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RESUMO 

O Brasil é o país com maior biodiversidade de abelhas sem ferrão do mundo. Dentre 

as espécies, Scaptotrigona postica desempenha papel fundamental nos serviços de 

polinização de plantas nativas e cultivadas. No entanto, a saúde das populações 

desses polinizadores está sendo ameaçada devido a múltiplos fatores, dentre eles, o 

uso intensivo de agrotóxicos. Esses compostos químicos chegam à colmeia por 

meio de abelhas forrageiras e, uma vez lá, podem ser ingeridos pelas larvas durante 

a alimentação. No Brasil são utilizados diferentes grupos de agrotóxicos, entre eles a 

clotianidina, um ingrediente sistêmico, cujos efeitos são desconhecidos em larvas e 

adultos de abelhas S. postica. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo 

compreender os possíveis impactos da clotianidina por meio da: (I) investigação dos 

efeitos de concentrações realísticas de campo, na sobrevivência e desenvolvimento 

de larvas e adultos de abelhas S. postica; (II) avaliação da toxicidade deste 

inseticida na morfologia de tecidos de órgãos de metabolização de substâncias 

(intestino e túbulos de Malpighi) de recém emergidas; e (III) análise da atividade de 

enzimas relacionadas a desintoxicação (Carboxilesterase 3 – CaEs-3 e Glutationa-

S-transferase - GST) e enzimas antioxidantes (Glicose-6-fosfato desidrogenase – 

G6PD e Glutationa peroxidase - GPx), nos órgãos supracitados de abelhas recém 

emergidas. Para que os objetivos fossem alcançados, foram realizadas sucessivas 

diluições no alimento para atingir as concentrações de clotianidina a serem 

oferecidas às larvas: 1 ng i.a./μL (concentração de campo) e 0,1 ng i.a./μL 

(concentração de campo/10), o alimento puro foi oferecido ao grupo controle. Após a 

distribuição do alimento (25 μL/larva) em placas de acrílico, larvas de primeiro instar 

foram coletadas e transferidas. Para os bioensaios in vitro, os efeitos foram 

observados de acordo com a progressão das fases de desenvolvimento: 5ª instar 

larval; defecação; taxa de mortalidade; taxa de pupação; taxa de emergência; 

mudança na coloração de olhos das pupas e; tempo em cada fase de 

desenvolvimento. Para as análises de alterações morfológicas, lâminas contendo 

secções dos órgãos sob coloração de hematoxilina e eosina foram analisadas. Para 

cada alteração observada foi levado em consideração o índice de relevância dos 

danos patológicos nos órgãos. Já para as análises de modulação da atividade das 

enzimas, os grupos expostos foram individualmente comparados com o grupo 

controle e diferenças significativas foram consideradas. Os dados obtidos foram 

submetidos a análises estatísticas no software RStudio. Os resultados 



        
  

 
demonstraram que a clotianidina afetou significativamente as taxas de 

sobrevivência, pupação e emergência das abelhas em ambos os grupos expostos, 

quando comparados ao controle. O tempo em cada fase de desenvolvimento 

apresentou significância estatística para o 5ª instar larval e defecação. Não houve 

diferença no tempo entre os grupos no período pupal, apenas em pupa de olho 

marrom, demonstrando que a clotianidina foi mais tóxica no período larval do que 

pupal. Os resultados das alterações morfológicas demonstraram que a clotianidina 

danificou severamente os órgãos analisados nos grupos expostos. Foram 

observadas alterações como perda de material citoplasmático; perda de borda em 

escova; aumento da eliminação de células para o lúmen; perda de ninhos de células 

regenerativas; inchaço celular e picnose. Já com relação aos resultados de atividade 

enzimática, a concentração de campo de clotianidina modulou diferencialmente a 

atividade das enzimas CaEs-3, GST e G6PD, com exceção da GPx. Os resultados 

obtidos são inéditos e contribuem para o desenvolvimento de medidas protetivas 

para a conservação da S. postica, uma vez que este estudo é o primeiro a avaliar os 

efeitos da exposição larval a clotianidina para essa espécie de abelha. Desse modo, 

esse trabalho fornece dados relevantes a serem incluídos nas investigações do 

IBAMA e nos esquemas de avaliação de risco ambiental de agrotóxicos para 

abelhas sem ferrão. 

