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RESUMO
O Brasil € o pais com maior biodiversidade de abelhas sem ferrdo do mundo. Dentre
as espécies, Scaptotrigona postica desempenha papel fundamental nos servigos de
polinizacdo de plantas nativas e cultivadas. No entanto, a saude das populacdes
desses polinizadores esta sendo ameacada devido a multiplos fatores, dentre eles, o
uso intensivo de agrotoxicos. Esses compostos quimicos chegam a colmeia por
meio de abelhas forrageiras e, uma vez la, podem ser ingeridos pelas larvas durante
a alimentacdo. No Brasil sdo utilizados diferentes grupos de agrotoxicos, entre eles a
clotianidina, um ingrediente sistémico, cujos efeitos sdo desconhecidos em larvas e
adultos de abelhas S. postica. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo
compreender os possiveis impactos da clotianidina por meio da: (I) investigacdo dos
efeitos de concentracdes realisticas de campo, na sobrevivéncia e desenvolvimento
de larvas e adultos de abelhas S. postica; (Il) avaliacdo da toxicidade deste
inseticida na morfologia de tecidos de 6rgdos de metabolizacdo de substancias
(intestino e tubulos de Malpighi) de recém emergidas; e (lll) analise da atividade de
enzimas relacionadas a desintoxicacédo (Carboxilesterase 3 — CaEs-3 e Glutationa-
S-transferase - GST) e enzimas antioxidantes (Glicose-6-fosfato desidrogenase —
G6PD e Glutationa peroxidase - GPx), nos 6rgaos supracitados de abelhas recém
emergidas. Para que os objetivos fossem alcancados, foram realizadas sucessivas
diluicbes no alimento para atingir as concentragcbes de clotianidina a serem
oferecidas as larvas: 1 ng i.a./uL (concentracdo de campo) e 0,1 ng i.a./uL
(concentracdo de campo/10), o alimento puro foi oferecido ao grupo controle. Apos a
distribuicdo do alimento (25 pL/larva) em placas de acrilico, larvas de primeiro instar
foram coletadas e transferidas. Para os bioensaios in vitro, os efeitos foram
observados de acordo com a progressao das fases de desenvolvimento: 52 instar
larval; defecacdo; taxa de mortalidade; taxa de pupacdo; taxa de emergéncia,;
mudan¢ca na coloracdo de olhos das pupas e; tempo em cada fase de
desenvolvimento. Para as analises de alteracbes morfolégicas, laminas contendo
seccOes dos Orgaos sob coloracdo de hematoxilina e eosina foram analisadas. Para
cada alteracdo observada foi levado em consideracdo o indice de relevancia dos
danos patolégicos nos 6rgdos. Ja para as analises de modulacdo da atividade das
enzimas, 0s grupos expostos foram individualmente comparados com o0 grupo
controle e diferencas significativas foram consideradas. Os dados obtidos foram

submetidos a analises estatisticas no software RStudio. Os resultados



demonstraram que a clotianidina afetou significativamente as taxas de
sobrevivéncia, pupacdo e emergéncia das abelhas em ambos 0s grupos expostos,
quando comparados ao controle. O tempo em cada fase de desenvolvimento
apresentou significancia estatistica para o 52 instar larval e defecagdo. Nao houve
diferenca no tempo entre os grupos no periodo pupal, apenas em pupa de olho
marrom, demonstrando que a clotianidina foi mais toxica no periodo larval do que
pupal. Os resultados das alteracbes morfologicas demonstraram que a clotianidina
danificou severamente 0s 0Orgdos analisados nos grupos expostos. Foram
observadas alteragces como perda de material citoplasmatico; perda de borda em
escova; aumento da eliminacdo de células para o limen; perda de ninhos de células
regenerativas; inchaco celular e picnose. J& com relagéo aos resultados de atividade
enzimatica, a concentracdo de campo de clotianidina modulou diferencialmente a
atividade das enzimas CaEs-3, GST e G6PD, com excec¢do da GPx. Os resultados
obtidos séo inéditos e contribuem para o desenvolvimento de medidas protetivas
para a conservacao da S. postica, uma vez que este estudo é o primeiro a avaliar 0s
efeitos da exposicédo larval a clotianidina para essa espécie de abelha. Desse modo,
esse trabalho fornece dados relevantes a serem incluidos nas investigacdes do
IBAMA e nos esquemas de avaliacdo de risco ambiental de agrotoxicos para

abelhas sem ferrao.

Palavras-chave: Neonicotinoide, meliponineos, criacdo in vitro, danos morfolégicos,

atividade enzimatica.



ABSTRACT
Brazil is the country with the greatest biodiversity of stingless bees in the world.
Among the species, Scaptotrigona postica plays a fundamental role in the pollination
services of native and cultivated plants. However, the health of populations of these
pollinators is being threatened due to multiple factors, among them, the intensive use
of pesticides. These chemical compounds reach the hive through forager bees and,
once there, can be ingested by the larvae during feeding. In Brazil, different groups of
pesticides are used, including clothianidin, a systemic ingredient whose effects are
unknown in larvae and adults of S. postica bees. Thus, the present study aimed to
understand the possible impacts of clothianidin through: (1) investigation of the effects
of realistic field concentrations on the survival and development of larvae and adults
of S. postica bees; (Il) evaluation of the toxicity of this insecticide in the morphology
of tissues of substances metabolizing organs (intestine and Malpighian tubules) of
newly emerged; and (lll) analysis of the activity of detoxification-related enzymes
(Carboxylesterase 3 - CaEs-3 and Glutathione-S-transferase - GST) and antioxidant
enzymes (Glucose-6-phosphate dehydrogenase - G6PD and Glutathione peroxidase
- GPx) in aforementioned organs of newly emerged bees. To achieve the objectives,
successive dilutions were carried out in the food to reach the concentrations of
clothianidin to be offered to the larvae: 1 ng a.i./pL (field concentration) and 0.1 ng
a.i./uL (field concentration/10), pure food was offered to the control group. After
distributing food (25 pL/larva) on acrylic plates, first instar larvae were collected and
transferred. For the in vitro bioassays, the effects were observed according to the
progression of the developmental stages: 5th larval instar; defecation; mortality rate;
pupation rate; emergency fee; change in pupae eye color and time at each stage of
development. For the analysis of morphological changes, slides containing sections
of the organs stained with hematoxylin and eosin were analyzed. For each observed
alteration, the relevance index of pathological damage to the organs was considered.
For the analysis of enzyme activity modulation, the exposed groups were individually
compared with the control group and significant differences were considered. The
data obtained were submitted to statistical analysis in the RStudio software. The
results showed that clothianidin significantly affected the survival, pupation and
emergence rates of bees in both exposed groups when compared to the control. The
time in each developmental stage was statistically significant for the 5th larval instar

and defecation. There was no difference in time between groups in the pupal period,



only in brown-eyed pupae, demonstrating that clothianidin was more toxic in the
larval period than in the pupal period. The results of the morphological alterations
showed that clothianidin severely damaged the organs analyzed in the exposed
groups. Changes such as loss of cytoplasmic material were observed; brush edge
loss; increased clearance of cells into the lumen; loss of regenerative cell nests;
cellular swelling and pyknosis. Regarding the enzymatic activity results, the
clothianidin field concentration differentially modulated the activity of the CaEs-3,
GST and G6PD enzymes, except for GPx. The results obtained are unprecedented
and contribute to the development of protective measures for the conservation of S.
postica, since this study is the first to assess the effects of larval exposure to
clothianidin for this bee species. Thus, this work provides relevant data to be
included in IBAMA investigations and in the environmental risk assessment schemes

of pesticides for stingless bees.

Keywords: Neonicotinoid; meliponines; in vitro creation; morfological damage;

enzymatic activity.
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1.INTRODUCAO GERAL

A perpetuacdo da vida no planeta carece de alguns processos biologicos
essenciais. Esses processos tém elevado grau de importancia, uma vez que
auxiliam a manter a diversidade, abundancia e a atividade de diferentes tipos de
organismos nos ecossistemas. Um ecossistema é um complexo dinamico de
comunidades de plantas, animais, micro-organismos e 0 ambiente n&o vivo
interagindo como uma unidade funcional. Os seres humanos sao parte integrante
dos ecossistemas. Ja 0s servicos ecossistémicos sdo beneficios que os seres
humanos obtém dos ecossistemas. A polinizacdo é um exemplo claro de um servico
ecossistémico regulatério (DAILY, 1997; Millennium Ecosystem Assessment 2003;
2005).

Os servicos de polinizagdo integram esses processos biolégicos
indispensaveis, visto que desempenham um papel fundamental na manutencédo e no
equilibrio da vida na Terra. A eficiéncia desses servicos na reproducdo da maioria
das espécies vegetais impacta, diretamente, na formacao de frutos e sementes e
promove a variabilidade genética em decorréncia do cruzamento das plantas com
flores. Estima-se que cerca de 75% das principais fontes de alimento no Brasil, e
quase 90% das angiospermas no mundo, dependem, em algum grau, da
transferéncia de polen por animais (HEITHAUS, 1974; KEVAN; VIANA, 2003;
IMPERATRIZ-FONSECA, 2004; IPBES, 2017; BPBES, 2019).

Dentre os agentes polinizadores, as abelhas sdo as mais frequentes devido a
sua abundancia e dependéncia das flores para alimentacdo, sendo as mais
reconhecidas e principais responsaveis por polinizar plantas nativas e cultivadas. O
servico prestado por esses insetos auxilia no funcionamento continuo dos
ecossistemas naturais e agroecossistemas, tem papel imprescindivel na
perpetuacdo da fauna e flora e traz inUmeros beneficios para a sociedade
(WRATTEN et al., 2012; KLEIN et al., 2007; IMPERATRIZ-FONSECA,; JOLY, 2017,
IPBES, 2017; ARIOLI et al., 2017; BPBES, 2019).

Aléem da relevancia ecologica, a abundéancia de abelhas em paisagens
agricolas promove maior rendimento na producdo de diversas culturas, tais como o
girassol, morango e meldo (ROUBIK, 2018; PERROT et al., 2019). Giannini et al.

(2015) revisaram a dependéncia de cultivos por abelhas no Brasil, e de 141 culturas
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85 foram identificadas como dependentes desses agentes tdo importantes. Além
disso, o valor anual dos servicos de polinizagdo na producdo de alimentos é
equivalente a R$43 bilh6es na economia brasileira, sendo a soja, café, maca e
laranja os detentores dos maiores valores anuais de producéo (BPBES, 2019).

O Brasil abriga mais de 2.500 espécies de abelhas ja classificadas e
distribuidas em cinco familias. A familia Apidae inclui a fauna de abelhas sem ferréo,
grupo de hébito social com maior diversidade em territério brasileiro. Séo
encontradas aproximadamente 244 espécies descritas, pertencentes a 29 géneros,
e cerca de 87 sdo endémicas no Brasil, correspondendo a 20% das espécies
estimadas de abelhas sem ferrdo neotropicais (SILVA et al., 2014; PEDRO, 2014).
As mais reconhecidas pertencem a tribo Meliponini e, assim como as abelhas de
género Apis, possuem organizacdo eussocial. No entanto, existem muitas lacunas
de conhecimento sobre a maioria das espécies ndao-Apis que ainda precisam ser
preenchidas (IMPERATRIZ-FONSECA, 2004; MICHENER, 2013; IBAMA, 2017). Em
virtude dessa escassez de dados, salienta-se a importancia de estudos com
espécies nativas sem ferréao.

Dentre essas espécies, Scaptotrigona postica (LATREILLE, 1807)
(Hymenoptera: Apidae), pertence ao grupo de meliponineos que vivem em ocos de
arvores. Conhecida como abelha Mandaguari, possui ampla distribuicdo geografica
por todo o territério brasileiro, incluindo o Estado de Séao Paulo. (KERR, et al., 1996;
NOGUEIRA-NETO, 1997; CAMARGO; PEDRO, 2013). A espécie em questao,
realiza um importante papel na polinizacdo de plantas nativas do Brasil, como por
exemplo, a Campomanesia pubescens, conhecida popularmente como gabiroba. O
fruto produzido pela planta € o terceiro alimento mais abundante e o segundo mais
ocorrente na alimentacdo do lobo-guara. Além desse fruto, S. postica também é
responsavel por polinizar umbu, jua-fruta, murta e café (JUNIOR MOTTA, 2000;
MICHALSKI; BARBOLA; LUZ, 2013; BPBES, 2019).

Devido a relevancia desses polinizadores para a diversidade de plantas e
para a producdo de alimentos no Brasil, esses insetos vém sendo cada vez mais
reconhecidos e destacados, principalmente em estudos que avaliam os impactos do
crescimento e da intensificacdo agricola no pais. Tais praticas promovem a
fragmentacao de habitats naturais, a perda da flora nativa e o0 aumento no uso de
agrotoxicos. Em vista disso, as fontes de alimento e os locais para nidificacdo das

abelhas sdo altamente afetados, prejudicando a riqgueza de algumas espécies
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(IMPERATRIZ-FONSECA, 2004; CEPEA, 2014; GOULSON et al., 2015; KLEIN et
al., 2017).

Diante desse cenario, a diversidade e a saude das populacdes de abelhas
estdo sendo ameacadas, o que implica em mdultiplos impactos, tanto ecol6gicos
guanto econémicos (KREMEN, 2004). Uma das possiveis causas para o declinio de
abelhas é o uso intensivo de agrotoxicos (BLACQUIERE et al., 2012). Uma vez que
ao realizarem os servigos de polinizacdo, especialmente em areas agricolas, esses
insetos estdo suscetiveis a acdo de substancias amplamente utilizadas para o
controle de pragas nas culturas, tanto por exposicdo tépica quanto por ingestédo de
recursos contaminados com residuos de agrotoxicos (IMPERATRIZ-FONSECA,
2004; MALASPINA; SILVA-ZACARIN, 2006; GOULSON et al., 2015; KLEIN et al.,
2017).

De acordo com o relatério anual de comercializacao de agrotoxicos no Brasil,
em 2020 foram comercializadas 685.745,68 toneladas de ingredientes ativos no
pais. O Sudeste foi a terceira regido que mais comercializou agrotoxicos: do total de
143.665,39 toneladas, cerca de 88.954,49 foram comercializadas pelo Estado de
Sédo Paulo, o qual lidera o ranking de comercializacdo de substancias na regido
Sudeste, ultrapassando Minas Gerais, Espirito Santo e Rio de Janeiro (IBAMA,
2020).

Dentre os diferentes grupos de substancias comercializadas, estdo o0s
neonicotinoides, inseticidas de acdo neurotdxica para insetos. Esses compostos
atuam como agonistas da acetilcolina ligando-se aos receptores nicotinicos de
acetilcolina (nAChRs) nos insetos, localizados nos neurbnios pds-sinapticos,
causando hiperexcitacdo do sistema nervoso e levando o individuo a morte
(BUCKINGHAM et al., 1997; SUCHAIL et al., 2004).

