes
comportamentais, morfoldgicas e fisiologicas, danos celulares e redug¢do da longevidade em
abelhas (Nocelli et al., 2018; Syromyatnikov, 2020). Esses efeitos, embora nao letais, podem
comprometer significativamente o desempenho e a sobrevivéncia das abelhas (Nocelli ef al.,
2018).

Diante da importancia das abelhas nativas para a conservacdo da biodiversidade,
torna-se fundamental investigar os impactos dos agrotoxicos sobre espécies pouco estudadas,
como as do género Bombus. O género Bombus apresenta ampla distribuicdo global, com

aproximadamente 250 espécies descritas, sendo a maior diversidade encontrada em regides



temperadas do hemisfério norte (Michener, 2007). No Brasil, entretanto, a riqueza de
espécies ¢ significativamente menor, com cerca de sete espécies registradas no pais
(Frangoso, Oliveira e Arias, 2016).

Apesar de sua relevancia ecologica como polinizadores eficientes, a maioria dos
estudos toxicologicos concentra-se na espécie Apis mellifera (Williams; Swale; Anderson,
2020; Haas et al., 2021). No entanto, diferencas morfologicas, fisiologicas e comportamentais
entre as espécies de abelhas podem resultar em respostas distintas a exposi¢do aos
agrotoxicos (Oga, Camargo, Batistuzzo, 2008; Loureccetti et al., 2023).

Nesse contexto, a maior parte dos estudos envolvendo abelhas do género Bombus
concentra-se em espécies do hemisfério norte (Goulson, 2010; IPBES, 2016). Para as
espécies brasileiras, entretanto, as avaliagdes ecotoxicologicas ainda sdo limitadas (Silva et
al., 2021; Cecchetto et al., 2023), evidenciando a necessidade de ampliar as pesquisas com
espécies nativas para uma compreensao mais abrangente dos efeitos dos agrotéxicos.

Nesse contexto, a hipotese geral deste trabalho ¢ que a exposi¢do ao inseticida
clorantraniliprole, mesmo em niveis subletais, compromete estruturas e fungdes essenciais a

sobrevivéncia e ao desempenho das abelhas.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar os possiveis efeitos do agrotoxico clorantraniliprole sobre abelhas Bombus
morio (Swederus, 1787) submetidas a exposicao oral, com énfase nos efeitos subletais em

niveis comportamental, morfoldgico e fisioldgico.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do capitulo 1 deste estudo foram:

e Revisar estudos que avaliam os efeitos de agrotdxicos sobre abelhas do género
Bombus, com é&nfase em mortalidade, efeitos comportamentais e alteracdes
morfofisiologicas.

e Discutir as limitagdes de protocolos toxicologicos atualmente utilizados e sua

adequagdo para a avaliacdo de risco em espécies nativas.



Os objetivos especificos do capitulo 2 deste estudo foram:

e Padronizar um sistema de contencdo individual para operarias de B. morio, por meio
do desenvolvimento de gaiolas experimentais adequadas a manutengdo e exposicao
dos individuos.

e Desenvolver e validar um modelo de alimentador seguro e eficiente para o
fornecimento de alimento liquido em bioensaios laboratoriais com B. morio.

e Avaliar a taxa de sobrevivéncia de operarias de B. morio mantidas em condigdes
laboratoriais controladas, a fim de estabelecer valores de referéncia da longevidade da
espécie em ambiente artificial.

e Investigar os efeitos do inseticida clorantraniliprole sobre operarias adultas de B.

morio, por meio da exposi¢do oral a diferentes concentracdes do ingrediente ativo.
Os objetivos especificos do capitulo 3 deste estudo foram:

e Avaliar alteracdes comportamentais em operarias de B. morio expostas oralmente ao
clorantraniliprole, considerando possiveis mudangas associadas a efeitos subletais do
agrotoxico.

e Analisar possiveis alteragdes morfologicas (intestino médio, tibulos de Malpighi e
musculatura de voo) de operdrias de B. morio expostas oralmente ao
clorantraniliprole.

e Avaliar e comparar a integridade histologica desses tecidos entre os diferentes grupos
experimentais, a fim de identificar possiveis efeitos subletais decorrentes da

exposicao ao agrotoxico.

Ainda, os dados obtidos com pesquisas dessa natureza podem contribuir com o
cumprimento de alguns Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS), estabelecidos pela
ONU e parte integrante da Agenda 2030 (UNITED NATIONS, 2015). O presente projeto
atende diretamente ao ODS n° 15 — “Vida terrestre” e, de forma indireta, aos ODS n° 2 —
“Fome zero e agricultura sustentavel”, n® 12 — “Consumo e producao responsaveis” e n® 13 —
“Acdo contra a mudanga global do clima” (ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS,
2015).



3. ESTRUTURACAO DOS CAPITULOS

A presente dissertacdo esta estruturada em trés capitulos, sendo um capitulo de
revisao de literatura e dois capitulos experimentais, que exploram diferentes abordagens
metodologicas para a avaliagdo dos efeitos do agrotdxico clorantraniliprole sobre operarias da
espécie B. morio.

O capitulo 1 consiste em uma revisdo da literatura sobre os riscos dos agrotdxicos
para abelhas do género Bombus, com foco em mortalidade, efeitos comportamentais e
alteragdes morfofisiologicas. Nesta secao, sao discutidos estudos realizados com diferentes
classes de agrotdxicos, bem como as limitagdes dos protocolos toxicoldgicos atualmente
disponiveis, especialmente no contexto das espécies nativas brasileiras.

O capitulo 2 aborda o desenvolvimento e a padroniza¢cdo de um sistema experimental
para ensaios com B. morio em condigdes controladas de laboratério. S3o apresentados os
procedimentos de coleta, transporte, manutencdo e alimentacdo dos individuos, bem como a
constru¢do de gaiolas experimentais e alimentadores adaptados. Além disso, este capitulo
inclui os resultados do teste de sobrevivéncia em condigdes laboratoriais e da avaliacao da
mortalidade de operarias expostas oralmente ao clorantraniliprole durante um periodo de 48
horas.

Os bioensaios foram adaptados a partir da diretriz OECD n° 247 (2017), originalmente
desenvolvida para a determinagdo de DLso (Dose Letal Mediana) em Bombus terrestris
(Linnaeus, 1758) e Bombus impatiens (Cresson, 1863), uma vez que ndo existe um protocolo
para uma espécie brasileira.

O capitulo 3 investiga os possiveis efeitos subletais do clorantraniliprole em B. morio,
utilizando as mesmas doses € o0 mesmo periodo de exposi¢do adotados no segundo capitulo.
A abordagem empregada consistiu na avaliacdo de alteragdes comportamentais, além da
analise histoldgica de intestino médio, tibulos de Malpighi e musculatura de voo. Para isso,
foram aplicados protocolos de inclusdo em historesina e coloragdo com hematoxilina e
eosina, com o objetivo de detectar alteracdes morfoldgicas nos tecidos analisados. As secgoes
histologicas obtidas permitiram a comparagdo entre os diferentes grupos experimentais e
contribuiram para uma compreensdo mais profunda dos danos celulares que podem ocorrer
em concentracdes consideradas subletais do agrotoxico, em associacdo as respostas

comportamentais avaliadas.
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CAPITULO 1

Efeitos dos agrotoxicos sobre espécies de abelhas do género Bombus: subsidios para a
avaliacdo de risco para espécies brasileiras.

RESUMO

A avaliacdo dos impactos de agrotoxicos sobre abelhas do género Bombus tem se baseado
principalmente em testes de mortalidade, embora esse enfoque isolado apresente limitagdes
para a compreensdo dos riscos ecoldgicos em condigdes reais de uso agricola. Neste capitulo,
foi realizada uma anélise integrativa dos efeitos de inseticidas, fungicidas e herbicidas sobre
Bombus, considerando mortalidade, comportamento e alteragdes morfofisiologicas. A analise
foi conduzida por meio de buscas sistematicas nas bases Web of Science, Scopus, PubMed e
ScienceDirect, utilizando os descritores “Bombus”, “bumblebee”, “toxicology”, “pesticide” e
“mortality”. Os estudos foram selecionados em quatro etapas sequenciais (identificagao,
triagem, elegibilidade e fichamento), sendo incluidos apenas artigos empiricos publicados
entre 2016 e 2025 que apresentassem descricdo metodologica detalhada e informagdes
suficientes para a extra¢do de dados como ingrediente ativo, via de exposicao, dose, estagio
de vida e desfechos avaliados. Artigos de revisdo foram utilizados apenas para
contextualizagdo tedrica, sem inclusdo na andlise comparativa dos resultados. A andlise
comparativa permitiu identificar padrdes de resposta entre classes de produtos e niveis de
organizacao biologica. Os resultados indicam que inseticidas, especialmente neonicotinoides,
concentram a maior parte dos efeitos letais agudos, embora a magnitude da mortalidade varie
conforme o ingrediente ativo, a dose e a duragdo da exposi¢do. Fungicidas e herbicidas, por
sua vez, raramente provocam mortalidade direta, mas aparecem associados a efeitos subletais
relevantes, sobretudo em contextos de exposicdo continua ou combinada. Alteracdes
comportamentais ocorreram predominantemente em concentragdes subletais, afetando
fungdes essenciais como forrageamento, aprendizagem, organizagdo social e reproducio. No
nivel morfofisiologico, foram descritas alteragdes em tecidos neurais, musculares e
reprodutivos, frequentemente ausentes em avaliacdes baseadas apenas em sobrevivéncia.
Dessa forma, os dados reforgam que protocolos focados exclusivamente em mortalidade
aguda de operarias t€ém alcance limitado para estimar o risco real em cenarios agricolas.
Abordagens que integrem diferentes resultados, regimes de exposicao prolongados, misturas
de produtos e estagios sensiveis do ciclo de vida oferecem uma base mais robusta para a
avalia¢do dos impactos de agrotdxicos sobre Bombus.

Palavras-chave: Mortalidade, efeitos subletais, exposi¢ao cronica, toxicidade.



ABSTRACT

The assessment of pesticide impacts on bees of the genus Bombus has been primarily based
on mortality tests, although this isolated approach presents limitations for understanding
ecological risks under realistic agricultural conditions. In this chapter, an integrative analysis
was conducted on the effects of insecticides, fungicides, and herbicides on Bombus,
considering mortality, behavior, and morphophysiological alterations. The analysis was
carried out through systematic searches in the Web of Science, Scopus, PubMed, and
ScienceDirect databases, using the descriptors “Bombus”, “bumblebee”, “toxicology”,
“pesticide”, and “mortality”. Studies were selected through four sequential stages
(identification, screening, eligibility, and data extraction), including only empirical articles
published between 2016 and 2025 that provided detailed methodological descriptions and
sufficient information for data extraction, such as active ingredient, exposure route, dose, life
stage, and evaluated endpoints. Review articles were used solely for theoretical
contextualization and were not included in the comparative analysis. The comparative
analysis allowed the identification of response patterns across pesticide classes and levels of
biological organization. The results indicate that insecticides, particularly neonicotinoids,
account for most acute lethal effects, although mortality levels vary according to the active
ingredient, dose, and exposure duration. Fungicides and herbicides, in contrast, rarely cause
direct mortality but are associated with relevant sublethal effects, especially under continuous
or combined exposure scenarios. Behavioral alterations were predominantly observed at
sublethal concentrations, affecting essential functions such as foraging, learning, social
organization, and reproduction. At the morphophysiological level, alterations were reported
in neural, muscular, and reproductive tissues, often undetected in assessments based solely on
survival. Overall, these findings demonstrate that protocols focused exclusively on acute
worker mortality have limited capacity to estimate real risk under agricultural conditions.
Approaches integrating multiple endpoints, prolonged exposure regimes, pesticide mixtures,
and sensitive life stages provide a more robust framework for assessing pesticide impacts on
Bombus.

Keywords: Mortality; sublethal effects; chronic exposure; toxicity.
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1. INTRODUCAO

A polinizagdo constitui um servigo ecossistémico regulador e de manuten¢ao, sendo
crucial para a conservagdo da biodiversidade e um dos pilares da seguranca alimentar em
nivel global (Klein et al., 2007; Potschin e Haines-Young, 2011). O processo de polinizagao
pode ocorrer por meios abidticos, como vento ou agua; ou bidticos, como ocorre na maioria
das plantas, em que as abelhas se destacam como os polinizadores mais especializados
(Roubik, 2018; BPBES; REBIPP, 2019), apresentando uma longa historia de coadaptacao
com diferentes grupos vegetais (Martins, 2013).

Algumas espécies de plantas silvestres e cultivadas apresentam caracteristicas
bioldgicas especificas, como anteras poricidas, que requerem um comportamento
especializado para a liberagdao do pdlen (de Luca; Vallejo-Marin, 2013). Esse comportamento,
conhecido como polinizacdo por vibracao (buzz pollination), ¢ realizado por um grupo
especifico de abelhas capazes de vibrar os musculos tordcicos durante o forrageamento,
promovendo a sonicacdo das anteras e a consequente liberagdo do polen, desempenhando um
papel essencial na polinizagdo dessas plantas (Patricio-Roberto ef al., 2012; BPBES; REBIPP,
2019).

O género Bombus apresenta ampla distribuicdo global, com aproximadamente 250
espécies descritas, sendo a maior diversidade registrada em regides temperadas do hemisfério
norte, enquanto no Brasil sdo reconhecidas cerca de sete espécies nativas (Michener, 2007,
Francoso; Oliveira; Arias, 2016). Entre as espécies vibradoras, as abelhas do género Bombus,
sdo capazes de forragear sob condi¢des climaticas subdtimas, o que amplia sua eficiéncia
como polinizadores (Bie et al., 2025). A importancia desse género para a polinizagdo de
culturas agricolas vem sendo documentada desde o inicio do século XX em diferentes regides
do mundo (Plath, 1925; Dafni et al., 2010; Patricio-Roberto et al., 2012; Oliveira, 2014;
Abrol, Mondal e Shankar, 2021; Nery; Palottini; Farina, 2024). Em nivel global,
especialmente em paises do hemisfério norte, a partir da década de 1980, o uso de colonias
manejadas de mamangavas para polinizacdo assistida passou a se expandir globalmente,
especialmente na Europa, em razdo dos expressivos ganhos de produtividade observados
tanto em cultivos a céu aberto quanto em ambientes protegidos (Oliveira, 2014; Abrol,
Mondal e Shankar, 2021; Barda et al., 2024).

No Brasil, espécies nativas de Bombus atuam na polinizagdo de plantas silvestres e de
culturas de importancia econdmica, especialmente da familia Solanaceae, como tomate,

berinjela, pimentado, entre outras (BPBES; REBIPP, 2019). Apesar de sua elevada relevancia
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ecologica e econdmica, a polinizagdo no pais depende majoritariamente de espécies
silvestres, e ainda hd uma expressiva lacuna de conhecimento acerca da biologia e da
ecologia das espécies brasileiras de Bombus. Essa lacuna estd relacionada, sobretudo, a
dificuldade de localizar ninhos em ambiente natural, bem como ao comportamento defensivo
dessas espécies quando comparadas as espécies do género Bombus amplamente utilizadas em
sistemas de polinizagdo manejada (Oliveira ef al., 2022).

A introdugdo de coldnias manejadas de espécies exoticas de Bombus € legalmente
restrita no Brasil, dependendo de autorizacdo e parecer técnico dos Orgdos ambientais
competentes, conforme previsto na legislacdo ambiental brasileira (Lei n® 9.605/1998), em
razdo de suas potenciais implicacdes ecologicas (BRASIL, 1998; Oliveira, 2014). B.
terrestris, a espécie mais comercializada no mundo entre as mamangavas, apresenta elevada
capacidade de dispersao e competicdo, caracteristicas associadas ao comportamento invasor,
representando, assim, uma ameaga aos ecossistemas locais (Dafni et al., 2010).

Atualmente, diferentes empresas, principalmente europeias, comercializam e
exportam colonias de Bombus sp. para diversas regioes do mundo (Oliveira, 2014). Contudo,
a importagdo de abelhas ndo-nativas representa riscos expressivos para a diversidade local,
incluindo competicdo por recursos alimentares, disputa por locais de nidificagdo e
transmissao de patdgenos exdticos (Saraiva et al., 2012; Oliveira, 2014).

Os riscos associados a introducdo de abelhas exodticas em territdrio brasileiro sao
amplamente reconhecidos, especialmente a partir do histérico da subespécie Apis mellifera
scutellata, que, apds sua introducdo miscigenou com as subespécies europeias introduzidas
anteriormente, gerando um hibrido que expandiu-se rapidamente até o sul dos Estados
Unidos (Schmid-Hempel et al., 2007).

Em meados dos anos 1990, o Brasil intensificou o uso do cultivo protegido em casas
de vegetacao, abrindo um cenario potencialmente favoravel a adocao da polinizagdo assistida
com mamangavas (Oliveira, 2014). Contudo, apesar de proibir a introducdo de espécies
exoticas de Bombus, o pais ndo dispde de colonias manejadas de espécies nativas, o que
limita o aproveitamento desse servigo ecossistémico na agricultura nacional, apesar de seu
reconhecido potencial para a melhoria da qualidade e da produtividade dos alimentos
(Oliveira, 2014; Klein et al., 2020). Dentre os alimentos que poderiam ser beneficiados pelo
uso dessas colonias, destacam-se: berinjela, maracuja-amarelo, mirtilo e morango (Velthuis;
Doorn, 2006; Oliveira, 2014; Giannini et al., 2015; BPBES; REBIPP, 2019).

No Brasil, a utilizagdo de colonias manejadas de Bombus ¢ limitada ndo apenas pelos

riscos ecoldgicos associados a introducdo de espécies exoticas. O cendrio agricola nacional,
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marcado pelo elevado uso de agrotdxicos em diferentes culturas (Spadotto; Gomes, 2021),
também constitui um fator que dificulta o manejo dessas abelhas. Grande parte desses
produtos ¢ aplicada em cultivos que apresentam intensa oferta de recursos florais atrativos
para polinizadores (Brasil, 2019), o que eleva a probabilidade de exposicdo a residuos
presentes no néctar, no pdlen e até na agua consumida durante o forrageamento (BPBES;
REBIPP, 2019). Esse cendrio torna complexo o manejo seguro de Bombus sp., uma vez que a
exposicao continua ou repetida aos agrotoxicos pode comprometer o comportamento, a
fisiologia e a sobrevivéncia dos individuos (Nocelli ef al., 2018).

Nesse contexto, de acordo com o sistema AGROFIT do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), uma ampla diversidade de ingredientes ativos utilizados
no pais ¢ registrada para aplicagdo em multiplas culturas agricolas. Essa sobreposi¢do de uso
amplia a probabilidade de exposicdo de Bombus sp. a diferentes classes de agrotoxicos
durante o forrageamento, geralmente em cenarios de uso repetido e combinado, refor¢cando a
relevancia de avaliagdes que considerem condi¢des mais proximas da realidade agricola
brasileira.

Apesar da crescente preocupacdo com os impactos dos agrotdxicos sobre a fauna
nativa, ainda nao existem protocolos padronizados especificos para a avaliacao toxicoldgica
de espécies brasileiras de Bombus. Atualmente, a Organizacdo para a Cooperagdo e
Desenvolvimento Econdémico (OECD) disponibiliza diretrizes especificas para testes com
abelhas desse género; entretanto, tais normas foram desenvolvidas para B. terrestris ¢ B.
impatiens (OECD, 2017). No contexto regulatdrio nacional, a avaliagdao de risco ambiental de
agrotoxicos ¢ conduzida com base em protocolos que utilizam A. mellifera como organismo
teste representativo das abelhas, conforme estabelecido pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA, 2017), evidenciando a auséncia de
protocolos padronizados voltados as espécies nativas.

Diante desse cendrio, considerando a importancia das espécies nativas do género
Bombus para a manutencao de plantas nativas, bem como para a produgdo agricola, tanto para
0 consumo interno quanto para exportacao, o objetivo desta revisdo ¢ analisar os efeitos de
agrotoxicos sobre abelhas do género Bombus, considerando resultados relacionados a
mortalidade, alteragdes comportamentais e efeitos morfofisiolégicos descritos na literatura.
Foram incluidos estudos conduzidos com espécies ndo nativas, devido a escassez de
pesquisas envolvendo espécies brasileiras, com o intuito de discutir possiveis implicagdes

para as espécies que ocorrem naturalmente em areas agricolas no Brasil.

13



2. METODOLOGIA

A busca pela literatura cientifica foi realizada com o objetivo de identificar pesquisas
que avaliassem os efeitos de agrotoxicos para abelhas do género Bombus. A estratégia
metodoldgica adotada foi baseada no procedimento descrito por Jennifer H. Olker et al.
(2022). A pesquisa foi conduzida em bases de dados cientificas e plataformas de indexagdo
relevantes, incluindo Web of Science, Scopus, PubMed e ScienceDirect.

Com o intuito de concentrar a analise em evidéncias recentes e metodologicamente
comparaveis, foram incluidos apenas artigos publicados no periodo de 2016 a 2025. A
estratégia de busca foi otimizada por meio da combinacdo dos seguintes descritores em
lingua inglesa: “Bombus”, “bumblebee”, “toxicology”, “pesticide” e “mortality”.

O processo de selecdo dos estudos seguiu quatro etapas sequenciais, conforme
apresentado no Fluxograma Metodologico (Figura 1). Na primeira etapa, identificagdo, foram
definidos os termos de busca e executadas as pesquisas nas bases selecionadas, resultando em
um conjunto inicial de registros, os quais foram posteriormente submetidos as etapas de

triagem, elegibilidade e fichamento.

Figura 1. Fluxograma metodologico do processo de selecdo dos estudos incluidos na revisao.

Defini¢do de Termos de busca e base de dados:
e Palavra-chave: Bombus, bumblebee,
toxicology, pesticide, mortality
e Base de dados: Web of Science, Scopus,
PubMed e ScienceDirect.

1. IDENTIFICACAO

Artigos que abordam  os
efeitos de agrotéxicos em
abelhas do genéro Bombus

Artigos que ndo abordam
agrotdxicos, ou que abordam
outras espécies de abelhas

2. TRIAGEM

3. ELEGIBILIDADE

4. FICHAMENTO

Fonte: Autoria prépria, 2025.

INCLUSAO
Artigos com dados empiricos que
confirmam o estudo em Bombus e
contém todas as informagbes pré-
selecionadas para extragdo de dados
(Ingrediente ativo, Método, Localidade,
Parédmetro, Idade)

Os artigos elegiveis sdo submetidos ao
Fichamento Detalhado.

EXCLUSAO
Estudos de outras faixas etdrias,
documentos técnicos e estudos que ndo
apresentem  dados empiricos ou
informagdes suficientes para a extragdo
dos parametros definidos.
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Na segunda etapa, triagem, os artigos foram avaliados com base na leitura dos titulos
e resumos. Nessa fase, foram incluidas apenas publicacdes que abordassem explicitamente os
efeitos de agrotoxicos em abelhas do género Bombus, sendo excluidos estudos realizados
com outros grupos de abelhas ou que ndo apresentassem relagdo direta com o tema proposto.

A terceira etapa, elegibilidade, consistiu na leitura dos artigos pré-selecionados.
Foram considerados elegiveis apenas estudos que apresentassem dados empiricos e
informagdes metodoldgicas suficientes para a extragdo sistemdtica dos dados. Artigos de
revisado, capitulos de livro, documentos técnicos e estudos que ndo descrevessem claramente
o método experimental foram excluidos da analise principal, sendo utilizados exclusivamente
como suporte tedrico para contextualizacdo e discussdo conceitual ao longo do texto. Além
disso, com base nos objetivos da presente revisao, foram priorizados estudos conduzidos com
abelhas adultas do género Bombus. Trabalhos focados exclusivamente em estagios imaturos
(larvas ou pupas) ou que nao permitissem a distingdo clara do estagio de vida avaliado ndo
foram considerados para a analise dos efeitos toxicoldgicos.

Por fim, na etapa de fichamento, foram selecionados 35 estudos, os quais foram
submetidos a extra¢do padronizada das informacdes. Para cada artigo elegivel, foram
coletados dados referentes a espécie avaliada, classe do agrotoxico, ingrediente ativo, via e
regime de exposi¢do, tipo de efeito analisado (mortalidade, comportamento e/ou
morfofisiologia) e principais resultados observados.