 

Palavras-chave: Neonicotinoide, meliponíneos, criação in vitro, danos morfológicos, 

atividade enzimática. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



        
  

 
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: (I) investigation of the effects 

of realistic field concentrations on the survival and development of larvae and adults 

of S. postica bees; (II) evaluation of the toxicity of this insecticide in the morphology 

of tissues of substances metabolizing organs (intestine and Malpighian tubules) of 

newly emerged; and (III) 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./μL (field concentration) and 0.1 ng 

a.i./μL (field concentration/10), pure food was offered to the control group. After 

distributing food (25 μL/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.INTRODUÇÃO GERAL 

 
 A perpetuação da vida no planeta carece de alguns processos biológicos 

essenciais. Esses processos têm elevado grau de importância, uma vez que 

auxiliam a manter a diversidade, abundância e a atividade de diferentes tipos de 

organismos nos ecossistemas. Um ecossistema é um complexo dinâmico de 

comunidades de plantas, animais, micro-organismos e o ambiente não vivo 

interagindo como uma unidade funcional. Os seres humanos são parte integrante 

dos ecossistemas. Já os serviços ecossistêmicos são benefícios que os seres 

humanos obtêm dos ecossistemas. A polinização é um exemplo claro de um serviço 

ecossistêmico regulatório (DAILY, 1997; Millennium Ecosystem Assessment 2003; 

2005). 

 Os serviços de polinização integram esses processos biológicos 

indispensáveis, visto que desempenham um papel fundamental na manutenção e no 

equilíbrio da vida na Terra. A eficiência desses serviços na reprodução da maioria 

das espécies vegetais impacta, diretamente, na formação de frutos e sementes e 

promove a variabilidade genética em decorrência 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 

transferência de pólen por animais (HEITHAUS, 1974; KEVAN; VIANA, 2003; 

IMPERATRIZ-FONSECA, 2004; IPBES, 2017; BPBES, 2019).  

 Dentre os agentes polinizadores, as abelhas são as mais frequentes devido a 

sua abundância e dependência das flores para alimentação, sendo as mais 

reconhecidas e principais responsáveis por polinizar plantas nativas e cultivadas. O 

serviço prestado por esses insetos auxilia no funcionamento contínuo dos 

ecossistemas naturais e agroecossistemas, tem papel imprescindível na 

perpetuação da fauna e flora e traz inúmeros benefícios para a sociedade 

(WRATTEN et al., 2012; KLEIN et al., 2007; IMPERATRIZ-FONSECA; JOLY, 2017; 

IPBES, 2017; ARIOLI et al., 2017; BPBES, 2019).  

 Além da relevância ecológica, a abundância de abelhas em paisagens 

agrícolas promove maior rendimento na produção de diversas culturas, tais como o 

girassol, morango e melão (ROUBIK, 2018; PERROT et al., 2019). Giannini et al. 

(2015) revisaram a dependência de cultivos por abelhas no Brasil, e de 141 culturas 
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85 foram identificadas como dependentes desses agentes tão importantes. Além 

disso, o valor anual dos serviços de polinização na produção de alimentos é 

equivalente a R$43 bilhões na economia brasileira, sendo a soja, café, maçã e 

laranja os detentores dos maiores valores anuais de produção (BPBES, 2019).  

 O Brasil abriga mais de 2.500 espécies de abelhas já classificadas e 

distribuídas em cinco famílias. A família Apidae inclui a fauna de abelhas sem ferrão, 

grupo de hábito social com maior diversidade em território brasileiro. São 

encontradas aproximadamente 244 espécies descritas, pertencentes a 29 gêneros, 

e cerca de 87 são endêmicas no Brasil, correspondendo a 20% das espécies 

estimadas de abelhas sem ferrão neotropicais (SILVA et al., 2014; PEDRO, 2014). 