Os neonicotinoides possuem caracteristica sistémica e podem ser
translocados por meio dos vasos condutores de seiva. Dessa forma, a substancia
pode ser encontrada em todas as partes da planta, incluindo o pdlen e néctar das
flores, que é uma via de exposicdo as abelhas. Em consequéncia desse fator, as
operarias forrageiras podem coletar recursos contaminados com inUmeras dessas
substéancias e, ao levarem até a colbnia, todos os individuos séo afetados, incluindo
as larvas (JAY, 1986; BLACQUIERE et al., 2012).

No Brasil destaca-se a utilizacdo de seis tipos de neonicotinoides:

acetamiprido, clotianidina, dinotefuram, imidacloprido, tiacloprido e tiametoxam
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(Figura 1). Sabe-se que a clotianidina é o metabdlito do tiametoxam, e possui
classificagdo ambiental 11l (Produto perigoso ao meio ambiente). Atualmente, dois
produtos formulados para tratamento de sementes contém o ingrediente ativo
clotianidina e sdo comercializados para controlar insetos praga nas culturas de soja,
milho e algod&o. (NAUEN, et al., 2003; RANCAN; ROSSI; SABATINI, 2006; BRASIL-
MAPA, 2022).

Figura 1. Representacdo das estruturas quimicas dos principais neonicotinoides

utilizados no Brasil, com énfase na clotianidina.
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Fonte: Adaptado de UCHIGASHIMA et al. (2012)

As abelhas podem ser expostas a produtos formulados a base desses
inseticidas por meio de dois cenérios de exposi¢cdo: na area tratada (in crop), e em
areas adjacentes (off crop = fora da area tratada). A aplicacdo do produto ocorre
diretamente na area tratada, mas as areas adjacentes, que ndo fazem parte dos
cultivos agricolas, podem ser atingidas pela aplicacdo do produto na &rea tradada
(IBAMA, 2017). Em vista disso, espécies de abelhas silvestres de género nao-Apis,
como a S.postica, podem ser expostas tanto nas areas in crop quanto off crop

Diversos estudos na literatura demonstraram a presenca de neonicotinoides
em recursos florais, como pdlen e néctar das flores de culturas agricolas, tratados
especialmente com produtos comerciais formulados a base desses inseticidas,
incluindo a clotianidina. (BYRNE et al., 2014; DIVELY; KAMEL, 2012; POHORECKA
et al., 2012; SCHMUCK et al., 2001; STONER; EITZER, 2012). Mas pouco se sabe
sobre como esses produtos podem afetar a saude de abelhas sem ferrdo, uma vez
gue a maior parte dos dados disponiveis na literatura foram produzidos para abelhas

de género Apis.
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Kasiotis et al. (2014), encontraram uma grande quantidade de clotianidina em
polen coletado por abelhas A. mellifera. No referido trabalho, cerca de 50% das
amostras analisadas continham esse composto. Tadei et al. (2019) também
observaram que os impactos da clotianidina em larvas e adultos de abelhas A.
mellifera sdo muito severos, diminuindo drasticamente a longevidade das abelhas.
Além disso, as larvas expostas a clotianidina, via alimentacao, apresentaram efeitos
apos a emergéncia, como a reducdo dos padrdes de sobrevivéncia das abelhas, o
gue pode prejudicar e comprometer a dinamica da colonia.

Na maioria dos casos, os efeitos causados por baixas concentracdes de
agrotoxicos ndo levam a morte imediata, mas tém o potencial para afetar o
comportamento e a fisiologia a longo prazo. Em concentracdes subletais, 0s
neonicotinoides podem afetar a memoria, gerar problemas crénicos e aumentar os
efeitos de patdgenos em larvas e adultos de abelhas, comprometendo a capacidade
do individuo de combater as patologias (FRAZIER et al., 2008; WHITEHORN et al.,
2012). Apesar do 6rgéo alvo ser o sistema nervoso, quando estes compostos sao
ingeridos, entram em contato primeiramente com os érgaos do sistema digestério e
excretor (intestino e tubulos de Malpighi), os quais atuam para barrar 0s processos
de intoxicacdo (LAVINE; STRAND, 2002; CRUZ-LANDIM, 2009; ROSSI, 2011;
CATAE et al., 2014.

O trato digestorio dos insetos € um tubo alimentar dividido em trés partes:
intestino anterior, intestino médio e intestino posterior (SNODGRASS, 1956). Possui
formato de arco na cavidade abdominal, e apresenta células digestivas que
possuem um importante papel na producdo de enzimas. Essas células sdo as mais
afetadas por substancias toxicas e patogénicas, especialmente por possuirem maior
contato com o alimento que é ingerido (CRUZ-LANDIM, 1999; CAESTANO et al.,
1994; SERRAO, 1995).

Os tubulos de Malpighi sdo extensfes finas conectadas ao trato intestinal,
mais especificamente entre o intestino médio e o intestino posterior. Apés a digestao
do alimento pelo intestino, as substancias absorvidas passam para a hemolinfa e,
entdo, podem chegar aos tubulos de Malpighi para a excrecdo. Os tubulos possuem
um papel fundamental durante os processos de desintoxicacao, especialmente por
agirem na excrecao de substancias ndo metabolizadas ou em excesso no organismo
das abelhas. (NOCELLI, et al., 2016). Ao receber as moléculas dos agrotoxicos,

ingeridas pelas abelhas, os 6rgdos podem apresentar alteracdes morfologicas e
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biogquimicas induzidas por esses contaminantes ambientais (THIBOLDEAUX et al.
1998; SOROUR 2001; NOCELLI et al., 2012).

Uma das maneiras de investigar os efeitos da clotianidina nos érgaos, € por
meio de andlises morfolégicas e bioquimicas. As andlises de alteracdes
morfolégicas sdo importantes pois indicam se as células do trato digestério das
abelhas estdo sofrendo danos em decorréncia da exposicdo ao inseticida (SILVA-
ZACARIN et al., 2010). Diversos trabalhos observaram altera¢cdes morfolégicas em
orgdos de abelhas expostas a agrotoxicos via exposicdo oral (SOARES, 2012;
LAURINO et al., 2011; CATAE et al., 2014; CARNEIRO, 2018).

A presenca de inseticidas nos orgdos das abelhas altera os processos
naturais das células, ativando os mecanismos de desintoxicacdo e recuperacao dos
orgdos. Em dltimo caso, quando os danos séo irreversiveis, pode ocorrer a morte
celular, comprometendo a recuperacéao e o funcionamento do 6rgao (NOCELLI et al.,
2012). Diante desse contexto, uma analise profunda em nivel bioquimico é de
extrema importancia, a fim de investigar o padrao das alteracdes na atividade de
enzimas biomarcadoras, tanto do sistema de desintoxicacdo quanto as enzimas de
estresse oxidativo, visto que o aumento ou a inibicdo na atividade dessas enzimas
pode indicar uma resposta ao estressor ambiental (COGO et al., 2009).

Os biomarcadores sdo alteraces bioldgicas ao nivel molecular, celular ou
fisiolégico, capazes de indicar a exposicdo do organismo e o grau de estresse
causado pelo contaminante ambiental (WALKER, 1996; CAJARAVILLE et al., 2000).
As enzimas carboxilesterase 3 (CaEs-3) e glutationa-S-transferase (GST) séo
biomarcadores de exposicdo a xenobio6ticos, atuam ativamente no processo de
desintoxicacdo de compostos quimicos. As CaEs estdo presentes nas primeiras vias
de desintoxicagcdo, e as enzimas GST participam da segunda via, sendo uma das
mais importantes enzimas de biotransformacao (BELZUNCES et al., 1988; DELAGE-
DARCHEN et al., 1982; RUVOLO-TAKASUSUKI et al., 1997).

Em estudos de Tavares (2015), a atividade de enzimas de exposicédo (GST e
CaEs) aumentou significativamente durante a fase larval e pupal de abelhas A.
mellifera, devido a exposi¢cdo ao neonicotinoide tiametoxam. A atividade enzimatica
variou de acordo com os estagios de desenvolvimento das abelhas. Outros estudos
também demonstraram que a resposta enzimatica em decorréncia a exposicao a
xenobidticos pode variar (BADIOU-BENETEAU et al., 2012; CARVALHO et al.,

2013). Por outro lado, nos processos oxidativos estdo envolvidas as enzimas
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responsaveis pelas defesas antioxidantes. Essas enzimas Sao responsaveis por agir
por meio de mecanismos de prevencao, impedindo o desequilibrio na producéo de
radicais livres (espécies reativas de oxigénio — EROs) (COGO et al., 2009;
BARBOSA et al., 2010).

O estresse oxidativo € ocasionado pelo desequilibrio entre compostos
oxidantes e antioxidantes, culminando em um descontrole na formacédo de EROs.
Para manter a integridade das células, a prevencéo de danos oxidativos ao DNA é
realizada pelas enzimas antioxidantes, que regulam e atuam ativamente para manter
o equilibrio entre as moléculas. O estudo da atividade dessas enzimas tem eficiéncia
para indicar uma resposta celular do organismo, em decorréncia do processo de
estresse oxidativo. Uma vez que esse processo gera a oxidacdo de moléculas e a
perda de suas func¢des biolégicas, implicando em danos oxidativos as células e
tecidos (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004; WOUNG et al., 2000; BARBOSA et al.,
2010)

Nesse contexto, o sistema antioxidante € constituido por enzimas como a
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e glutationa peroxidase (GPx). E mediante
esse sistema que o organismo € capaz de manter as concentracfes corretas de
EROs dentro dos limites fisiologicos (DANDEKAR et al.,, 2002; BARBOSA et al.,
2010; STANTON, 2012).

Balieira (2017), observou em seus estudos que o inseticida imidacloprido
aumentou a atividade de enzimas antioxidantes GPx no toérax de abelhas A.
mellifera, indicando uma acéo pré-oxidante. Contudo, a maioria dos estudos sao
com a espécie exotica A. mellifera, e nada se sabe sobre a atividade de enzimas
biomarcadoras em abelhas S. postica , expostas a clotianidina no periodo larval.

A S. postica € a espécie nativa mais adequada para ser atribuida como
organismo modelo e representante das abelhas nativas em testes de toxicidade
durante a fase larval (ROSA-FONTANA et al., 2020). Ademais, em virtude do atual
guestionamento sobre o uso da A. mellifera como organismo modelo e substituto de
espécies nativas brasileiras, é de suma importancia a producdo de dados sobre
abelhas sem ferrdo, uma vez que sao varias as espécies nativas que tém se
mostrado mais sensiveis a substancias do que a abelha de género Apis (PIRES et
al., 2016; IBAMA, 2017).

Em vista disso, estudos de efeitos subletais de abelhas expostas a esse

composto via alimentacéo larval, séo de extrema importancia para entender se, e
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como, esse inseticida interfere no desenvolvimento e na sobrevivéncia de abelhas
nativas sem ferrdo. Dentre os estudos, analises de alteracbes morfoldgicas e da
atividade de enzimas biomarcadoras em 0rgdos relacionados a absorcdo e
metabolizacdo de substancias (intestino e tubulos de Malpighi), tem sido
amplamente empregados (SOARES et al., 2015; JACOB et al., 2014; OLIVEIRA et
al., 2013).

Considerando a importancia ecologica, econémica e a auséncia de dados
para os efeitos da clotianidina durante as fases de desenvolvimento de larvas, pupas
e apds a emergéncia de abelhas S. postica, o presente estudo € inédito por ser o
primeiro a avaliar os efeitos da exposicao larval a clotianidina e trazer informacdes
essenciais no que se refere aos impactos desse inseticida sobre essa espécie de
abelha sem ferréo.
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2.0BJETIVO GERAL E ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

Com base na atual necessidade de conhecimento sobre os impactos do
agrotoxico clotianidina em insetos polinizadores; tendo em vista a escassez de
dados e a existéncia de lacunas de conhecimento acerca dos efeitos desse
neonicotinoide em abelhas nativas sem ferrdo, especialmente Scaptotrigona postica.
O presente estudo teve como principal propdsito e objetivo: fornecer subsidios para
melhor elucidar a toxicidade da clotianidina em abelhas S. postica, em outros
estagios de desenvolvimento além do individuo adulto.

Para tanto, a dissertagdo sera apresentada em dois capitulos. O primeiro
apresenta os resultados dos parametros biolégicos, como taxas de mortalidade,
pupacdo, defecacdo, emergéncia e o tempo de desenvolvimento em cada fase,
obtidos nos bioensaios de criacéo larval com exposicao a clotianidina. O segundo
capitulo apresenta os resultados obtidos sobre a toxicidade da clotianidina na
morfologia de tecidos de érgaos de metabolizacao de substancias (intestino médio e
tibulos de Malpighi) de recém emergidas. Como também os resultados da
modulacdo da atividade de enzimas antioxidantes e de desintoxicacdo, nos O0rgaos

supracitados de abelhas recém emergidas.
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4.CAPITULO 1

Concentracdes ambientalmente relevantes do agrotoxico clotianidina afetam a

sobrevivéncia e o desenvolvimento de abelhas Scaptotrigona postica?

Isabella F. Camargo®’, Annelise S. Rosa-Fontana!, Rafaela Tadei !, Roberta C. F.

Nocelli?,

!Centro de Estudos de Insetos Sociais - CEIS, Instituto de Biociéncias, Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP-SP), Rio Claro, SP, Brasil.
2Departamento de Ciéncias da Natureza, Matematica e Educacéo, Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar-SP), Araras, SP, Brasil.

4.1. INTRODUCAO

As abelhas sdo os polinizadores primarios para a maioria das culturas que
carecem de polinizacdo animal (DELAPLANE; MAYER, 2000; FREE, 1993; KLEIN et
al., 2007). O valor desse servico ecossistémico realizado por esses insetos €
considerado incalculavel, por sua vez, mesmo as culturas ndo dependentes de
polinizacdo apresentam melhoras na producdo e na qualidade dos frutos e graos,
como a soja. Além disso, existem culturas que ndo produzem frutos na auséncia de
polinizadores, como € o caso do maracuja (MILFONT et al., 2013; FREITAS et al.,
2017; IMPERATRIZ-FONSECA; JOLY, 2017).

A polinizacéo realizada por abelhas sem ferrdo é essencial para a reproducéo
das plantas nativas brasileiras e de diferentes culturas agricolas (MACIEIRA;
PRONI, 2004; KERR et al.,, 2010). No entanto, ao forragearem ambientes
cultivados, esses insetos sdo suscetiveis a exposicao por agrotdxicos. Dentre eles,
0s inseticidas neonicotinoides, que estdo entre os mais frequentemente encontrados
nos recursos florais coletados pelas abelhas, como o pdlen e néctar (RAIMETS et
al., 2019).

Os neonicotinoides evoluiram da primeira geracao — imidacloprido — para a
segunda geracdo — tiametoxam e seu metabdlito clotianidina —, em virtude da
necessidade de desenvolver e encontrar novas moléculas para combater pragas nas

culturas. A clotianidina € a molécula mais recentemente incluida ao grupo de
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inseticidas classificados como neonicotinoides, especialmente devido ao seu
potencial neurotoxico. (RANCAN; ROSSI; SABATINI, 2006; UNEME et al., 2006;
UNEME, 2011).