Os critérios de elegibilidade adotados, bem como os pardmetros analisados e os dados
extraidos de cada estudo, estdo descritos de forma detalhada na Tabela 1.

Apds a etapa de fichamento, os estudos incluidos na presente revisdo foram
organizados de acordo com o tipo de efeito avaliado (mortalidade, comportamento e
morfofisiologia), seguido pela classe do produto e, quando aplicavel, pelo ingrediente ativo.
Artigos de revisao utilizados ao longo do texto tiveram fungdo exclusivamente contextual e

ndo integraram a analise quantitativa dos resultados (ANEXO I).
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Tabela 1. Critérios de elegibilidade e parametros de extragdo de dados utilizados na revisao.

Categoria

Critério de Selegdo

Dados Extraidos

Populagdo/organismo

Estudo em espécies
exclusivamente do género
Bombus, na fase adulta

1. Espécie: Nome cientifico da espécie
(Bombus sp.)
2. Idade: Adulto

Exposi¢éo/Agente Quimico

Exposi¢do a Agrotoxicos
(ingrediente ativo ou produto
formulado)

3.1.A. / Produto Formulado: Nome do
ingrediente ativo ou do produto comercial
4. Mecanismo de A¢do: Categoria do
Agrotoxico

Método de Exposicdo

Estudo com metodologia
detalhada que especifica 0 modo
de aplicagdo e o contexto do
estudo

5. Método= Via: Oral ou Tépico; Duragdo:
Agudo ou Crdnico; Ambiente: Laboratdrio
ou campo.

Avaliagdo de um Pardmetro
Biolégico mensuravel

6. Pardmetro Avaliado: Desfecho bioldgico

Pardmetro . medido (ex: DL50, taxa de forrageamento,
(mortalidade, comportamento, oA -
s sobrevivéncia da col6nia)
fisioldégico, etc)
Avaliagdo de um Pardametro 7. Localidade: Pais ou regido onde o estudo foi
Bioldgico mensuravel realizado.
Contexto . . e
(mortalidade, comportamento, 8. Autorizado/Cultura: Se o agrotdxico é
fisiolégico, etc.) autorizado no Brasil e em qual cultura
Artigo em texto completo
o excluidos artigos de revisdoe | .
Publicagdo ( &

documentos técnicos sem dados
empiricos)

Fonte: Autoria prépria, 2025.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeitos na mortalidade

A mortalidade ¢ um dos pardmetros mais utilizados em avalia¢des toxicoldgicas com
abelhas, sendo amplamente empregada em estudos ecotoxicologicos por sua aplicacdo direta
na avaliacdo de risco de agrotoxicos. De modo geral, esse parametro permite identificar
efeitos letais decorrentes da exposigdo a diferentes classes de produtos, sendo frequentemente
utilizado em testes padronizados e estudos comparativos. No entanto, embora a mortalidade
seja um indicador fundamental para a tomada de decisdo por 6rgdos reguladores, sua
avaliacdo isolada apresenta limitacdes para a compreensao de impactos ecoldgicos mais
amplos (Mommaerts; Smagghe, 2011; Dennis; Gibbs, 2025).

Dos 31 artigos selecionados nesta revisao, 23 artigos abordaram efeitos relacionados a

mortalidade em abelhas do género Bombus. Desses, dois apresentaram a mortalidade como

16



unico resultado avaliado, enquanto 21 também investigaram pardmetros comportamentais
e/ou morfofisiologicos.

Nesse contexto, ¢ relevante a distingdo entre efeitos agudos e cronicos, uma vez que
exposi¢oes de curta duracdo podem resultar em mortalidade imediata, enquanto exposigoes
prolongadas, mesmo em concentracdes ambientalmente realistas, podem ndo causar morte
direta, mas desencadear efeitos cumulativos ao longo do tempo (Spurgeon ef al., 2016). Além
disso, Belsky e Joshi (2020) observaram que a resposta a exposicao varia de acordo com a
classe do produto e o seu modo de acdo, bem como com as condi¢des experimentais e
biologicas avaliadas.

Inseticidas neurotoxicos, como os neonicotinoides imidacloprido e tiametoxam, bem
como o butenolideo flupiradifurona, tém sido associados a elevados indices de mortalidade
de abelhas, sobretudo apds exposicao oral, em funcdo de sua agdo sobre os receptores
nicotinicos de acetilcolina (Tasei; Lerin; Ripault, 2000; Mundy-Heisz; Prosser; Raine, 2022;
Jie et al., 2025). Em contraste, fungicidas amplamente utilizados na agricultura, como
azoxistrobina, boscalida e propiconazol, assim como herbicidas a base de glifosato, tendem a
apresentar baixa letalidade quando avaliados isoladamente, mesmo em condigdes de
exposi¢ao cronica (Gradish et al., 2009; Belsky; Joshi, 2020; Kaakinen et al., 2024).

Contudo, a auséncia de mortalidade direta ndo implica auséncia de risco, uma vez que
fungicidas capazes de interferir nos mecanismos de detoxificacdo das abelhas podem
potencializar a toxicidade de inseticidas quando administrados em combinagao, resultando
em efeitos letais que ndo seriam observados na exposicao isolada (Spurgeon et al., 2016;
Belsky; Joshi, 2020).

Sob essa perspectiva, abordagens integrativas, que considerem multiplos niveis de
organizacdo biologica, tém sido apontadas como essenciais para uma compreensiao mais
abrangente dos impactos dos agrotoxicos sobre as abelhas, incluindo espécies do género

Bombus (Camp; Lehmann, 2021).

3.1.1 Inseticidas

Nesta revisdo, entre os 23 artigos que abordaram mortalidade em Bombus sp., 22
concentraram-se em inseticidas. Desses estudos, dois avaliaram exclusivamente mortalidade,
enquanto os demais também investigaram efeitos subletais associados (ANEXO I).

Os inseticidas neonicotinoides constituem a classe mais frequentemente abordada nos

estudos que avaliam mortalidade em abelhas do género Bombus, refletindo tanto sua ampla
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utilizagdo agricola quanto a recorrente preocupacdo com seus efeitos sobre organismos nado
alvo. De modo geral, esses compostos, que atuam como agonistas dos receptores nicotinicos
de acetilcolina, tém sido associados a efeitos letais principalmente em exposi¢cdes agudas
conduzidas em condig¢des laboratoriais controladas. Ingredientes ativos como imidacloprido,
tiametoxam e clotianidina podem induzir mortalidade significativa em espécies de Bombus,
embora a magnitude desse efeito varie em funcdo da dose, da via de exposicdo, do
ingrediente ativo especifico e da espécie avaliada (Marletto; Patetta; Manino, 2003; Reid et
al., 2020).

Ainda, a sensibilidade de Bombus sp. a exposi¢ao oral a inseticidas sistémicos, tais
quais imidacloprido, tiametoxam e clotianidina, pode diferir daquela observada em A.
mellifera, o que evidencia limitagcdes na extrapolacao de dados entre espécies para avaliagdes
de risco (Mundy-Heisz; Prosser; Raine, 2022). Dennis e Gibbs (2025) reforcam que apesar da
ocorréncia de mortalidade em determinados cenarios experimentais, os efeitos observados
para essa classe sdo heterogéneos e fortemente dependentes do contexto de exposicao.

Outro fator importante esta relacionado a variabilidade interespecifica observada
dentro do género Bombus, diferengas fisioldgicas e comportamentais entre espécies
influenciam a absor¢do, a metabolizagdo e a eliminagdo dos compostos, resultando em
respostas distintas a exposi¢ao aos neonicotinoides (Reid et al., 2020; Mundy-Heisz; Prosser;
Raine, 2022). Esses resultados corroboram a inviabilidade de extrapolagdes diretas entre
espécies de abelhas, especialmente quando dados obtidos com A. mellifera sao utilizados
como referéncia para a avaliagdo de risco de Bombus sp.

Apesar da recorréncia de efeitos letais em exposi¢des agudas, a resposta de Bombus
sp. aos inseticidas neonicotinoides ndo ¢ homogénea dentro dessa classe. Marletto, Patetta,
Manino (2003) e Reid et al. (2020) demonstraram ampla variacdo na toxicidade entre
ingredientes ativos, com diferencas expressivas nos valores de DLso e nos padrdes de
mortalidade observados entre compostos estruturalmente relacionados, como imidacloprido,
tiametoxam e clotianidina. Essa heterogeneidade indica que generalizagdes baseadas apenas
na classe quimica podem mascarar riscos especificos associados a determinados ingredientes
ativos, especialmente quando avaliados sob condi¢des laboratoriais padronizadas.

Estudos que avaliaram inseticidas de classes distintas a dos neonicotinoides, como o
clorantraniliprole, também evidenciam as limitacdes de interpretagdes baseadas
exclusivamente em mortalidade aguda. O clorantraniliprole, um inseticida do grupo das
diamidas, ¢ frequentemente classificado como de baixo potencial letal para abelhas quando

avaliado em ensaios agudos, apresentando baixa mortalidade em concentracdes consideradas
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ambientalmente relevantes (Smagghe et al., 2013; Morrison et al., 2024). No entanto, esse
ingrediente ativo demonstra que a baixa toxicidade em curto prazo ndo exclui riscos que
apenas exposi¢des prolongadas conseguem identificar, evidenciando que os ensaios
padronizados de mortalidade possuem limitagdes para esses casos.

Além disso, resultados obtidos em testes de toxicidade oral reforgam que a magnitude
da mortalidade observada depende fortemente da dose e da duragdo da exposi¢do. Em
avaliacdes conduzidas com inseticidas sistémicos, como imidacloprido, tiametoxam e
flupiradifurona, concentragdes elevadas tendem a resultar em mortalidade significativa em
curto prazo, enquanto exposi¢des em niveis mais baixos, ainda que ambientalmente
plausiveis, podem nao provocar morte imediata, dificultando a deteccdo de efeitos letais em
ensaios de curta duragdo (Reid et al., 2020; Mundy-Heisz; Prosser; Raine, 2022).

Embora a maior parte dos estudos com inseticidas se concentre em ensaios de curta
duragdo, 11 dos 26 artigos analisados adotaram protocolos agudos, conforme descrito no
ANEXO 1. Resultados obtidos em avaliagdes conduzidas ao longo de periodos mais
prolongados indicam que exposi¢des cronicas ou repetidas, especialmente a neonicotinoides,
podem resultar em efeitos letais ndo detectados em testes agudos padronizados (Spurgeon et
al.,2016; Morrison et al., 2024).

Além das diferencas relacionadas conforme a concentracdo utilizada e o tempo de
exposi¢do, a suscetibilidade aos efeitos letais também varia de acordo com o estagio do ciclo
de vida avaliado. Nesse sentido, estudos que investigaram exposicoes repetidas ao longo do
tempo indicam uma maior vulnerabilidade de determinados estagios, em especial das rainhas.
Morrison et al. (2024) demonstraram que exposi¢des sucessivas a inseticidas sistémicos,
incluindo neonicotinoides, mesmo em concentragdes que ndo provocam mortalidade aguda,
podem comprometer a sobrevivéncia de rainhas ao longo do tempo, indicando efeitos letais
cumulativos. Considerando que apenas as rainhas sdo capazes de fundar novas colonias e
produzir descendentes férteis, a mortalidade nesse estagio resulta em maiores efeitos sobre a
manutengdo das populagdes, uma vez que a capacidade reprodutiva das operdrias ndo ¢
suficiente para substituir a perda da rainha (Mommaerts; Smagghe, 2011). Isso indica que
focar apenas na sobrevivéncia de operarias em testes de curta duragdo pode nao refletir os
danos reais que o uso de agrotdxicos causa a estrutura e continuidade das colonias de Bombus
sp.

Além das exposigdes a ingredientes ativos isolados, Botias et al. (2017)
demonstraram, a partir de levantamentos conduzidos em campo, que abelhas do género

Bombus estdo frequentemente expostas a combinagdes de agrotoxicos em ambientes agricolas
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e urbanos. Os autores observaram que essa exposi¢ao ocorre predominantemente por meio de
recursos florais utilizados pelas abelhas, nos quais foram detectados residuos de multiplos
ingredientes  ativos. Entre os compostos identificados destacam-se inseticidas
neonicotinoides, como imidacloprido e tiametoxam, além de fungicidas e herbicidas
amplamente utilizados em sistemas agricolas, indicando que a exposi¢cdo real raramente
envolve um Unico ingrediente ativo.

Spurgeon et al. (2016) demonstraram, a partir de ensaios que avaliaram misturas
binarias, que a mortalidade observada nessas exposi¢des pode diferir daquela registrada para
os ingredientes ativos isolados, tanto em intensidade quanto em tempo de resposta. Nesse
estudo, a exposicdo de B. ferrestris a combinagdes como clotianidina e dimetoato ou
clotianidina e propiconazol resultou em um aumento da mortalidade ao longo de um periodo
de 240 horas (10 dias). Os resultados indicaram que a toxicidade pode aumentar em pelo
menos 5 vezes quando o teste ¢ estendido das 48 horas iniciais para as 240 horas de
exposi¢do cronica. Mesmo quando os ingredientes ativos isolados ndo provocaram
mortalidade expressiva em testes agudos, a exposi¢ao prolongada por 10 dias revelou efeitos
letais cumulativos, com padrdes de toxicidade que podem ser até uma ordem de magnitude
superiores aos previstos em testes de curto prazo. Esses resultados indicam que interagdes
entre compostos podem intensificar os efeitos letais, particularmente em cendrios de
exposicao prolongada.

Em avaliagdes conduzidas com misturas em concentracdes ambientalmente
relevantes, ou seja, em doses equivalentes as detectadas em residuos de pdlen e néctar em
areas agricolas, a mortalidade observada nido pode ser atribuida apenas a soma direta dos
efeitos dos ingredientes ativos isolados (Botias et al., 2017). Os resultados variam entre
efeitos sinérgicos ¢ respostas semelhantes as observadas para compostos individuais,
dependendo da composi¢do da mistura e do desenho experimental, como o fornecimento de
dieta contaminada por periodos prolongados (Azpiazu et al., 2023). Essa variabilidade
reforca a complexidade da avaliagdo de risco em cendrios que simulam a exposi¢do real de
campo.

Nesse contexto, a predominancia de protocolos regulatorios baseados na avaliagdo de
ingredientes ativos isolados nao prevé adequadamente os riscos associados a mortalidade de
Bombus sp. em ambientes agricolas. A exposi¢cdo simultdnea a varios inseticidas, aliada a
possibilidade de efeitos letais cumulativos ou interativos, indica que abordagens focadas
apenas em testes de toxicidade simples tendem a ndo representar de forma adequada os

cendrios reais enfrentados por essas abelhas (Spurgeon ef al., 2016; Botias et al., 2017).
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Embora ensaios agudos com ingredientes ativos isolados fornecam informacodes
importantes para a caracterizagdo inicial do perigo, esse tipo de abordagem apresenta
limitagdes quando considerado de forma isolada. Os estudos aqui reunidos, ao considerarem
rainhas e exposicdes cronicas, reforgcam que os protocolos tradicionais de mortalidade aguda
acabam subestimando os impactos que ocorrem nos cenarios reais do campo (Spurgeon et al.,
2016; Botias et al., 2017; Morrison et al., 2024). Sob essa perspectiva, a compreensiao dos
riscos associados aos inseticidas exige a andlise de fatores que vado além da letalidade
imediata, como os efeitos de diferentes regimes de exposicao e a interacdo com outras classes

de agrotoxicos, conforme discutido a seguir.

3.1.2 Fungicidas

Entre os 23 artigos que abordaram mortalidade em Bombus sp., apenas seis
investigaram os efeitos de fungicidas (ANEXO I). Nesses, a mortalidade foi avaliada em
conjunto com outros resultados, como efeitos subletais ou interagdes com outros agrotoxicos,
nao havendo trabalhos que tenham considerado exclusivamente a mortalidade como unico
parametro de avaliagdo.

Ainda assim, a analise dessa classe ¢ fundamental, visto que o uso de fungicidas tem
aumentado consideravelmente nas ultimas décadas, frequentemente superando a aplicacao de
inseticidas em volume e frequéncia (Belsky; Joshi, 2020). Além disso, a recorréncia com que
esses produtos sdo detectados em recursos florais indica que a exposicdo raramente ocorre de
forma pontual ou restrita a um unico ingrediente ativo, o que justifica sua inclusdo nas
avaliacoes de risco (Botias ef al., 2017).

Nesse contexto, Gradish et al. (2009) e Belsky e Joshi (2020) avaliaram a mortalidade
de Bombus sp. em conjunto com parametros de desenvolvimento das coldnias, como a
producdo de novas operdrias ¢ a biomassa do ninho. Nesses estudos, a mortalidade associada
a exposicao isolada permaneceu baixa ou ausente em testes de curta duracao (entre 24 ¢ 48
horas para efeitos agudos, ou até 7 dias em protocolos laboratoriais), especialmente em doses
compativeis com as recomendadas em campo. Fungicidas como azoxistrobina e clorotalonil,
por exemplo, ndo apresentaram efeitos letais expressivos sob essas condi¢des. Esses
resultados sustentam a interpretacao de que fungicidas apresentam risco letal direto limitado
para Bombus sp. quando comparados a inseticidas, embora esse impacto varie conforme o
ingrediente ativo e o desenho experimental adotado (Gradish et al., 2009; Belsky; Joshi,

2020).
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Durante o forrageamento em campo, sobretudo em areas agricolas, abelhas Bombus
sp. sdo expostas simultaneamente a varios fungicidas, na maioria das vezes associados a
outros agrotoxicos, uma vez que esses produtos sdo aplicados periodicamente em lavouras de
manejo convencional. A ocorréncia frequente de residuos de fungicidas em recursos florais e
em tecidos de abelhas mostra que a exposi¢do ocorre de forma continua e combinada, € nao
como eventos isolados (Botias ef al., 2017; Azpiazu et al., 2023). Esse cendrio de exposi¢do
multipla ajuda a explicar porque resultados obtidos com ingredientes ativos isolados nem
sempre refletem adequadamente os niveis de mortalidade observados em ambientes agricolas.

A presenca de fungicidas em misturas com outros agrotoxicos pode modificar o perfil
de toxicidade dessas exposi¢des. Spurgeon ef al. (2016) demonstraram que determinados
fungicidas, como a azoxistrobina, podem atuar como moduladores da toxicidade ao interferir
em vias de desintoxicagdo, reduzindo a capacidade das abelhas de metabolizar e eliminar
inseticidas quando os compostos sdo ingeridos simultaneamente. De forma semelhante,
Azpiazu et al. (2023) observaram aumento da mortalidade ao longo do tempo em
microcolonias expostas a misturas contendo fungicidas e inseticidas, mesmo quando os
ingredientes ativos avaliados isoladamente ndo resultaram em mortalidade significativa.
Esses resultados indicam que fungicidas podem potencializar efeitos letais de outros
agrotoxicos em cenarios de exposi¢do cronica.

Dessa forma, embora os fungicidas raramente se destaquem como agentes letais
isolados para Bombus sp., assumem importancia quando se considera a frequéncia de
exposi¢ao, a ocorréncia simultanea de multiplos produtos e a possibilidade de efeitos
combinados. Nesse sentido, a avalia¢do de risco se torna mais precisa quando considera como
esses agrotoxicos modulam a toxicidade de misturas ao longo do tempo, indo além do que os
testes isolados e agudos conseguem prever (Spurgeon et al., 2016; Botias et al., 2017,

Azpiazu et al., 2023).

3.1.3 Herbicidas

A avaliagdo da mortalidade associada a exposi¢do a herbicidas em Bombus sp. ocupa
menor destaque na literatura quando comparada a inseticidas e fungicidas. A mortalidade
associada a exposicao a herbicidas foi abordada em apenas seis dos 23 artigos analisados
(ANEXO ). Nesses estudos, a mortalidade nao constituiu a Unica variavel avaliada, as
investigacdes focaram em efeitos cronicos sobre a longevidade (se estendendo por até 10 dias

de observagdo) e em alteragdes fisiologicas. Tais dados reforcam que os efeitos letais diretos
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de herbicidas sobre Bombus sp. sdo pouco frequentes em exposicdes isoladas, se
manifestando predominantemente de forma tardia ao comprometer a viabilidade dos
individuos ao longo do tempo (Belsky; Joshi, 2020).

Ainda assim, o uso extensivo de herbicidas na agricultura, sendo esta a classe de
agrotoxicos mais aplicada mundialmente, e sua utilizacdo ao longo de diferentes estagios
fenoldgicos das culturas indicam que a exposi¢do de Bombus sp. ocorre de forma continua e
persistente no ambiente (Belsky; Joshi, 2020). Dessa forma, mesmo na auséncia de efeitos
letais agudos imediatos, a analise dessa classe ¢ fundamental para a compreensao dos riscos
associados a exposi¢do prolongada, que pode resultar em efeitos tardios sobre a longevidade
e a viabilidade dos individuos (Azpiazu et al., 2023; Kaakinen et al., 2024).

Avaliagdes conduzidas com herbicidas amplamente utilizados, como aqueles a base de
glifosato, demonstraram que, quando avaliados de forma isolada em testes de curta duragao,
frequentemente restritos a 48 ou 96 horas, esses produtos nao provocam mortalidade aguda
significativa em espécies do género Bombus, com sobrevivéncia semelhante entre grupos
expostos e controle (Kaakinen et al., 2024). Esses resultados fundamentaram a interpretacao
de que herbicidas apresentam baixo potencial letal direto para abelhas quando considerados
de forma isolada.

Em avaliagdes conduzidas em periodos mais prolongados, Kaakinen et al. (2024)
observaram que a exposicdo a herbicidas pode reduzir a longevidade das abelhas,
principalmente sob regimes de exposi¢do continua ou repetida. Esses efeitos tendem a se
manifestar de forma tardia, ndo sendo identificados em protocolos focados exclusivamente
em mortalidade aguda, o que corrobora a necessidade de abordagens mais amplas de
avaliagdo de risco em cenarios de exposicao prolongada (Belsky; Joshi, 2020; Azpiazu et al.,
2023).

Portanto, os resultados observados para herbicidas indicam que os prejuizos a
sobrevivéncia podem ser cumulativos, reforcando a importancia de anélises que vao além dos
testes de toxicidade imediata para que os impactos em sistemas agricolas sejam

compreendidos de forma integral.

3.2 Efeitos no comportamento

Os efeitos comportamentais sdo parametros amplamente utilizados em avaliagdes
ecotoxicologicas com abelhas, pois permitem a identificagdo de alteragdes biologicas que

antecedem a mortalidade e que nao sdo detectadas por protocolos focados exclusivamente em
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efeitos letais. Diferente dos efeitos letais, mudangas no comportamento podem ocorrer em
concentragdes subletais e em periodos curtos de exposicdo, afetando fungdes essenciais como
forrageamento, aprendizagem, orientacdo e interagdo social. Dessa forma, a analise desses
efeitos contribui para a compreensdo dos riscos associados a exposi¢ao a agrotoxicos,
especialmente em situacdes nas quais a mortalidade ndo ¢ observada a curto prazo
(Mommaerts, Smagghe, 2011; Spurgeon et al., 2016).

Dos 31 artigos selecionados nesta revisao, 20 abordaram efeitos comportamentais em
abelhas do género Bombus. Desses, dois tiveram o comportamento como unico parametro
avaliado, enquanto 18 também investigaram outros parametros, como mortalidade e/ou
alteracdes morfofisiologicas (ANEXO I).

Alteragdes comportamentais nesse grupo de abelhas tém sido associadas a
interferéncias em  processos neurofisioldgicos e metabolicos, resultando em
comprometimento do desempenho individual e consequentemente, da funcionalidade da
colonia. Mesmo quando ndo resultam em morte direta, esses efeitos podem reduzir a
eficiéncia na coleta de recursos, afetar o cuidado com a prole e comprometer a reprodugao,
com reflexos sobre a manutencao das populacdes ao longo do tempo (Mommaerts; Smagghe,
2011; Camp; Lehmann, 2021).

Além disso, as respostas comportamentais variam significativamente conforme o
modo de agdo do ingrediente ativo, a dosagem utilizada e o tempo de exposicdo ao qual as
abelhas sdo submetidas. Inseticidas neurotdxicos concentram a maior parte dos estudos
comportamentais em Bombus sp. (ANEXO I), mas fungicidas e herbicidas também tém sido
associados a alteragdes subletais, especialmente em contextos de exposi¢do continua ou

combinada (Spurgeon et al., 2016; Dennis; Gibbs, 2025).