As mais reconhecidas pertencem a tribo Meliponini e, assim como as abelhas de 

gênero Apis, possuem organização eussocial. No entanto, existem muitas lacunas 

de conhecimento sobre a maioria das espécies não-Apis que ainda precisam ser 

preenchidas (IMPERATRIZ-FONSECA, 2004; MICHENER, 2013; IBAMA, 2017). Em 

virtude dessa escassez de dados, salienta-se a importância de estudos com 

espécies nativas sem ferrão.  

 Dentre essas espécies, Scaptotrigona postica (LATREILLE, 1807) 

(Hymenoptera: Apidae), pertence ao grupo de meliponíneos que vivem em ocos de 

árvores. Conhecida como abelha Mandaguari, possui ampla distribuição geográfica 

por todo o território brasileiro, incluindo o Estado de São Paulo. (KERR, et al., 1996; 

NOGUEIRA-NETO, 1997; CAMARGO; PEDRO, 2013). A espécie em questão, 

realiza um importante papel na polinização de plantas nativas do Brasil, como por 

exemplo, a Campomanesia pubescens, conhecida popularmente como gabiroba. O 

fruto produzido pela planta é o terceiro alimento mais abundante e o segundo mais 

ocorrente na alimentação do lobo-guará. Além desse fruto, S. postica  também é 

responsável por polinizar umbu, juá-fruta, murta e café (JUNIOR MOTTA, 2000; 

MICHALSKI; BARBOLA; LUZ, 2013; BPBES, 2019). 

 Devido a relevância desses polinizadores para a diversidade de plantas e 

para a produção de alimentos no Brasil, esses insetos vêm sendo cada vez mais 

reconhecidos e destacados, principalmente em estudos que avaliam os impactos do 

crescimento e da intensificação agrícola no país. Tais práticas promovem a 

fragmentação de habitats naturais, a perda da flora nativa e o aumento no uso de 

agrotóxicos. Em vista disso, as fontes de alimento e os locais para nidificação das 

abelhas são altamente afetados, prejudicando a riqueza de algumas espécies 



18 
 

(IMPERATRIZ-FONSECA, 2004; CEPEA, 2014; GOULSON et al., 2015; KLEIN et 

al., 2017).  

 Diante desse cenário, a diversidade e a saúde das populações de abelhas 

estão sendo ameaçadas, o que implica em múltiplos impactos, tanto ecológicos 

quanto econômicos (KREMEN, 2004). Uma das possíveis causas para o declínio de 

abelhas é o uso intensivo de agrotóxicos (BLACQUIÈRE et al., 2012). Uma vez que 

ao realizarem os serviços de polinização, especialmente em áreas agrícolas, esses 

insetos estão suscetíveis a ação de substâncias amplamente utilizadas para o 

controle de pragas nas culturas, tanto por exposição tópica quanto por ingestão de 

recursos contaminados com resíduos de agrotóxicos (IMPERATRIZ-FONSECA, 

2004; MALASPINA; SILVA-ZACARIN, 2006; GOULSON et al., 2015; KLEIN et al., 

2017).  

 De acordo com o relatório anual de comercialização de agrotóxicos no Brasil, 

em 2020 foram comercializadas 685.745,68 toneladas de ingredientes ativos no 

país. O Sudeste foi a terceira região que mais comercializou agrotóxicos: do total de 

143.665,39 toneladas, cerca de 88.954,49 foram comercializadas pelo Estado de 

São Paulo, o qual lidera o ranking de comercialização de substâncias na região 

Sudeste, ultrapassando Minas Gerais, Espírito Santo e Rio de Janeiro (IBAMA, 

2020).  

 Dentre os diferentes grupos de substâncias comercializadas, estão os 

neonicotinoides, inseticidas de ação neurotóxica para insetos. Esses compostos 

atuam como agonistas da acetilcolina ligando-se aos receptores nicotínicos de 

acetilcolina (nAChRs) nos insetos, localizados nos neurônios pós-sinápticos, 

causando hiperexcitação do sistema nervoso e levando o indivíduo a morte 

(BUCKINGHAM et al., 1997; SUCHAIL et al., 2004). 