Em razéo da persisténcia desses componentes sistémicos no meio ambiente,
seus residuos podem ser translocados por meio da seiva das plantas, estando
presentes no recursos florais coletados para produzir alimento para nutrir abelhas
adultas e larvas. Nesse contexto, em funcdo da estrutura social das abelhas, todos
os individuos podem ser contaminados a nivel de col6nia, incluindo as crias
(SIMON-DELSO et al., 2014; BEYER et al., 2018; ZHU et al., 2014).

Em alguns estudos na literatura, a exposi¢ao cronica a clotianidina prejudicou
a resposta imune de abelhas (PRISCO et al., 2013), reduziu o comportamento
higiénico, a sobrevivéncia de larvas e alterou o comportamento da rainha com
relacdo a postura de ovos (TSVETKOV et al.,, 2017). Em vista disso, devido a
preocupacdo com o declinio das populacdes de abelhas silvestres e o niumero de
colénias, em 2013 o uso da clotianidina e de mais outros dois neonicotinoides foi
proibido pela Comissdo Europeia (BLACQUIERE; VAN DER STEEN, 2017; EFSA,
2013a, b, c; EFSA, 2014).

No entanto, o Brasil € o maior consumidor de agrotéxicos ja banidos por
outros paises (CARNEIRO et al., 2015). Em locais onde o uso da clotianidina é
permitido, o produto é aplicado para o tratamento de sementes e, portanto, é
facilmente absorvido do solo, transportado para todos os tecidos vegetais por meio
dos vasos condutores de seiva e, finalmente, incorporado ao pdlen e néctar.
Podendo se espalhar também para areas ao redor do campo tratado e, assim, atingir
plantas ndo-alvo e flores silvestres visitadas por abelhas (BONMATIN et al., 2015;
BOTIAS et al., 2015).

Diante deste cenério, a exposi¢cdo de abelhas por esses compostos tem sido
uma preocupacgdo crescente. Os 0rgdos responsaveis por realizar as avaliagdes de
risco ambiental de agrotdxicos no Brasil, representados pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), tem empregado
esforcos para implementar um esquema de avaliacdo de risco para polinizadores,
com o intuito de torna-lo obrigatério para o registro desses produtos no pais.
(IBAMA, 2017).

No entanto, um dos maiores obstaculos € a auséncia de dados para espécies

nativas de abelhas sem ferrdo (IBAMA, 2017). O Brasil é o pais com maior
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biodiversidade de abelhas sem ferrdo (Apidae: Meliponini) do mundo (MICHENER,
2013). E apesar dessa riqueza de espécies, a abelha Apis mellifera L. é utilizada
como organismo-modelo e representante das espécies nativas brasileiras em
estudos ecotoxicolégicos. A razao para esta escolha deve-se, principalmente, a sua
ampla distribuicdo geografica, facilidade no manejo e manutencao de colbnias, ter a
biologia bem conhecida, ser abundante e ter valor agregado em produtos como mel,
propolis e etc (KEVAN et al., 2007; KLEIN et al., 2007).

Contudo, questiona-se a seguranca do uso de uma espécie exotica como
melhor organismo indicador para representar as espécies nativas do Brasil em
avaliacbes desta magnitude (IBAMA, 2017). Com base nesse questionamento,
Rosa-fontana e colaboradores (2020) compararam métodos de criacao larval entre
trés espécies de abelhas sem ferrdo, e observaram que a espécie Scaptotrigona
postica é a mais adequada para uso em testes ecotoxicolégicos na fase larval.

A maioria dos dados existentes sobre a toxicidade de agrotdéxicos em abelhas
foram produzidos para a espécie A. mellifera. Sdo escassos 0s estudos com foco
nos efeitos de agroquimicos em abelhas sem ferréo (LIMA et al., 2016), como a S.
postica. Além disso, existe a preocupacdo de se estender estudos de toxicidade
sobre a clotianidina para larvas e adultos de espécies nativas, uma vez que este
composto foi reavaliado pelo IBAMA considerando a espécie A. mellifera como
organismo indicador. Conforme o parecer técnico sobre a reavaliacdo ambiental da
clotianidina, h& incertezas na avaliacdo empregada, sendo necessarias maiores
investigacbes no que se refere a toxicidade da clotianidina em larvas e adultos de
abelhas nativas sem ferrdo (IBAMA, 2021).

Diante dessa demanda, o presente estudo contribui para melhor elucidar a
toxicidade da clotianidina em larvas e adultos de abelhas S. postica; fornece dados
relevantes a serem incluidos nas investigacdes do IBAMA e nos processos
regulatorios de registro de novos agrotoxicos e; contribui para o desenvolvimento de

medidas protetivas para a conservacao dessa espécie de abelha sem ferrao.

4.2. OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve por objetivo responder uma importante questdo: Os

efeitos de concentragOes residuais e ambientalmente relevantes de clotianidina
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oferecidas no alimento larval, interferem na sobrevivéncia e no desenvolvimento de

larvas e adultos de abelhas S. postica?

4.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Com base na questao proposta, os objetivos especificos foram:

[) Avaliar os impactos da clotianidina nas taxas de sobrevivéncia, pupacéo e
emergéncia de abelhas S. postica nos bioensaios de criagéo in vitro.

II) Avaliar o tempo de desenvolvimento em 52 instar larval, defecacdo e a
mudanca na coloracdo de olhos das pupas, a fim de verificar se as
concentracbes realisticas de campo de clotianidina interferem
negativamente na progressao das fases de desenvolvimento, desde o

primeiro instar larval até a emergéncia dos adultos de S. postica.

4.4. MATERIAL E METODOS

4.4.1. Coleta do material biolégico para bioensaios in vitro

Favos de cria da espécie S. postica foram coletados de colénias nao
parentais no meliponario do Departamento de Biologia da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus Rio Claro (22°23' 48.851" S; 47°
32'38.234" W). Para as coletas foram selecionadas trés col6nias fortes, com grande
ndmero de individuos e rainha jovem. A coleta foi realizada respeitando intervalos de
40 dias para a recuperacdo e desenvolvimento de novas operarias, de modo que
nao prejudicasse a saude e dindmica das colbnias. Dessa forma, foram coletados
favos contendo ovos para a retirada do alimento larval e favos contendo larvas de

primeiro instar (recém-eclodidas) para os bioensaios de criacao in vitro.

4.4.2. Obtencdo das concentragcbes ambientalmente relevantes de
clotianidina

O ingrediente ativo utilizado foi a clotianidina PESTANAL® (CeHsCINsO2S),

padrdo analitico Sigma-Aldrich, pureza 298,0%. Para os bioensaios de exposi¢ao

foram utilizadas concentrag@es realisticas de campo, considerando o pior cenario de

aplicacdo. Para tanto, foram observadas as caracteristicas recomendadas pelo

produto comercial, para quais culturas o produto é indicado, quais as concentracdes

utilizadas e qual o modo de aplicagao.
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O inseticida clotianidina é utilizado para o tratamento de sementes, em vista
disso, foi realizado o calculo da dose por hectare (Dh = g/ha) para kg i.a./ha, unidade
de medida necessaria para determinar a concentracdo ambiental estimada (CAE) do
agrotoxico, a qual as abelhas podem ser expostas no polen e néctar das flores,
conforme o modelo BeeRex (Bee = abelha; REX = exposicéo de residuos) utilizado
pelo IBAMA e desenvolvido pela US-EPA (United States Environmental Protection
Agency) (IBAMA, 2017).

Nesse contexto, para a caracterizacdo da exposicao, foi utilizada a planilha
BeeRex que estima o valor de residuos capazes de alcancar os recursos florais a
partir da dose comercial, considerando a aplicacdo para tratamento de sementes.
Com base nos célculos para obtencao da CAE de clotianidina, foram utilizadas duas
concentragbes na ordem de ng/microlitro, uma concentragdo de campo e uma
concentracdo de campo/10 (representando uma concentracao subletal), sendo 1 ng
i.a./uL e 0,1 ng i.a./uL, respectivamente. Ambas as concentracdes residuais também
foram encontradas em condicbes realisticas de campo em diversos estudos na
literatura. (HERNANDO et al., 2018; SCHNEIDER et al., 2012; ALKASSAB,;
KIRCHNER, 2018).

4.4.3. Bioensaios de exposicao a clotianidina

Com base nas concentragdes obtidas, foi realizado o preparo de uma solugéao
estoque contendo 10 mg de clotianidina para 10 mL de alimento larval (1/1), relacao
de massa e volume (m/v). A clotianidina ndo é soluvel em &gua, em vista disso, a
diluicao foi realizada em 5% de acetona (0,5 mL), posteriormente essa solucao foi
diluida diretamente no alimento larval coletado dos favos (9,5 mL). A partir dessa
solucéo estoque, foram realizadas sucessivas diluicbes em cascata até a obtencéo
das dietas finais para a concentragcdo de campo e a concentragao subletal a serem
oferecidas as larvas.

Os bioensaios contaram com o0 grupo controle que recebeu apenas o alimento
puro, controle solvente (alimento + 5% acetona) e 0s grupos expostos, contendo as
concentragdes do inseticida. Para o grupo controle solvente também foi realizada
uma cascata de diluicdo, uma vez que a porcentagem de acetona obtida nas
concentracfes a serem utilizadas nos grupos nao € exatamente 5%, mas sim uma
concentracdo menor devido as sucessivas diluicdes. Em vista disso, a partir da

solucdo estoque de alimento + 5% de acetona, foram realizadas as diluices a fim
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de alcancar as mesmas concentracdes obtidas nos grupos expostos, de modo que
nao alterasse a consisténcia e as propriedades do alimento larval.

Os bioensaios in vitro foram realizados com base nos métodos descritos por
Rosa-Fontana et al. (2020) para abelhas nativas S. postica. Foram preparadas
placas de acrilico com 100 cavidades, com altura e dimensédo idénticas aos favos
naturais de S. postica , a fim de reproduzir o desenvolvimento natural das abelhas
que ocorre no campo. Os grupos experimentais foram realizados em triplicata,
contabilizando 30 larvas por réplica (3x30), totalizando 90 larvas por placa para cada
grupo experimental. Em vista disso, 360 larvas foram necessarias para realizar as
transferéncias dos 4 grupos experimentais.

Durante os bioensaios de retirada de alimento e transferéncia de larvas, a
sala foi mantida Umida para garantir a integridade dos favos, com o auxilio de dois
ebulidores de agua quente e um umidificador de ar, para impedir a desidratacéo e o
ressecamento do alimento e das larvas. O alimento foi coletado diretamente das
células de cria dos favos de cada colénia e homogeneizado para ser distribuido nos
pocos das placas com uma micropipeta automatica de repeticdo, durante o0s
bioensaios de exposi¢cdo. Cada poco recebeu o total de 25 uL de alimento, valor
equivalente ao consumo de alimento da espécie S. postica durante a fase larval,
estabelecido por Dorigo et al. (2018).

Apbs a distribuicdo de todo o alimento larval nos pocgos das placas, as larvas
de primeiro instar foram transferidas com o auxilio de uma agulha apicola, uma vez
gue a alimentacédo de larvas em abelhas sem ferrdo ocorre de forma massiva, sendo
necessario depositar o alimento de uma Unica vez nas células de cria antes da
oviposicao (VELTHUIS, 1998).

Apos a transferéncia das larvas, as placas de acrilico foram acondicionadas
em placas de Petri de vidro, contendo agua destilada no fundo. A agua destilada foi
utilizada para manter a umidade entre 95+5% nos primeiros dias de incubagéo.
Essas placas foram acondicionadas em estufa incubadora de demanda bioquimica
de oxigénio (B.O.D) com auséncia de luz, a 28°C (Figura 2).

Apos 72h da transferéncia, a umidade interna das placas foi reduzida para
75% com uma solugdo de cloreto de potassio (KCI), que foi introduzida nas placas
de Petri junto a agua destilada. ApoOs esse periodo foi realizada a substituicdo do KClI

por cloreto de sddio (NaCl) em 120h do periodo de incubacdo. Essas condi¢cbes
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foram controladas com termo-higrometro e mantidas até o final dos experimentos
(ROSA-FONTANA et al., 2020).

Os parametros biologicos foram observados e registrados a partir de 24 horas
apos a transferéncia das larvas até a emergéncia das abelhas, de acordo com o
progresso do bioensaio. Sao indicativos da progressdao das fases de
desenvolvimento: 52 instar larval, defecacéo, taxa de pupacéo, taxa de emergéncia e
mortalidade. O tempo em cada fase de desenvolvimento, como a mudangca na
coloracéo de olhos das pupas também foi observado, os dados foram submetidos a

analises estatisticas pertinentes, descritos no proximo topico.

Figura 2. Representacdo das placas de criagdo in vitro dispostas em estufa
incubadora B.O.D, a 28,7 C° e umidade de 95+5% nos primeiros dias.

Fonte: Autoria prépria

4.4.4. Andlises estatisticas

Os dados ndo atenderam aos pressupostos das analises de variancia
(ANOVA), normalidade dos residuos e homogeneidade, conforme os testes de
Shapiro-Wilk e Bartelett, respectivamente. Entdo, foram analisados por construcéo
de modelos lineares generalizados (GLM).

Foram analisadas as taxas de mortalidade, pupacdo e a emergéncia dos
adultos, entre os grupos controle e expostos. Para os seguintes dados foram
calculadas a média e o erro padrao: (1) mortalidade das larvas/nimero inicial de
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larvas; (2) pupas de olho branco/nimero inicial de larvas; (3) emergéncia das
abelhas /nimero de pupas; e (4) emergéncia das abelhas/namero inicial de larvas.

A distribuicdo utilizada foi a binomial para as taxas de mortalidade larval,
pupacao e emergéncia com relagdo ao numero inicial de larvas. Para as taxas de
emergéncia com relacdo ao numero de pupas vivas foi utilizada a distribuicdo de
guasipoisson. A adequabilidade dos dados em relacdo ao modelo foi conferida por
meio da andlise de residuos utilizando o pacote HNP (MORAL, et al.,, 2017). A
comparacao dos grupos foi realizada pela analise de deviance e o efeito pelo pés
teste utilizando o ajuste de Tukey, sendo o nivel de significancia o valor de p <0,05.

O tempo em cada fase de desenvolvimento durante a metamorfose foi
analisado por meio de curvas de Kaplan-meier, os pacotes utilizados foram o
survival e survminer (THERNEAU, 2022; TERRY, 2000; KASSAMBARA, et al.,
2021). A comparacao dos grupos foi feita pela regressédo de cox e o0 pos teste pelo
ajuste de Tukey. Para os dados mencionados foi analisado o tempo nas fases: 5°
instar, defecacao, pupa de olho branco, pupa de olho rosa, pupa de olho marrom,
pupa de olho preto e o tempo de emergéncia dos adultos. As andlises foram
realizadas no software estatistico RStudio versédo 4.2.0 (R CORE TEAM, 2022).

4.5. RESULTADOS

4.5.1. Médias das taxas de mortalidade e desenvolvimento

Durante a realizacdo dos bioensaios, foi possivel acompanhar a progressao
do desenvolvimento de S. postica em condicbes laboratoriais, conforme &
apresentado nas figuras 3 e 4. Entre os grupos controle e controle solvente
(acetona) ndo houve diferenca estatistica para mortalidade larval, taxa de pupacéao,
emergéncia/larvas e emergéncia/pupas. Contudo, 0S grupos expostos as
concentracbes de clotianidina apresentaram significAncia estatistica para
mortalidade de larvas, pupacdo e emergéncia/larvas em comparagdo com 0S grupos
controle e controle solvente. A taxa de emergéncia/pupas ndo apresentou

significancia estatistica entre nenhum dos grupos (Tabela 1).
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Figura 3. Progressao do desenvolvimento larval de S. postica.