3.2.1 Inseticidas

Os inseticidas estdo presentes na maior parte das pesquisas que avaliam efeitos
comportamentais em abelhas do género Bombus, refletindo tanto sua ampla utilizagdo
agricola quanto seu modo de agdo predominantemente neurotoxico. Entre os 20 artigos que
investigaram efeitos comportamentais em Bombus sp., 18 concentraram-se em inseticidas.
Desses, dois avaliaram exclusivamente parametros comportamentais, enquanto os demais
integraram o comportamento a outros desfechos, como sobrevivéncia e efeitos

morfofisiologicos (ANEXO I).
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A exposi¢do a inseticidas pode comprometer processos cognitivos € sensoriais em
Bombus sp., incluindo aprendizagem, memoria e resposta a estimulos alimentares
(Mommaerts; Smagghe, 2011; Spurgeon et al., 2016). Alteragdes na resposta a sacarose e
prejuizos na formacdo de memoria associativa foram observados apds a exposicao a
inseticidas sistémicos, como neonicotinoides e butenolideos, indicando elevada sensibilidade
desses parametros comportamentais (Tasei; Lerin; Ripault, 2000; Gray; Hulsey; Siviter,
2024). Esses efeitos tém implicagdes diretas sobre o forrageamento, uma vez que reduzem a
capacidade das abelhas de localizar, avaliar e explorar recursos florais de forma eficiente.

Em estudos realizados com microcolonias, a exposicdo a inseticidas como
imidacloprido, azadiractina e flupiradifurona esteve associada a redug¢do do cuidado com a
prole, a alteragdes nos padrdes de postura de ovos e ao prejuizo na ativacdo ovariana das
operarias, o que limita a produg¢do de novas larvas, mesmo quando a sobrevivéncia das
operarias nao foi afetada. Esses efeitos comportamentais podem estar relacionados a
prejuizos no metabolismo energético, uma vez que o funcionamento adequado de
comportamentos como cuidado larval, oviposi¢do e manuten¢do da colonia depende de
elevada demanda energética, fortemente associada a atividade mitocondrial em tecidos
musculares e neurais. Assim, prejuizos na fungdo mitocondrial podem reduzir a
disponibilidade de energia para a execucdo desses comportamentos, resultando em
decréscimos funcionais observaveis em nivel de colonia (Laycock et al., 2012; Barbosa et al.,
2015; Richardson et al., 2023).

A exposicdo a inseticidas neonicotinoides, como imidacloprido, foi associada a
prejuizos no comportamento de vibragdo (buzz pollination) em Bombus sp., essencial para a
polinizagdo de diversas plantas nativas e cultivadas. Mesmo em doses subletais, esses
compostos podem comprometer a coleta de pdlen ao alterar a frequéncia e a duragdo das
vibragdes, com potenciais efeitos negativos sobre a produtividade de culturas dependentes
desse mecanismo (Switzer; Combes, 2016).

Os efeitos comportamentais também incidem sobre outros estagios do ciclo de vida.
Em rainhas, a exposi¢do repetida a inseticidas sistémicos, como flupiradifurona e
neonicotinoides, prejudica a execucdo de tarefas criticas para a fundacao de novos ninhos, o
que reduz o sucesso de estabelecimento das colonias, mesmo quando a sobrevivéncia
imediata das rainhas ndo ¢ afetada (Morrison et al., 2024). Esses resultados reforcam que
alteracdes comportamentais durante a fase de fundagcdo podem gerar consequéncias

relevantes para a dinamica populacional dessas abelhas.
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Em cenarios que se aproximam das condigdes ambientais reais, a exposi¢cdo a
inseticidas ocorre frequentemente em combinagdo com outros agrotoxicos. Estudos que
avaliaram misturas contendo neonicotinoides, como imidacloprido e tiametoxam, associados
a fungicidas ou a outros inseticidas sistémicos, observaram alteracdes mais pronunciadas no
comportamento de forrageamento, na atividade locomotora e na exploracdo de recursos
florais, quando comparadas a exposicao a ingredientes ativos isolados (Spurgeon et al., 2016;
Botias et al., 2017). Esses resultados indicam que os efeitos comportamentais podem ser
intensificados ou modificados pela presenca simultanea de multiplos compostos no ambiente.

Dessa forma, pesquisas que investigam o comportamento em Bombus sp. indicam que
os efeitos associados a exposi¢do a inseticidas sdo frequentes, ocorrem em concentragdes
subletais e afetam fungdes centrais para o desempenho individual e coletivo. Esses efeitos
podem anteceder a mortalidade e ndo sdo detectados adequadamente por protocolos focados
exclusivamente em sobrevivéncia, destacando a importancia da inclusdao de parametros
comportamentais na avaliagdo de risco de inseticidas para abelhas do género Bombus

(Mommaerts; Smagghe, 2011; Spurgeon ef al., 2016).

3.2.2 Fungicidas

Os estudos que avaliam efeitos comportamentais de fungicidas em Bombus sp. sdo
menos frequentes quando comparados aos inseticidas. Os efeitos comportamentais associados
a exposi¢do a fungicidas foram abordados em cinco dos 20 artigos analisados. Nesses
estudos, o comportamento foi avaliado em conjunto com outros parametros bioldgicos, como
sobrevivéncia e alteracdes morfofisiologicas, em desenhos experimentais que incluiram
exposi¢des isoladas ou combinadas com outros agrotéxicos (ANEXO I).

Belsky e Joshi (2020), em uma revisdo abrangente sobre os efeitos de agrotoxicos em
abelhas, relatam que fungicidas avaliados de forma isolada, como azoxistrobina e
clorotalonil, tendem a nao provocar alteragdes comportamentais detectaveis em Bombus sp.
em ensaios de curta duracao, especialmente quando aplicados em concentragdes compativeis
com as recomendagdes agricolas. Nesse trabalho, os autores sintetizam resultados de estudos
experimentais que avaliaram diferentes parametros bioldgicos, incluindo sobrevivéncia,
comportamento e desempenho da colonia, em delineamentos experimentais que consideraram
principalmente exposicdes isoladas a fungicidas. A revisdo destaca que, nesse contexto, o

comportamento raramente foi afetado, o que ¢ consistente com a auséncia de estudos que
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tenham investigado alteragdes comportamentais como variavel de resposta primaria exclusiva
para essa classe de produtos.

Em condi¢des de campo, no entanto, a exposi¢do a fungicidas ocorre de forma
continua durante o forrageamento e, predominantemente, associada a outros agrotdxicos.
Botias et al. (2017) demonstraram que residuos de fungicidas sdo frequentemente detectados
em recursos florais utilizados por Bombus sp., indicando que os efeitos comportamentais
observados em ambientes agricolas tendem a resultar de exposi¢des combinadas, e nao
apenas da acdo de ingredientes ativos avaliados isoladamente.

De acordo com Spurgeon et al (2016), nesses cenarios de exposi¢ao multipla,
fungicidas podem influenciar o comportamento de Bombus sp. de forma indireta, ao
modificar a resposta das abelhas a outros compostos presentes no ambiente. Determinados
fungicidas, como azoxistrobina, podem reduzir a capacidade das abelhas de metabolizar e
eliminar inseticidas, o que potencializa alteracdes comportamentais relacionadas ao
forrageamento, a atividade locomotora e ao cuidado com a prole quando os produtos sdo
ingeridos simultaneamente (Spurgeon et al., 2016). Quando avaliados de forma isolada, esses
mesmos fungicidas tendem a ndo provocar alteragcdes comportamentais detectaveis,
reforgando que seus efeitos emergem principalmente em contextos de mistura.

De forma geral, estudos que abordam a exposicdo de Bombus sp. a fungicidas em
condi¢des de campo e em ensaios com misturas indicam que esses produtos raramente atuam
como agentes comportamentais primarios, mas assumem relevancia quando se considera a
frequéncia de exposi¢do e a ocorréncia simultdnea com outros agrotoxicos (Spurgeon et al.,
2016; Botias ef al., 2017). Assim, para que os riscos dos fungicidas em sistemas agricolas
sejam representados de forma mais realista, ¢ fundamental que as avaliagdes

comportamentais incluam cenarios de exposi¢do combinada.

3.2.3 Herbicidas

Estudos que abordam efeitos comportamentais de herbicidas em Bombus sp. sdo
menos frequentes quando comparados aos inseticidas e fungicidas, refletindo a menor
aten¢do dada a essa classe nas avaliacdes comportamentais. Apenas seis dos 20 artigos que
abordaram efeitos comportamentais em Bombus sp. investigaram a exposicdo a herbicidas
(ANEXO 1I). Nesses estudos, as alteragdes comportamentais ndo foram avaliadas de forma

isolada, mas associadas a efeitos fisiologicos ou funcionais observados em exposig¢des
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prolongadas, indicando que os impactos comportamentais de herbicidas tendem a emergir de
forma indireta e tardia.

Kaakinen et al. (2023) demonstraram que a exposi¢do a herbicidas pode afetar o
comportamento de forma indireta, como consequéncia de alteragdes fisiologicas que
comprometem o desempenho das abelhas ao longo do tempo. Nesse estudo, produtos a base
de glifosato foram associados a prejuizos em processos de aprendizagem e memoria em
Bombus sp., efeitos que se manifestaram principalmente apds periodos mais prolongados de
exposi¢ao, € ndo em avaliagdes agudas.

Além dos efeitos cognitivos, alteragdes estruturais e funcionais na musculatura de voo
foram descritas ap0s a exposicao a herbicidas, com potenciais impactos sobre a capacidade de
voo, a termorregulagdo e o forrageamento. Abdalla et al. (2016) demonstraram que a
exposicao ao glifosato pode comprometer a integridade da musculatura indireta de voo em
operarias de B. morio, resultando em processos degenerativos nas fibras musculares. Essas
lesdes levam a redugdo do desempenho locomotor e da eficiéncia de voo, o que pode limitar a
capacidade das operarias de explorar recursos florais € manter a atividade forrageadora. Essas
alteragdes funcionais, embora ndo classificadas como comportamentais de forma direta, tém
consequéncias claras sobre a organizagdo e¢ o desempenho da coldnia ao restringirem a coleta
de alimento e a manuten¢do das atividades essenciais (Abdalla ef al., 2016).

De forma geral, os resultados disponiveis indicam que a exposicdo a herbicidas nao
costuma provocar alteragdes comportamentais imediatas em Bombus sp., mas pode
comprometer a execu¢ao de comportamentos essenciais de maneira cumulativa e tardia
(Abdalla et al., 2016; Kaakinen et al., 2024). Assim, a compreensdo dos impactos de
herbicidas depende de andlises que acompanhem efeitos tardios e prolongados, visto que
avaliacdes de curto prazo podem ndo identificar prejuizos que comprometem o

funcionamento da colonia ao longo do tempo.

3.3 Efeitos na Morfofisiologia

Dos 31 artigos selecionados nesta revisdo, 20 investigaram efeitos morfofisiologicos
em abelhas do género Bombus. Desses, quatro tiveram a morfofisiologia como tnico
desfecho avaliado, enquanto 16 também integraram analises morfofisiologicas a outros
parametros, como mortalidade e comportamento (ANEXO I).

Os efeitos morfofisioldgicos constituem um conjunto relevante de parametros na

avaliagdo dos impactos de agrotoxicos sobre abelhas, pois permitem identificar alteracdes
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estruturais e funcionais que ndo sao detectadas por avaliagdes baseadas exclusivamente em
mortalidade ou comportamento. Exposi¢cdes subletais a diferentes classes de agrotoxicos,
como inseticidas, por exemplo imidacloprido, deltametrina e clorantraniliprole, fungicidas
como a azoxistrobina e herbicidas a base de glifosato, podem provocar alteragdes em tecidos
e sistemas fisioloégicos de Bombus sp., incluindo modificagdes em estruturas neurais,
musculares e reprodutivas, refletindo efeitos diretos sobre a integridade funcional desses
organismos (Tasei; Lerin; Ripault, 2000; Abdalla ef al., 2016; Camp; Lehmann, 2021).

Esses efeitos estdo associados a respostas de estresse fisiologico, alteragdes
metabolicas € ao comprometimento de vias celulares envolvidas na manuten¢ao da
homeostase, resultando em danos que podem ser detectados antes da expressao de mudangas
comportamentais evidentes ou da ocorréncia de mortalidade. Avaliagdes morfofisiologicas
possibilitam a identificagdo de danos celulares, alteracdes na integridade tecidual e prejuizos
em sistemas fisiologicos chave, fornecendo informagdes sensiveis sobre os impactos subletais
da exposi¢do a agrotoxicos. Nesse sentido, tais andlises funcionam como indicadores
precoces de toxicidade, revelando o comprometimento bioldgico antes que os prejuizos se
tornem clinicamente observaveis em nivel individual ou colonial (Camp; Lehmann, 2021).

Alteragdes morfofisioldgicas podem resultar tanto de exposicdes agudas quanto de
exposigdes cronicas ou repetidas. Em regimes de exposi¢ao prolongada, danos cumulativos a
tecidos e sistemas fisioldgicos, como a musculatura de voo, o sistema nervoso e os tecidos
reprodutivos, podem comprometer o desempenho individual das abelhas (Abdalla et al.,
2016; Provase et al., 2024). Esses danos podem prejudicar processos essenciais como a
coordenacdo motora e o cuidado parental, com reflexos diretos sobre a sobrevivéncia e a
manuten¢gdo das coldnias ao longo do tempo (Richardson et al., 2025). Além disso, a
persisténcia de residuos de fungicidas e herbicidas no solo amplia o cenario de risco,
atingindo inclusive rainhas em periodos criticos de hibernacao (Rondeau et al., 2022).

Outro aspecto relevante é que as respostas morfofisiologicas também variam
conforme o ingrediente ativo avaliado e o estdgio do ciclo de vida das abelhas, sendo ainda
influenciadas por diferencas interespecificas e intraespecificas. Esses fatores reiteram a
necessidade de analises especificas para o género Bombus, uma vez que extrapolagdes
baseadas exclusivamente em A. mellifera podem ndo representar adequadamente a
suscetibilidade e os padrdes de dano observados em mamangavas (Camp; Lehmann, 2021).

Nesse contexto, a avaliacdo de efeitos morfofisiolégicos amplia a compreensao dos
impactos dos agrotoxicos sobre Bombus sp. ao detalhar danos em niveis celulares e teciduais

que precedem os efeitos letais ou as mudangas comportamentais visiveis. Esses parametros
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fornecem subsidios fundamentais para a interpretagdo dos riscos associados a exposi¢ao a
diferentes classes de produtos, especialmente em condig¢des que se aproximam dos cenarios

reais de uso agricola.

3.3.1 Inseticidas

Entre os 20 artigos que abordaram efeitos morfofisiologicos em Bombus sp., 16
concentraram-se em inseticidas. Desses estudos, dois avaliaram exclusivamente alteragdes
morfofisioldgicas, enquanto os demais integraram esses efeitos a parametros como
mortalidade ou avaliagdo de comportamento, especialmente em exposi¢des subletais ou
repetidas (ANEXO I).

Os inseticidas atuam sobre tecidos e sistemas fisioldgicos diretamente relacionados a
sobrevivéncia e ao desempenho, como o sistema nervoso e o sistema reprodutivo (Laycock et
al., 2012; Richardson et al., 2025). Inseticidas neurotdxicos, como 0s neonicotinoides € o
fipronil, tém sido amplamente investigados uma vez que sua a¢do sobre o sistema nervoso
central resulta em danos a integridade do DNA e desorganiza¢do de neurdpilos em regides
cerebrais associadas a memoria e aprendizagem (Cakict et al., 2023; Provase et al., 2024).
Tais alteragdes, detectaveis mesmo em niveis subletais, comprometem a homeostase tecidual
e servem como indicadores sensiveis do impacto desses compostos (Camp; Lehmann, 2021).

Entre os neonicotinoides, estudos histopatologicos demonstram que a exposi¢do
subletal ao tiametoxam promove alteracdes em regides cerebrais associadas a integracao
sensorial e ao processamento de informacdes. Em operarias de B. ferrestris, a exposi¢ao ao
tiametoxam foi associada a alteracdes nos corpos pedunculados, estruturas envolvidas na
aprendizagem e na memoria, com aumento de dano celular conforme a dose, além de
modifica¢des em areas relacionadas a visdo e a percepgao quimica (Cakiei et al., 2023). Esses
resultados indicam que mesmo exposi¢cdes subletais podem comprometer a integridade de
regides neurais sensiveis ao processamento sensorial.

Outros inseticidas com modos de acdo distintos também tém sido associados a
alteracdes morfofisiologicas no sistema nervoso. Em B. atratus, a exposicao ao fipronil
(classe das fenilpirazéis) induziu dano ao DNA em células neurais, avaliado por ensaio
cometa, além de alteracdes estruturais em regides cerebrais relacionadas ao processamento
sensorial e a aprendizagem, incluindo os corpos pedunculados (Provase ef al., 2024). Esses

achados reforcam que diferentes ingredientes ativos, mesmo pertencentes a classes quimicas
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distintas, como neonicotinoides e fenilpiraz6is, podem convergir para efeitos adversos sobre
tecidos neurais altamente especializados.

Além do sistema nervoso, os inseticidas também promovem alteragdes
morfofisiologicas associadas a reprodugdo, frequentemente avaliadas em ensaios com
microcolonias. Em microcolonias de B. terrestris expostas ao imidacloprido via oral, foi
observada redugdo progressiva na producdo de prole em fungdo do nivel de exposi¢do,
enquanto o desenvolvimento ovariano permaneceu preservado na maioria das concentragdes
testadas, com efeito evidente apenas na dose mais elevada de 125 ugL (Laycock et al., 2012).
Esses resultados indicam que, nas condig¢des avaliadas, a redugdo na produtividade ocorreu
mesmo na auséncia de alteragcdes ovarianas evidentes. Dessa forma, sugerindo que o declinio
reprodutivo seja decorrente de efeitos neurobioldgicos que comprometem a dindmica social e
o comportamento de cuidado com a prole, ou ainda de um déficit energético causado pela
redu¢dao na ingestdo de alimento, o que impede que as operarias invistam recursos na
manutencdo das larvas, mesmo possuindo capacidade fisioldgica para a postura (Laycock et
al., 2012; Richardson et al., 2025).

No que diz respeito ao clorantraniliprole, pertencente a classe das diamidas
antranilicas, Smagghe et al. (2013) observaram que a exposicao oral a concentracao a partir
de 0,4 mgL resultou em comprometimento reprodutivo e em uma clara alteragdo
morfofisiologica, caracterizada por um comportamento letargico acentuado. Esse efeito ¢
decorrente do modo de agdo do composto sobre os receptores de rianodina, que provoca a
liberacdo descontrolada de calcio intracelular, levando a paralisia muscular e falhas na
coordenacdo motora. Como consequéncia, as operarias deixam de exibir reacdes de defesa e
reduzem drasticamente a atividade de cuidado com a prole, o que demonstra que o impacto
reprodutivo estd intrinsecamente ligado ao comprometimento do sistema neuromuscular

(Smagghe et al., 2013)

3.3.2 Fungicidas

Os efeitos morfofisiologicos associados a exposi¢do a fungicidas foram investigados
em cinco dos 20 artigos analisados (ANEXO I). Em apenas dois desses estudos a
morfofisiologia constituiu a variavel de resposta primaria, enquanto nos demais as alteragdes
foram avaliadas em conjunto com parametros funcionais ou metabodlicos. Diferente dos
inseticidas, os efeitos descritos para fungicidas afetam principalmente os tecidos associados

ao metabolismo energético e ao desempenho funcional das abelhas.
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Em B. terrestris, fungicidas de diferentes classes quimicas, como as estrobilurinas
(piraclostrobina), benzimidazois (carbendazim) e triazdis (tebuconazol), foram associados a
alteracdes na fun¢ao mitocondrial da musculatura de voo (Syromyatnikov et al., 2017). Esses
agrotoxicos induziram o decréscimo na taxa de respiracdo celular e a despolarizacao da
membrana mitocondrial, além de promoverem o aumento na produgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), indicando prejuizos na producdo de energia celular mesmo na auséncia de
efeitos letais (Syromyatnikov ef al., 2017). Esse comprometimento funcional afeta
comportamentos essenciais, como o cuidado parental e a alimentacao larval, mesmo quando a
integridade estrutural dos tecidos ¢ mantida. Assim, os efeitos morfofisiologicos associados
aos inseticidas podem prejudicar o desempenho individual das operdrias, com reflexos diretos
sobre a reducgdo da prole e a atividade da colonia ao longo do tempo (Richardson et al., 2025)

Dessa maneira, pode-se inferir que os fungicidas nao se destacam por provocar danos
morfofisioldgicos severos, mas podem induzir alteragdes menos evidentes em tecidos

sensiveis, especialmente aqueles relacionados ao metabolismo energético.

3.3.3 Herbicidas

A exposicao a herbicidas foi abordada em apenas sete dos 20 artigos que investigaram
efeitos morfofisiolégicos em Bombus sp. (ANEXO 1), havendo apenas um trabalho que
avaliou exclusivamente alteragdes morfofisioldgicas para essa classe de produtos.

Os efeitos morfofisioldgicos associados a exposicao a herbicidas em Bombus sp. t€ém
sido descritos principalmente em relacdo a alteragdes estruturais na musculatura de voo.
Abdalla et al. (2016) observaram modificacdes severas na organizagao das fibras musculares
e na integridade dos tecidos em B. morio apds a exposi¢cdo ao herbicida a base de glifosato.
As andlises morfologicas e morfométricas revelaram um processo de atrofia muscular,
caracterizado pela reducdo significativa no diametro das fibras e pela desorganizagdo das
miofibrilas. Além disso, os autores descreveram a presenca de nucleos picnoéticos e um
aumento dos espacos intracelulares, indicando degeneragdo tecidual. Tais modificagdes
resultam em prejuizos diretos a for¢a de contracdo e a resisténcia fisica, comprometendo
funcdes essenciais como a sustentagcdo do voo, a termorregulagdo e o deslocamento durante o
forrageamento.

Além disso, Kaakinen et al. (2023) demonstraram que exposi¢cdes prolongadas a
herbicidas a base de glifosato podem resultar em efeitos tardios, associados a redugdo da

longevidade e da resisténcia fisiologica das abelhas, indicando que os impactos
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morfofisiologicos dessa classe de agrotdxicos tendem a se manifestar ao longo do tempo e
ndo sdo observados por avaliagdes de curta duracao.

Dessa forma, os resultados apresentados por Abdalla et al. (2016) e Kaakinen et al.
(2023) indicam que herbicidas ndo se caracterizam por induzir danos morfofisiologicos
severos imediatos ao género Bombus, mas podem promover alteragdes estruturais e
funcionais persistentes, especialmente na musculatura de voo, com implicagdes para a
longevidade, a resisténcia fisiologica e o desempenho funcional das abelhas em cenarios de

exposicao cronica.

4. CONCLUSAO

As pesquisas reunidas nesta revisdo demonstram que a caracterizacdo de risco de
agrotoxicos para abelhas do género Bombus nao deve se basear exclusivamente na avaliagdo
de mortalidade aguda. Os dados evidenciam que os efeitos dos agrotoxicos vao além da
letalidade imediata, se manifestando em multiplos niveis de organizacdo biologica, desde
danos moleculares ao DNA e falhas na bioenergética mitocondrial até alteracdes histologicas
na musculatura de voo e em tecidos neurais. Tais prejuizos morfofisioldgicos resultam em
déficits funcionais criticos, como a redugdo da capacidade de forrageamento, a inducdo de
comportamento letargico e o comprometimento do cuidado com a prole.

A ocorréncia desses efeitos em concentragdes ambientalmente relevantes indica que a
manutengdo das populagdes de Bombus sp. pode ser afetada mesmo em cenarios que nao
resultam em morte imediata. Embora a literatura utilize predominantemente espécies exoticas
como modelo, os resultados fornecem uma base preditiva para as espécies nativas brasileiras,
que apresentam vulnerabilidades fisiologicas semelhantes e carecem de protocolos de
protecdo especificos.