Os neonicotinoides possuem característica sistêmica e podem ser 

translocados por meio dos vasos condutores de seiva. Dessa forma, a substância 

pode ser encontrada em todas as partes da planta, incluindo o pólen e néctar das 

flores, que é uma via de exposição às abelhas. Em consequência desse fator, as 

operárias forrageiras podem coletar recursos contaminados com inúmeras dessas 

substâncias e, ao levarem até a colônia, todos os indivíduos são afetados, incluindo 

as larvas (JAY, 1986; BLACQUIÈRE et al., 2012).  

 No Brasil destaca-se a utilização 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 metabólito do tiametoxam, e possui 

classificação ambiental III (Produto perigoso ao meio ambiente). Atualmente, dois 

produtos formulados para tratamento de sementes contém o ingrediente ativo 

clotianidina e são comercializados para controlar insetos praga nas culturas de soja, 

milho e algodão. (NAUEN, et al., 2003; RANCAN; ROSSI; SABATINI, 2006; BRASIL- 

MAPA, 2022).  

 

Figura 1. Representação das estruturas químicas dos principais neonicotinoides 

utilizados no Brasil, com ênfase na clotianidina. 

  

Fonte: Adaptado de UCHIGASHIMA et al. (2012) 

 

 As abelhas podem ser expostas a produtos formulados a base desses 

inseticidas por meio de dois cenários de exposição: na área tratada (in crop), e em 

áreas adjacentes (off crop = fora da área tratada). A aplicação do produto ocorre 

diretamente na área tratada, mas as áreas adjacentes, que não fazem parte dos 

cultivos agrícolas, podem ser atingidas pela aplicação do produto na área tradada 

(IBAMA, 2017). Em vista disso, espécies de abelhas silvestres de gênero não-Apis, 

como a S.postica, podem ser expostas tanto nas áreas in crop quanto off crop  

Diversos estudos na literatura demonstraram a presença de neonicotinoides 

em recursos florais, como pólen e néctar das flores de culturas agrícolas, 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 saúde de abelhas sem ferrão, uma vez 

que a maior parte dos dados disponíveis na literatura foram produzidos para abelhas 

de gênero Apis. 
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 Kasiotis et al. (2014), encontraram uma grande quantidade de clotianidina em 

pólen 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 são muito severos, diminuindo drasticamente a longevidade das abelhas. 

Além disso, as larvas expostas à clotianidina, via alimentação, apresentaram efeitos 

após a emergência, como a redução dos padrões de sobrevivência das abelhas, o 

que pode prejudicar e comprometer a dinâmica da colônia.  

 Na maioria dos casos, os efeitos causados por baixas concentrações de 

agrotóxicos não levam à morte imediata, mas têm o potencial para afetar o 

comportamento e a fisiologia a longo prazo. Em concentrações subletais, os 

neonicotinoides podem afetar a memória, gerar problemas crônicos e aumentar os 

efeitos de patógenos em larvas e adultos de abelhas, comprometendo a capacidade 

do indivíduo de combater as patologias (FRAZIER et al., 2008; WHITEHORN et al., 

2012). Apesar do órgão alvo ser o sistema nervoso, quando estes compostos são 

ingeridos, entram em contato primeiramente com os órgãos do sistema digestório e 

excretor (intestino e túbulos de Malpighi), os quais atuam para barrar os processos 

de intoxicação (LAVINE; STRAND, 2002; CRUZ-LANDIM, 2009; ROSSI, 2011; 

CATAE et al., 2014.  

 O trato digestório dos insetos é um tubo alimentar dividido em três 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 produção de enzimas. Essas células são as mais 

afetadas por substâncias tóxicas e patogênicas, especialmente por possuírem maior 

contato com o alimento que é ingerido (CRUZ-LANDIM, 1999; CAESTANO et al., 

1994; SERRÃO, 1995).  