Fonte: Autoria propria. (A) Larva em 1° instar, 24h apos a eclosédo do ovo; (B) Larva em 5° instar

apos o término da alimentacéo; (C) Larva defecante; e (D) Pré-pupa.

Figura 4. Fases de desenvolvimento no periodo pupal.

Fonte: Autoria propria. (A) Pupa de olho branco; (B) Pupa de olho rosa; (C) Pupa de olho marrom; e

(D) Pupa de olho preto.
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Tabela 1. Mortalidade da fase larval, taxa de pupacéo e taxa de emergéncia com

relacdo a larvas e pupas (média * erro padréo) de S. postica.

GIUDOS Mortalidade de Pupacao Emergéncia/ Emergéncia/

P larvas (%) (%) larvas (%) pupas (%)
Controle 00 a | 98.88+1.1 a 96.6+0 a 97.7+11 a
Controle | 11,191 4 |9777+11 a| 933+192 a | 9544+1.16a
solvente

0.1 ng/pL 2057 b [ 7555+44 b | 733+£66 b | 96.66+3.3 a

Ing/uL | 33.33+£6.93b (644477 b | 622+728 b | 96.65+1.74a

Taxa de mortalidade de larvas: numero de larvas mortas / nimero inicial de larvas da amostra; taxa
de pupacdao/ larvas: nimero de pupas de olho branco/ nimero inicial de larvas da amostra; taxa de
emergéncia/ larvas: nimero de abelhas emergidas / nimero inicial de larvas da amostra; taxa de
emergéncia/ pupas: nimero de abelhas emergidas / nUmero amostral de pupas vivas. A ocorréncia

de letras distintas entre os grupos indica significancia estatistica (p <0,05).

Os resultados obtidos demonstraram que 0s grupos expostos a clotianidina
apresentaram uma reducdo significativa na sobrevivéncia das abelhas em
comparacdo aos grupos controle (Tabela 1). Os grupos 0,1 ng/uL e 1 ng/uL
apresentaram taxas de mortalidade de larvas de 20% e 33,33%, respectivamente,
enquanto que os controles, 0 e 1,1%.

A taxa de pupacao representa todos os individuos que atingiram a fase pupa
de olho branco apds o periodo larval. Os grupos expostos 0,1 ng/uL e 1 ng/uL
apresentaram taxas abaixo do normal em comparacdo aos grupos controle, sendo
75,55% e 64,44%, respectivamente.

A taxa de emergéncia com relacdo ao numero inicial de larvas transferidas foi
maior que 93% em ambos o0s grupos controle. Contudo, 0s expostos apresentaram
taxas abaixo de 73%. Em contrapartida, a taxa de emergéncia com relagcdo ao
namero amostral de pupas vivas foi maior que 90%, em todos 0S Qrupos

experimentais.

4.5.2. Tempo em cada fase de desenvolvimento
Os resultados obtidos do tempo em cada fase de desenvolvimento

apresentaram significancia estatistica para o 52 instar larval (Figura 5) e defecacéo
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(Figura 6). Os grupos expostos demonstraram um atraso para atingir o 5% instar
larval em comparacdo aos grupos controle e controle solvente (acetona). J& os
dados obtidos para o tempo em que os individuos defecaram, a concentracdo de
campo de 1 ng/pL apresentou um pico no 8° dia, demonstrando um adiantamento na
defecacdo de mais de 75% dos individuos. Enquanto que 0s grupos controle e
controle solvente, defecaram gradativamente entre o 7°, 8° e 9° dia. A concentracéo
subletal 0,1 ng/pL, ndo teve diferenca estatistica entre os controles durante a
defecacédo, apenas com a concentracdo mais alta de clotianidina.

N&do houve diferenca estatistica no tempo de desenvolvimento entre 0s
grupos durante o periodo pupal e a emergéncia dos individuos, apenas em pupa de
olho marrom (Figura 9). Os grupos expostos a clotianidina atingiram pupa de olho
marrom com 1 dia de atraso em relagdo aos grupos controle e controle solvente. No
23° dia os controles apresentaram maior pigmentacdo de olho marrom, enquanto
qgue os grupos 0,1 ng/uL e 1 ng/uL apresentaram essa pigmentacao apenas no 24°
dia.

Figura 5. Tempo em que os individuos atingiram o 52 instar larval
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O gréfico ilustra o tempo (em dias) que os individuos (%) atingiram o determinado evento. Asteriscos
denotam diferencas significativas dos grupos expostos comparados com 0S respectivos grupos

controles (*p < 0.05).
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Figura 6. Tempo em que os individuos defecaram
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O grafico ilustra o tempo (em dias) que os individuos (%) defecaram. Asteriscos denotam diferencas

significativas dos grupos expostos comparados com 0s respectivos grupos controles (*p < 0.05).

Figura 7. Tempo em que os individuos atingiram pupa de olho branco
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O grafico ilustra o tempo (em dias) que os individuos (%) atingiram o determinado evento.
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Figura 8. Tempo em que os individuos atingiram pupa de olho rosa
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O gréfico ilustra o tempo (em dias) que os individuos (%) atingiram o determinado evento.

Figura 9. Tempo em que os individuos atingiram pupa de olho marrom
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O grafico ilustra o tempo (em dias) que os individuos (%) atingiram determinado evento. Asteriscos
denotam diferencas significativas dos grupos expostos comparados com 0S respectivos grupos

controles (*p < 0.05).



Figura 10. Tempo em que os individuos atingiram pupa de olho preto

100% 1

-..'.'I
o
S

50%

25%

N° de pupas de olho preto (%)

0%+

29 30
Tempo (dias)

— Controle Controle solvente 0,1ng/pL = 1 ng/uL

O gréfico ilustra o tempo (em dias) que os individuos (%) atingiram determinado evento.

Figura 11. Tempo em que os individuos emergiram
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4.6. DISCUSSAO

Os experimentos realizados neste trabalho apresentaram taxas de
sobrevivéncia superiores a 90% nos grupos controle. Atualmente, os métodos
utilizados para bioensaios de toxicidade no Brasil, se baseiam nos protocolos
padronizados pela OECD, que utiliza a espécie A. mellifera como organismo modelo.
Esse protocolo propbe que para as placas controle, a mortalidade larval cumulativa
deve ser menor ou igual a 15% nas réplicas (OECD, 2016). Em nossos estudos as
taxas de mortalidade larval foram 0% (controle) e 1,1% (controle solvente). Isso
significa que esses resultados s&o promissores e podem ser considerados
representativos para futuras aplicacbes em estudos de avaliacdo de risco de
agrotoxicos em abelhas sem ferrdo no estagio larval.

As taxas de mortalidade dos grupos expostos a 0,1 ng/uL e 1 ng/yL de
clotianidina, apresentaram mortalidades significativas em comparagdo aos grupos
controle, demonstrando o potencial toxicoldgico desse composto em larvas de
abelhas S. postica. Em contrapartida, em estudos de Tadei et al. (2019), as larvas
de A. mellifera ndo apresentaram sensibilidade a exposicdo a 0,2364 ng/larva de
clotianidina, embora tenham demonstrado efeitos posteriores apés a emergéncia.
Esse dado reforca a hipétese de que larvas de abelhas sem ferrdo podem
apresentar maior sensibilidade e suscetibilidade aos efeitos de neonicotinoides do
gue as abelhas de género Apis.

Alguns estudos sugerem que larvas de abelhas sdo mais tolerantes a
neonicotinoides do que abelhas adultas (DAI et al., 2017; YAN et al.,, 2012). No
entanto, nossos resultados com larvas de S. postica demonstraram 0 oposto em
comparagao com esses estudos, as larvas apresentaram maior sensibilidade ao
inseticida. Ja para Osterman et al. (2019), o tratamento de sementes com
clotianidina ndo demonstrou impacto negativo sobre abelhas adultas A. mellifera em
campo. Contudo, a clotianidina foi mais toxica para as larvas de S. postica, desse
modo, pode-se inferir que abelhas adultas A. mellifera s&o muito mais tolerantes do
gue as larvas de abelhas sem ferréo.

As concentragfes utilizadas neste trabalho também foram encontradas em
diversos estudos e em condicOes realisticas de campo. (HERNANDO et al., 2018;
SCHNEIDER et al., 2012). Alkassab e Kirchner (2018) administraram concentracdes
de 0,1 a 2 ng/abelha do neonicotinoide clotianidina e avaliaram como a exposi¢céo

oral aguda influencia a atividade locomotora de abelhas adultas A. mellifera, em um
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experimento de curso de tempo. Efeitos significativos nos parametros testados foram
observados na concentracdo de 0,5 e 2 ng/abelha. A concentracdo mais baixa (0,1
ng/abelha) ndo apresentou efeitos significativos na atividade motora das abelhas.

Por outro lado, as concentracdes de 0,1 ng/uL e 1 ng/pL apresentaram efeitos
negativos nas larvas em nosso estudo, isso significa que mesmo em baixas
concentracdes a clotianidina pode provocar impactos nas fases de desenvolvimento
de S. postica, enquanto que em abelhas adultas A. mellifera ndo apresenta efeitos
nessas concentracdes. Esses dados contribuem com o argumento de que abelhas
Apis ndo sao representativas de outras abelhas nativas sem ferrdo em estudos
ecotoxicolégicos.

Os resultados das taxas de pupacdo representam a média relativa da
quantidade de pré-pupas que atingiram a fase de pupa de olho branco. Os grupos
expostos tiveram taxas insuficientes e abaixo de 75,5%, em comparagcdo com 0O
grupo controle e controle solvente, que apresentaram taxas superiores a 95%. Ja as
taxas de emergéncia com relacdo ao numero inicial de larvas também apresentaram
significancia estatistica entre as duas concentracbes de clotianidina e os grupos
controle. A reducdo na taxa de pupacdo implica na reducdo na taxa de emergéncia,
podendo afetar a salde e a abundancia dos individuos a nivel de colénia. Com base
nesses dados, fica clara a toxicidade da clotianidina para as abelhas deste estudo,
mesmo quando sao administradas baixas concentragoes.

Outros estudos observaram a toxicidade do tiametoxam, precursor da
clotianidina, na sobrevivéncia de larvas e pupas de abelhas. Como € o caso do
estudo realizado por Tavares et al. (2017), que observou uma redugcdo na
sobrevivéncia de larvas e pupas expostas a 1,44 ng/yL de tiametoxam; Rosa et al.
(2016) também observou essa reducdo na sobrevivéncia larval ao expor as abelhas
Scaptotrigona aff. depilis Moure, 1942 a 0,044 ng/larva de tiametoxam.

Todavia, as médias das taxas de emergéncia com relacdo ao numero de
pupas ndo apresentaram significancia estatistica entre nenhum grupo experimental.
Uma vez que essa taxa leva em consideracdo apenas a quantidade de pupas vivas
em determinado estagio, e ndo o numero amostral inicial de individuos do
experimento. Essa semelhanca entre os grupos pode ser explicada pelo fato de os
residuos metabdlicos serem armazenados na larva até o 5° instar larval, apos esse
periodo os individuos defecam e podem eliminar as excretas contendo o0s

ingredientes ativos (ZHU et al., 2014). Com base nessas analises, pode-se inferir
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gue a clotianidina foi potencialmente mais toxica durante o periodo larval do que o
pupal.

Os resultados do tempo de desenvolvimento em cada fase apresentaram
significancia estatistica no 5° instar larval. Os grupos expostos demonstraram atraso
de 1 dia e sO entraram em 5° instar ap0s 0s grupos do controle. Esse fato pode ser
explicado pela acédo da clotianidina no desenvolvimento pds-embrionario, uma vez
gue o0s neonicotinoides podem acumular-se no corpo gorduroso da larva, resultando
em um estresse continuo ao longo do desenvolvimento. A diferenca entre as larvas
e os adultos € que uma abelha adulta pode excretar esses residuos téxicos por meio
da defecacédo regular, ja as larvas sO vao excretar os produtos da digestdo apés o
término da alimentacdo e o desenvolvimento completo no ultimo instar larval (FENG
et al., 2017; ZHU et al., 2014).

As taxas de defecacdo demonstraram diferencas significativas entre a
concentracdo de campo de 1 ng/uL e os demais grupos experimentais (controle,
controle solvente e 0,1 ng/uL). O grupo exposto a 1 ng/puL apresentou um
adiantamento na defecacédo de mais de 75% dos individuos, enquanto que 0s outros
grupos defecaram gradativamente. Esse resultado pode ser explicado pela hipétese
de desenvolvimento anormal e metamorfose precoce da larva, especialmente pela
exposicdo a concentracdo mais alta de clotianidina. Uma vez que esses produtos
possuem mecanismos de acao nas func¢des enddcrinas de insetos e podem inibir a
sinalizacdo do hormdnio juvenil, responsavel por regular a duracéo do estagio larval.
Como o HJ possui um importante papel no desenvolvimento, reproducéo, diapausa
e outros processos fisioldégicos, os inseticidas agonistas de HJ e ecdisona
interrompem fatalmente os sinais endocrinos, alterando a manutencdo da
metamorfose (KAYUKAWA et al.,, 2020; CHOI; JE, 2022). Com base nessas
informacgdes, presume-se que os efeitos ocasionados pela clotianidina podem ter
provocado o desenvolvimento anormal dos individuos no presente estudo. Embora
nao se saiba com exatidado, mais investigacdes sdo necessarias a nivel molecular.

A duragdo em cada fase de desenvolvimento & muito influenciada pelas
condigcbes ambientais, especialmente pela alimentagc&o. Internamente, as larvas
possuem um tubo digestério, os compartimentos desse tubo podem ser divididos
entre a passagem do intestino médio e o0 posterior, esses compartimentos
permanecem fechados durante toda a fase larval. Mas na metade do 5° instar larval

conectam-se quando a larva termina de se alimentar. A abertura dos
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compartimentos € marcada pela defecacdo, quando todos os residuos alimentares
acumulados passam do intestino médio para o posterior e sdo eliminados (CRUZ-
LANDIM, 2009). Desse modo, infere-se que a clotianidina pode ter influenciado no
sistema enddcrino e, consequentemente, no desenvolvimento precoce do sistema
digestorio. Alterando o curso de tempo da metamorfose e induzindo as larvas
expostas a concentracdo mais alta a defecacéo precoce.

Os resultados no tempo de desenvolvimento entre 0os grupos durante o
periodo pupal e emergéncia dos individuos n&o apresentaram diferencas
estatisticas, apenas em pupa de olho marrom. Isso significa que 0s grupos expostos
a clotianidina entraram em pupa de olho branco junto aos grupos do controle. O
mesmo ocorreu na fase de pupa de olho rosa. No entanto, em pupa de olho marrom
houve uma grande variacdo, as abelhas expostas a 0,1 ng/uL e 1 ng/uL de
clotianidina atingiram pupa de olho marrom com 1 dia de atraso em relacéo aos dois
controles. Mas o tempo de duracdo nas fases de olho preto e durante a fase de
emergéncia ndo demonstraram diferencas significativas. As pupas que atrasaram na
fase de olho marrom foram capazes de atingir pupa de olho preto e de emergirem ao
mesmo tempo que os grupos do controle. Tais variagcbes podem ser explicadas
novamente pela desregulacdo no curso da metamorfose, atrasando ou adiantando
0S estagios.