Nesse sentido, a transi¢do para uma avaliagdo de risco mais adequada exige a
incorporagdo de regimes de exposi¢do cronica, estudos de multirresiduos e ensaios com
microcoldnias, permitindo a andlise da integridade tecidual e da dinamica social em conjunto.
Portanto, este capitulo evidencia a necessidade de abordagens integrativas no Brasil, que
considerem as particularidades biologicas dos polinizadores nativos e os riscos associados

aos regimes de exposicdo reais em sistemas agricolas.
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CAPITULO 2

Impacto do clorantraniliprole em Bombus morio (Swederus, 1787): Adaptacao de
Protocolos de Manutenciao Laboratorial e Avaliacao de Mortalidade

RESUMO

As abelhas do género Bombus desempenham papel fundamental na polinizacdo de diversas
culturas agricolas, porém permanecem pouco representadas em estudos ecotoxicoldgicos,
especialmente no Brasil. Nesse contexto, este estudo teve como objetivo adaptar
metodologias laboratoriais para a espécie nativa Bombus morio e avaliar a toxicidade oral do
inseticida clorantraniliprole, gerando dados para a avaliagdo de risco ambiental. Para isso,
foram desenvolvidos e padronizados sistemas de contengdo e alimentagdo compativeis com
as caracteristicas morfologicas e comportamentais da espécie, além da conducao de ensaios
de longevidade em condi¢cdes controladas. Posteriormente, foram realizados testes de
toxicidade oral com duas concentragdes do inseticida, definidas com base em parametros
ecotoxicologicos e cenarios de exposicdo ambiental. Os resultados demonstraram que B.
morio apresenta elevada tolerancia ao confinamento, com longevidade média de
aproximadamente 30 dias em laboratorio. A exposi¢do ao clorantraniliprole ndo resultou em
mortalidade estatisticamente significativa apds 48 horas, em nenhuma das concentragdes
testadas, indicando baixa toxicidade aguda nas condi¢des avaliadas. De forma geral, os
resultados indicam que, embora o clorantraniliprole apresente baixa letalidade para B. morio,
a utilizagao de protocolos baseados exclusivamente em mortalidade pode nao ser suficiente
para a deteccdo de efeitos subletais. Além disso, o estudo demonstra a viabilidade do uso de
espécies nativas em ensaios laboratoriais, contribuindo para o desenvolvimento de

abordagens ecotoxicoldgicas mais representativas para o contexto brasileiro.

Palavras-chave: Mamangava, ecotoxicologia, efeitos subletais, inseticida.
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ABSTRACT

Bees of the genus Bombus play a key role in the pollination of several agricultural crops;
however, they remain underrepresented in ecotoxicological studies, particularly in Brazil. In
this context, this study aimed to adapt laboratory methodologies for the native species
Bombus morio and to evaluate the oral toxicity of the insecticide chlorantraniliprole,
generating data for environmental risk assessment. To this end, containment and feeding
systems compatible with the morphological and behavioral characteristics of the species were
developed and standardized, along with the implementation of longevity assays under
controlled conditions. Subsequently, oral toxicity tests were conducted using two
concentrations of the insecticide, defined based on ecotoxicological parameters and realistic
environmental exposure scenarios. The results demonstrated that B. morio exhibits high
tolerance to confinement, with an average longevity of approximately 30 days under
laboratory conditions. Exposure to chlorantraniliprole did not result in statistically significant
mortality after 48 hours at either tested concentration, indicating low acute toxicity under the
evaluated conditions. Overall, the findings indicate that although chlorantraniliprole shows
low lethality to B. morio, the use of protocols based exclusively on mortality may be
insufficient to detect sublethal effects. Furthermore, this study demonstrates the feasibility of
using native species in laboratory assays, contributing to the development of more

representative ecotoxicological approaches for the Brazilian context.

Keywords: Bumblebee, ecotoxicology, sublethal effects, insecticide.
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1. INTRODUCAO

As abelhas sdo fundamentais na manutengdo da biodiversidade ¢ na sustentabilidade
de sistemas agricolas, atuando como polinizadoras de uma ampla variedade de plantas
silvestres e cultivadas (Potts et al., 2010; IPBES, 2016). Entre os diversos grupos de abelhas,
o género Bombus (Hymenoptera: Apidae) se destaca pela eficiéncia na polinizagdo, sobretudo
de culturas que requerem polinizagdo por vibragdo (buzz pollination), mecanismo essencial
para a formacgdo de frutos em diversos cultivos de alto valor econdmico, como o tomate e a
berinjela (Patricio, 2013; Cooley; Vallejo-Marin, 2021). No entanto, apesar de sua
importincia ecologica e econdmica, o niumero de estudos voltados as abelhas do género
Bombus ainda ¢ significativamente inferior em comparagao a A. mellifera, especialmente na
América do Sul (Cecchetto et al., 2023).

O crescente uso de agrotdxicos na agricultura ¢ apontado como um dos principais
fatores associados ao declinio de populacdes de abelhas em todo o mundo (IPBES, 2016;
Zattara; Aizen, 2021). Embora os agrotdxicos desempenhem um papel importante no controle
de doencas e pragas, contribuindo para a manutengdo da produtividade agricola no curto
prazo, seu uso intensivo e, muitas vezes, indiscriminado, pode acarretar efeitos adversos a
saude humana e ao equilibrio dos ecossistemas (Franco, Pelaez, 2016; Costa, Pires, 2016;
Ribeiro et al., 2022).

O Brasil estd entre os maiores consumidores de agrotéxicos do mundo (Spadotto,
Gomes, 2021), o que torna ainda mais urgente a investigacdo dos impactos dessas substancias
sobre a fauna nativa. A maioria das avaliagdes toxicologicas com polinizadores ainda se
concentra em espécies-modelo, como A. mellifera, o que limita a extrapolag¢do dos resultados
para outras espécies com diferentes fisiologias e comportamentos (Lourencetti et al., 2023),
como as abelhas do género Bombus. E importante destacar que A. mellifera pode apresentar
maior tolerancia a determinados ingredientes ativos quando comparada a abelhas nativas. No
estudo de Lourencetti ef al. (2023), abelhas forrageiras das espécies Tetragonisca angustula
(Latreille, 1811), Scaptotrigona postica (Latreille, 1807) e Melipona scutellaris (Latreille,
1811) foram mais sensiveis ao inseticida tiametoxam do que A. mellifera, indicando que a
utilizacao exclusiva desta espécie em testes toxicoldgicos pode nao refletir adequadamente os
riscos enfrentados por outras abelhas, especialmente aquelas nativas. No caso das espécies
brasileiras de Bombus, essa lacuna de conhecimento ainda persiste.

No Brasil, ocorrem cerca de sete espécies de Bombus, sendo uma delas Bombus

morio, espécie nativa amplamente distribuida no territério brasileiro (Frangoso, 2015;
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Frangoso, Oliveira e Arias, 2016). Sua ocorréncia em diferentes biomas, aliada ao
comportamento generalista no forrageamento e a capacidade de atuar como polinizadora
eficiente em diversos cultivos, confere a essa espécie um papel estratégico tanto do ponto de
vista ecologico quanto agricola (Goulson, 2010; Francoso ef al., 2016; A.B.E.L.H.A., 2020).
No entanto, apesar de sua relevancia, B. morio ainda ¢ pouco explorada em estudos
ecotoxicologicos, o que dificulta a avaliagdo de riscos ambientais com base em dados
representativos da fauna local. Nesse contexto, torna-se fundamental investigar os efeitos de
agrotoxicos amplamente utilizados na agricultura nacional sobre B. morio.

O clorantraniliprole, um inseticida da classe das diamidas, tem se destacado pelo uso
recorrente em cultivos economicamente relevantes no Brasil, como soja, milho, algodao,
cana-de-agucar e citros (Brasil, 2019). Segundo Cérdova et al. (2006), esse inseticida atua na
ativacao dos receptores de rianodina (RyR) dos insetos, ocasionando deficiéncia na regulacao
de contragao muscular e na liberagao de neurotransmissores. Assim, quando em contato com
essa substancia, o inseto pode apresentar paralisia, letargia, interrupcdo alimentar e
regurgitagdo, podendo resultar em sua morte (Haas et al., 2021).

Embora a eficacia agrondmica e a seletividade dos agrotoxicos para pragas-alvo sejam
amplamente reconhecidas, estudos recentes tém apontado que mesmo concentragdes abaixo
das consideradas letais podem provocar efeitos subletais em abelhas, incluindo alteracdes
comportamentais, fisiolégicas e morfologicas (Nocelli et al., 2018). Apesar da crescente
preocupacao com esses impactos, ainda sdo escassos os protocolos padronizados voltados a
avaliacdo toxicologica em espécies nativas brasileiras, como B. morio. Atualmente, a
Organizagdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdémico (OECD) disponibiliza
diretrizes especificas para testes com abelhas do género Bombus, mas estas sdo baseadas em
B. terrestris e B. impatiens (OECD, 2017), espécies que ndo ocorrem no Brasil.

Diante desse cenario, torna-se fundamental ampliar o conhecimento sobre os impactos
de ingredientes ativos amplamente utilizados na agricultura nacional, como o
clorantraniliprole, em espécies nativas de abelhas. Considerando a caréncia de dados
especificos para B. morio, este estudo teve como objetivos padronizar um sistema de
conten¢do individual e desenvolver alimentadores especificos para operarias em condig¢des
laboratoriais; estabelecer valores de referéncia para a longevidade da espécie em condig¢des
laboratoriais controladas; e investigar os efeitos da exposicdo oral ao clorantraniliprole, em
diferentes concentragdes, sobre a sobrevivéncia das abelhas. Dessa forma, busca fornecer
dados que subsidiem futuras avaliagdes de risco e contribuam para a constru¢do de diretrizes

mais representativas da realidade brasileira.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material biologico

As operarias de B. morio foram capturadas no campus da Universidade Federal de Sao
Carlos — Araras (SP), Brasil (22°18'47.46" S, 47°22'47.85" W). Essa espécie foi escolhida
por ser a mais abundante na area durante o periodo amostrado. As coletas foram realizadas
entre fevereiro e maio de 2025, abrangendo os periodos da manha (09:00 as 12:00 h) e final
da tarde (apos as 16:00 h). Durante o periodo amostral, as temperaturas médias mensais na
regido variaram de 25,5°C (fevereiro) a 19,5°C (maio), com picos térmicos de até¢ 32°C nos
horarios de maior incidéncia solar (Sao Paulo, 2025). As capturas foram efetuadas por meio
de coleta ativa, utilizando recipientes plasticos com capacidade de 1000 mL posicionados

diretamente sobre as flores visitadas, permitindo a contencao imediata dos individuos (Figura

).

Figura 1. Coleta ativa de B. morio no campus da UFSCar — Araras (SP).

Fonte: Autoria prépria, 2025.

Para ndo danificar as flores durante a coleta, apoés o fechamento do recipiente, a
abelha era cuidadosamente conduzida para o lado oposto ao da flor, e entdo esta era retirada
manualmente do pote com cautela, preservando sua integridade. Esse procedimento evitava o
acimulo de material vegetal no interior das gaiolas e facilitava a posterior manutengdo dos

individuos no laboratorio.
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ApOs a captura, as abelhas foram mantidas individualmente nos mesmos recipientes
utilizados na coleta, visando reduzir o estresse e evitar competi¢des hierarquicas entre os
individuos. Desde o transporte até o inicio dos bioensaios, a temperatura ¢ a umidade relativa
foram controladas de acordo com as diretrizes da OECD n° 247 (2017), mantendo-se em 25 +

2 °C e 60 + 20%, respectivamente, conforme descrito nos itens subsequentes.
p q

2.2 Transporte e manutenc¢io dos individuos

Apos a coleta, os recipientes contendo os individuos coletados em campo, foram
transportados em caixas térmicas até o laboratorio, para evitar mudancas acentuadas de
temperatura. Os experimentos foram conduzidos em estufa para demanda bioquimica de
oxigénio (D.B.O), com temperatura controlada (25 + 2 °C) e umidade relativa (UR) de 60 +
20%, onde cada abelha foi mantida em gaiola individual (Figura 2).

Durante o periodo de aclimatacdo, que durou 24 horas antes do inicio dos testes, os
individuos tiveram acesso a alimentac¢do ad libitum, composta por solugdo agucarada (50%
v/v). Apenas os individuos que se apresentavam saudaveis e ativos nas primeiras 12 horas de
aclimatizagdo foram selecionados para os experimentos. Aqueles que apresentaram danos
fisicos, imobilidade ou letargia foram excluidos e soltos no local de coleta. A utilizacao de
ambientes padronizados e condi¢des controladas foi fundamental para garantir a

confiabilidade dos bioensaios e reduzir interferéncias causadas por estresse.

Figura 2. Estufa tipo D.B.O utilizada para manuten¢do dos individuos em condigdes controladas

durante os bioensaios laboratoriais.

Fonte: Autoria prépria, 2025.
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2.3 Gaiola Experimental

Para a coleta, manutengdo e realizagdo dos bioensaios com as abelhas, foram
utilizadas gaiolas experimentais confeccionadas a partir de potes plasticos com formato
tronco de cone invertido, com capacidade de 1000 mL. Inicialmente, foram testados trés
modelos de potes plasticos transparentes, com diferentes volumes e formatos (Figura 3): (I)
um pote formato tronco de cone invertido de 250 mL, (II) um pote pote formato tronco de
cone invertido de 1000 mL e (III) um pote retangular de 1000 mL.

A gaiola recomendada pelas diretrizes da OECD n° 247 (gaiolas Nicot) foi substituida
pelo Modelo II (1000 mL) devido as diferengas bioldgicas e comportamentais entre a espécie
modelo e a nativa. Enquanto os protocolos padronizados utilizam operarias de B. terrestris e
B. impatiens comerciais, individuos que ndo estabeleceram atividade de voo externa e se
adaptam facilmente ao confinamento em pequenos volumes, este estudo utilizou operarias
forrageiras de B. morio capturadas em campo.

Por se tratarem de individuos silvestres e ativos na coleta de recursos, observou-se que
o confinamento em espagos reduzidos (Modelo I) resultava em elevados niveis de estresse e
agitacdo. Assim, o volume de 1000 mL foi essencial para acomodar o maior porte fisico da
espécie e respeitar sua necessidade de movimentacdo, garantindo que a sobrevivéncia nos
bioensaios fosse reflexo apenas dos tratamentos testados, € nao do estresse causado pelo

confinamento inadequado de uma abelha forrageira.
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Figura 3. Trés modelos de potes plasticos transparentes testados para a contengdo das abelhas.
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Fonte: Autoria propria, 2025.

As gaiolas foram adaptadas manualmente para atender as necessidades de ventilagao e
alimentacdo. A ventilacdo foi obtida por meio de furos feitos com agulhas metélicas
aquecidas (1,20 x 40 mm). Cada recipiente recebeu, em suas laterais, no minimo, oito fileiras
verticais compostas por trés orificios cada, conforme ilustrado na Figura 4A (Nocelli,
Malaspina; Roat, [s.d.]). Adicionalmente, foi feito na tampa um orificio de 12 mm para
insercdo do alimento e para o procedimento de limpeza interna, sem a necessidade de
abertura total da gaiola (Figura 3B).

Durante essa fase de testes, foram utilizadas trés abelhas, mantidas individualmente
em potes distintos, a fim de avaliar a eficiéncia dos sistemas de contengdo e ventilagdo. Esta
ultima foi verificada pela observagao de possiveis acumulos de umidade nas paredes internas

do recipiente.
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Figura 4. Gaiola experimental utilizada para a conteng@o de B. morio durante os bioensaios.

A B

20cm

9,4cm

(A) Recipiente plastico formato tronco de cone invertido 1000 mL), adaptado com furos
verticais (trés orificios por fileira) (B) Sistema de alimentacdo fixado na base, composto por
batoque perfurado encaixado na tampa, no qual foi inserida uma pipeta utilizada para o

fornecimento do xarope. Fonte: Autoria propria, 2025.

2.4 Alimentadores

Durante a manutencdo e os ensaios experimentais, o fornecimento de alimento foi
realizado por meio de alimentadores padronizados, confeccionados a partir da adaptacdo de
tampas e batoques plasticos. Foram testados cinco modelos distintos de alimentadores,
inseridos exclusivamente nos potes com formato tronco de cone invertido de 1000 mL
(Figura 5). Essa escolha deve-se ao fato desse modelo de recipiente ter sido previamente
selecionado como o mais adequado para o alojamento da espécie, conforme os resultados da
etapa de padronizac¢do das gaiolas. Para cada modelo, foram utilizadas trés gaiolas, contendo
uma abelha por unidade:

A. Seringa hipodérmica estéril de 5 mL, sem agulha, fixada verticalmente na tampa.
B. Microtubo plastico de 2 mL, fixado na tampa do pote, perfurado lateralmente com trés

orificios (Nocelli; Malaspina; Roat, [s.d.]).

C. Microtubo de 2 mL posicionado horizontalmente, apoiado sobre um suporte de
madeira (aproximadamente 2 x 2 cm).
D. Tampas plasticas (1 cm de altura x 3 cm de profundidade) instaladas no fundo do

recipiente.
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E. Tampa pléstica acoplada a batoque bolha de 16.5 mm, fixada lateralmente no
recipiente.
F. Tampa plastica acoplada a batoque bolha de 16.5 mm, posicionada no fundo do

recipiente.

Figura 5. Configuragdes dos cinco tipos de alimentadores testados em potes formato tronco de cone

invertido de 1000 mL.

Modelos de sistemas de alimentacdo testados: (A) seringa de 5 mL e (B) microtubo de 2 mL,
ambos fixados verticalmente na tampa; (C) microtubo de 2 mL em suporte horizontal; (D)
tampa plastica no fundo do pote; (E) tampa com batoque bolha lateral e (F) no fundo do pote.
n = 3. Fonte: Autoria propria (2025).
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Figura 6. Operaria B. morio consumindo xarope no sistema de alimentacdo desenvolvido nos

bioensaios.

Fonte: Autoria propria, 2025.

2.4 Teste de sobrevivéncia em condicoes controladas

Ap6s o periodo de aclimatagao, foram monitorados 25 individuos da espécie B. morio
em condigdes controladas, sem exposicao a agrotoxicos. Esse teste teve como objetivo
monitorar a viabilidade dos individuos ao longo do tempo, permitindo a avaliagao e
adequagdo das condicdes laboratoriais e da estrutura experimental utilizada.

Os bioensaios foram conduzidos individualmente em gaiolas experimentais (1000
mL), mantidas sob as mesmas condi¢des ambientais descritas anteriormente. Cada abelha
recebeu solugdo agucarada (50% v/v) fornecida ad [libitum no alimentador compostos por
tampa plastica acoplada a batoque bolha de 16,5 mm, posicionados no fundo do recipiente. A
solu¢do foi renovada a cada 48h para evitar fermentagdo ou contaminagdo. No momento da
troca, os alimentadores eram removidos, higienizados com agua destilada para a retirada de
residuos ¢ devidamente secos antes do reabastecimento com nova solugao.

A mortalidade foi registrada a cada 24 horas até que todos os individuos viessem a
obito. Abelhas que ndo respondiam ao estimulo tatil com pincel de ponta fina foram

consideradas mortas.
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2.5 Teste de toxicidade oral

Para este teste, foi utilizado o ingrediente ativo clorantraniliprole (=95,0% de pureza,
CAS 500008-45-7, Sigma-Aldrich®). A avaliacdo da toxicidade foi conduzida por meio da
administracdo oral do ingrediente ativo em operarias de B. morio. Para tanto, foram
oferecidas solucdes aquosas de sacarose a 50% (m/v) contendo clorantraniliprole em duas
concentracgdes, durante um periodo maximo de 4 horas, conforme o protocolo OECD n° 247
(2017). A mortalidade dos individuos foi avaliada apds 24 e 48 horas do inicio da exposi¢ao,
sendo este ultimo o tempo final considerado para a anélise.

As abelhas foram divididas em cinco grupos experimentais: I) Controle negativo (CN;
solucdo de sacarose a 50%); II) Controle positivo (CP; solucdo de sacarose a 50% +
dimetoato, 250 mg-L"); III) Controle do solvente (CS; solucdo de sacarose a 50% + acetona,
0,258% (v/v)) (Haas et al., 2021); IV) clorantraniliprole - Dose 1 (D1; solugdo de sacarose a
50% + 1,3 pg'mL™); V) clorantraniliprole — Dose 2 (D2; solucdo de sacarose a 50% + 2,58
pgmL™).

No total, foram utilizados 15 individuos por grupo experimental. Considerando a
natureza silvestre de B. morio e sua indisponibilidade comercial, a obten¢ao das abelhas foi
restrita a coletas ativas em campo, o que impds limitacdes logisticas quanto ao nimero de
individuos disponiveis. Dessa forma, o delineamento experimental com 15 espécimes por
grupo representa um numero amostral viavel e compativel com estudos ecologicos e
toxicologicos envolvendo espécies nao manejadas (Malaspina et al., 2010). Ademais, o
numero de réplicas foi definido de modo a garantir resultados estatisticamente interpretaveis,
respeitando as limitagdes éticas e logisticas associadas ao manejo de populagdes silvestres.

No CN, os individuos receberam apenas a solucdo de sacarose a 50% (m/v). O CP foi
realizado com a adicdo de dimetoato ao alimento na concentragdo de 250 mg-L™!, visando
validar a sensibilidade do sistema experimental e a adequagdo das condigdes do ensaio,
conforme exigido pelo protocolo da OECD n° 247 (2017). Como o ingrediente ativo
clorantraniliprole nao ¢ soluvel em agua, o ingrediente ativo foi previamente diluido em
acetona e, posteriormente, incorporado a solu¢do agucarada. O CS foi preparado com acetona
na concentracdo de 0,258% (v/v), com objetivo assegurar que a acetona, isoladamente, nao
interferisse nos resultados obtidos (Haas et al., 2021).

Para definir a D1, foi adotada como referéncia a LCso de 13 mg-L™! (equivalente a 13

pg/mL), determinada por Smagghe ef al. (2013), cujo estudo utilizou B. terrestris como
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espécie modelo. A D1 corresponde a um décimo dessa concentra¢do (1,3 pg/mL), o que
possibilitou avaliar a resposta de B. morio a uma exposi¢ao reduzida do composto, levando
em conta as diferencas fisiologicas entre as espécies. Essa estratégia permite detectar efeitos
iniciais que podem ocorrer antes da mortalidade, servindo de base para estudos futuros de
toxicidade subletal ou cronica.

A D2, por sua vez, correspondeu a uma estimativa de exposi¢cdo realista ao
clorantraniliprole em campo, com base nas recomendagdes de uso para a cultura da berinjela
(Solanum melongena), visto que esse cultivo ¢ polinizado por Bombus spp. e recebe
aplicacdoes de clorantraniliprole (Brasil, 2019). A partir dos parametros de aplicacao
registrados no Brasil e com o auxilio do modelo BeeREX (USEPA), foi estimada uma

concentragdo de 2,58 ug/mL presente no néctar e polen.

3. ANALISE ESTATISTICA

A andlise de sobrevivéncia em condi¢des laboratoriais foi conduzida no R, por meio
do método de Kaplan-Meier, permitindo estimar a curva de sobrevivéncia e a mediana de
vida das operarias de B. morio mantidas sem exposi¢ao a agrotoxicos.

As andlises estatisticas dos testes de toxicidade foram realizadas no software R
(versdo 4.3.3, R Core Team, 2024), adotando-se um nivel de significancia de 5% (o = 0,05).
A normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Como os dados nao
apresentaram distribuicao normal, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
para comparagdo global das taxas de mortalidade entre os tratamentos. Em seguida,
utilizou-se o post-hoc de Dunn com correcdo de Bonferroni para identificar diferencas

significativas entre pares de tratamentos.

4. RESULTADOS

4.1 Gaiola Experimental

O pote com formato tronco de cone invertido de 250 mL apresentou espago interno
reduzido para as operarias de B. morio, o que limitou a movimentagdo e causou muita
agitagdo, com tentativas frequentes de voo, favorecendo o derramamento do alimento. Essas
observagdes confirmaram que as gaiolas de volume reduzido sugeridas pela OECD 247 nao

seriam adequadas para este estudo.
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Isso ocorre porque os protocolos padronizados utilizam operarias de B. terrestris e B.
impatiens de colonias comerciais, individuos que ndo estabeleceram atividade de voo externa
e se adaptam mais facilmente a espacos pequenos. Em contraste, este estudo utilizou
operarias forrageiras de B. morio capturadas em campo, que sao muito mais ativas e
demandam maior espago para ndo entrarem em estresse.