 Os túbulos de Malpighi são extensões finas conectadas ao trato intestinal, 

mais especificamente entre o intestino médio e o intestino posterior. Após a digestão 

do alimento pelo intestino, as substâncias absorvidas passam para a hemolinfa e, 

então, podem chegar aos túbulos de Malpighi para a excreção. Os túbulos possuem 

um papel fundamental durante os processos de desintoxicação, especialmente por 

agirem na excreção de substâncias não metabolizadas ou em excesso no organismo 

das abelhas. (NOCELLI, et al., 2016). Ao receber as moléculas dos agrotóxicos, 

ingeridas pelas abelhas, os órgãos podem apresentar alterações morfológicas e 
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bioquímicas 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 órgãos, é por 

meio de análises morfológicas e bioquímicas. As análises de alterações 

morfológicas são importantes pois indicam se as células do trato digestório das 

abelhas estão sofrendo danos em decorrência da exposição ao inseticida (SILVA-

ZACARIN et al., 2010). Diversos trabalhos observaram alterações morfológicas em 

órgãos de abelhas expostas a agrotóxicos via exposição oral (SOARES, 2012; 

LAURINO et al., 2011; CATAE et al., 2014; CARNEIRO, 2018).  

 A presença de inseticidas nos órgãos das abelhas altera os processos 

naturais das células, ativando os mecanismos de desintoxicação e recuperação dos 

órgãos. Em último caso, quando os danos são irreversíveis, pode ocorrer a morte 

celular, comprometendo a recuperação e o funcionamento do órgão (NOCELLI et al., 

2012). Diante desse contexto, uma análise profunda em nível bioquímico é de 

extrema importância, a fim de investigar o padrão das alterações na atividade de 

enzimas biomarcadoras, tanto do sistema de desintoxicação quanto as enzimas de 

estresse oxidativo, visto que o aumento ou a inibição na atividade dessas enzimas 

pode indicar uma resposta ao estressor ambiental (COGO et al., 2009).  

 Os biomarcadores são alterações biológicas ao nível molecular, celular ou 

fisiológico, capazes de indicar a exposição 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) são 

biomarcadores de exposição a xenobióticos, atuam ativamente no processo de 

desintoxicação de compostos químicos. As CaEs estão presentes nas primeiras vias 

de desintoxicação, e as enzimas GST participam da segunda via, sendo uma das 

mais importantes enzimas de biotransformação (BELZUNCES et al., 1988; DELAGE-

DARCHEN et al., 1982; RUVOLO-TAKASUSUKI et al., 1997).  

 Em estudos de Tavares (2015), a atividade de enzimas de exposição (GST e 

CaEs) aumentou significativamente durante a fase larval e pupal de abelhas A. 

mellifera, devido a exposição ao neonicotinoide tiametoxam. A atividade enzimática 

variou de acordo com os estágios de desenvolvimento das abelhas. Outros estudos 

também demonstraram que a resposta enzimática em decorrência a exposição a 

xenobióticos pode variar (BADIOU-BÉNÉTEAU et al., 2012; CARVALHO et al., 

2013). Por outro lado, nos processos oxidativos estão envolvidas as enzimas 
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responsáveis pelas defesas antioxidantes. Essas enzimas são responsáveis por agir 

por meio de mecanismos de prevenção, impedindo o desequilíbrio na produção de 

radicais livres (espécies reativas de oxigênio – EROs) (COGO et al., 2009; 

BARBOSA et al., 2010).  

 O estresse oxidativo é ocasionado pelo desequilíbrio entre compostos 

oxidantes e antioxidantes, culminando em um descontrole na formação de EROs. 

Para manter a integridade das células, a prevenção de danos oxidativos ao DNA é 

realizada pelas enzimas antioxidantes, que regulam e atuam ativamente para manter 

o equilíbrio entre as moléculas. O estudo da atividade dessas enzimas tem eficiência 

para indicar uma resposta celular do organismo, em decorrência do processo de 

estresse oxidativo. Uma vez que esse processo gera a oxidação de moléculas e a 

perda de suas funções biológicas, implicando em danos oxidativos às células e 

tecidos (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004; WOUNG et al., 2000; BARBOSA et al., 

2010)  

 Nesse contexto, o sistema antioxidante é constituído por enzimas como a 

glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e glutationa peroxidase (GPx). É mediante 

esse sistema que o organismo é capaz de manter as concentrações corretas de 

EROs dentro dos limites fisiológicos (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 tórax de abelhas A. 

mellifera, indicando uma ação pró-oxidante. Contudo, a maioria dos estudos são 

com a espécie exótica A. mellifera, e nada se sabe sobre a atividade de enzimas 

biomarcadoras em abelhas S. postica , expostas a clotianidina no período larval.  