O controle da metamorfose € induzido e regulado por ecdisterbides, na
auséncia ou sob baixos estimulos do horménio juvenil. Os fatores que
desencadeiam a muda sdo pouco compreendidos, mas presume-se que haja a
participagcdo do sistema nervoso central, via estimulos nervosos. Os quais sao
responsaveis por desencadear uma cascata de sinais sobre os tecidos e 6rgaos que
sintetizam os hormonios (CRUZ-LANDIM, 2009).

A clotianidina atua como um modulador competitivo dos receptores
nicotinicos da acetilcolina e causa hiperexcitacdo do sistema nervoso central do
inseto (GYORI et al., 2017; UNEME et al., 2006). Contudo, 0s mecanismos
moleculares que afetam o desenvolvimento e a pupacdo de larvas ndo séao
totalmente compreendidos em neonicotinoides. Li et al. (2021) investigaram a
resposta do hormonio juvenil as concentracdes de tiametoxam e evidenciaram que
esse composto aumentou significativamente os niveis do horménio em larvas de
abelhas. Essas alteracbes podem prejudicar o desenvolvimento desses insetos e

alterar os cursos regulatorios da metamorfose.
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Os resultados obtidos neste estudo indicam que a clotianidina provocou
efeitos adversos em todos os estagios de desenvolvimento da espécie de abelha S.
postica, principalmente no periodo larval. Como o0s agrotoxicos sdo produtos
quimicos desreguladores endocrinos e podem afetar significativamente o
crescimento, o desenvolvimento e os sistemas reprodutivos de organismos (QIAN et
al., 2022), maiores investigacdes sao necessarias a fim de esclarecer com exatidado
como, e se essa desregulacdo no tempo do desenvolvimento larval pode gerar
alteracbes e consequéncias posteriores quando as larvas virem a tornarem-se

abelhas adultas.

4.7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que a exposicdo a
concentragbes ambientalmente relevantes de clotianidina pode afetar a
sobrevivéncia e o desenvolvimento de abelhas S. postica, especialmente no periodo
larval, onde a clotianidina demonstrou maior toxicidade. Os dados apresentados
esclarecem o questionamento levantado pelo presente estudo, contribuem para o
preenchimento de lacunas existentes no que se refere aos impactos desse inseticida
e, portanto, podem ser considerados representativos para futuras aplicacoes em
estudos de avaliacao de risco ambiental de agrotéxicos em abelhas sem ferrdo no

estagio larval.
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5.CAPITULO 2

Toxicidade da clotianidina na morfologia e atividade enzimatica de 6rgaos de
metabolizacdo de substéncias de abelhas recém emergidas Scaptotrigona
postica

Isabella F. Camargo?!’, Annelise S. Rosa-Fontana?, Roberta C. F. Nocelli?,

!Centro de Estudos de Insetos Sociais - CEIS, Instituto de Biociéncias, Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP-SP), Rio Claro, SP, Brasil.
2Departamento de Ciéncias da Natureza, Matematica e Educacéo, Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar-SP), Araras, SP, Brasil.

5.1. INTRODUGCAO

As abelhas sdo os principais polinizadores em ecossistemas agricolas e
naturais. Desse modo, a conservacdo de habitats depende da preservacdo das
populacdes desses insetos, pois se eles desaparecerem, a reproducéo da flora pode
ser severamente limitada (MICHENER, 2000). Estima-se que no mundo, existam
mais de 20.000 espécies de abelhas. As regides tropicais e subtropicais abrigam a
maior parcela desses polinizadores. (SILVA et al., 2014).

O género Scaptotrigona (Apidae: Meliponinae) € composto por 22 espécies de
abelhas sem ferrdo (FERNANDEZ, 2008). Dentre elas, a Scaptotrigona postica
(Latreille, 1807), conhecida popularmente como mandaguari preta ou timba-
amarella, possui distribuicdo geografica em regides neotropicais como a Bolivia, em
diversos Estados do Brasil e no Peru (CAMARGO; PEDRO, 2013).

A importancia de realizar estudos com espécies de abelhas sem ferrdo se da
pela sua eficiéncia na polinizacdo e por serem consideradas polinizadores-chave
para varias espécies de plantas e culturas agricolas economicamente importantes
(HEARD, 1999, SLAA et al., 2006). No Brasil, dependendo o0 ecossistema
considerado, 40 a 90% das plantas nativas sédo polinizadas por essas abelhas, e
caracteristicas como o habito, comportamento e biologia das espécies justificam
essa eficiéncia, principalmente por desempenharem papéis Unicos e especificos nos
ecossistemas (KERR et al., 1996; WITTER et al., 2014).
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Sabe-se que as abelhas eussociais forrageiam em busca de diferentes fontes
para coletar e armazenar polen (RAMALHO et al., 1989; GOODMAN, 2003;
MICHENER, 2007). E durante essas atividades diarias de forrageamento que muitos
individuos sao expostos a diferentes tipos de xenobidticos em &reas cultivadas. Em
vista disso, acabam levando poélen e néctar contaminados até a colbnia, recursos
estes que sao necessarios para a producdo do alimento das larvas e adultos
(BEYER et al., 2018; CHARPENTIER et al., 2014; ZHU et al., 2014).

Algumas classes de agrotoxicos sdo mais persistentes no ambiente e seus
residuos ficam acumulados no solo, agua e no pélen e néctar das plantas, como é o
caso da clotianidina (CHAM et al., 2020). H& diversos registros de residuos de
agrotoxicos em “bee bread”, conhecido como p&o de abelha (KRUPKE et al., 2012;
LENTOLA et al., 2017; SKERL et al., 2009; SIMON-DELSO et al., 2017).

Luz e colaboradores (2019), observaram que mesmo em &areas com
vegetacdo nativa preservada, S. postica visitava com frequéncia plantas exoticas,
cultivadas e introduzidas para fins paisagisticos no entorno. A contaminacao por
ingredientes ativos observada em amostras de “bee bread” do estudo, foram
provaveis consequéncias desse comportamento.

Entre os residuos encontrados com mais frequéncia em recursos coletados
por abelhas, estdo 0s neonicotinoides clotianidina, tiametoxam, tiacloprido,
imidacloprido e acetamiprido. Um grupo quimico com enorme potencial toxicol6gico
para oferecer risco a saude das populacdes de abelhas (GOULSON, 2013;
SCHMUCK; LEWIS, 2016; SILVINA et al.,, 2017; TSVETKOV et al., 2017
SANCHEZ-BAYO et al., 2017).

Quando expostas a esses produtos, as abelhas podem apresentar perda de
memoria e alteracdes comportamentais que dificultam a reproducéo, polinizacdo e a
capacidade de retornar a colénia. (DESNEUX et al., 2007; FAUSER-MISSLIN et al.,
2014; FELTHAM et al., 2014; HENRY et al., 2012). Essa exposi¢cdo também pode
causar alteracdes a nivel celular, que, dependendo do grau de reversibilidade,
podem comprometer a viabilidade do tecido e orgdo da abelha, podendo levar a
morte (GRELLA et al.,, 2019). Com base nessa problematica, diversos estudos
observaram efeitos adversos em larvas e adultos de abelhas expostas a
neonicotinoides (CATAE et al., 2014; COSTA et al.,2015; TADEI et al., 2019;
TAVARES et al., 2019).
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Apesar dos riscos oferecidos a esses agentes polinizadores, a
comercializacdo do neonicotinoide clotianidina tem aumentado desde 2014 (IBAMA,
2021). As abelhas podem ser expostas a esse produto por meio da deriva da poeira
de sementes tratadas, tanto em areas de cultivo quanto em &reas adjacentes
atingidas pela aplicacdo. Como também pelo consumo de pélen, néctar e fluido de
gutacdo com deposicdo da poeira de sementes tratadas ou que cresceram a partir
delas e do solo contaminado por clotianidina (CHAM et al., 2020).

Em casos de exposi¢éo por via oral, o primeiro 6rgéo a entrar em contato com
o0 inseticida € o intestino, considerado o estdmago funcional das abelhas. O intestino
€ responsavel pela digestdo dos alimentos e absorcdo dos produtos provenientes
dessa digestdo. Internamente, o epitélio intestinal é constituido por alguns tipos
celulares especificos. As células denominadas principais ou digestivas sdo as mais
abundantes em quantidade e possuem o0 papel de sintetizar enzimas digestivas e
absorver nutrientes; ja as células regenerativas sao indiferenciadas e responsaveis
por substituir as células principais que foram eliminadas para o limen por desgaste
e; as células enddcrinas, encontradas na base do epitélio, possuem o importante
papel de produzir peptideos com acdo hormonal (CRUZ-LANDIM, 2009;
CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM et al., 1999).

Qualquer alteracdo na parte basica e funcional do epitélio pode causar danos
a integridade do 6rgao e, consequentemente, a saude das abelhas. Em casos de
exposicao a inseticidas, depois de passar pelo intestino, os produtos da digestéo
seguem para a hemolinfa. Uma das rotas que o inseticida pode seguir € pelos
tubulos de Malpighi. Os tubulos de Malpighi sdo 6rgaos formados por uma Unica
camada de células epiteliais, sua funcao é produzir um filtrado a partir da hemolinfa,
a qual possui contato direto com os tubulos pela cavidade do corpo. A excrecao por
meio dos tubulos envolve eliminar excretas e substancias potencialmente toxicas
para fora do corpo, portanto, sdo extremamente importantes na desintoxicagdo e
manutencdo da homeostase (CRUZ-LANDIM, 2009).

Catae e colaboradores (2014), evidenciaram que o tiametoxam, precursor da
clotianidina (NAUEN et al., 2003), € citotoxico para o intestino médio e tubulos de
Malpighi. No intestino médio, o dano foi mais evidente nas abelhas expostas ao
inseticida no primeiro dia. J& os tubulos de Malpighi apresentaram alteracdes no

oitavo dia de exposicdo das abelhas ao inseticida. Revelando que a exposicéo
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continua a concentracdo subletal de tiametoxam prejudicou Orgados que sao
utilizados durante o metabolismo de substancias.

Em virtude do intestino médio e dos tubulos de Malpighi de larvas e adultos
de abelhas estarem envolvidos na absor¢cdo e excrecdo de compostos quimicos,
avaliacoes de sua morfologia podem revelar alteragdes induzidas por estressores
ambientais como agrotoxicos (SILVA-ZACARIN, 2010). Além das analises a nivel
celular, as investigagbes de outros tipos de biomarcadores de exposicdo a
xenobidticos sdo de extrema importancia. Uma vez que servem para indicar a
severidade dos danos causados ao individuos mediante as respostas biologicas aos
estressores, como alteragdes bioquimicas, celulares, histolégicas, fisiolégicas e
comportamentais (DEPLEDGE; FOSSI, 1994; DEPLEDGE et al., 1995).

Com base nesse contexto, estudos dos padrées de resposta de
biomarcadores a xenobidticos sdo de extrema importancia. Badiou-Bénéteau e
colaboradores (2012) investigaram a resposta de biomarcadores enzimaticos de
exposicdo ao tiametoxam em abelhas A. mellifera. No referido trabalho as respostas
dos biomarcadores revelaram que, mesmo na menor concentracdo administrada, a
exposicdo ao tiametoxam provocou efeitos subletais e modificou a atividade de
enzimas carboxilesterase (CaEs), glutationa-S-transferase (GST), catalase (CAT) e
fosfatase alcalina (PAL).

Uma variedade de enzimas sdo comumente usadas como biomarcadores em
inmeras espécies, como as CaEs e GST (BADIOU-BENETEAU et al., 2012). As
CaEs estdo envolvidas em varios processos metabdlicos, mas também podem ser
consideradas como enzimas desintoxicantes de fase | que hidrolisam principalmente
ésteres carboxilicos ndo polares. (YU et al., 1984; DARY et al., 1990; GUNNING et
al., 1997).

A glutationa-S-transferase pertence a uma familia multigénica de proteinas
diméricas multifuncionais que desempenham um papel central na desintoxicacao. A
GST é uma enzima desintoxicante de fase Il que catalisa a conjugacao de glutationa
reduzida (GSH) a um grande numero de xenobidticos, resultando em mais
compostos polares sendo excretados ou posteriormente metabolizados. Estao
presentes principalmente no intestino meédio de diferentes espécies de abelhas
(MAXWELL, 1992; KETTERMAN et al., 2001; DIAO et al., 2006). Em uma anélise
bioquimica, as enzimas CaEs e GST foram capazes de desintoxicar as abelhas em

baixas concentragdes do neonicotinoide acetamiprido (BADAWY et al., 2015).
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Por outro lado, ha as enzimas responsaveis pelo sistema de defesa
antioxidante. Entre as que constituem o0s sistemas de prevencdo ao extresse
oxidativo, se encontram a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e glutationa
peroxidase (GPx). Essas enzimas sdo responsaveis por agir conforme os
mecanismos de prevencdo, impedindo ou controlando, dentro dos limites
fisiologicos, a formacdo de radicais livres e possiveis danos causados em
decorréncia da formacgédo destes (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; CLARKSON;
THOMPSON, 2000; KOURY; DONANGELO, 2003; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2010).

A G6PD é uma enzima encontrada em todos 0s organismos contemporaneos
e em todos os tecidos, podendo ser muito antiga em evolucdo. A G6PD catalisa a
primeira etapa de uma via de producdo de pentoses fosfato, sendo uma importante
fonte de NADPH, que é responsavel por combater efeitos deletérios causados por
radicais livres. Uma compreensao crescente da importancia central da G6PD para a
fisiologia celular é essa producdo de NADPH, extremamente necessaria por muitos
sistemas celulares essenciais, incluindo as vias antioxidantes e para uma variedade
de reacbes de desintoxicacdo. Por esse motivo, a G6PD é essencial para a
sobrevivéncia celular (LUZZATO; BATTISTUZZI, 1985; STANTON, 2012).

Por dltimo, a glutationa peroxidase (GPx), é uma importante enzima
intracelular responsavel pela quebra dos perdxidos de hidrogénio em agua. Uma vez
que sua funcéo é evitar o acimulo celular de peréxidos e danos gerados por radicais
derivados de peréxidos, por meio da inibicdo do processo de peroxidacao lipidica,
protegendo as células do estresse oxidativo (GOTH et al., 2004; GILL; TUTEJA,
2010; DRINGEN, 2004).