O pote retangular de 1000 mL, embora tivesse um bom volume, comprometeu a
eficiéncia alimentar devido a sua altura. Diferentemente, o pote formato tronco de cone
invertido de 1000 mL apresentou o melhor desempenho, garantindo ventilagdo adequada e
espago interno suficiente para a livre movimentacdo e a realizagdo de observagdes
comportamentais sem sinais de estresse. Dessa forma, este modelo foi selecionado para a
conducdo dos experimentos subsequentes, assegurando que a sobrevivéncia nos bioensaios
ndo fosse influenciada pelo esgotamento fisico decorrente do confinamento inadequado,
atendendo ao critério de que os individuos devem ser mantidos de forma saudavel durante o

teste.

4.2 Alimentadores

Os alimentadores do tipo seringa (A), microtubo vertical (B) e microtubo sobre
suporte de madeira (C) apresentaram desempenho insatisfatorio (Figura 4). Apesar da fixagdo
estavel, o acesso ao xarope foi ineficiente, sendo observados indicativos de baixa ingestao, o
que foi verificado pela auséncia ou redu¢do minima visivel do volume de alimento ofertado
de forma padronizada (40 pL por individuo) apds 4 horas de exposi¢ao, bem como pela baixa
frequéncia de interacdo das abelhas com os dispositivos e pela auséncia de comportamento
tipico de alimentagdo, como a extensao prolongada da probdscide (Ma et al., 2016). Além
disso, a posi¢do elevada desses modelos exigia um esforco fisico excessivo dos individuos,
que precisavam se deslocar verticalmente por superficies lisas, dificultando o alcance até o
alimentador e, consequentemente, a alimentagao.

O modelo com tampa plastica contendo xarope (D), fixado diretamente no fundo da
gaiola, apresentou vazamento frequente devido a interagdo direta das abelhas com o
dispositivo. Observou-se que os individuos pisavam no interior do alimentador, espalhando o
xarope pelo fundo do pote, levando a contaminacao interna do pote e ao desperdicio do
alimento.

O alimentador composto por tampa plastica com batoque bolha perfurado (E/F)

apresentou desempenho superior em relacdo aos demais modelos testados. Embora a
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configuragdo com batoque instalada na lateral do pote (modelo E) tenha permitido o acesso
ao alimento, sua utilizagdo foi menos eficiente do ponto de vista pratico, visto que dificultava
a reposicao do xarope, aumentava o risco de escorrimento interno e exigia maior manipulagdo
das gaiolas durante a manutengao.

Ja o0 modelo instalado no fundo do pote formato tronco de cone invertido de 1000 mL
(modelo F) favoreceu o acesso eficiente ao alimento, o que foi observado pela redugdo do
volume ofertado até sua auséncia no final do periodo de observagao de quatro horas (40 uL),
reduziu o risco de derramamento e permitiu a reposi¢ao do xarope com precisao, utilizando
pipeta Pasteur, sem a necessidade de desmontar o sistema. Além disso, contribuiu para a
higiene interna e facilitou o monitoramento comportamental, resultando em maior
estabilidade dos individuos dentro da gaiola. Pela praticidade no manejo, estabilidade
estrutural e eficiéncia no fornecimento do alimento, esse conjunto foi adotado como padrao

para os experimentos subsequentes.

4.3 Teste de sobrevivéncia em laboratorio

O tempo de sobrevivéncia variou entre 2 e 60 dias, com uma média de
aproximadamente 30 dias e mediana de 32 dias. A curva de sobrevivéncia (Kaplan-Meier)
demonstrou uma queda progressiva a partir do 8° dia, com mortalidade total registrada no 60°

dia (Figura 7).

53



Figura 7. Taxa de sobrevivéncia de operarias de B. morio mantidas em condigdes laboratoriais

controladas.
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Curva de sobrevivéncia de operarias de B. morio estimada pelo método de Kaplan—Meier, em
condi¢des laboratoriais e sem exposicdo a agrotoxicos. A area sombreada indica o intervalo de
confianca de 95%, e a tabela inferior apresenta o nimero de individuos em risco ao longo do tempo. n

= 25. Fonte: Autoria propria, 2025.

4.4 Teste de toxicidade

Os resultados indicaram que o CP (dimetoato) apresentou a maior taxa de mortalidade
(60%), diferindo significativamente do CS (p = 0,008), evidenciando sua alta toxicidade para
B. morio. O teste de Kruskal-Wallis indicou diferenca significativa entre os tratamentos (x> =
14; gl = 4; p = 0,007). A anélise post-hoc com o teste de Dunn (correcdo de Bonferroni)
confirmou que apenas a comparacao entre o CS e o dimetoato apresentou diferenga estatistica
significativa (p-ajustado = 0,008).

Os tratamentos com clorantraniliprole resultaram em mortalidades de 33,3% (D2) e
20% (D1), enquanto o CN e o CS apresentaram mortalidades de 6,66% e 0%,

respectivamente (Figura 8). No entanto, as doses de clorantraniliprole ndo diferiram
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estatisticamente nem do CN nem do CS (p-ajustado > 0,05), indicando auséncia de toxicidade
significativa. A mortalidade observada no CN e no CS permaneceu dentro dos limites

aceitaveis estabelecidos pelo protocolo OECD n° 247 (2017).

Figura 8. Mortalidade (%) de operarias de B. morio expostas a diferentes tratamentos.
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CN, CS (acetona), clorantraniliprole (Dle D2) e CP (dimetoato). As barras representam a
média percentual de mortalidade por grupo, e os valores sobre as barras indicam a
mortalidade observada. O CP apresentou mortalidade significativamente maior em relagdo ao

CS (p =0,008). Fonte: Autoria propria, 2025.

4.5 Validacao dos bioensaios

No presente estudo, ambos os tratamentos CN e CP atenderam aos critérios
estabelecidos pela OECD n° 247 (2017), garantindo a validagdo das condi¢des experimentais,
o CP apresentou uma mortalidade média de 60% apods 48h do experimento, enquanto, o CN

registrou uma mortalidade média de 6,66%, apos 48h do experimento.
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5. DISCUSSAO

Modelos de contencdo para o género Bombus sao amplamente discutidos por Klinger
et al. (2019), que revisam o uso de microcolonias como ferramenta para avaliar efeitos
subletais de pesticidas na reproducdo e no desenvolvimento larval. Esses sistemas,
geralmente baseados em caixas de plastico ou acrilico com compartimentos para nidificagio e
alimentacdo, sdo eficazes para espécies comerciais como B. ferrestris, pois priorizam a
interacdo social e a manutencdo da prole em ambiente controlado. No entanto, tais
configuragdes visam o comportamento de grupo em laboratdrio e ndo atendem plenamente as
necessidades de adaptacdo individual de operarias forrageiras, como B. morio. O
comportamento ativo de voo e a resisténcia ao manejo dessas operarias nativas exigiram
adaptacdes no volume das gaiolas, visando reduzir o estresse de confinamento e garantir a
viabilidade dos bioensaios.

Neste estudo, ao testar configuragdes inspiradas nesses protocolos classicos para a
espécie neotropical B. morio, foram observadas limitagdes significativas. O uso de seringas
hipodérmicas, frequentemente recomendado na literatura (Klinger et al., 2019) com base em
diretrizes da USDA-ARS e EPA, se mostrou ineficiente para as operarias capturadas em
campo. A abertura estreita da seringa, associada ao comportamento de busca ativa dessas
forrageiras, dificultou a localizagdo e o acesso continuo ao xarope. Além disso, o
posicionamento vertical e a superficie lisa do dispositivo comprometeram o apoio necessario
para a estabilizacdo da abelha durante a alimentacdo. Diferente de individuos de colonias
comerciais, que apresentam maior adaptagdo a condigdes artificiais de criagdo (Velthuis; Van
Doorn, 2006), as forrageiras de B. morio apresentaram baixa interagdo com esse modelo,
sugerindo que ele exigia um maior esfor¢o fisico de escalada e permanéncia em superficies
plasticas para o alcance do alimento.

Modelos com microtubos plésticos de 2 mL, perfurados lateralmente, também ndo se
mostraram eficientes. Embora frequentemente utilizados com espécies menores como as da
tribo Meliponini (Lourengo et al., 2012), esse sistema ndo foi compativel com B. morio,
provavelmente devido a despropor¢do entre o tamanho dos orificios e o aparelho bucal das
mamangavas, cuja morfologia esta diretamente associada a exploragao de recursos florais e
ao acesso ao néctar em diferentes estruturas (Goulson, 2010).

O reposicionamento horizontal do microtubo, apoiado sobre um cubo de madeira para
promover maior estabilidade, ndo resultou em melhora significativa. Apesar da maior

estabilidade estrutural, as abelhas ndo se alimentaram por meio deste sistema, sugerindo que
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a limitagdo nao estava relacionada ao posicionamento do dispositivo, mas sim ao proprio
modelo do microtubo com perfuracdes menores. A tentativa de ampliar os furos foi
descartada, pois comprometeria a vedagdo e provocaria vazamento de xarope, gerando
contaminagdo e desperdicio, o que inviabiliza sua aplicagdo em condi¢des experimentais
controladas.

Outro modelo testado consistiu em tampas plésticas instaladas diretamente no fundo
do pote, contendo o xarope. Embora tenham permitido acesso direto ao alimento, esse
sistema resultou em frequentes vazamentos. O deslocamento constante das abelhas sobre a
tampa provocava derramamento do xarope, contaminando a superficie interna da gaiola e
comprometendo tanto a higiene quanto a observacao do comportamento, além de interferir na
quantificagdo do consumo alimentar, aspecto relevante em bioensaios com abelhas (OECD,
2017).

O modelo que apresentou melhor desempenho foi o composto por pote formato tronco
de cone invertido de 1000 mL com tampas plasticas contendo batoques bolha de 16,5 mm,
adaptados com um furo central de aproximadamente 3,5 mm de didmetro, compativel com o
diametro de uma pipeta Pasteur padrdao. Essa configuracdo possibilitou que as abelhas
acessassem o alimento de forma segura, evitando contato excessivo com o xarope € mantendo
os individuos secos e ativos, favorecendo condi¢cdes mais adequadas para a ingestdo
controlada da dieta em ensaios toxicologicos (OECD, 2017).

O posicionamento do alimentador também influenciou a eficiéncia. Embora o sistema
tenha sido testado em diferentes posi¢cdes dentro da gaiola, o melhor desempenho foi
observado quando instalado no fundo do pote, onde o acesso se deu de maneira mais
frequente e natural. O formato convexo do batoque favoreceu a oferta do alimento de forma
pontual e controlada, promovendo maior higiene interna e facilitando a coleta de dados
comportamentais, provavelmente por direcionar o acesso ao alimento a um ponto especifico,
reduzindo o contato indiscriminado com a solucdo e favorecendo um padrdo mais consistente
de alimentagao.

Durante a rotina experimental, os individuos mantidos nesse modelo apresentaram
sinais comportamentais consistentes com baixo estresse, como movimentacdo ativa e
comportamento alimentar eficiente (Ghristina et al., 2020). Além disso, a transparéncia do
pote facilitou a observagao direta, sem a necessidade de manipulacdo constante. A limpeza do
sistema também foi facilitada pelo bom acoplamento das pecas e auséncia de vazamentos,

garantindo reprodutibilidade entre experimentos.
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O protocolo OECD n° 247 (2017), que estabelece diretrizes para testes de toxicidade
oral em abelhas do género Bombus, também apresenta recomendagdes especificas para os
sistemas de conten¢do, adotando B. terrestris € B. impatiens como espécies-modelo. Entre as
opgoes sugeridas estdo as gaiolas Nicot®, onde cada individuo ¢ mantido isoladamente em
caixas com alimentadores de seringa plastica de 2 mL, com a ponta cortada para facilitar o
acesso ao alimento. As gaiolas sdo posicionadas lado a lado, permitindo contato visual e
olfativo entre os individuos, e levemente inclinadas para assegurar o fluxo continuo da dieta
até a abertura da seringa, garantindo o fornecimento adequado mesmo durante a exposicao ao
agrotoxico (OECD, 2017).

Entretanto, apesar da ampla utilizagdo desses modelos com B. terrestris e B.
impatiens, sua aplicagdo direta em espécies neotropicais, como B. morio, exige cautela.
Diferencas no grau de adaptacdo a condicdes artificiais, especialmente entre individuos
provenientes de colonias comerciais e operdrias coletadas em campo, podem influenciar
diretamente a adaptag@o ao sistema, como a capacidade de acessar o alimento e interagir com
os dispositivos experimentais, bem como o bem-estar dos individuos (Velthuis, Van Doorn,
2006; Goulson, 2010). Assim, a padronizagdo proposta neste estudo buscou adaptar e validar
sistemas de contengdo compativeis com essas particularidades, assegurando a viabilidade dos
bioensaios, a reducdo do estresse nos individuos e condi¢des adequadas para a realizagdao dos
testes de toxicidade e comportamento, além de empregar materiais de baixo custo e facil
aquisicao, favorecendo a acessibilidade do método e sua aplicagao.

Nesse contexto, o desenvolvimento do modelo de pote com tampa e batoque
perfurado contribui ndo apenas para a contengdo e alimentagao dos individuos, mas também
para a padronizacdo metodologica de ensaios toxicologicos com Bombus no Brasil. A
auséncia de protocolos adaptados para espécies nativas pode gerar variagdes experimentais
relacionadas ao sistema de contengao e alimentacao, dificultando a comparagao entre estudos
e a interpretacdo dos efeitos de diferentes ingredientes ativos. Dessa forma, a ado¢do de um
sistema mais estavel e funcional pode reduzir essas fontes de variacdo e contribuir para a
obtencao de dados mais consistentes em ensaios ecotoxicologicos.

A adaptacao do sistema de contengdo permitiu a avaliagdo da sobrevivéncia de B.
morio em condigdes laboratoriais controladas. A manutengao dos individuos por varios dias,
na auséncia de exposi¢cdo a agrotoxicos, estd de acordo com o que ja foi descrito para
espécies do género Bombus, nas quais a longevidade das operarias pode variar conforme a
atividade desempenhada e as condi¢des experimentais (Silva-Matos; Garofalo, 2000). Nesse

contexto, a determinagdo da sobrevivéncia em condigdes controladas fornece um parametro
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de referéncia, permitindo distinguir efeitos causados por substincias daqueles associados as
proprias condi¢des experimentais.

O presente estudo avaliou a longevidade de operarias de B. morio coletadas em campo
durante o forrageamento, o que indica que se tratavam de individuos em fase funcional
avangada dentro da colonia. Segundo Goulson ef al. (2002), embora o polietismo em Bombus
seja menos rigido do que em abelhas meliferas, as operdrias de B. terrestris que realizam o
forrageio tendem a ser maiores do que aquelas que permanecem no ninho, sendo
consideradas em fase funcional mais avan¢ada dentro da colonia. No entanto, como tais
observagdes foram feitas em uma espécie exoOtica, a extrapolacao direta para espécies
neotropicais, como B. morio, exige cautela. Deve-se considerar que, no presente estudo,
foram utilizadas operarias coletadas em campo durante o forrageamento, as quais apresentam
historico de atividade, idade e condigdes fisiologicas desconhecidas, o que pode estar
associado a uma maior variabilidade experimental, ao contrario de individuos provenientes de
colonias comerciais, que sdo mantidos em condi¢des controladas e apresentam maior
homogeneidade experimental. Essas diferengas podem influenciar a resposta dos individuos
em ensaios laboratoriais e a interpretagao dos dados de longevidade.

ApOs a coleta, as operarias foram mantidas em condi¢des laboratoriais controladas,
com acesso exclusivo a solugdo agucarada (50% v/v) ad libitum ¢ sem acesso ao ambiente
externo. Esse protocolo de confinamento completo, sem oferta de poélen, diferencia este
trabalho de outros estudos que incluem a suplementagdo proteica na dieta das abelhas, como
os realizados por Goldblatt e Fell (1987), Silva-Matos e Garofalo (2000) e Smeets e
Duchateau (2003). A auséncia do fornecimento protéico possibilita uma avalia¢do rigorosa da
capacidade fisioldgica da espécie frente a restrigdes ambientais, especialmente quanto a
longevidade e resisténcia ao estresse nutricional (Schmidt; Thoenes; Levin, 1987).

Garoéfalo (1978) relatou que operarias de B. morio emergidas e criadas em laboratorio
viveram, em média, 36,4 dias quando exerciam atividade forrageadora com acesso ao
ambiente externo, e até 72,6 dias quando permaneceram exclusivamente no ninho. Em
comparagdo, as operarias deste estudo, mesmo sob confinamento absoluto e sem
fornecimento protéico, apresentaram longevidade relativamente proxima as forrageadoras do
estudo classico, indicando uma notavel resiliéncia fisioldgica da espécie ao isolamento e a
restricdo alimentar.

Smeets e Duchateau (2003) analisaram a longevidade de operarias de B. ferrestris sob
diferentes regimes alimentares e observaram que a privagao de polen reduzia drasticamente a

sobrevivéncia para 13 a 15 dias, enquanto as que tinham acesso ao podlen viviam até 76 dias.
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A longevidade das operarias de B. morio aqui estudadas, mesmo sem acesso a proteinas, foi
aproximadamente o dobro do observado em B. fterrestris, sugerindo diferencas na demanda
nutricional ou na utilizagdo de reservas fisiologicas entre as espécies, refor¢ando assim a
necessidade de desenvolver protocolos de avaliagao de toxicidade especificos para espécies
nativas.

Estudos com outras espécies do género Bombus, como B. atratus analisado por
Silva-Matos e Garofalo (2000) e Bombus fervidus (Fabricius, 1798) e Bombus pennsylvanicus
(De Geer, 1773) avaliados por Goldblatt e Fell (1987), relataram longevidade menores ou
similares, porém sempre considerando individuos com acesso ao ambiente natural e fontes
proteicas. Isso reforga que o ambiente laboratorial pode mitigar alguns estresses ambientais,
mesmo na auséncia de uma dieta completa, o que contribui para a longevidade observada no
presente estudo.

Dobes et al. (2020) demonstraram que o forrageamento impde custos metabolicos e
imunoldgicos em B. terrestris, reduzindo proteinas na hemolinfa e aumentando a atividade
antimicrobiana como resposta ao desgaste do ambiente. No presente estudo, a manutencao
das operdrias em ambiente controlado evitou a exposicdo a patdogenos € outros estressores
externos, o que provavelmente reduziu a necessidade de ativacdo constante do sistema
imunolégico (Schmid-Hempel, 2005). Assim, a maior longevidade observada em B. morio
pode estar associada a preservacgdo das proteinas da hemolinfa e das reservas nutricionais que,
em condicdes de campo, seriam consumidas para manutencao da resposta imunolégica.

Além disso, comparagdes com outras espécies de abelhas revelam variagdes
expressivas na longevidade. Em A. mellifera, por exemplo, operarias mantidas em laboratorio
sob auséncia de estressores ambientais apresentam tempo de vida entre 15 e 38 dias, intervalo
compativel com o observado em operarias em campo (Remolina et al., 2007). No presente
estudo, a sobrevivéncia registrada para B. morio foi compativel com valores descritos para
outras abelhas mantidas em ambiente controlado, o que sugere que, mesmo em ambiente
controlado, a longevidade das operarias ¢ modulada por processos intrinsecos de senescéncia,
refor¢ando a resili€ncia fisiologica observada em B. morio.

Essa resisténcia fisioldgica também depende diretamente da manutencdo adequada
dos individuos durante os bioensaios, o que torna a escolha dos sistemas de contengdo e
alimentacdo um aspecto fundamental para o sucesso experimental. No presente estudo, a
eficiéncia do sistema de contengdo, composto por potes formato tronco de cone invertido de
1000 mL com tampas plasticas adaptadas e alimentadores tipo batoque bolha, mostrou-se

essencial para garantir o acesso adequado ao alimento, minimizar o estresse comportamental
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e facilitar a observa¢do e limpeza. A baixa mortalidade observada no CN (6,66%) e a
resposta satisfatéria ao CP (60%) atenderam aos parametros definidos pela OECD n°® 247
(2017), refletindo a robustez e confiabilidade das condig¢des laboratoriais. Esses resultados
comprovam que a padronizacdo das gaiolas e alimentadores foi decisiva ndo apenas para a
viabilidade dos testes, mas também para o bem-estar dos individuos e para a interpretagao
precisa dos efeitos toxicoldgicos.

A longevidade elevada e a integridade comportamental observadas nos grupos
controle forneceram uma base soOlida para a interpretacdo dos efeitos observados nos
tratamentos. Nos grupos expostos ao clorantraniliprole, as taxas de mortalidade registradas
ndo diferiram estatisticamente dos controles, sugerindo baixa toxicidade aguda nas condigdes
experimentais avaliadas. Ainda assim, a maior mortalidade observada na dose mais elevada
indica a necessidade de cautela, especialmente em contextos de exposi¢ao repetida ou
prolongada. Esses resultados estdo alinhados com estudos anteriores que reportam baixa
letalidade oral do clorantraniliprole em B. terrestris e A. mellifera quando expostos a
concentragdes ambientalmente realistas (Dinter et al., 2009; Smagghe et al., 2013).

Além da mortalidade, foram observados de forma qualitativa efeitos adversos no
comportamento dos individuos expostos ao clorantraniliprole, como paralisia, espasmos nas
pernas e antenas e incapacidade de locomogao. Esses sinais sdo compativeis com quadros de
disfun¢do neuromuscular descritos para insetos expostos a esse inseticida (Haas et al., 2021)
e sugerem a ocorréncia de efeitos subletais com potencial para comprometer tarefas
essenciais, como forrageamento, retorno ao ninho e comunicagao intraespecifica.

Esses efeitos ja foram relatados em A. mellifera, onde exposi¢des subletais ao
clorantraniliprole provocaram alteragdes no comportamento, na capacidade locomotora e na
resposta neuromuscular, mesmo na auséncia de mortalidade imediata (Williams; Swale;
Anderson, 2020; Li et al., 2024). Assim, ainda que o ensaio atual ndo tenha identificado
mortalidade estatisticamente elevada, os sinais comportamentais e neuromusculares
observados qualitativamente em B. morio sugerem que o inseticida pode impactar
negativamente a fisiologia dos individuos e, por consequéncia, os servi¢os ecossistémicos de
polinizagao.

Apesar desses indicios, as avaliagdes regulatorias de risco ainda se baseiam
majoritariamente em parametros letais, como a DLso, € no uso exclusivo de 4. mellifera como
organismo modelo, ignorando variagdes comportamentais, fisioldgicas e ecoldgicas entre
diferentes espécies de abelhas (Nocelli ef al., 2018; Loureccetti ef al., 2023). Como destacado

por Loureccetti et al. (2023), abelhas nativas e de outras guildas podem responder de maneira
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distinta aos agrotoxicos, e extrapolagdes a partir de uma Unica espécie ndo garantem protecao
adequada para a diversidade de polinizadores (Arena e Sgolastra, 2014; Rundl6f ez al., 2015;
Woodcock et al., 2017).

Portanto, embora o clorantraniliprole ndo tenha provocado mortalidade elevada neste
experimento, os efeitos comportamentais e neuromusculares observados sugerem a
ocorréncia de toxicidade subletal relevante. Esses achados estdo em concordancia com a
literatura que evidencia a importancia de incluir parametros subletais nas avaliagdes de risco
de agrotdxicos, como alteragdes motoras, letargia, desorientacdo e outros indicadores
comportamentais frequentemente nao detectados em bioensaios baseados apenas na
mortalidade (Arena e Sgolastra, 2014).

Além disso, este estudo evidencia uma lacuna nas abordagens ecotoxicologicas,
relacionada a exclusdo de espécies nativas como B. morio nos testes regulatérios. Diferencas
fisiologicas, comportamentais e ecologicas entre B. morio € A. mellifera indicam que espécies
de abelhas podem apresentar respostas distintas a exposi¢ao a agrotoxicos (Arena e Sgolastra,
2014). Nesse contexto, os efeitos neuromotores observados em B. morio neste estudo sdo
consistentes com essa variabilidade interespecifica. Assim, ressalta-se a importancia de
incluir ensaios com multiplas espécies de polinizadores, especialmente aquelas associadas a

ecossistemas tropicais, de modo a ampliar a representatividade das avalia¢des de risco.

6. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que B. morio é uma espécie viavel para testes
laboratoriais de toxicidade oral, desde que sejam adotadas adaptacdes metodologicas
compativeis com a variabilidade fisioldgica e comportamental de operarias nativas coletadas
em campo, quando comparadas a individuos de colonias comerciais mantidos sob condigdes
controladas. A padronizagdo de sistemas de contengdo e alimentacdo foi essencial para
garantir o bem-estar dos individuos, a consisténcia dos dados e a adequagdo experimental dos
bioensaios. A validagdo experimental, evidenciada pela baixa mortalidade no CN e pela
resposta eficaz ao CP, atendeu aos critérios internacionais estabelecidos pela OECD N° 247
(2017), confirmando a eficacia do protocolo desenvolvido neste trabalho.

Além disso, os testes de toxicidade revelaram que, embora o clorantraniliprole nao
tenha induzido mortalidade estatisticamente significativa, foram observados, de forma

qualitativa, sinais comportamentais compativeis com possiveis efeitos subletais
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neuromusculares. Esses achados sugerem a importancia de considerar pardmetros
comportamentais e fisioldgicos nas avaliagdes de risco, para além da letalidade.

Por fim, este trabalho reforca a necessidade urgente de ampliar os testes
ecotoxicologicos para espécies de abelhas nativas, como B. morio, cuja sensibilidade pode
ndo ser representada adequadamente por espécies exodticas, ainda que do mesmo género,
utilizadas em protocolos regulatorios. A inclusdo de uma diversidade de espécies nos ensaios
toxicologicos ¢ fundamental para a construcao de politicas mais protetivas e eficazes voltadas

a conservacao dos polinizadores e a seguranca ambiental.
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CAPITULO 3

Analise histologica e comportamental dos efeitos subletais do clorantraniliprole em
Bombus morio (Swederus, 1787).

RESUMO

A intensificagcdo do uso de agrotoxicos na agricultura tem levantado preocupagdes quanto aos
efeitos subletais sobre abelhas, especialmente espécies nativas pouco contempladas em
avaliacdes de risco. Nesse contexto, este estudo avaliou os efeitos da exposi¢cdo oral ao
clorantraniliprole em operarias de Bombus morio, integrando andlises histologicas e
comportamentais. As abelhas foram expostas por 48 horas a duas concentragdes do inseticida
(1,3 pg/mL e 2,58 pg/mL), incluindo controles negativo e solvente. Apds a exposi¢ao, foram
realizadas analises histoldgicas do intestino médio, tibulos de Malpighi e musculatura de
voo, além da avaliagdo de parametros locomotores. Os resultados evidenciaram alteragdes
morfofisiologicas dose-dependentes. No intestino médio, foi observada desorganizagdo
epitelial, aumento da eliminagdo celular, redu¢do da borda em escova e comprometimento
dos ninhos regenerativos. Nos tibulos de Malpighi, foram registradas perda de material
citoplasmatico, alteragdes nucleares e perda da integridade epitelial. A musculatura de voo
apresentou desorganizacdo das fibras, perda das estriagdes e formagdo de lacunas
interfibrilares. Por outro lado, ndo foram detectadas alteragdes nos pardmetros
comportamentais avaliados apds o periodo de exposi¢dao. De forma geral, os resultados
demonstram que, embora ndao haja comprometimento comportamental detectavel no curto
prazo, a exposi¢do ao clorantraniliprole promove alteragdes estruturais significativas em
6rgaos fundamentais, evidenciando efeitos subletais relevantes. Esses achados reforcam a
importancia da inclusdo de andlises morfofisiologicas em estudos ecotoxicologicos e
destacam o potencial do uso de espécies nativas como B. morio para avaliagcdes de risco

ambiental mais representativas.

Palavras-chave: abelhas nativas, toxicidade subletal, intestino médio, tibulos de Malpighi,
musculatura de voo, mamangava, inseticida.
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ABSTRACT:

The increasing use of pesticides in agriculture has raised concerns regarding their sublethal
effects on bees, particularly native species that are often underrepresented in risk assessment
studies. In this context, this study evaluated the effects of oral exposure to chlorantraniliprole
in worker bees of Bombus morio, integrating histological and behavioral analyses. Bees were
exposed for 48 hours to two insecticide concentrations (1.3 pg/mL and 2.58 pg/mL),
including negative and solvent controls. After exposure, histological analyses were performed
on the midgut, Malpighian tubules, and flight muscle, in addition to the assessment of
locomotor parameters. The results revealed dose-dependent morphophysiological alterations.
In the midgut, epithelial disorganization, increased cellular shedding, reduction of the brush
border, and impairment of regenerative nests were observed. In the Malpighian tubules,
cytoplasmic loss, nuclear alterations, and disruption of epithelial integrity were recorded. The
flight muscle exhibited fiber disorganization, loss of striations, and formation of inter-fibrillar
lacunae. Conversely, no changes were detected in the behavioral parameters evaluated after
the exposure period. Overall, the results demonstrate that, although no detectable short-term
behavioral impairment occurred, exposure to chlorantraniliprole induces significant structural
alterations in key organs, evidencing relevant sublethal effects. These findings reinforce the
importance of including morphophysiological analyses in ecotoxicological studies and
highlight the potential use of native species such as B. morio for more representative

environmental risk assessments.

Keywords: native bees, sublethal toxicity, midgut, Malpighian tubules, flight muscles,

bumblebee, insecticide.
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1. INTRODUCAO

As abelhas desempenham um papel essencial nos ecossistemas terrestres, sendo
consideradas os polinizadores mais eficientes da flora silvestre e de diversas culturas
agricolas. O sucesso da polinizagdo estad diretamente relacionado as caracteristicas
morfologicas, fisiologicas e comportamentais desses insetos (IPBES, 2016; Potts et al.,
2010).

Entretanto, ao longo dos ultimos anos, tem-se observado uma queda acentuada nas
populagdes de abelhas em diferentes partes do mundo, o que preocupa pesquisadores e
autoridades, ja que compromete diretamente os servicos de polinizagao, processo essencial a
manutencdo dos ecossistemas e da producdo agricola, além de garantir a seguranga alimentar
global (Beringer; Maciel; Tramontina, 2019). Diversos fatores sdo apontados como causas
desse declinio, incluindo alteracdes climadticas, infecgdes por patogenos, destruicdo de
habitats naturais e, com destaque, o uso frequente e intensivo de agrotoxicos (IPBES, 2016).
Essas substancias sdo amplamente utilizadas na agricultura por contribuirem com o controle
de pragas e doengas, evitando perdas na produtividade agricola a curto prazo. No entanto, seu
uso intensivo e, muitas vezes, inadequado, pode acarretar efeitos adversos a saide humana e
ao equilibrio dos ecossistemas, pois os efeitos atingem outros organismos nao-alvo e
benéficos para a agricultura (Franco; Pelaez, 2016; Costa; Pires, 2016; Ribeiro et al., 2022).

O clorantraniliprole, um dos agrotdéxicos amplamente empregados no campo,
especialmente no Brasil, onde seu registro e uso se consolidaram a partir da década de 2010
(Brasil, 2021), pertence a classe das diamidas antranilicas. Esse agrotoxico atua sobre os
receptores de rianodina (RyR), canais que regulam a liberacdo de ions calcio (Ca?*"),
fundamentais para o processo de contragdo muscular. Sua acdo induz a liberacdo
descontrolada do Ca?*" armazenado no interior das células, resultando em um desequilibrio da
homeostase celular, interferindo em processos fundamentais como contragdo muscular,
secrecao hormonal e reparo celular (Cordova, 2006; Lahm; Coérdoba; Barry, 2009; Collet et
al., 2021). A exposicdo a esse agrotoxico pode causar paralisia, letargia, interrupcdo
alimentar e regurgitagdo, levando, muitas vezes, a morte do inseto (Haas et al., 2021).

No Brasil, o clorantraniliprole ¢ registrado para aplicagdo em mais de 17 culturas
agricolas, muitas das quais apresentam intensa oferta de recursos florais atrativos para
polinizadores (Brasil, 2019). Apesar de ser considerado pouco toxico para mamiferos, esse

composto apresenta alta seletividade para insetos, sendo classificado como "muito perigoso
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ao meio ambiente" (classe II), conforme a Portaria Ibama n°® 84/1996. Essa classificacao
reforca a necessidade de maior atengdo quanto aos impactos ambientais do seu uso.

Além disso, trata-se de um inseticida sistémico, com capacidade de translocar pelos
tecidos vegetais apoOs a aplicagdo. Assim, o agrotoxico pode se acumular em estruturas como
folhas, caule, néctar e pdlen, possibilitando a exposi¢ao de polinizadores ao longo de todo o
periodo de flora¢do (Dively; Kamel, 2012). Essa propriedade amplia a janela de risco para
organismos nao-alvo, como as abelhas, que entram em contato com residuos do produto ao
visitarem flores contaminadas, sendo assim continuamente expostas ao clorantraniliprole ao
consumirem esses recursos (Goulson, 2013).

Quando as abelhas ingerem alimentos contaminados, o primeiro 6rgao que pode ser
afetado pelo agrotoxico € o intestino médio, que desempenha papel central na digestdo e na
absorcdo de nutrientes, bem como na entrada de substancias toxicas no organismo
(Cruz-Landim; Silva-de-Moraes; Serrao, 1996; Denecke et al., 2018; Caccia et al., 2019). O
trato digestivo das abelhas, descrito originalmente para A. mellifera por Snodgrass (1956), ¢
constituido por trés segmentos principais: intestino anterior, médio e posterior. O intestino
médio, também conhecido como ventriculo, ¢ responsavel pela maior parte da digestdo
enzimatica e pela absor¢do dos nutrientes, razdo pela qual ¢ frequentemente chamado de
"estdmago funcional" dos insetos (Snodgrass, 1956; Cruz-Landim, 2009; Rossi et al., 2013).

O epitélio do intestino médio ¢ formado por trés tipos celulares: (i) células digestivas
(ou enterdcitos), que sdo majoritarias € exercem a fung¢do de produzir enzimas digestivas,
formar a membrana peritrofica e absorver nutrientes; (i1) células endocrinas, responsaveis
pela secrecdo de hormdnios que regulam a fisiologia intestinal; e (iii) células regenerativas,
que renovam o epitélio substituindo células senescentes (Cruz-Landim; Silva-de-Moraes;
Serrdo, 1996; Gongalves et al, 2014; Oliveira et al., 2019). Na superficie apical dessas
células, encontra-se uma borda em escova composta por microvilosidades, cuja funcao ¢
ampliar a area de absor¢cdo. A membrana peritréfica recobre essa borda, atuando como
barreira protetora contra danos mecanicos e agentes patogénicos, além de controlar o transito
de substincias entre o lumen intestinal e o epitélio (Cruz-Landim, 2009; Malaspina;
Silva-Zacarin, 2006).

Apés a absor¢cdo pelo intestino médio, o agrotoxico pode ser transportado pela
hemolinfa, alcancando diferentes 6rgaos, incluindo os tibulos de Malpighi, que constituem o
principal sistema excretor e de desintoxicagdo dos insetos, desempenhando papel central na
eliminacdo de xenobidticos e metabolitos toxicos da hemolinfa. Esses 0rgaos excretores sao

constituidos por tibulos longos, finos e numerosos que flutuam na cavidade corporal,
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facilitando a filtragem da hemolinfa. Sua parede ¢ composta por células especializadas que
promovem a regulagdo osmotica e a eliminagdo de residuos metabolicos e xenobioticos
(Cruz-Landim, 2009; Farder-Gomes et al., 2021). A superficie apical dessas células apresenta
microvilosidades que ampliam a area de contato com o limen, aumentando a absor¢do de
agua e ions, enquanto a regido basal possui invaginacdes que facilitam a absor¢do desses
elementos da hemolinfa para as células do tubulo (Bradley, 1985).

Finalmente, parte do agrotoxico presente na hemolinfa pode alcangar a musculatura de
voo, 6rgao fundamental para o deslocamento e forrageamento. Essa musculatura € altamente
especializada e apresenta elevado consumo energético, sendo composta predominantemente
por musculo estriado visceral, caracterizado por fibras musculares multinucleadas e com
organizacdo sarcomérica bem definida. Essas fibras sdo longas, cilindricas, e organizadas em
feixes, revestidas por uma lamina basal e associadas a tecido conjuntivo. Os midcitos
apresentam grande quantidade de mitocondrias, refletindo a alta taxa metabolica necessaria
para sustentar o voo, além de reticulo sarcoplasmatico bem desenvolvido para o
armazenamento ¢ liberagdo de ions calcio, fundamentais na contragdo muscular
(Cruz-Landim, 2009). Assim, disfun¢des induzidas pelo clorantraniliprole, como a liberacao
descontrolada de ions célcio nos midcitos, decorrente de sua atuagdo nos receptores de
rianodina, pode comprometer o desempenho de voo, prejudicando atividades essenciais como
o forrageamento e o retorno a coldonia (Fernandez; Cruz-Landim; Malaspina, 2012; Gomes et
al., 2020).

Apesar dos avancos nas diretrizes para avaliacdo da toxicidade de agrotoxicos, a
maior parte das normativas ainda se baseia em testes de letalidade, como a dose letal média
(DLso), negligenciando efeitos subletais que, embora ndo causem morte imediata, podem
comprometer diversas fungdes fisiologicas e comportamentais das abelhas (Fisher, A. et al.,
2023), causando prejuizos para a colonia e, consequentemente para 0S Servicos
ecossistémicos prestados por esses insetos. A abordagem tradicional dificulta a detec¢do de
impactos que afetam diretamente o desempenho ecologico das espécies, como a capacidade
de forrageamento, orientacdo, termorregulacdo, longevidade e reproducao (Nocelli et al.,
2018). Nesse sentido, torna-se essencial incluir avaliagdes morfofisiologicas e
comportamentais que permitam investigar alteragdes em estruturas internas sensiveis a
exposi¢do quimica prolongada ou em doses subletais.

Além disso, a maioria dos estudos ecotoxicoldgicos ainda utiliza A. mellifera como
organismo-modelo (Williams; Swale; Anderson, 2020; Haas et al., 2021). Embora

amplamente estudada e de facil manejo em laboratoério, A. mellifera ndo representa
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adequadamente a diversidade morfoldgica, fisiolégica e comportamental encontrada entre os
diferentes taxons de abelhas, que pode influenciar significativamente suas respostas aos
agrotoxicos (Oga; Camargo; Batistuzzo, 2008; Lourencetti et al. 2023).

No Brasil, avangos importantes ja foram feitos com espécies nativas sem ferrdo
(Meliponini), que possuem caracteristicas biologicas e ecologicas distintas e tém
demonstrado respostas especificas a agrotoxicos, evidenciando a necessidade de ampliar os
estudos para além de 4. mellifera (Farder-Gomes et al., 2024; Lourencetti ef al. 2023). Além
disso, a OECD n° 247 (2017) disponibiliza um protocolo padronizado para testes com B.
terrestris € B. impatiens, representando outra guilda funcional de abelhas sociais de diferentes
linhagens taxondmicas, com caracteristicas fisiologicas e comportamentais distintas. Assim,
considerando as evidéncias de que os efeitos observados em A. mellifera ndo podem ser
generalizados para abelhas sem ferrdo, torna-se igualmente essencial investigar outras
espécies, como B. morio, uma espécie nativa do Brasil com ampla distribui¢do, para garantir
avaliacOes de risco mais realistas e representativas dos ecossistemas locais.

Considerando esse contexto, a ampliacdo dos estudos toxicoldgicos para incluir
abelhas nativas, como B. morio, ¢ fundamental. Essa espécie, amplamente distribuida na
América do Sul, desempenha papel relevante na polinizagdo tanto de plantas silvestres quanto
agricolas (Cecchetto et al., 2023). O género Bombus ¢ particularmente eficiente na
polinizagdo de flores com morfologia complexa, utilizando um comportamento conhecido
como polinizacdo por vibragdo (buzz pollination), no qual as abelhas vibram a musculatura
toracica para liberar o polen das anteras. Essa forma especializada de polinizagao ¢ crucial
para diversas culturas que dependem de estimulos mecanicos para a liberagdo do pdlen, sendo
realizada apenas por espécies com essa capacidade comportamental e fisiologica
(Patricio-Roberto et al., 2012).

Dessa forma, o objetivo do presente capitulo foi avaliar os efeitos subletais da
exposicao oral ao clorantraniliprole em B. morio, integrando analises histologicas de o6rgaos
internos, como o intestino médio, os tibulos de Malpighi e a musculatura de véo, com a
analise de parametros comportamentais. A compreensdo desses efeitos em nivel celular
contribui para uma avaliagdo mais abrangente dos impactos desse agrotoxico sobre a saude
de abelhas nativas, além de subsidiar o desenvolvimento de estratégias mais seguras e

sustentaveis no uso de agrotoxicos na agricultura.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e manutenc¢ao dos individuos

Abelhas operarias de B. morio foram capturadas por meio de coleta ativa no campus
da Universidade Federal de Sao Carlos - Araras (SP), Brasil (22°18'47.46" S, 47°22'47.85"
W). As coletas foram realizadas entre fevereiro e maio de 2025, abrangendo os periodos da
manha (09:00 as 12:00 h) e final da tarde (ap6s as 16:00 h). Durante o periodo amostral, as
temperaturas médias mensais na regido variaram de 25,5°C (fevereiro) a 19,5°C (maio), com
picos térmicos de até 32°C nos horarios de maior incidéncia solar (Sao Paulo, 2025). Os
métodos de captura, transporte, aclimatacao e manutengdo dos individuos foram conduzidos
conforme descrito no Capitulo 2 (Sec¢des 2.2; 2.3; 2.4), seguindo o protocolo adaptado da

OECD n° 247 (2017).

2.2 Exposicio ao agrotoxico

A exposicdo oral ao clorantraniliprole foi realizada conforme os métodos detalhados
no capitulo 2 (Segdo 2.6), utilizando as mesmas concentragdes, Dose 1 (D1; solucdo de
sacarose a 50% + 1,3 ug-mL™") e Dose 2 (D2; solugdo de sacarose a 50% + 2,58 ug-mL™),
grupo controle negativo (CN; solugdo de sacarose a 50%). E também foi incluido o controle
solvente (CS; solucdo de sacarose a 50% + acetona, 0,258% (v/v)), a fim de assegurar que a
acetona ndo interferisse nas alteracdes morfoldgicas observadas.

No presente capitulo, o objetivo foi investigar possiveis efeitos subletais do
agrotoxico sobre a morfologia dos 6rgdos internos, ndo tendo como foco a avaliagdo de
mortalidade. Dessa forma, o grupo controle positivo (CP; dimetoato), utilizado anteriormente
para validagdo do protocolo de toxicidade conforme a OECD n° 247 (2017), ndo foi incluido
nesta etapa, uma vez que sua fun¢do estava restrita a confirmac¢ao da resposta letal do sistema
experimental.

Os mesmos individuos utilizados no teste de toxicidade (capitulo 2) foram mantidos
por 48 horas ap6s a exposicao, periodo no qual foram monitorados quanto a sobrevivéncia e
comportamento. Ao final desse periodo, os individuos sobreviventes foram destinados a

analise histologica.
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2.3 Analise histolégica

Para a andlise histoldgica de B. morio expostas ao clorantraniliprole, foram utilizados
cinco individuos por grupo experimental. Os espécimes foram anestesiados por resfriamento
em freezer a -18 °C durante 5 minutos, tempo definido com base em testes preliminares que
asseguraram imobilizacdo eficaz sem causar danos estruturais aparentes ou a morte dos
individuos.

A disseccao foi realizada sob estereomicroscopio (Leica EZ4 HD), com remocao
cuidadosa do intestino médio, dos tibulos de Malpighi e da musculatura de voo. Os 6rgaos
foram transferidos para tubos contendo solucao fixadora composta por paraformaldeido a 4%
em tampao fosfato de sodio (PBS) 0,1 M, pH 7,4, permanecendo em fixagdo por 24 horas a
4 °C (Silva-Zacarin et al., 2012; Toppa et al., 2021). Apds esse periodo, os tecidos foram
lavados no mesmo tampao e submetidos a desidratacdo lenta em série crescente de etanol
(15%, 30%, 50%, 70% 12h, 85%, 90%, 95% ¢ 100%), com trocas a cada duas horas ¢ duas
trocas no etanol absoluto, conforme protocolo descrito por Silva-Zacarin et al. (2012).

Os tecidos foram embebidos em historesina liquida Leica® por cinco dias a 10 °C e,
em seguida, emblocados em moldes com historesina de inclusdo. Apos a polimerizagao, os
blocos foram seccionados em micrétomo rotativo (Leica RM2255), com espessura de 3 pm.
Para a etapa de corte e coloragdo histologica, foram selecionados trés individuos por grupo
experimental (Silva-Zacarin ef al. 2012).

As laminas confeccionadas foram coradas com hematoxilina-eosina (HE), conforme
protocolo de Junqueira e Carneiro (2013), para analise morfoldgica dos tecidos. Apds a
coloracdo, as laminas foram lavadas em 4agua corrente, secas € montadas com meio
permanente DPX (Distrene Plasticiser Xylene). As andlises histoldgicas foram conduzidas
em microscopio de luz Leica DM4000 B LED, e as imagens capturadas com auxilio do

software DP Controller (Leica Microsystems®).

2.4. Analise comportamental

A avaliagdo comportamental foi conduzida sob as mesmas condigdes experimentais
descritas para os ensaios de exposi¢do oral ao clorantraniliprole (Se¢do 2.2), mantendo-se as
concentracdes testadas e o delineamento experimental previamente estabelecido. A analise
comportamental foi baseada nos protocolos descritos por Farder-Gomes et al. (2021) e

Farder-Gomes et al. (2024), com adaptacdes para a espécie B. morio, incluindo a avaliagdo de
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individuos isolados em arenas individuais, em substituicdo ao delincamento baseado em
grupos de operarias, além do ajuste do sistema de contengao.

Apb6s o periodo de exposi¢cdo, os individuos sobreviventes foram mantidos sob
observagdo e, ao final de 48 horas, cada individuo foi transferido para arenas experimentais
individuais constituidas por placas de Petri de 15 cm de didmetro, utilizando-se a tampa para
impedir a fuga das abelhas. Esse delineamento resultou em cinco individuos por tratamento,
totalizando 20 abelhas avaliadas.

As arenas experimentais foram posicionadas no interior de uma caixa escura,
equipada com iluminacao vermelha, a fim de minimizar interferéncias visuais durante os
registros comportamentais. Durante todo o periodo de gravacdo, a temperatura foi mantida
sob controle no ambiente da sala por meio do uso de ar-condicionado, e a umidade relativa do
ar foi mantida com auxilio de um umidificador de ar posicionado proximo a caixa
experimental, assegurando variagcdes maximas de 25 + 2 °C para a temperatura e 60% + 10%
para a umidade relativa.

Os registros comportamentais foram realizados por meio de gravagdes em video com
resolugdo de 1080p (Full HD), durante um periodo total de 15 minutos por individuo,
utilizando um smartphone. Para a padronizacao das analises, foram considerados apenas os
10 minutos finais de cada gravacao.

Os videos obtidos foram processados utilizando-se o software Ethoflow®, permitindo
a extracdo automatica dos parametros comportamentais. As varidveis analisadas
compreenderam: distancia total percorrida (cm), velocidade média (cm/s), grau de
sinuosidade da trajetéria (meandering) e numero de paradas (episodios de inatividade
definidos por um limiar minimo de velocidade) (Farder-Gomes et al., 2021; Farder-Gomes et

al., 2022).

3. ANALISE ESTATISTICA

Todas as andlises estatisticas foram conduzidas no ambiente R, versdo 4.5.2 (R Core
Team, 2025). A andlise quantitativa foi aplicada as variaveis histoldgicas avaliadas no
intestino médio e nos tibulos de Malpighi de B. morio, obtidas a partir de medicdes diretas
em cortes histologicos. Foram analisados quatro tratamentos, com quatro individuos por
tratamento, sendo cada individuo considerado uma unidade experimental, representada por
uma lamina histolégica contendo cortes do tecido. Para cada lamina, foram obtidas cinco

imagens de cortes histologicos selecionados de forma aleatéria, totalizando 20 imagens por
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tratamento. As medi¢cdes morfoldgicas foram realizadas diretamente nas imagens digitais dos
cortes histologicos. A definicdo dos parametros analisados foi baseada na abordagem
proposta por Grella et al. (2019), que descrevem indicadores morfologicos sensiveis para a
deteccao de alteragdes histologicas em tecidos de abelhas expostas a agrotdxicos.