 A S. postica é a espécie nativa mais adequada para ser atribuída 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 

questionamento sobre o uso da A. mellifera como organismo modelo e substituto de 

espécies nativas brasileiras, é de suma importância a produção de dados sobre 

abelhas sem ferrão, uma vez que são várias as espécies nativas que têm se 

mostrado mais sensíveis a substâncias do que a abelha de gênero Apis (PIRES et 

al., 2016; IBAMA, 2017).  

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

composto via alimentação larval, são de extrema importância para entender se, e 
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como, esse inseticida interfere no desenvolvimento e na sobrevivência de abelhas 

nativas sem ferrão. Dentre os estudos, análises de alterações morfológicas e da 

atividade de enzimas biomarcadoras em órgãos relacionados à absorção e 

metabolização de substâncias (intestino e túbulos de Malpighi), tem sido 

amplamente empregados (SOARES et al., 2015; JACOB et al., 2014; OLIVEIRA et 

al., 2013).  

 Considerando a importância ecológica, econômica e a ausência de dados 

para os efeitos da clotianidina durante as fases de desenvolvimento de larvas, pupas 

e após a emergência de abelhas S. postica, o presente estudo é inédito por ser o 

primeiro a avaliar os efeitos da exposição larval a clotianidina e trazer informações 

essenciais no que se refere aos impactos desse inseticida sobre essa espécie de 

abelha sem ferrão.  
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2.OBJETIVO GERAL E ORGANIZAÇÃO DA DISSERTAÇÃO 

 
 Com base na atual necessidade de conhecimento sobre os impactos do 

agrotóxico clotianidina em insetos polinizadores; tendo em vista a escassez de 

dados e a existência de lacunas de conhecimento acerca dos efeitos desse 

neonicotinoide em abelhas nativas sem ferrão, especialmente Scaptotrigona postica. 

O presente estudo teve como principal propósito e objetivo: fornecer subsídios para 

melhor elucidar a toxicidade da clotianidina em abelhas S. postica, em outros 

estágios de desenvolvimento além do indivíduo adulto.  

 Para tanto, a dissertação será apresentada em dois capítulos. O primeiro 

apresenta os resultados dos parâmetros biológicos, como taxas de mortalidade, 

pupação, defecação, emergência e o tempo de desenvolvimento em cada fase, 

obtidos nos bioensaios de criação larval com exposição a clotianidina. O segundo 

capítulo apresenta os resultados obtidos sobre a toxicidade da clotianidina na 

morfologia de tecidos de órgãos de metabolização de substâncias (intestino médio e 

túbulos de Malpighi) de recém emergidas. Como também os resultados da 

modulação da atividade de enzimas antioxidantes e de desintoxicação, nos órgãos 

supracitados de abelhas recém emergidas. 
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4.1. INTRODUÇÃO 

 As abelhas são os polinizadores primários para a maioria das culturas que 

carecem de polinização animal (DELAPLANE; MAYER, 2000; FREE, 1993; KLEIN et 

al., 2007). O valor desse serviço ecossistêmico realizado por esses insetos é 

considerado incalculável, por sua vez, mesmo as culturas não dependentes de 

polinização apresentam melhoras na produção e na qualidade dos frutos e grãos, 

como a soja. Além disso, existem culturas que não produzem frutos na ausência de 

polinizadores, como é o caso do maracujá (MILFONT et al., 2013; FREITAS et al., 

2017; IMPERATRIZ-FONSECA; JOLY, 2017).  

 A polinização realizada por abelhas sem ferrão é essencial para a reprodução 

das plantas nativas brasileiras e de diferentes culturas agrícolas (MACIEIRA; 

PRONI,  2004; KERR  et al., 2010). No entanto, ao forragearem ambientes 

cultivados, esses insetos são suscetíveis a exposição por agrotóxicos. Dentre eles, 

os inseticidas neonicotinoides, que estão entre os mais frequentemente encontrados 

nos recursos florais coletados pelas abelhas, como o pólen e néctar (RAIMETS et 

al., 2019).  