Estudos dos padrbes de resposta de biomarcadores a xenobidticos,
especialmente em abelhas sem ferrdo, sdo escassos na literatura. Pouco se sabe
sobre os mecanismos envolvidos nas respostas morfolégicas e bioquimicas do
intestino médio e tubulos de Malpighi de S. postica, apdés a exposi¢do larval a
clotianidina. Diante dessa escassez de dados, investigacdes desta natureza séo
extremamente importantes para indicar alteracbes induzidas por estressores. Em
vista disso, esse trabalho é inédito por ser o primeiro a avaliar os efeitos da
clotianidina na morfologia de tecidos, na modulacdo da atividade de enzimas de

desintoxicacao e de estresse oxidativo em abelhas S. postica.
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5.2. OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve por objetivo responder duas questbes relevantes: I)
Os o6rgaos responsaveis pela rota de metabolizacdo de substancias (intestino meédio
e tdbulos de Malpighi) em abelhas recém emergidas, apresentam alteracdes
morfolégicas em decorréncia da exposicdo larval ao inseticida?, e Il) A atividade de
enzimas biomarcadoras do sistema de desintoxicacdo e de estresse oxidativo, nas
células intestinais e nos tubulos de Malpighi de recém emergidas, sofre alteracdes

em resposta a exposicao do inseticida durante o periodo larval?

5.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Com base nas hipo6teses levantadas os objetivos especificos foram:

I) Avaliar a toxicidade da clotianidina na morfologia de tecidos de 6rgados de
metabolizacdo de substancias (intestino e tubulos de Malpighi) de recém
emergidas; Il) Analisar a atividade de enzimas de desintoxicacdo -
carboxilesterase 3 (CaEs-3) e glutationa-S-transferase (GST); como
também de enzimas biomarcadoras de estresse oxidativo — glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD) e glutationa peroxidase (GPXx), nos 6rgaos

supracitados de abelhas recém emergidas.

5.4. MATERIAL E METODOS

5.4.1. Coleta do material biolégico para os bioensaios in vitro

Favos de cria da espécie S. postica foram coletados de colbnias ndo parentais
no meliponario do Departamento de Biologia da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, campus Rio Claro (22°23' 48.851" S; 47° 32'38.234" W).
Para as coletas foram selecionadas trés coldnias fortes, com grande numero de
individuos e rainha jovem. A coleta foi realizada respeitando intervalos de 40 dias
para a recuperacdo e desenvolvimento de novas operarias, de modo que nao
prejudicasse a saude e dinAmica das colbnias. Dessa forma, foram coletados favos
contendo ovos para a retirada do alimento larval e favos contendo larvas de primeiro

instar (recém-eclodidas) para os bioensaios de criagao in vitro.
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5.4.2. Obtencdo das concentracdes ambientalmente relevantes de
clotianidina

O ingrediente ativo utilizado foi a clotianidina PESTANAL® (CesHsCIN502S),
padrdo analitico Sigma-Aldrich, pureza 298,0%. Para os bioensaios de exposi¢do
foram utilizadas concentracdes realisticas de campo, considerando o pior cenario de
aplicacdo. Para tanto, foram observadas as caracteristicas recomendadas pelo
produto comercial, para quais culturas o produto é indicado, quais as concentracfes
utilizadas e qual o modo de aplicagao.

Com base nesses dados, foi utilizada a planilha BeeRex (Bee = abelha; REX
= exposicao de residuos) utilizada pelo IBAMA e desenvolvida pela US-EPA (United
States Environmental Protection Agency), para estimar o valor de residuos capazes
de alcancar os recursos florais a partir da dose comercial, considerando a aplicacao
para tratamento de sementes. Foram utilizadas duas concentracfes na ordem de
ng/microlitro, uma concentracdo de campo e uma concentracdo de campo/10
(representando uma concentragdo subletal), sendo 1 ng i.a./uL e 0,1 ng i.a./uL,
respectivamente. Ambas as concentragdes residuais estimadas pela planilha
também foram encontradas em condicfes realisticas de campo em diversos estudos
na literatura. (HERNANDO et al.,, 2018; SCHNEIDER et al., 2012; ALKASSAB,;
KIRCHNER, 2018).

5.4.3. Bioensaios de exposicéo a clotianidina

Com base nas concentracfes obtidas, foi realizado o preparo de uma solucao
estoque contendo 10 mg de clotianidina para 10 mL de alimento larval (1/1), relacao
de massa e volume (m/v). No entanto, a clotianidina n&o é solivel em agua, em vista
disso, a diluicdo foi realizada em 5% de acetona (0,5 mL), posteriormente essa
solucdo foi diluida diretamente no alimento larval coletado dos favos (9,5 mL). A
partir dessa solucdo estoque, foram realizadas sucessivas diluicbes em cascata até
a obtencdo das dietas finais para a concentracdo de campo e a concentracéo
subletal a serem oferecidas as larvas.

Os bioensaios contaram com 0 grupo controle que recebeu apenas o alimento
puro, controle solvente (alimento + 5% acetona) e 0s grupos expostos, contendo as
concentracfes do inseticida. Para o grupo controle solvente também foi realizada
uma cascata de diluicdo, uma vez que a porcentagem de acetona obtida nas

concentragcdes a serem utilizadas nos grupos nédo é exatamente 5%, mas sim uma
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concentracdo menor devido as sucessivas diluicdes. Em vista disso, a partir da
solucéo estoque de alimento + 5% de acetona, foram realizadas as diluicbes a fim
de alcancar as mesmas concentragdes obtidas nos grupos expostos, de modo que
nao alterasse a consisténcia e as propriedades do alimento larval.

Os bioensaios in vitro foram realizados com base nos métodos descritos por
Rosa-Fontana et al. (2020) para abelhas nativas S. postica. Foram preparadas
placas de acrilico com 100 cavidades, com altura e dimens&o idénticas aos favos
naturais de S. postica , a fim de reproduzir o desenvolvimento natural das abelhas
que ocorre no campo. Os grupos experimentais foram realizados em triplicata,
contabilizando 30 larvas por réplica (3x30), totalizando 90 larvas por placa para cada
grupo experimental. Em vista disso, 360 larvas foram necessarias para realizar as
transferéncias dos 4 grupos experimentais.

Durante os bioensaios de retirada de alimento e transferéncia de larvas, a
sala foi mantida umida para garantir a integridade dos favos, com o auxilio de dois
ebulidores de agua quente e um umidificador de ar, para impedir a desidratacéo e o
ressecamento do alimento e das larvas. O alimento foi coletado diretamente das
células de cria dos favos de cada colénia e homogeneizado para ser distribuido nos
pocos das placas com uma micropipeta automatica de repeticdo. Cada poco
recebeu o total de 25 pL de alimento, valor equivalente ao consumo de alimento da
espécie S. postica durante a fase larval, estabelecido por Dorigo et al. (2018).

Apbs a distribuicdo de todo o alimento larval nos pocos das placas, as larvas
de primeiro instar foram transferidas com o auxilio de uma agulha apicola, uma vez
gue a alimentacéo de larvas em abelhas sem ferrdo ocorre de forma massiva, sendo
o alimento depositado de uma Unica vez nas células de cria antes da oviposi¢cao
(VELTHUIS, 1998).

ApoOs a transferéncia das larvas, as placas de acrilico foram acondicionadas
em placas de Petri de vidro, contendo agua destilada no fundo. A agua destilada foi
utilizada para manter a umidade entre 95+5% nos primeiros dias de incubacéao.
Essas placas foram acondicionadas em estufa incubadora de demanda bioquimica
de oxigénio (B.O.D) com auséncia de luz, a 28°C.

Apos 72h da transferéncia, a umidade interna das placas foi reduzida para
75% com uma solucéo de cloreto de potassio (KCI), que foi introduzida nas placas
de Petri junto a agua destilada. ApoOs esse periodo foi realizada a substituicdo do KClI

por cloreto de sodio (NaCl) em 120h do periodo de incubacdo. Essas condi¢des
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foram controladas com termo-higrobmetro e mantidas até o final dos experimentos
(ROSA-FONTANA et al., 2020).

ApGs a emergéncia das abelhas entre o 35° ao 38° dia, as recém emergidas
foram coletadas para a disseccao e processamento de histologia e morfologia, e
para o acondicionamento em ultrafreezer -80°C para a realizacdo das andlises de
modulacao da atividade enzimatica.

5.4.4. Processamento de histologia e morfologia
A disseccédo do intestino e tubulos de Malpighi foi realizada apds as abelhas
emergirem das placas de cria (Figura 12). Foram dissecadas 15 abelhas por grupo
experimental, com auxilio de estereomicroscopio. Os érgaos retirados foram fixados

em paraformaldeido 4% por 24 horas e armazenados em camara fria (Figura 13).

Figura 12. Abelhas jovens emergindo das células de cria artificiais

Fonte: Autoria propria
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Figura 13. Representacdo dos oOrgdos dissecados e fixados diretamente em

paraformaldeido 4%.

Fonte: Autoria prépria.

Apo6s o periodo de disseccédo e fixagdo, os orgéos foram transferidos para a
solucdo tampéo fosfato de sodio (pH 7.4 a 0,1 M) para manter o pH constante.
Posteriormente, o material passou por uma desidratacdo lenta sob refrigeracdo em
concentracbes crescentes de alcool (15%, 30%, 50%, 70%, 85%, 90%, 95% e
100%) a 4°C, depois foi transferido para resina de embebicdo durante o periodo de
24 horas para inclusdo em historesina (Leica) (SILVA-ZACARIN et al., 2012).

Apbés a polimerizagdo do material, os blocos de resina contendo os 6rgaos
foram retirados da placa histomolde e fixados em cubos de madeira (1,5cm x 1,5cm).
Posteriormente, os blocos foram submetidos a seccdes histolégicas em planos de
corte longitudinais, com espessura aproximada de 6um em micrétomo RM2255
(Leica). As seccOes foram sobrepostas em laminas histologicas e submetidas a

coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE).

5.4.5. Técnica de coloragdo pela Hematoxilina e Eosina (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983).

A Hematoxilina foi filtrada em papel filtro simples, para a retirada de
impurezas presentes no corante. As laminas foram mergulhadas em agua destilada
durante 1 minuto, submetidas & hematoxilina de Harris por 10 minutos, lavadas em
agua destilada por 5 minutos, e com agua corrente por 10 minutos. Em seguida, as
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laminas foram coradas com eosina por 5 minutos e novamente lavadas com agua
corrente por 10 minutos.

Posteriormente, as laminas foram secas e montadas em meio de montagem
DPX. Apdés a secagem e limpeza das laminas, os cortes foram analisados e
fotografados em fotomicroscopio de luz LEICA com auxilio do software LAS V4.4

para o registro das fotomicrografias em aumento de 40x e 100x.

5.4.6. Analise do material histolégico

As andlises das fotomicrografias foram realizadas no programa de
processamento de imagens (ImageJ), o método aplicado foi baseado e adaptado de
Grella et. al (2019). Para cada alteragédo observada foi utilizado um valor de escore
que representa a gravidade dos danos nos 6rgdos. Para tanto, foram selecionadas
10 fotomicrografias para cada 6rgdo de estudo (intestino e tabulos), totalizando 60
fotomicrografias entre 0s grupos experimentais.

Para perda de material citoplasmético, borda em escova e inchaco celular
foram realizadas 3 medicbes em diferentes regides da imagem com aumento final de
400x, em cada intestino médio e tubulos de Malpighi, posteriormente a média por
orgao foi calculada. Ja4 as alteracbes como eliminacdo de células, picnose e
guantidade de ninhos de células regenerativas foram analisadas por meio da
contagem das células afetadas com relacdo ao numero total de células e ninhos na
imagem inteira, os resultados foram obtidos em porcentagem. As andlises de
secrecdo apdcrina e esferocristas foram realizadas utilizando contraste de imagem,
os resultados foram obtidos pela porcentagem da area mais escura em relacédo a
area total da imagem.

Para determinar as alteragdes no intestino médio e tubulos de Malpighi, foi
levado em consideracdo o indice de importancia da lesdo nos 6rgdos (Tabela 2),
com relacdo a frequéncia de ocorréncia desses danos. Com base nesses dados foi
multiplicado o valor do escore pela frequéncia de ocorréncia das alteracdes (Grella
et al., 2019).

Diante desse contexto, as alteraces foram classificadas em trés niveis, com
base na relevancia dos danos patoldgicos: o grau 1 representa um dano menor
guando exposto a um agente toxico, esse caso € facilmente reversivel; o grau 2
representa uma lesdo moderada, possivelmente reversivel; ja o grau 3 representa

uma lesdo mais severa, considerada grave e irreversivel. JA& os valores de
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frequéncia sdo 0, 2, 4 e 6, com 0 representando a auséncia de uma alteracdo e 6
representando uma ocorréncia de alta frequéncia, uma vez que as alteracdes
morfoldgicas podem ocorrer em diferentes frequéncias dependendo da abelha e do

agrotoxico utilizado.

Tabela 2: Alteracdes e pontuacdes atribuidas a cada um dos érgaos analisados

Alterac6es morfoloégicas no intestino médio e tubulos de Malpighi Score

Secrecdo apocrina

Esferocristais

Perda de material citoplasmatico
Perda de borda em escova
Eliminac&o de células para o lumen

Inchaco celular / reducéo do lumen

wWw N N N PR

Perda de ninhos de células regenerativas

Células com picnose / condensacéo cromatinica 3

Fonte: Adaptado de Grella et al. (2019). Todas as alteracdes sdo analisadas em ambos os 6rgéos,
com excecgao de inchaco celular / reducéo do limen, avaliado apenas em tibulos de Malpighi.

5.4.7. Processamento dos testes de modulacéo da atividade enzimatica

ApOs a emergéncia das abelhas nos bioensaios de criacdo in vitro, 25
individuos de cada grupo experimental (controle, 0,1 ng i.a./uL e 1 ng i.a./uL) foram
coletados e armazenados em ultrafreezer -80°C, para a preservacao e viabilidade da
regido de interesse. No momento do experimento, abdomens de recém-emergidas
foram separados do corpo por meio de um corte com tesoura de dissecgao,
posteriormente, os abdomens foram processados para a extragdo das enzimas.

A atividade de cada amostra foi determinada a partir de 3 pocos (triplicata),
sendo que para cada condicdo foram analisadas 5 amostras contendo 5 abdomens
cada uma (n= 25 por grupo), ou seja, cada microtubo contendo 5 abdomens foi
aplicado 3 vezes. Para isso, as amostras foram maceradas e centrifugadas em
solugdo de extracéo, cuja quantidade foi previamente calculada de acordo com o

peso de cada amostra (10% p/v de extrato). A solucéo de extracdo foi composta de
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10 mM NaCl, 1% (w/v), Triton X-100 e 40 mM fosfato de sédio pH 7.4, como também
uma mistura dos inibidores de proteases. Os extratos dos tecidos foram
centrifugados durante 20 min a 12.6000rpm em uma velocidade de 15.000xg,
resultando em sobrenadantes que foram coletados e utilizados para as analises,
toda a extracao foi realizada a 4°C.