As variaveis analisadas incluiram presenca de nucleos picnoéticos, vacuolizagao
citoplasmatica, células com halo perinuclear, eliminacdo celular para o limen, borda em
escova e secre¢do apocrina. A variavel “ninhos regenerativos” foi avaliada exclusivamente no
intestino médio, uma vez que esse parametro ndo se aplica a morfologia dos tibulos de
Malpighi.

As avaliagdes morfométricas foram realizadas a partir de imagens digitalizadas dos
cortes histoldgicos, utilizando o software ImageJ (National Institutes of Health — NIH, EUA),
permitindo a quantificacdo padronizada das estruturas avaliadas. Os dados foram expressos
como porcentagem, calculada a partir da razao entre o nimero de eventos observados e o
total de células avaliadas por imagem.

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro—Wilk. Diante da auséncia
de distribuicao normal para a maioria das variaveis, foram utilizados testes estatisticos ndo
paramétricos para a comparagdo entre os grupos experimentais. Quando identificadas
diferencas significativas, foi aplicado o teste poés-hoc de Dunn, com corre¢do de Bonferroni.

Para a musculatura de voo, nao foi realizada andlise estatistica quantitativa, uma vez
que esse tecido ainda necessita de parametros histologicos padronizados que permitam a
defini¢do de variaveis morfométricas comparaveis, especialmente para o género Bombus.
Assim, a avaliacio da musculatura foi conduzida de forma qualitativa, com base na
identificacdo de alteragdes estruturais evidentes e biologicamente relevantes, conforme
descrito nos resultados.

As andlises estatisticas dos dados comportamentais também foram realizadas no R,
adotando-se nivel de significincia de 5% (o = 0,05). Foram avaliados os seguintes pardmetros
comportamentais: velocidade média, distancia total percorrida, movimento sinuoso
(meandering) e nimero de paradas. A normalidade dos dados comportamentais foi
confirmada pelo teste de Shapiro—Wilk, permitindo a aplicacdo da andlise de variancia

(ANOVA) para a comparagado entre os tratamentos.
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4. RESULTADOS

4.1 Intestino Médio

Nas abelhas do grupo controle negativo (CN), o epitélio do intestino médio
apresentou-se organizado, com vilosidades bem delineadas e alongadas (Figura 1A). As
células epiteliais estavam dispostas de forma coesa, com nucleos visiveis, arredondados a
ovais. A frequéncia de nucleos picndticos foi minima, mantendo-se proxima a zero (Figura
3A). Foram observados ninhos de células regenerativas localizados na regido basal do
epitélio, sem indicios de dano estrutural (Figura 2A; Figura 3C). A eliminacgao celular para o
limen ocorreu de baixa frequéncia, com baixos valores percentuais em relagdo aos grupos
tratados (Figura 3E), sem diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo CS (p
> 0,05). A borda em escova apresentou altura preservada e distribuicdo homogénea (Figura
3F), sem diferengas estatisticamente significativas (p > 0,05), e ndo foram observadas
alteracdes relevantes na secrecao apdcrina (Figura 3G).

As abelhas do grupo controle solvente (CS) apresentaram padrao histoldégico do
intestino médio semelhante ao observado no controle negativo, ndo sendo identificadas
alteragdes morfologicas associadas a presenga de acetona na concentragao utilizada (Figura
I1B). A porcentagem de nucleos picnodticos permaneceu baixa e comparavel ao controle
(Figura 3A), sem diferenga estatisticamente significativa, assim como a eliminagao celular e
a ocorréncia de halo perinuclear (Figura 3E; Figura 3D), (p > 0,05). Os ninhos de células
regenerativas mantiveram-se integros e organizados (Figura 3C), sem diferenca
estatisticamente significativa (p > 0,05), e a altura da borda em escova se manteve
preservada, apresentando valores semelhantes aos observados no grupo controle negativo
(Figura 2B; Figura 3F).

Em contraste, nas abelhas expostas a dose 1 de clorantraniliprole (D1; 1,3 pg/mL),
observou-se maior quantidade de células epiteliais eliminadas para o limen do intestino
médio, bem como actimulo de células livres e fragmentadas no interior do limen, com maior
frequéncia em comparagdo aos grupos controle (Figura 1C). Esse padrdao foi comprovado
pela andlise quantitativa, que evidenciou aumento significativo na porcentagem de
eliminagdo celular em relagdo aos controles (CN e CS; p < 0,05), (Figura 3E). Também foi
registrado aumento na frequéncia de nucleos picnoéticos (Figura 1D), porém sem diferenca
estatisticamente significativa em relagdo aos controles (p > 0,05), indicando inicio de

processos celulares degenerativos (Figura 3A). Os ninhos de células regenerativas,
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localizados na base do epitélio, apresentaram-se menos densos, com menor nimero de células
e presencga de vacuolizagdo (Figura 2C; Figura 3C), (p > 0,05). Foram ainda observados halos
perinucleares, indicativos de alteracdes degenerativas iniciais (Figura 1D; Figura 3D), com
aumento estatisticamente significativo em relagdo aos controles, além de reducdo na altura da
borda em escova quando comparada aos controles (Figura 3F). A secre¢do apocrina
apresentou leve aumento, com maior variabilidade entre os individuos (Figura 3G), sendo
esse aumento estatisticamente significativo em relagao aos controles (p < 0,05).

Nas abelhas expostas a dose 2 de clorantraniliprole (D2; 2,58 ug/mL), as alteracdes
histologicas no intestino médio foram mais intensas. Observou-se elevada eliminagdo de
células epiteliais para o lumen (Figura 3E), com valores significativamente superiores aos
grupos CN e CS (p < 0,05), associada a grande actimulo de células livres, fragmentos
celulares e secrecdo apdcrina no interior do limen (Figura 3G), (p < 0,05), evidenciando
maior grau de degeneragdo tecidual em comparagao aos demais grupos (Figura 1E). As
vilosidades epiteliais apresentaram-se completamente desestruturadas, com perda da
histoarquitetura tipica e desorganizacdo das camadas celulares, dificultando a distingdo entre
os diferentes tipos celulares (Figura 1E). Os ninhos de cé€lulas regenerativas se apresentaram
amplamente danificados, com redugdo acentuada da densidade celular e aumento da
ocorréncia de ninhos comprometidos (Figura 2D; Figura 3C), sendo essa reducdo
estatisticamente significativa em relagao aos grupos CN, CS e D1 (p < 0,05). Houve aumento
expressivo na quantidade de nticleos com coloragdo intensificada e morfologia alterada,
compativeis com processo picndtico avancado (Figura 3A), com diferenga estatisticamente
significativa em relagdo aos controles e ao grupo D1. A propor¢do de células com halo
perinuclear permaneceu elevada (Figura 3D), com valores significativamente superiores aos
controles (p < 0,05), e a borda em escova apresentou redugao estatisticamente significativa de
altura, associada a desorganizagao do epitélio (Figura 3F), em relagdo aos grupos CN, CS e
DI (p < 0,05). As vilosidades estavam amplamente desestruturadas, com éareas extensas de
descontinuidade epitelial e, em varias regides, a membrana peritroéfica ndo foi claramente
visualizada, sugerindo perda de integridade ou degradagao (Figura 1F).

As alteragdes histoldgicas observadas no intestino médio apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos experimentais (p < 0,05). Observou-se
aumento no grau de comprometimento estrutural com concentragcdes crescentes de
clorantraniliprole, sendo o efeito mais acentuado no grupo exposto a maior concentragdo. As
variaveis histologicas analisadas no intestino médio estao representadas na Figura 3, onde sdo

apresentadas as diferencas entre os grupos experimentais.
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Figura 1. Organizacgao epitelial e alteracdes histologicas no intestino médio de B. morio em resposta a

exposigdo ao clorantraniliprole (D1 e D2).

(A) Controle negativo (CN); (B) Controle solvente (CS); (C—D) clorantraniliprole — dose 1 (D1);
(E-F) clorantraniliprole — dose 2 (D2). Siglas: L: [umen; be: borda em escova; sa: secre¢ao apocrina;
ep: epitélio; n: nucleo; nCr: ninho de células regenerativas; pbe: perda de borda em escova; ce: célula
eliminada. Marcacdes: ponta de seta vermelha: nucleo; seta vermelha: condensagdo nuclear; asterisco
preto: perda de material citoplasmatico; asterisco vermelho: halo perinuclear. Coloragdo: hematoxilina
e eosina (H&E). Barras de escala: A, B, C, E = 30 um (40x); D, F = 30 um (100x). Fonte: Autoria
propria, 2026.
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Figura 2. Detalhes do intestino médio de B. morio nos grupos controle e expostos ao

clorantraniliprole.

(A) Controle negativo (CN); (B) Controle solvente (CS); (C) clorantraniliprole — dose 1 (D1); (D)
clorantraniliprole — dose 2 (D2). Siglas: be: borda em escova; ep: epitélio; n: nicleo; nCr: ninho de
células regenerativas. Marcagdes: ponta de seta vermelha: nucleo; asterisco preto: vacuolizag@o.
Colorago: hematoxilina e eosina (H&E). Barras de escala: A-D = 30 um (100%). Fonte: Autoria

propria, 2026.
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Figura 3. Alteracdes histologicas quantitativas no intestino médio de B. morio nos grupos controle e

expostos ao clorantraniliprole em duas concentracdes.
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Boxplots das variaveis histologicas quantificadas nos grupos Controle negativo (CN), Controle
solvente (CS), Dose 1 (D1) e Dose 2 (D2): (A) nucleos picnoéticos; (B) vacuolizagao citoplasmatica;
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representam valores individuais. Fonte: Autoria préopria, 2026.
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4.2 Tubulos de Malpighi

Nas abelhas dos grupos controle negativo (CN) e controle solvente (CS), os tibulos de
Malpighi apresentaram-se preservados, com limen bem definido e livre de detritos celulares
(Figura 4A; Figura 4B). As células epiteliais mostraram-se organizadas, com morfologia
cilindrica e ntcleos arredondados, localizados predominantemente na porcdo basal. A
cromatina apresentou-se uniformemente distribuida, sem indicios evidentes de picnose
nuclear. A borda em escova apical apresentou-se preservada e bem delineada ao longo do
epitélio, enquanto o labirinto basal mostrou-se integro, com invaginagdes evidentes da
membrana plasmatica basal e auséncia de alteragdes estruturais. Nao foram observados sinais
expressivos de vacuolizagdo, degeneragdo celular ou desorganizagdo epitelial nas amostras
analisadas (Figura 4A; Figura 4B; Figura 5), ndo sendo identificadas diferencas morfologicas
entre os grupos CN e CS, o que foi confirmado pela analise estatistica (p > 0,05).

Nas abelhas expostas a dose 1 de clorantraniliprole (D1; 1,3 pg/mL), os tibulos de
Malpighi apresentaram alteragdes morfoldgicas de baixa intensidade (Figura 4C). O limen
mostrou-se reduzido e com contorno irregular em comparacdo aos grupos controle. As
células epiteliais apresentaram aumento do volume celular, com nucleos localizados
principalmente na por¢do basal, exibindo morfologia variando entre arredondada a ovalada e
cromatina mais condensada, disposta em grumos, indicando alteragdes celulares iniciais.
Alguns nucleos apresentaram halo perinuclear e coloragao intensificada. A borda em escova
encontrava-se presente, porém menos nitida em determinadas regides, enquanto o labirinto
basal permaneceu visivel, com invagina¢des da membrana plasmatica preservadas. Foram
observados sinais leves de vacuolizagdo citoplasmatica, os quais diferiram significativamente
dos grupos controle (p < 0,05), associados a alteragdes celulares iniciais, sem evidéncias de
ruptura epitelial nas amostras analisadas (Figura 4C; Figura 5). De forma semelhante, a
reducdo na nitidez da borda em escova também apresentou diferenca significativa em relagao
ao controle (p < 0,05).

Nas abelhas expostas a dose 2 de clorantraniliprole (D2; 2,58 pg/mL), as alteracdes
estruturais nos tubulos de Malpighi foram mais evidentes (Figura 4D, F). O lumen
apresentou-se reduzido e com contorno irregular, e as células epiteliais mostraram-se
visivelmente aumentadas em volume, com citoplasma menos corado e dreas claras, com
presenga de regides com perda aparente de material citoplasmatico (Figura 4E, F). Em
algumas regides, foi possivel observar ruptura celular. Os nucleos apresentaram-se reduzidos,

com coloracdo intensificada e morfologia alterada, além de ocorréncia frequente de halos
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perinucleares associados a condensagdo da cromatina. A bordadura em escova mostrou-se
pouco evidente ou ausente em determinadas regides (Figura 4D, F). As alteracdes observadas
foram mais frequentes e mais intensas no grupo D2 em comparacdo aos demais grupos
experimentais, apresentando valores significativamente superiores para vacuolizagdo, perda
de borda em escova e ocorréncia de halos perinucleares (p < 0,05).

As alteragdes histologicas observadas nos tubulos de Malpighi foram também
evidenciadas pela analise quantitativa apresentada na Figura 5, que indicou diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos experimentais para os parametros perda de
borda em escova, vacuolizagdo, eliminagdo celular, picnose e ocorréncia de halos
perinucleares (p < 0,05). De modo geral, os grupos expostos ao clorantraniliprole (D1 e D2)
diferiram dos controles (CN e CS), enquanto ndo foram observadas diferengas entre CN e CS
(p > 0,05). Observou-se aumento significativo das alteragcdes nos grupos tratados, com
valores mais elevados, em geral, no grupo D2 em comparagdo ao D1 e aos controles. Esses

resultados estdo em concordancia com as observagdes qualitativas.
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Figura 4. Fotomicrografias dos tubulos de Malpighi de B. morio nos grupos controle e expostos ao

clorantraniliprole em duas concentragdes.

(A) Controle negativo (CN); (B) Controle solvente (CS); (C) clorantraniliprole — dose 1 (D1); (D-F)
clorantraniliprole — dose 2 (D2). Siglas: L: lamen; n: nucleo; ce: célula eliminada; sa: secrecdo
apocrina. Marcagoes: ponta de seta vermelha: nucleo. Coloragdo: hematoxilina e eosina (H&E).

Barras de escala: A, B, C, D =30 pm (40%); E, F =30 um (100x). Fonte: Autoria propria, 2026.
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Figura 5. Alteragoes histologicas quantitativas nos tiibulos de Malpighi de B. morio nos grupos

controle e expostos ao clorantraniliprole em duas concentragdes.
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Boxplots das variaveis histologicas quantificadas nos grupos Controle negativo (CN), Controle
solvente (CS), Dose 1 (D1) e Dose 2 (D2): (A) perda de borda em escova; (B) secre¢ao apocrina; (C)
vacuolizagdo citoplasmatica; (D) eliminacgdo celular para o lumen; (E) células com halo perinuclear; e
(F) nacleos picndticos. Os pontos representam valores individuais. Fonte: Autoria propria, 2026.

4.3 Misculo de voo

Nas abelhas dos grupos controle negativo (CN) e controle solvente (CS), a
musculatura de v6o se apresentou preservada, com fibras musculares estriadas bem

organizadas, paralelas entre si e com estriacdes transversais nitidas (Figura 6A; Figura 6B).
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Os nucleos se apresentaram alongados a ovais, distribuidos de forma regular ao longo das
fibras, sem alteragcdes morfoldgicas evidentes ou sinais de condensagdo da cromatina. Nao
foram observadas areas de desorganizagdo miofibrilar, ruptura das fibras ou aumento dos
espacos intercelulares, indicando integridade estrutural do tecido muscular. O grupo controle
solvente apresentou padrao histologico semelhante ao controle negativo, ndao sendo
identificadas alteragcdes morfoldgicas associadas a presenca de acetona na concentracio
utilizada.

Em contraste, nas abelhas expostas a dose 1 de clorantraniliprole (D1; 1,3 pg/mL), a
musculatura de voo apresentou alteragdes estruturais de baixa intensidade. Foram observadas
areas com desorganizacdo das fibras musculares, perda parcial da regularidade das estriagdes
e aumento dos espacos intercelulares (Figura 6C). Alguns nucleos apresentaram coloracio
mais intensa e alteracdes morfoldgicas sutis, sugerindo inicio de processos degenerativos.
Também foram identificadas regides com vacuolizacao citoplasmatica de baixa frequéncia,
sem ruptura extensa das fibras musculares (Figura 6D).

Nas abelhas expostas a dose 2 de clorantraniliprole (D2; 2,58 pg/mL), as alteragdes na
musculatura de voo foram mais evidentes e extensas (Figuras 6E, F). As fibras musculares
apresentaram-se desorganizadas, com perda acentuada das estriagdes transversais € aumento
dos espagos intercelulares. Foram observadas areas de ruptura das fibras, vacuolizagdo
citoplasmatica intensa e nucleos com coloragdo intensificada e morfologia alterada,
compativeis com processos degenerativos avangados. Em algumas regides, a integridade do
tecido muscular encontrava-se severamente comprometida, com maior extensao das areas

afetadas em comparacdo aos demais grupos experimentais.
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Figura 6. Fotomicrografias da musculatura de voo de B. morio nos grupos controle e expostos ao

clorantraniliprole em duas concentragdes.

(A) Controle negativo (CN) e (B) Controle solvente (CS), apresentando fibras musculares (f) integras,
com estriagdes transversais nitidas e nucleos (n) centrais com cromatina frouxa. (C-D)
clorantraniliprole — dose 1 (D1), evidenciando inicio de fragmentacdo do tecido, com formagao de
espagos interfibrilares () e nucleos com coloragdo intensificada (n). (E-F) clorantraniliprole — dose 2
(D2), demonstrando desorganizacdo severa da musculatura, lise citoplasmatica com perda das
estriagdes, formagao de extensas lacunas () e nicleos condensados (n). Barras de escala: C, E =30 um
(40x); A, B, D, F =30 um (100x%). Fonte: Autoria propria, 2025.

4.4. Anilise comportamental

As variaveis comportamentais avaliadas (velocidade média, distdncia percorrida,
movimento sinuoso e numero de paradas) ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos controle (CN e CS) e aqueles expostos ao clorantraniliprole (D1

e D2) (ANOVA; p > 0,05). A velocidade média das operdrias permaneceu semelhante entre

&9



os tratamentos, variando de 1,60 + 0,39 cm/s nos grupos controle a 2,26 + 0,84 cm/s na maior
dose testada (Figura 7A).

De maneira semelhante, a distancia total percorrida ndo foi alterada pela exposicao
oral ao inseticida, com valores médios proximos entre todos os grupos experimentais (Figura
7B). Em relacdo ao padrao de deslocamento, o indice de movimento sinuoso (meandering)
ndo indicou desorganiza¢do locomotora. Embora valores mais elevados tenham sido
registrados na DI, essas variacdes ndo diferiram estatisticamente dos demais tratamentos
(Figura 7C).

O numero de paradas também se manteve semelhante entre os grupos, indicando que,
nas doses e no periodo de exposi¢do avaliados, o clorantraniliprole ndo comprometeu a

atividade locomotora das abelhas (Figura 7D).

Figura 7. Pardmetros comportamentais avaliados em B. morio nos grupos controle, solvente e

expostos ao clorantraniliprole em duas concentragdes.
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(meandering); (D) nimero total de paradas, avaliados em B. morio dos grupos controle (CTRL),
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solvente (ACETONA) e expostos ao clorantraniliprole nas doses D1 e D2. As colunas representam a
média e as barras verticais indicam o desvio padrdo. Fonte: Autoria propria, 2026.

5. DISCUSSAO

O intestino médio ¢ a principal regido de digestdo e absor¢do dos insetos, sendo
responsavel pela quebra dos alimentos ingeridos e pela assimilacdo dos nutrientes. A camada
epitelial ¢ composta por células prismaticas com borda em escova desenvolvida, células
regenerativas organizadas em grupos, denominados ninhos regenerativos e células endocrinas
basais, sendo revestido internamente pela membrana peritrofica, que atua como uma barreira
fisica contra agentes patogénicos e compostos toxicos (Cruz-Landim, 2009).

No grupo CN e CS, o epitélio apresentou aspecto preservado, sem sinais evidentes de
desorganizacao estrutural. Algumas cé€lulas livres no limen e pequenos espagos claros
intracelulares também foram observados, mas sdo considerados achados fisiologicos
resultantes da renovacdo epitelial normal, caracterizada pela extrusdo, processo em que
células senescentes ou danificadas sdo eliminadas de forma controlada da superficie epitelial
em direcao ao lumen, e pela atividade secretora das células intestinais (Junqueira; Carneiro,
2016; Ngo et al., 2022; Zhang; Edgar, 2022). Esses mecanismos sustentam a integridade do
tecido, indicando um epitélio funcional, metabolicamente ativo e morfologicamente integro,
além de confirmar que a presenca do solvente ndo interfere na organizacdo histologica do
intestino meédio.

Nos grupos expostos ao clorantraniliprole, observou-se um padrao claro de danos
progressivos. Na D1, a eliminacdo celular para o lumen e a presenca de nucleos picnoticos
sugerem ativacdo de mecanismos iniciais de renovagdo e remogao celular, compativeis com
uma resposta adaptativa do epitélio frente ao estresse toxico, conforme descrito para epitélios
intestinais de insetos submetidos a agrotoxicos (Ngo et al., 2022; Zhang; Edgar, 2022). O
aumento da atividade dos ninhos regenerativos indica tentativa de compensagdo tecidual,
visando a manutencdo da integridade epitelial, mecanismo também associado a regulacao da
homeostase intestinal nessas condi¢des. No entanto, com o aumento da dose (D2), observa-se
que essa resposta se torna insuficiente, com reducao da densidade celular nos ninhos
regenerativos e presenga de nucleos escuros e condensados, compativeis com morte celular.
A fragmentacdo ou auséncia da membrana peritréfica sugere comprometimento da funcao de
barreira, potencializando a exposicdo do epitélio a agrotoxicos, alteragdo semelhante a
descrita por Cruz-Landim (2009), Castro et al. (2021) e Zhu et al. (2023) em abelhas

expostas a diferentes estressores.
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Esses achados indicam uma transicdo de resposta compensatoria (aumento da
proliferacdo celular para repor o dano) para uma resposta ndo compensatoria, onde a
capacidade regenerativa ¢ superada pelo nivel de dano. Nesse contexto, as alteracdes
observadas ndo apenas refletem dano estrutural, mas implicam prejuizos funcionais, uma vez
que a degradagdo da borda apical, o espacamento entre células e a eliminacao de enterdcitos
para o limen comprometem as fun¢des digestivas e de barreira do epitélio (Junqueira;
Carneiro, 2016).

Resultados semelhantes foram descritos por Catae ef al. (2014), que observaram, em
A. mellifera expostas ao inseticida tiametoxam, altera¢des estruturais tanto no intestino médio
quanto nos tubulos de Malpighi, incluindo vacuolizagao citoplasmatica, perda da organizacao
epitelial e sinais evidentes de citotoxicidade. Esses efeitos histologicos estdo diretamente
relacionados a absor¢do de substancias toxicas pelo intestino e ao acimulo intracelular de
residuos, como observado também neste trabalho.

De forma semelhante, da Silva et al. (2024) observaram alteragdes estruturais
importantes no intestino médio e nos tubulos de Malpighi de Frieseomelitta varia (Lepeletier,
1836) expostas de forma subletal & combinacdo de tiametoxam e piraclostrobina. No
intestino, os autores relataram desorganizagdo epitelial, vacuolizagdo do citoplasma,
deformacdo dos nucleos e rarefacdo das microvilosidades, comprometendo diretamente a
absorcao de nutrientes e a funcdo de barreira intestinal. Os danos foram compativeis com os
observados neste estudo em B. morio.