 Os neonicotinoides evoluíram da primeira geração – imidacloprido – para a 

segunda geração – tiametoxam e seu metabólito clotianidina –, em virtude da 

necessidade de desenvolver e encontrar novas moléculas para combater pragas nas 

culturas. A clotianidina é a molécula mais recentemente incluída ao grupo de 
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inseticidas classificados como neonicotinoides, especialmente devido ao seu 

potencial neurotóxico. (RANCAN; ROSSI; SABATINI, 2006; UNEME et al., 2006; 

UNEME, 2011). 

 Em razão da persistência desses componentes sistêmicos no meio ambiente, 

seus resíduos 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 função da estrutura social das abelhas, todos 

os indivíduos podem ser contaminados a nível de colônia, incluindo as crias 

(SIMON-DELSO et al., 2014; BEYER et al., 2018; ZHU et al., 2014).  

 Em alguns estudos na literatura, a exposição crônica à clotianidina prejudicou 

a resposta imune de abelhas (PRISCO et al., 2013), reduziu o comportamento 

higiênico, a sobrevivência de larvas e alterou o comportamento da rainha com 

relação a postura de ovos (TSVETKOV et al., 2017). Em vista disso, devido à 

preocupação com o declínio das populações de abelhas silvestres e o número de 

colônias, em 2013 o uso da clotianidina e de mais outros dois neonicotinoides foi 

proibido pela Comissão Europeia (BLACQUIÈRE; VAN DER STEEN, 2017; EFSA, 

2013a, b, c; EFSA, 2014). 

 No entanto, o Brasil é o maior consumidor de agrotóxicos já banidos por 

outros países (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 pólen e néctar. 

Podendo se espalhar também para áreas ao redor do campo tratado e, assim, atingir 

plantas não-alvo e flores silvestres visitadas por abelhas (BONMATIN et al., 2015; 

BOTÍAS et al., 2015). 

 Diante deste cenário, a exposição de abelhas por esses compostos tem sido 

uma preocupação crescente. Os órgãos responsáveis por realizar as avaliações de 

risco ambiental de agrotóxicos no Brasil, representados pelo Instituto Brasileiro do 

Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA), tem empregado 

esforços para implementar um esquema de avaliação de risco para polinizadores, 

com o intuito de torná-lo obrigatório para o registro desses produtos no país. 

(IBAMA, 2017). 

 No entanto, um dos maiores obstáculos é a ausência de dados para espécies 

nativas de abelhas sem ferrão (IBAMA, 2017). O Brasil é o país com maior 
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biodiversidade de abelhas sem ferrão (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 ecotoxicológicos. A razão para esta escolha deve-se, principalmente, a sua 

ampla distribuição geográfica, facilidade no manejo e manutenção de colônias, ter a 

biologia bem conhecida, ser abundante e ter valor agregado em produtos como mel, 

própolis e etc (KEVAN et al., 2007; KLEIN et al., 2007). 

 Contudo, questiona-se a segurança do uso de uma espécie exótica como 

melhor organismo indicador para representar as espécies nativas do Brasil em 

avaliações desta magnitude (IBAMA, 2017). Com base nesse questionamento, 

Rosa-fontana e colaboradores (2020) compararam métodos de criação larval entre 

três espécies de abelhas sem ferrão, e observaram que a espécie Scaptotrigona 

postica é a mais adequada para uso em testes ecotoxicológicos na fase larval.  

 A maioria dos dados existentes sobre a toxicidade de agrotóxicos em abelhas 

foram produzidos para a espécie  A. mellifera. São escassos os estudos com foco 

nos efeitos de agroquímicos em abelhas sem ferrão (LIMA et al., 2016), como a S. 

postica. Além disso, existe a preocupação 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 reavaliação ambiental da 

clotianidina, há incertezas na avaliação empregada, sendo necessárias maiores 

investigações no que se refere a toxicidade da clotianidina em larvas e adultos de 

abelhas  nativas sem ferrão (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 incluídos nas investigações do IBAMA e nos processos 

regulatórios de registro de novos agrotóxicos e; contribui para o desenvolvimento de 

medidas protetivas para a conservação dessa espécie de abelha sem ferrão.  