A analise da atividade das enzimas foi realizada em leitora de placas
(espectrofotbmetro), a 24° C. O protocolo utilizado foi baseado em Badiou-Bénéteau
et al. (2012) e Pal et al. (2022), a atividade da CaEs-3 foi conduzida a partir de 5 yL
de extrato de tecido com 1.100 uL de BW284C51 diluido em agua destilada 1/10,
1.100 uL de p-nitrofenil acetato diluido em &agua destilada 1/10, e 2.200 pL de
tampao fosfato 5X pH 7. A atividade foi avaliada a 410 nm por 10 minutos. A
atividade da GST foi avaliada por meio de 10 yL de extrato com 1.100 yL de GSH
10X, 110 uL de EDTA 100X, 110 pL de CDNB 100X e 2.200 pyL de tampéo fosfato
5X pH 7,4, a atividade foi avaliada a 340nm por 10 minutos. A atividade da G6PD foi
avaliada a partir de 10 pL de extrato com 2.200 de tampé&o trizma base 5X, 1.100 uL
de G6P 10X, 1.100 yL de MgCl2 10X e 1.100 uL de NADP 10X. A atividade foi
avaliada a 340nm por 10 minutos. Por ultimo, a atividade da enzima GPx foi
conduzida por meio de 10 uL de extrato de tecido com 1.100 uL de tampéo fosfato
10X pH 7,4, 1.100 uL de EDTA 10X, 1.100 pL de NADPH 10X, 110 pL de glutationa
redutase 100X. A atividade foi avaliada a 340nm por 10 minutos.

5.4.8. Analises estatisticas

As alteracdes morfolégicas foram analisadas com base nos scores e nas
frequéncias descritas na literatura. Os resultados obtidos abrangem uma analise
semiquantitativa das alteracdes encontradas nos 6rgéaos, incluindo a extenséo e
relevancia patolégica dos danos causados pela clotianidina no intestino médio e
tubulos de malpighi das abelhas.

Para tanto, foram realizadas analises a partir da comparacao entre o0 grupo
controle e os grupos expostos a clotianidina. Os dados obtidos ndo apresentaram
distribuicdo normal, uma vez que o0s scores sdo atribuicbes de valores pre-
determinados e considerados ndo-paramétricos (TRIOLA, 2008). Em vista disso, 0s
resultados foram submetidos a andlise estatistica comparativa, com a utilizacdo do
teste de Friedman, utilizando o pacote Agricolae no software estatistico RStudio
versdo 4.2.0 (MENDIBURU, 2019; R CORE TEAM, 2022).
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Para as analises enzimaticas, os dados originais ou transformados pelo
método de Box-Cox (1964) ndo atenderam aos pressupostos das analises de
variancia (ANOVA). Em vista disso, foi utilizado o teste de comparacdo das
medianas. O procedimento utilizado consiste em um teste ndo paramétrico para
multiplas amostras independentes. O teste da mediana, € disponibilizado pela
funcdo median.test do pacote “agricolae” do software R. Os grupos expostos foram
individualmente comparados com o grupo controle e diferencas significativas foram
consideradas quando p < 0,05 (MENDIBURU et al., 2019; R CORE TEAM, 2022).

5.5. RESULTADOS

5.5.1. Efeitos da clotianidina na morfologia do intestino médio e tabulos de
Malpighi de recém-emergidas

Os grupos controle e controle solvente nao diferiram entre si durante os
bioensaios de criacdo larval realizados neste capitulo e no capitulo 1. Em vista
disso, apenas um controle foi analisado morfologicamente e os resultados das
alteracdes apresentaram caracteristicas consideradas normais no intestino médio e
tubulos de Malpighi.

As médias dos indices de lesdes dos diferentes parametros analisados sdo
mostrados nas tabelas 3 e 4. Para os grupos expostos a 0,1 ngi.a./uL e 1 ngi.a./uL
de clotianidina, houve diferenca estatistica entre as alteracdes em comparacdo com
0 grupo controle, tanto no intestino médio quanto nos tubulos de Malpighi.

Alteracbes como perda de material citoplasmatico; perda de borda em
escova; eliminacdo de células para o lumen; perda de ninhos de células
regenerativas; inchacgo celular e picnose apresentaram meédias significativas. Com
excecao de secrecdo apocrina e esferocristais, essas duas Ultimas alteragbes néo
apresentaram diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais para os indices
de leséo.

Os resultados demonstraram um aumento significativo das alteragbes
morfolégicas encontradas no intestino médio e tubulos de Malpighi. Quanto maior a
concentracdo administrada, maiores foram as médias dos indices de lesbes
encontradas. O grupo exposto a concentracdo de campo (1 ng/uL) apresentou as

maiores médias para alteracdes consideradas irreversiveis nos 6rgaos, como por
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exemplo, perda de ninhos de células regenerativas e picnose/condensacéo

cromatinica.

Tabela 3. Valores da média e erro padrao das alteracdes encontradas no intestino

meédio de recém emergidas expostas a clotianidina.

Grupos Sa Esfcr Pmc Pbe Ecl Pncr Pic
20 210 00 5.6 +0.36 20 6+0 6+0
Controle
a a a a a a a
0.1 na/ul. 20 20 53+0.35 | 10.0£0.37 | 3.40.17 10.8+0.44 | 13.2+0.97
-+ O a a b b b b b
20 20 12+0 12+0 5.4+0.17 17.4+0.33 18+ 0
1 ng/pL
a a C c c C c

AlteracBes no grupo controle e grupos expostos a clotianidina (0.1 ng/pL e 1 ng/pL): (Sa) secrecao
apocrina; (Esfcr) esferocristais; (Pmc) perda de material citoplasmatico; (Pbe) perda de borda em
escova,; (Ecl) eliminacdo de células para o limen; (Pncr) perda de ninhos de células regenerativas e
(Pic) picnose. A ocorréncia de letras distintas entre os grupos indica significAncia estatistica (p <
0,05).

Tabela 4. Valores da média e erro padrao das alteracdes encontradas nos tubulos

de Malpighi de recém emergidas expostas a clotianidina.

Grupos Sa Esfcr Pmc Pbe Ecl InchCel Pic
20 20 00 4.8 +0.29 22+0.11 00 6+0
Controle
a a a a a a a
0.1 na/ul. 2+0 20 426+0.18| 7.6 £0.22 58+0.11 4+0 16.8+0.44
g a a b b b b b
20 20 10.8+0.34 12 +0 60 12+0 18+ 0
1 ng/pL
a a C c b c C

AlteracBes no grupo controle e grupos expostos a clotianidina (0.1 ng/pL e 1 ng/pL): (Sa) secrecdo
apocrina; (Esfcr) esferocristais; (Pmc) perda de material citoplasmatico; (Pbe) perda de borda em
escova; (Ecl) eliminagdo de células para o limen; (InchCel) inchaco celular e (Pic) picnose. A

ocorréncia de letras distintas entre os grupos indica significancia estatistica (p < 0,05).

As analises morfoldgicas do intestino médio de recém emergidas S. postica
apresentaram padrbées morfologicos considerados normais das vilosidades
intestinais no grupo controle (Fig. 14A-B), com capa de fibras musculares viscerais,
constituidas por um epitélio simples de células prisméticas e borda em escova
claramente evidentes na porcdo apical das células, com ninhos de células

regenerativos na base do epitélio circundados por células principais.



70

No entanto, os intestinos das recém emergidas dos grupos expostos 0.1
ng/uL e 1 ng/pL apresentaram alteracdes nos padrdes histologicos encontrados no
grupo controle. As vilosidades dos grupos expostos se apresentaram irregulares
(Fig. 14C-E) com eliminacéo de células para o lumen (Fig. 14D); perda da borda em
escova (Fig. 14C-E); células principais com nucleos picnéticos e condensacédo da
cromatina (Fig. 14F) e; presenca de perda de material citoplasmatico/vacuolizacéo
em volta das células principais e por todo o epitélio (Fig. 14C-D).

J4 as andlises nos tubulos de Malpighi do controle apresentaram células
epiteliais normais, tabulos abertos com lumen bem evidente e borda em escova bem
delimitada (Fig. 15A-B). Os grupos expostos a 0.1 ng/uL e 1 ng/uL de clotianidina,
apresentaram um aumento na eliminacdo de células para o lumen (Fig. 15D-F);
inchaco celular com reducédo do lumen (Fig. 15C-E); perda de material citoplasmatico
(Fig. 15C-E) e células com nucleo picnético/condensacéo da cromatina (Fig. 15C-E-
F).
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Figura 14. Fotomicrografias das estruturas de tecido e alteracdes no intestino médio
de S. postica.

Fonte: Autoria prépria. Coloracéo por hematoxilina e eosina. (A e B) grupo controle; (C e D) grupo
exposto a concentracdo subletal 0.1 ng/pL de clotianidina; e (E e F) grupo exposto a concentracéo de
campo de 1 ng/uL. (L) limen; (cp) células principais; (ncr) ninho de células regenerativas; (pbe) perda
de borda em escova; (pmc) perda de material citoplasmatico; (*) picnose; (v) vilosidade; (cm) capa
muscular protetora; e (seta preta) células eliminadas para o limen. Aumento de 40x e 100x,
respectivamente.
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Figura 15. Fotomicrografias das estruturas de tecido e alteracdes nos tubulos de

Malpighi de S. postica.
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Fonte: Autoria prépria. Coloracdo por hematoxilina e eosina. (A e B) grupo controle; (C e D) grupo

exposto a concentracdo subletal 0.1 ng/pL de clotianidina; e (E e F) grupo exposto a concentracéo de
campo de 1 ng/uL. (L) lamen; (ep) células epiteliais; (be) borda em escova; (pbe) perda de borda em
escova; (pmc) perda de material citoplasmatico; (*) picnose; (seta preta) células eliminadas para o

limen; e (seta branca) inchago celular. Aumento de 40x e 100x, respectivamente.
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5.5.2. Efeitos da clotianidina sobre a modulacédo da atividade enzimatica de

recém emergidas

As analises dos efeitos da exposicdo de larvas de S. postica a clotianidina foram
realizadas apos a emergéncia das abelhas. Os grupos controle e controle solvente
nao diferiram entre si durante os bioensaios de criacdo larval realizados neste
capitulo e no capitulo 1, em vista disso, apenas um controle foi analisado.

A clotianidina teve efeito sobre a atividade da CaEs-3 do grupo exposto a
concentracdo de campo de 1 ng/uL, em comparagcdo com O respectivo grupo
controle, conforme a figura 16. As abelhas expostas a 1 ng/uL durante o periodo
larval apresentaram um aumento na atividade da CaEs-3 correspondendo a 11,05 +
0,37 mUA/min/mg (valor do controle 7,08 = 2,03 mUA/min/mg) (p < 0,05). A
concentracdo subletal de 0,1 ng/puL ndo apresentou significancia estatistica quando
comparada ao grupo controle e a concentracdo de campo (1 ng/pL).

A atividade da GST apresentou aumento no grupo exposto a concentracédo de
campo (valores de 15,93 + 0,35 mUA/min/mg) quando comparada ao grupo controle
(13,23 = 1,8 mUA/min/mg). Ja a concentracdo subletal de 0,1 ng/uL ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos, como é possivel observar na figura 17.

Com relacdo a modulacdo da atividade da G6PD, houve significAncia
estatistica entre a concentracdo de campo (6,35 = 0,37 mUA/min/mg) e o grupo
controle (3,05 + 1,9 mUA/min/mg), a concentracao subletal ndo apresentou diferenca
entre 0s grupos, conforme é apresentado na figura 18. No que se refere a atividade
da enzima GPx, néo foi observada significancia estatistica entre nenhum dos grupos
(figura 19).

Adicionalmente, em wuma analise global dos resultados dos testes
enzimaticos, os niveis de CaEs-3, GST e G6PD no grupos expostos a concentracao
mais alta deste estudo (1 ng/pyL), apresentaram aumentos na atividade com relacéo
ao grupo controle. A concentracdo subletal ndo apresentou diferenca estatistica em
nenhum dos casos quando comparada aos grupos controle e concentracdo de

campo.
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Figura 16. Boxplot demonstrando a atividade enzimatica da carboxilesterase 3 em
abelhas S. postica.
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As comparacOes foram feitas entre os grupos, médias seguidas pela ocorréncia de letras distintas

indicam significancia estatistica (p < 0,05). (Outliers estao identificados por circulos).

Figura 17. Boxplot demonstrando a atividade enzimatica da glutationa-S-transferase

em abelhas S. postica.
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As comparacOes foram feitas entre os grupos, médias seguidas pela ocorréncia de letras distintas

indicam significancia estatistica (p < 0,05).
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Figura 18. Boxplot demonstrando a atividade enzimatica da glicose-6-fosfato
desidrogenase em abelhas S. postica.
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As comparacgbes foram feitas entre os grupos, médias seguidas pela ocorréncia de letras distintas
indicam significancia estatistica (p < 0,05).

Figura 19. Boxplot demonstrando a atividade enzimatica da glutationa peroxidase
em abelhas S. postica.
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As comparacdes foram feitas entre os grupos, médias seguidas pela mesma letra ndo indicam
significancia estatistica (p = 0,05).
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5.6. DISCUSSAO

Neste trabalho foi demonstrado que a abelha nativa sem ferrdo S. postica foi
sensivel a todos os parametros analisados ap0s a exposi¢ao a clotianidina, o que é
alarmante, uma vez que as concentracfes administradas neste estudo s&o
encontradas no campo, como foi estimado pelo BeeRex e destacado em outros
estudos (HERNANDO et al., 2018; SCHNEIDER et al, 2012; ALKASSAB;
KIRCHNER, 2018).

Com relacdo as analises morfolégicas, existe uma estreita relacdo entre a
diminuicdo da sobrevivéncia nos grupos expostos a clotianidina com as alteracdes
histopatologicas observadas no intestino médio das abelhas. O intestino médio
desempenha funcdes vitais para manter o nivel individual da homeostase, quaisquer
alteracbes que comprometam a integridade desse 6rgdo pode levar a morte
(SNODGRASS, 1956; TERRA; FERREIRA, 2012).

Diante desse contexto, o indice de lesdo € uma importante ferramenta de
avaliacdo de alteracbes a nivel celular, com aplicabilidade em diferentes 6rgaos.
Com essa ferramenta € possivel monitorar alteracdes histopatolégicas causadas por
xenobidticos. Esse indice foi proposto pela primeira vez para organismos aquaticos
(Bernet et al., 1999) e adaptado para abelhas em outros estudos (GRELLA et al.,
2019; OLIVEIRA et al., 2019; TADEI et al., 2020).

As meédias obtidas dos indices de lesdo no intestino médio e tdbulos de
Malpighi demonstraram que a concentracéo subletal e a concentracdo de campo de
clotianidina resultaram em alterac6es morfolégicas severas e, na maioria dos casos,
irreversiveis. Mesmo a menor concentracdo administrada no alimento larval foi
capaz de induzir dano tecidual no intestino e tubulos de Malpighi das abelhas do
presente estudo.

Essas alteragcdes morfologicas observadas no intestino meédio e tubulos de
Malpighi sé&o indicativos da citotoxicidade da clotianidina. As células principais
envolvidas nos processos de morte celular apresentam nucleos centrais compactos
com cromatina condensada e um halo claro ao seu redor (CAVALCANTE; CRUZ-
LANDIM, 2004), essas caracteristicas foram observadas nas células dos grupos
expostos a clotianidina no presente estudo. Outra alteracédo caracteristica que indica
morte celular em insetos, € a perda de material citoplasmatico ao entorno das

células com compactacdo da cromatina (SILVA-ZACARIN, 2007).
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Ficou evidente o aumento de eliminacdo de células para o limen em ambos
0S grupos expostos. Apos a eliminacdo das células desgastadas, ocorre a
substituicdo destas para auxiliar no processo de recuperacgéo do intestino (CATAE et
al., 2014). Essas células sdo denominadas digestivas ou enterdcitos e
desempenham um importante papel na producéo de enzimas digestivas. No entanto,
sdo as mais afetadas por xenobidticos por possuirem maior contato com as
substancias que sdo ingeridas (CRUZ-LANDIM, 1985; CAETANO et al., 1994;
SERRAO, 1995).