Ainda que os efeitos histoldgicos do clorantraniliprole em abelhas nao tenham sido
diretamente explorados na literatura, estudos realizados em outros insetos com estrutura
intestinal semelhante oferecem suporte para interpretar os danos observados nesta pesquisa.
Em Anticarsia gemmatalis (Hiibner, 1818), conhecida popularmente como lagarta-da-soja, o
clorantraniliprole causou degeneracdo dos microvilos, vacuolizagdo do citoplasma,
fragmentacao celular e perda da integridade da membrana peritrofica, o que levou a reducao
da taxa respiratoria e da mobilidade dos individuos (Castro et al., 2021). Ja em Bombyx mori
(Linnaeus, 1758), o bicho-da-seda, o clorantraniliprole alterou a microbiota intestinal e
comprometeu a membrana peritrofica, resultando em maior vulnerabilidade a infecgdes e
processos associados ao estresse oxidativo (Zhu et al., 2023). Esses achados reforcam que a
integridade intestinal, mesmo em espécies distintas, ¢ um alvo recorrente de toxicidade por
diamidas.

Portanto, mesmo com a escassez de pesquisas que buscam avaliar os efeitos do

clorantraniliprole sobre as abelhas, principalmente em doses subletais, os dados aqui
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apresentados preenchem uma importante lacuna na literatura e reforcam a necessidade de
andlises morfoldgicas aprofundadas sobre os efeitos subletais desse composto. O intestino
médio, sendo altamente ativo em absor¢do, acaba sendo o primeiro ponto de contato com
substancias toxicas ingeridas, € seus danos estruturais, como a perda da membrana peritrofica
e da capacidade regenerativa, comprometem diretamente o metabolismo energético e, por
consequéncia, o voo e a sobrevivéncia da abelha (Lourenco et al., 2012).

Ainda, vale destacar que a andlise quantitativa de parametros histoloégicos, como
densidade celular, propor¢do de c€lulas eliminadas e organiza¢cdo dos ninhos regenerativos,
permitiu sustentar estatisticamente os padrdes morfoldgicos observados, refor¢ando as
interpretacdes discutidas neste capitulo.

Além do intestino médio, os tubulos de Malpighi também foram afetados pela
exposi¢do ao clorantraniliprole, apresentando alteragcdes morfologicas relevantes e
dose-dependentes. Esses tibulos sdo os principais 6rgdos excretores em insetos e
desempenham papel central na homeostase e na desintoxicacdo, atuando diretamente na
excrecdo de residuos metabdlicos e na regulacdo osmotica e idnica. Por serem altamente
ativos metabolicamente, mostram-se particularmente sensiveis a presenca de xenobiodticos
(Cruz-Landim, 2009; Farina, 2022).

No grupo CN e CS, os tubulos de B. morio apresentaram morfologia preservada, com
células epiteliais organizadas, limen bem definido e auséncia de vacuolizagdes ou alteragdes
nucleares, caracterizando um padrao compativel com a manutengdo da atividade excretora e
do equilibrio osmético do tecido, conforme descrito para insetos em condigdes fisiologicas
(Cruz-Landim, 2009). Nos grupos expostos ao clorantraniliprole, as alteragdes observadas
sugerem prejuizo progressivo da funcionalidade dos tibulos de Malpighi. Em D1, o aumento
do volume celular, a reducdo da densidade citoplasmatica e os indicios de picnose podem
estar associados a um desequilibrio inicial nos processos osmoéticos € metabolicos das células
epiteliais, indicando uma resposta celular ao estresse quimico compativel com mecanismos
gerais de resposta ao estresse em epitélios de insetos (Ngo et al., 2022; Zhang; Edgar, 2022).
Com o aumento da dose (D2), esse padrao de alteracdo se torna mais evidente, sendo
observado citoplasma com aspecto mais claro, nucleos condensados e perda da definicdo da
borda apical, além de colapso parcial da organizacdo epitelial. Essas alteracdes sugerem
prejuizo nos mecanismos de transporte ativo e na regulacdo idnica, fundamentais para a
funcdo dos tubulos de Malpighi, caracterizando um quadro de disfungdo celular mais

acentuada (Rossi ef al., 2013).
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Esses achados sdo consistentes com os efeitos descritos no intestino médio, onde a
menor dose ainda permitia alguma resposta regenerativa, cuja funcdo foi progressivamente
superada na dose mais alta. Nos tibulos, esse padrao se manifesta pela perda funcional das
células epiteliais, sugerindo um esgotamento da capacidade de excreg¢do e eliminacao de
toxinas, o que pode potencializar os danos sistémicos (Cruz-Landim, 2009; Rossi et al.,
2013).

A andlise integrada dos resultados indica que, embora o clorantraniliprole tenha como
principal alvo os canais de rianodina na musculatura, sua natureza sist€émica e a via oral de
exposi¢ao fazem com que o composto atinja diretamente tecidos como o intestino médio € os
tubulos de Malpighi, os primeiros a processar e absorver o composto. Assim, os danos
observados nesses 6rgdos nao devem ser interpretados como efeitos secundarios, mas como
consequéncia direta da via de exposicdo oral. Isso reforca que mesmo inseticidas
considerados  seletivos podem comprometer multiplos o6rgdaos simultaneamente,
especialmente aqueles envolvidos em absor¢do, metabolismo e excre¢do (Dively; Kamel,
2012; Haas et al., 2021).

Achados semelhantes foram relatados por da Silva ef al. (2024) em F. varia, onde a
exposi¢ao subletal a tiametoxam e piraclostrobina induziu vacuolizagao intensa, apoptose ¢
desorganizacdo epitelial dos tibulos de Malpighi. Efeitos compativeis também foram
descritos por Rossi et al. (2013) em A. mellifera exposta cronicamente ao imidacloprido,
incluindo aumento de nucleos picnoéticos, perda de porcdes celulares e degradagdo do
labirinto basal, estrutura essencial para as trocas com a hemolinfa.

Portanto, os dados obtidos neste estudo indicam que os tubulos de Malpighi, assim
como o intestino médio, estdo entre os tecidos mais suscetiveis aos efeitos subletais
provocados pela exposicdo oral ao clorantraniliprole. Alteragdes morfologicas nesses 0rgaos
podem comprometer mecanismos fundamentais de homeostase e desintoxicagdo, com
possiveis repercussdes negativas sobre a sobrevivéncia individual e o desempenho ecologico
dessas espécies (Cruz-Landim, 2009; Haas et al., 2021). Os resultados refor¢am que 6rgaos
metabolicamente ativos, como o epitélio intestinal e os tubulos de Malpighi, constituem alvos
criticos em andlises de toxicidade subletal.

Acompanhando o padrdo de degradagdo observado no intestino e nos tubulos de
Malpighi, a musculatura de voo também apresentou alteragdes estruturais evidentes e
dose-dependentes em resposta a exposi¢ao ao clorantraniliprole. Este inseticida, pertencente a
classe das diamidas antranilicas, atua como modulador dos receptores de rianodina (RyRs),

que controlam a liberacao de calcio do reticulo sarcoplasmatico para o citosol (Haas et al.,
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2021). A ativacao desses receptores provoca fluxo continuo de célcio, resultando em
contracdes musculares exaustivas, o que pode levar a desorganizagdo das miofibrilas e a
perda da integridade estrutural das fibras musculares, compativel com as alteracdes
histologicas observadas neste estudo.

Nas abelhas expostas, especialmente na dose mais alta (D2), a organizagdo
sarcomérica foi comprometida, com fragmentagdo tecidual e varias lacunas interfibrilares.
Essas rupturas indicam que a hiperexcitagdo muscular induzida pelo clorantraniliprole
excedeu a resisténcia mecanica das miofibrilas, levando ao rompimento da coesao do tecido.
Alteragdes similares na integridade da musculatura de voo foram descritas por Abdalla ef al.
(2016) em operarias de B. morio expostas ao glifosato, onde a desorganizagao das fibras e a
formagdo de espacos entre os feixes musculares comprometeram a sustentagdo necessaria
para o voo eficiente.

Além das alteragdes estruturais, a presenca de nucleos condensados e o aspecto
granular do sarcoplasma, especialmente na dose mais elevada, reforcam a citotoxicidade do
clorantraniliprole sobre a musculatura de voo. Esse tecido ¢ altamente especializado,
composto por filamentos espessos organizados em arranjos cristalinos de miosina e proteinas
associadas, responsaveis por conferir resisténcia, elasticidade e eficiéncia contratil
necessarias para a sustentacdo do voo. Assim, mesmo alteracdes discretas na organizagao
dessas fibras, como vacuolizagdes localizadas ou perda de proteinas estruturais, ja sdo
suficientes para comprometer significativamente a capacidade funcional, conforme
demonstrado por Li et al. (2023). Skandalis et al. (2011) demonstraram que o desempenho de
voo em B. impatiens estd intimamente relacionado a maturagdo morfoldgica e metabdlica da
musculatura, sendo que perturbagdes nesse processo, ainda que sutis, reduzem a competéncia
de voo em adultos jovens. Nesse contexto, a lise citoplasmatica observada no presente estudo
sugere que o clorantraniliprole promove um processo degenerativo progressivo das proteinas
estruturais musculares, com possiveis reflexos sobre o desempenho de voo.

Na avalia¢do da musculatura de voo, ndo foi realizada analise estatistica quantitativa,
uma vez que esse tecido ainda é pouco explorado em estudos histoldogicos com abelhas,
especialmente para o género Bombus. At¢ o momento, ndo hd parametros histologicos
consolidados que definam de forma objetiva quais variaveis devem ser analisadas nesse
tecido, o que dificulta a aplicacdo de andlises quantitativas padronizadas. Diante disso, a
abordagem adotada neste estudo foi qualitativa, priorizando a identificagdo de alteracdes
estruturais evidentes e biologicamente relevantes, compativeis com o mecanismo de a¢cdo do

clorantraniliprole. Contudo, vale destacar que ja estdo planejadas, para etapas subsequentes e

95



antes da submissdo dos resultados para publicacdo, a aplicacdo de técnicas histologicas
diferenciais e complementares, com o objetivo de refinar a caracterizacdo da musculatura de
voo ¢ estabelecer parametros quantitativos mais robustos para futuras analises.

Dessa forma, a musculatura de voo também foi diretamente afetada pelos efeitos
subletais do clorantraniliprole, acompanhando o padrao de alteracdes observado nos demais
tecidos analisados. Enquanto o intestino médio e os tiibulos de Malpighi sofreram danos por
serem 0s primeiros Orgdos a processar o ingrediente ativo, a musculatura é atingida como
alvo final do mecanismo de acdo do inseticida, o que evidencia um efeito sist€émico
decorrente da exposicao oral ao composto. O comprometimento integrado desses tecidos cria
um cendario critico para a sobrevivéncia das abelhas, uma vez que alteragdes no intestino e
nos tubulos de Malpighi podem comprometer processos de absor¢do, metabolismo e
excregdo, enquanto os efeitos sobre a musculatura de voo afetam diretamente a capacidade de
locomocgao. Dessa forma, a agdo combinada sobre esses sistemas pode resultar em prejuizos
funcionais relevantes, capazes de afetar atividades essenciais como o voo, o forrageio e a
comunica¢do dentro da colonia (Skandalis et al., 2011; Grella, 2017; Carneiro et al., 2022),
indicando que mesmo em niveis subletais, o clorantraniliprole pode impactar o desempenho
individual e ecologico das abelhas.

Em A. mellifera, por exemplo, a exposi¢do ao inseticida piriproxifem comprometeu a
diferenciagdo das fibras de voo, indicando que alteracdes no desenvolvimento e na
organizacdo das fibras musculares podem interferir no amadurecimento funcional da
musculatura (Fernandez; Cruz-Landim; Malaspina, 2012). As alteragdes musculares aqui
observadas podem se somar aos efeitos intestinais e excretores, reduzindo a eficiéncia do voo
e, consequententemente, comprometendo a sobrevivéncia individual e o desempenho
ecoldgico das populacdes de abelhas (Skandalis ez., 2011; Li et al., 2023).

Nesse contexto, as alteragcdes comportamentais podem estar diretamente relacionadas
ao curto periodo de exposi¢do ao clorantraniliprole, que foi limitado a quatro horas, seguido
por alimentagdo ad libitum sem o inseticida. Esse método difere de estudos que reportaram
efeitos comportamentais em abelhas expostas por periodos mais prolongados. Em B.
terrestris, por exemplo, a exposi¢ao ao imidacloprido por nove dias resultou em redugao da
atividade locomotora, alteracdes no voo e prejuizos no aprendizado, especialmente quando
avaliados em arenas maiores e sob maior demanda fisioldgica (Fisher, K. H. et al., 2023). De
forma semelhante, Williamson ef al. (2014) observaram algumas alteragdes na fungcdo motora
basica de A. mellifera apds 24 horas de exposi¢do a neonicotinoides, incluindo

comprometimento do controle postural ¢ aumento do tempo de autolimpeza, embora outros
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comportamentos locomotores nao tenham sido significativamente afetados. Resultados
compativeis também foram observados em estudos que avaliaram a locomog¢do em arenas
restritas ou placas de Petri, nos quais a exposic¢do a inseticidas sistémicos levou a reducao da
distancia percorrida ou a alteragdo da atividade motora (Teeters et al., 2012; Williamson et
al.,2014).

De modo geral, investigacdes comportamentais ainda se concentram em um niimero
limitado de espécies e apresentam grande variagdo quanto ao tempo de exposi¢do, as doses
testadas e aos protocolos experimentais, sendo relativamente menos frequentes para espécies
do género Bombus. Esse contexto indica que efeitos comportamentais tendem a se manifestar
ap0s exposi¢des mais prolongadas ou sob condigdes experimentais que impdem maior
exigéncia fisiologica. Assim, os resultados comportamentais obtidos neste trabalho ndo
contradizem os danos morfofisiolégicos observados, mas reforcam a importancia de
abordagens integradas e de exposi¢cdes prolongadas para a deteccdo de impactos subletais
significativos.

Diante das evidéncias do prejuizo causado por doses subletais em organismos nao
alvo, agéncias reguladoras, como a EFSA (European Food Safety Authority), tém reforcado a
necessidade de avaliacdo de doses subletais e de endpoints especificos para identificar
impactos fisiologicos relevantes de inseticidas nas abelhas, especialmente em situagdes onde
a mortalidade ndo ¢ significativa (EFSA, 2019; Fisher, A. et al., 2023). Esses efeitos subletais
podem comprometer a viabilidade das colonias a longo prazo, afetando comportamentos
essenciais, reprodugdo e resisténcia a estresses ambientais, mesmo na auséncia de morte dos
individuos (Gill; Ramos-Rodriguez; Raine, 2012).

Portanto, os dados morfolégicos e fisiologicos aqui apresentados, que indicam
comprometimento dos orgdos absortivo, excretor ¢ da musculatura de voo, reforcam a
importancia de se considerar esses endpoints subletais como indicadores sensiveis da
toxicidade do clorantraniliprole, principalmente para espécies nativas. Esse quadro ressalta a
necessidade de avaliagdes integradas e de longo prazo, que considerem ndo apenas a
mortalidade, mas também os impactos subletais nos diferentes sistemas fisioldogicos das
abelhas, para uma melhor compreensdo dos riscos ambientais associados ao uso do

clorantraniliprole e de outros inseticidas sistémicos.
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6. CONCLUSAO

A andlise morfofisioldgica de B. morio frente a exposi¢do oral ao clorantraniliprole
reforga a relevancia da avaliacdo de efeitos subletais em estudos ecotoxicoldgicos com
abelhas. A abordagem adotada neste capitulo permitiu observar que impactos estruturais e
funcionais, mesmo que ndo letais, podem comprometer o desempenho e a viabilidade das
abelhas em niveis individuais e populacionais.

A investigacdo de 6rgdos envolvidos na absorg¢ao, excre¢do e locomogao demonstrou
o potencial dessas estruturas como indicadores sensiveis da toxicidade de agrotoxicos. Os
resultados evidenciaram que o clorantraniliprole promoveu alteragdes no intestino médio, nos
tubulos de Malpighi e na musculatura de voo, o que pode ser explicado pela exposi¢ao por
via oral, associada ao carater sistémico do clorantraniliprole. Enquanto os érgdos absortivo e
excretor foram afetados por participarem diretamente do processamento do ingrediente ativo,
a musculatura apresentou danos compativeis com a ativacdo dos receptores de rianodina.
Esse conjunto de alteragdes indica que os efeitos subletais comprometem multiplos sistemas
fisiologicos essenciais a sobrevivéncia das abelhas, muitas vezes ndo detectados em
avaliacdes baseadas apenas na letalidade.

Dessa forma, este trabalho reforca a importidncia de abordagens integradas na
ecotoxicologia de abelhas, considerando ndo apenas a sobrevivéncia, mas também os efeitos
fisiologicos que podem comprometer a funcionalidade das populagdes nativas frente a

crescente pressao de agrotdoxicos no ambiente.
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ANEXOS

Anexo I

.. .. Classe do Ingrediente Via ‘?"; . . Parametro ; . .
Espécie |Estagio . k exposica | Regime | Ambiente . Pais Referéncia

agrotoxico ativo / Produto o avaliado
Morfofisiolog

Bombus ia/Mortalidad Arones et al.,
terrestris | Adultas [ Inseticida Clotianidina Oral Cronico |Laboratorio e Noruega 2021
Bombus Morfofisiolog Abdalla et
morio | Adultas Herbicida Glifosato Oral Croénico |Laboratorio ia Brasil al., 2016
Bombus Acetamiprido, Morfofisiolog Azpiazu et
terrestris | Adultas | Inseticidas Clorpirifos e Oral Cronico |Laboratorio | ia/Mortalidad |Espanha| al., 2023
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Oxamil

€

Mortalidade e

Bombus Agudo e Comportamen Barbosa et
4 |terrestris |Adultas | Inseticida Azadiractina Oral crénico |Laboratdrio to Bélgica | al., 2015
Glifosato, Mortalidade,
Clorotalonil, Morfofisiolog
Azoxistrobina, Laboratorio iae
Bombus | Adultas | Fungicidas e | Boscalida, entre | Orale | Agudoe e comportament | Estados | Belsky e
5 |terrestris | elarvas | Herbicidas outros Contato | Cronico |[Semicampo 0 Unidos | Joshi, 2020
Misturas Mortalidade e
Bombus Inseticidas e detectadas em Comportamen | Reino | Botias et al.,
6 |terrestris | Adultas | Fungicidas pélen/néctar Oral Cronico Campo to Unido 2017
Mortalidade e
Bombus Morfofisiolog Cakici et al.,
7 |terrestris | Adultas | Inseticidas Imidacloprido Oral Agudo |Laboratorio ia Turquia 2023
Mortalidade e Camp ¢
Bombus Laboratorio |Comportamen | Aleman | Lehmann,
8 |terrestris | Adultas | Inseticidas Sulfoxaflor Oral Cronico to ha 2021
Mortalidade e
Bombus Comportamen Cecchetto et
9 |terrestris | Adultas | Inseticidas Imidacloprido Oral Croénico |Laboratério to Italia al., 2023
Bombus
terrestris,
Bombus Imidacloprido, Mortalidade,
impatiens Tiametoxam, Morfofisiolog | Reino
, Bombus Clotianidina, iae Unido e
ephippiat Acetamipridoe | Orale | Agudo e |Laboratorio [comportament| Estados | Dennis e
10 us Adultas | Inseticidas Tiacloprido Contato | Cronico | e Campo 0 Unidos | Gibbs, 2025
Clorantraniliprol
e, Flonicamida, Mortalidade e
Bombus Metaflumizonae | Orale | Agudoe Comportamen Gradish et
11 |terrestris | Adultas | Inseticidas Espirotetramato | Contato | Crénico |Laboratorio to Canada | al., 2009
Mortalidade e Gray, Hulsey
Bombus Comportamen | Estados | e Siviter,
12 |impatiens | Adultas | Inseticidas Flupiradifurona Oral Croénico |Laboratério to Unidos 2024
Bombus
lantschou
ensis e Mortalidade e
Bombus Orale | Agudoe Comportamen Jie et al.,
13 |terrestris | Adultas | Inseticidas Flupiradifurona | Contato | Cronico |Laboratdrio to China 2025
Bombus Comportamen | Finlandi | Kaakinen et
14 | terrestris | Adultas | Herbicida Glifosato Oral Agudo |Laboratorio to a al., 2024
Bombus Mortalidade,
terrestris Morfofisiolog
e Inseticidas, iae
Bombus Fungicidas e comportament | Estados | Klinger et
15 |impatiens | Adultas | Herbicidas Diversos Oral Cronico |Laboratorio o Unidos | al., 2019

104




Mortalidade,

Morfofisiolog
iae
Bombus | Adultas Dimetoato e comportament | Estados | Krueger et
16 |impatiens| /Prole Inseticidas Diflubenzurom Oral Croénico |Laboratério 0 Unidos | al., 2021
Mortalidade,
Morfofisiolog
iae
Bombus comportament| Reino | Laycock et
17 |terrestris | Adultas | Inseticidas Imidacloprido Oral Croénico |Laboratério 0 Unido al., 2012
Imidacloprido,
Fipronil,
Dimetoato,
Deltametrina,
Bombus Pirimicarbe, Oral e Marletto et
18 |terrestris | Adultas | Inseticidas | entre outros (26) | Contato | Agudo |Laboratério | Mortalidade | Italia al., 2003
Mortalidade,
Morfofisiolog
Adultas | Inseticidas, iae Mommaerts
Bombus e Fungicidas e Orale | Agudo e |Laboratorio [comportament e Smagghe,
19 |terrestris | Larvas | Herbicidas Diversos Contato | Cronico | e Estufas 0 Bélgica 2011
Mortalidade e
Bombus Morfofisiolog | Reino | Morrison et
20 | terrestris |Rainhas| Inseticida Sulfoxaflor Oral [ Repetido | Laboratorio ia Unido al., 2025
Tiametoxam,
Sulfoxaflor,
Bombus Flupiradifurona e Mundy-Heis
21 |impatiens | Adultas | Inseticidas | Cianitraniliprole | Oral Agudo |Laboratorio | Mortalidade | Canada |z ef al., 2022
Bombus Morfofisiolog Provase et al.
22 | atratus |Adultas| Inseticidas Fipronil Oral Agudo |Laboratorio ia Brasil 2024
Imidacloprido,
Tiacloprido,
Acetamiprido,
Deltametrina,
Tau-fluvalinato,C
lorpirifos e Reino
Coumaphos Mortalidade e | Unido e
Bombus Oral e Morfofisiolog | Aleman | Reid ef al.
23 |terrestris | Adultas | Inseticidas Contato | Agudo [Laboratério ia ha 2020
Laboratorio | Mortalidade e
Bombus ,Semi-camp | Morfofisiolog | Estados | Richardson
24 |impatiens | Adultas | Inseticidas Flupiradifurona Oral Croénico 0 ia Unidos | et al 2024
Mortalidade,
Morfofisiolog
iae
Bombus | Adultas Agudo e comportament | Estados | Richardson
25 |impatiens | /Larvas | Inseticidas Flupiradifurona Oral Croénico |Laboratério 0 Unidos | et al 2025
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Inseticidas,

22 agrotoxicos

Bombus Herbicidas e diferentes Morfofisiolog Rondeau et
26 spp. |Rainhas| Fungicidas detectados Contato | Cronico Campo ia Canada | al., 2022
Mortalidade,
Morfofisiolog
iae
Bombus Clorantraniliprol | Orale | Agudoe comportament Smagghe et
27 |terrestris | Adultas | Inseticidas e Contato | Cronico |Laboratorio 0 Bélgica | al, 2013
Clotianidina,
Dimetoato,
Tau-fluvalinato,
2,4-D,
Inseticidas, Propiconazol, Mortalidade e
Bombus Herbicidas e Cadmio e Comportamen | Reino | Spurgeon et
28 |terrestris | Adultas [ Fungicidas Arsénio Oral Croénico |Laboratério to Unido al., 2016
Switzer e
Bombus Laboratorio |[Comportamen | Estados | Combes,
29 |impatiens | Adultas | Inseticidas Imidacloprido Oral Agudo e Estufa to Unidos 2016
Difenoconazol,
Kresoxim-metil, Russia e | Syromyatnik
Bombus Tiram e Morfofisiolog | Estados | ovetal.,
30 |terrestris | Adultas | Fungicidas Trifloxistrobina | in vitro | Agudo |Laboratorio ia Unidos 2017
Mortalidade,
Morfofisiolog
Adultos iae
Bombus e comportament Tasei et al.,
31 |terrestris | Larvas Inseticida Imidacloprido Oral Cronico |Laboratério 0 Franga 2000
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