Outros estudos também observaram um aumento na eliminacdo de células
em abelhas expostas a agrotoxicos via oral (SOARES, 2012; CARNEIRO, 2018).
Oliveira e colaboradores (2013) evidenciaram esse aumento em abelhas expostas a
concentragcdes subletais de tiametoxam. Além disso, é importante destacar que as
células principais possuem um tempo de vida limitado, em vista disso, sdo facilmente
eliminadas em situacbes em que estdo presentes substancias toxicas ou
patologicas. A substituicdo dessas células € realizada a partir da diferenciacdo de
células regenerativas (CRUZ-LANDIM, 1999; CRUZ-LANDIM, 2009).

Por esse motivo, a perda de ninhos de células regenerativas pode provocar
danos irreparaveis ao intestino. Essa alteracao foi classificada com score 3, uma vez
gue se trata de um dano mais severo e irreversivel ao 6rgdo (GRELLA et al., 2019).
No presente estudo a perda de ninhos de células regenerativas observada nos
intestinos de S. postica expostas a clotianidina, pode ter prejudicado severamente o
sistema de substituicdo de células principais no organismo das abelhas recém
emergidas.

Outra alteracéo observada ao comparar 0S grupos expostos com o controle
foi a perda da borda em escova, em ambos o0s 0rgaos de estudo. Para Grella et al.
(2019), a perda da borda em escova pode provocar inUmeros problemas no
funcionamento dos 6rgaos, como danos as células epiteliais. Uma vez que essa
borda tem o papel de proteger o epitélio contra colisbes diretas de alimentos
ingeridos. A pontuacdo atribuida a perda da borda em escova foi 2, pois 0 dano
dificilmente é reversivel.

Em relac&o aos tubulos de Malpighi das abelhas no grupo controle, a analise
morfologica indicou auséncia de alteracdes histopatologicas, as células excretoras
apresentaram tanto a borda em escova quanto o limen bem evidente, o que indica a

manutencdo da funcionalidade dos tubulos no processo de excrecdo (NOCELLI et
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al., 2016). Em contrapartida, os tubulos dos grupos expostos a 0.1 ng/puL e 1 ng/uL
de clotianidina apresentaram inchaco celular com reducéo do limen, o que indica
que o 6rgdo nao estava desempenhando suas func¢des corretamente.

Rossi e colaboradores (2013) observaram células com nudcleos picnoticos,
inchaco celular com reducdo do lumen, presenca de vacuolizacdo citoplasmaética e
aumento na eliminacao das células epiteliais nos tabulos de Malpighi de abelhas A.
mellifera tratadas com imidacloprido. As mesmas alteragdes foram observadas em
nosso estudo.

Por outro lado, a auséncia de secrecao apocrina e esferocristais no intestino
meédio e tubulos de Malpighi em todos 0s grupos experimentais, demonstrou ser um
padrdo. Tal caracteristica poder ser explicada pelo tempo de vida das abelhas recém
emergidas, uma vez que esse pode ser um fator na reducéo dessas alteracdes.
Como por exemplo, a reducdo do esferocristal, que pode ocorrer com a idade do
inseto (RYERSE, 1979).

Miotelo et al. (2022) investigaram a toxicidade do neonicotinoide tiametoxam
em oOrgaos de abelhas sem ferrdo. Os autores observaram que os danos celulares
no intestino médio e tubulos de Malpighi refletiram principalmente em forma de
ndacleos com cromatina condensada, indicando morte celular. No referido trabalho,
as alteracbes mais frequentes nos tubulos de Mapighi foram perda de
microvilosidades, desorganizacédo do labirinto basal e perda citoplasmatica. Essas
caracteristicas podem estar relacionadas ao aumento dos mecanismos celulares de
excrecado, provavelmente pelo elevado nimero de moléculas toxicas de tiametoxam
gue precisavam ser eliminadas.

Friol et al. (2017) avaliaram a exposi¢ao larval do neonicotinoide tiametoxam
em abelhas A. mellifera e evidenciaram que a presenca de danos nos ninhos de
células regenerativas provocaram alteracfes estruturais posteriores nas abelhas
adultas, especialmente em células digestivas do intestino médio que se
diferenciaram durante a metamorfose. Nas células dos tdbulos de Malpighi
observou-se labirinto basal e microvilosidades desorganizadas. Os autores sugerem
que tais resultados indicam comprometimento da funcdo celular das células do
intestino médio e dos tubulos de Malpighi.

Os resultados das alteracbes morfoldgicas demonstraram que a clotianidina
apresentou citotoxicidade no intestino médio e tubulos de Malpighi das abelhas

recém emergidas expostas durante a fase larval. Em condicbes de campo, as
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abelhas estdo expostas a uma ampla diversidade de agrotoxicos (GOULSON et al.,
2015), e investigacdes desta natureza, a nivel celular, sdo essenciais para
compreender como estressores podem impactar negativamente a saude desses
polinizadores.

Ja com relacdo aos resultados das analises de modulacdo de biomarcadores
enzimaticos, foi possivel constatar que, ap0s a exposicdo a clotianidina, abelhas
expostas a concentracdo de campo durante a fase larval, apresentaram um aumento
significativo na atividade da enzima CaEs-3 em comparacdo ao grupo controle. Isso
se deve ao fato de que um dos principais mecanismos utilizados pelos insetos para
escapar dos efeitos adversos de xenobidticos, como 0s neonicotindides, é a
resisténcia metabdlica. E algumas das principais superfamilias de enzimas
responsaveis pelo metabolismo ou desintoxicagdo de toxinas sdo as
carboxilesterases (CaEs) e as glutationas transferases (GSTs) (LI et al., 2007).

Badawy e colaboradores (2015), avaliaram a toxicidade e alteracdes bioquimicas
em abelhas Apis mellifera tratadas com quatro inseticidas — acetamiprido,
dinotefuram, pimetrozina e piridalil. Abelhas forrageiras foram expostas a diferentes
concentracfes dos inseticidas via alimentacdo oral, os dados mostraram que 0s
inseticidas testados variaram em sua influéncia nas atividades de carboxilesterase e
GST, que foram altamente correlacionadas com sua toxicidade contra A. mellifera. A
andlise bioquimica de carboxilesterase e GST mostrou que essas enzimas
desintoxicaram doses baixas de acetamiprido, pimetrozina e piridalil.

O aumento da atividade da carboxilesterase pode refletir no processo de
biotransformagé&o do inseticida no organismo, uma vez que a CaEs € uma enzima de
desintoxicacao de fase | (SOGORB; VILANOVA, 2002). No entanto, 0S mecanismos
de desintoxicacdo de abelhas nativas sem ferrdo expostas a neonicotinoides séo
pouco caracterizados, visto que uma grande parcela dos estudos disponiveis na
literatura foram produzidos para A. mellifera.

Tavares e colaboradores (2017), investigaram os efeitos do tiametoxam em
larvas, pupas e abelhas emergidas de A. mellifera apds exposicdo em estagios
larvais com diferentes concentragcdes do inseticida. Os autores constataram que as
atividades da GST e da CaEs-3 aumentaram nos estagios de pupa. Essas
descobertas sédo semelhantes ao resultados encontrados para recém-emergidas em
nosso estudo, uma vez que a clotianidina também induziu a atividade dessas

enzimas. Contudo, a concentragéo subletal de 0.1 ng/pL ndo apresentou diferencas
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significativas, apenas a concentracdo mais alta (1 ng/uL). Com isso podemos inferir
que a ativacdo ou inibicdo do sistema enzimatico pode estar relacionada as
concentracfes administradas de clotianidina.

Os inseticidas tém se mostrado indutores de vérias enzimas desintoxicantes,
incluindo glutationa S-transferase e carboxilesterase em insetos (HAYAOKA,;
DAUTERMAN, 1982; WONGKOBRAT; DAHLMAN, 1976). No presente estudo ficou
evidente o aumento da atividade da GST no grupo exposto a concentracdo de
campo de clotianidina, quando comparado ao grupo controle. Outros autores
também verificaram a atividade de enzimas de desintoxicacdo, e no caso da
glutationa S-transferase, medida em larvas, pupas e adultos de abelhas (Apis
mellifera ligustica Spinola), o tratamento com flumetrina induziu o aumento da
atividade de GST nos instares larvais, pupas e abelhas enfermeiras em comparacao
com o grupo controle (NIELSEN et al., 2000).

Decio et al. (2021) investigaram o0s danos causados por uma concentracao
subletal de tiametoxam (0,0227 ng/pL) na cabecga e intestino médio de Apis mellifera
africanizada, analisando os biomarcadores enzimaticos, estresse oxidativo e
ocorréncia de peroxidacdo lipidica. No referido trabalho o inseticida aumentou a
atividade da glutationa-S-transferase (GST), enquanto a atividade da
carboxilesterase (CaEs-3) diminuiu. Tais descobertas reforcam a hipétese de que a
inibicdo ou ativacdo da atividade enzimética pode depender das concentracdes
administradas de determinado inseticida, uma vez que a GST apresentou diferencas
significativas apenas na concentracdo mais alta deste estudo.

Além dos resultados obtidos em relagdo as enzimas de desintoxicacdo, vale
ressaltar que também houve um aumento na modulacdo da atividade de enzimas
antioxidantes. No presente estudo foi possivel observar esse aumento sobre a
atividade tecidual da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), considerada uma
enzima metabodlica e antioxidante, a G6PD esta totalmente relacionada a funcdes
fisiologicas muito importantes envolvendo o sistema imunologico (KAIRO et al.,
2017). Em vista disso, o aumento na sua atividade pode estar relacionado a
necessidade de prevenir o estresse oxidativo em decorréncia da exposicdo a
xenobidticos, neste caso, a clotianidina.

Renzi et al. (2016) observaram em seu estudo que o efeito do fipronil, mesmo em
baixas concentracbes, foi confirmado pelo aumento significativo da G6PD. Esse

aumento pode ser um sinal da resposta celular as condi¢cdes oxidativas (KLETZIEN
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et al.,1994; VERMA et al.,, 2007). Tais achados sdo semelhantes ao que foi
observado em nosso estudo, uma vez que O grupo exposto a concentragdo de
campo (1 ng/uL) apresentou um aumento na modulagdo da atividade da G6PD,
guando comparado ao grupo controle.

Além de seu importante papel como enzima antioxidante, a G6PD também
participa das vias de metabolizacdo de carboidratos. Para Kunieda et a.l (2006),
essa enzima pode ter funcgdes particularmente interessantes na abelha Apis
mellifera, visto que esse inseto possui uma dieta rica em carboidratos e a nutricao
desempenha papéis importantes na determinacdo de castas e plasticidade
comportamental mediada socialmente. Diante desse contexto, vale salientar que
esses dados reforcam a atual necessidade de maiores investigacdes para abelhas
sem ferrdo, uma vez que h& uma grande escassez de informacfes sobre esses
biomarcadores enzimaticos e suas vias de metabolizacdo de substancias a nivel
bioquimico em espécies nativas.

Adicionalmente, ndo foram observadas diferencas significativas na atividade
tecidual da glutationa peroxidase (GPx) neste estudo. Em contrapartida, foi
demonstrado pela primeira vez por Abdelkader et al. (2019) que a clotianidina
provoca aumentos significativos nos niveis de GPx em A. mellifera. Comparando os
dados da literatura com os resultados obtidos em nosso estudo, inferimos que as
abelhas recém-emergidas S. postica podem apresentar baixa atividade de enzimas
antioxidantes, como a GPx. Este argumento é semelhantes ao que foi proposto por
Smirle e Winston (1987), que descobriram que as abelhas recém-emergidas tém
baixa atividade especifica de enzimas de desintoxicacdo, o que as torna
particularmente vulneraveis a qualquer tipo de tdéxico ambiental. Com base nessas
informacgdes, presume-se que a atividade de enzimas antioxidantes também pode
ser baixa em abelhas recém emergidas.

Os resultados demonstraram que a clotianidina modulou diferencialmente os
biomarcadores de exposicdo e de estresse oxidativo. Contudo, maiores
investigacbes sao necessarias para compreender com exatiddo quais sao 0s
mecanismos que envolvem as respostas aqui observadas.

Além disso, este conjunto de biomarcadores pode ser uma ferramenta
promissora para avaliar a saude das abelhas e caracterizar exposicbes a

neonicotinoides. No geral, esses resultados séo valiosos ndo apenas para avaliar a
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toxicidade de inseticidas em polinizadores, mas também para destacar a validade da
atividade de enzimas como indicadores de exposi¢cdo a agrotoxicos.

Em suma, fica clara a relevancia deste trabalho e a necessidade de estudos
futuros para confirmar como 0s neonicotinoides, especialmente a clotianidina,
afetam os orgaos de metabolizacdo de substancias, tanto morfologicamente (a nivel
celular), como também por meio da modulacdo de enzimas biomarcadoras (a nivel

bioguimico e molecular).

5.7. CONCLUSAO

Os efeitos adversos da clotianidina podem comprometer potencialmente a
saude de abelhas S. postica. Tais resultados sugerem comprometimento das
funcdes celulares vitais que podem prejudicar o funcionamento do intestino médio e
dos tubulos de Malpighi e, consequentemente, comprometer a longevidade das
abelhas e de toda a colbénia. Além disso, a clotianidina modulou diferencialmente os
biomarcadores de exposicdo e de estresse oxidativo, induzindo a atividade das
enzimas testadas, com excecdo da GPx. Essas recentes descobertas auxiliardo
estudos futuros que visam avaliar a saude das abelhas sem ferrdo, caracterizar a
exposicdo a neonicotinoides e avaliar outros estressores ambientais, a nivel

individual e de colbnia.
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6.CONCLUSOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos conclui-se que:

e Este estudo fornece dados essenciais para a caracterizacdo dos riscos de
exposicao de abelhas nativas a clotianidina.

e A exposicéo larval a concentragdes ambientalmente relevantes de clotianidina

pode afetar a sobrevivéncia e o desenvolvimento de abelhas S. postica.

¢ A clotianidina apresentou maior toxicidade para as larvas, demonstrando ser o

periodo mais critico durante o desenvolvimento.

e Tanto a concentracdo recomendada no campo, quanto a concentracdo
subletal, demonstraram alta toxicidade e, portanto, oferecem risco as

populacdes de abelhas ao serem aplicadas para o tratamento de sementes.

e A clotianidina apresentou citotoxicidade nos 6rgdos de metabolizacdo de
substéancias, prejudicando as fung¢des vitais desempenhadas por eles.

e A concentracdo de campo demonstrou modular significativamente a atividade
das enzimas CaEs-3, GST e G6PD, sugerindo uma resposta celular em

decorréncia da exposicao a clotianidina.
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