 

4.2. OBJETIVO GERAL 

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

efeitos de concentrações residuais e ambientalmente relevantes de clotianidina 
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oferecidas no alimento larval, interferem na sobrevivência e no desenvolvimento de 

larvas e adultos de abelhas S. postica? 

4.3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Com base na questão proposta, os objetivos específicos foram: 

I) Avaliar os impactos da clotianidina nas taxas de sobrevivência, pupação e 

emergência de abelhas S. postica nos bioensaios de criação in vitro. 

II) Avaliar o tempo de desenvolvimento em 5ª instar larval, defecação e a 

mudança na coloração de olhos das pupas, a fim de verificar se as 

concentrações realísticas de campo de clotianidina interferem 

negativamente na progressão das fases de desenvolvimento, desde o 

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

 

4.4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.4.1. Coleta do material biológico para bioensaios in vitro 

 
 Favos de cria da espécie S. postica  foram coletados de colônias não 

parentais no meliponário do Departamento de Biologia da Universidade Estadual 

Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, campus Rio Claro (22º23′ 48.851′′ S; 47º 

32′38.234′′ W). Para as coletas foram selecionadas três colônias fortes, com grande 

número de indivíduos e rainha jovem. A coleta foi realizada respeitando intervalos de 

40 dias para a recuperação e desenvolvimento de novas operárias, de modo que 

não prejudicasse a saúde e dinâmica das colônias. 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 criação in vitro. 

 

4.4.2. Obtenção das concentrações ambientalmente relevantes de 

clotianidina  

 O ingrediente ativo utilizado foi a clotianidina PESTANAL® (C6H8ClN5O2S), 

padrão analítico Sigma-Aldrich, pureza ≥98,0%. Para os bioensaios de exposição 

foram utilizadas concentrações realísticas de campo, considerando o pior cenário de 

aplicação. Para tanto, foram observadas as características recomendadas pelo 

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

utilizadas e qual o modo de aplicação. 
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 O inseticida clotianidina é utilizado para o tratamento de sementes, em vista 

disso, foi realizado o cálculo da dose por hectare (Dh = g/ha) para kg i.a./ha, unidade 

de medida necessária para determinar a concentração ambiental estimada (CAE) do 

agrotóxico, à qual as abelhas podem ser expostas no pólen e néctar das flores, 

conforme o modelo BeeRex (Bee = abelha; REX = exposição de resíduos) utilizado 

pelo IBAMA e desenvolvido pela US-EPA (United States Environmental Protection 

Agency) (IBAMA, 2017). 

 Nesse contexto, para a caracterização da exposição, foi utilizada a planilha 

BeeRex que estima o valor de resíduos capazes de alcançar os recursos florais a 

partir da dose comercial, considerando a aplicação para tratamento de sementes. 

Com base nos cálculos para obtenção da CAE de clotianidina, foram utilizadas duas 

concentrações na ordem de ng/microlitro, uma concentração de campo e uma 

concentração de campo/10 (representando uma concentração subletal), sendo 1 ng 

i.a./μL e 0,1 ng i.a./μL, respectivamente. Ambas as concentrações residuais também 

foram encontradas em condições realísticas de campo em diversos estudos na 

literatura. (HERNANDO et al., 2018; SCHNEIDER et al., 2012; ALKASSAB; 

KIRCHNER, 2018). 

 

4.4.3. Bioensaios de exposição a clotianidina 

 Com base nas concentrações obtidas, foi realizado o preparo de uma solução 

estoque contendo 10 mg de clotianidina para 10 mL de alimento larval (1/1), relação 

de massa e volume (m/v). A clotianidina não é solúvel em água, em vista disso, a 

diluição foi realizada em 5% de acetona (0,5 mL), posteriormente essa solução foi 

diluída diretamente no alimento larval coletado dos favos (9,5 mL). A partir dessa 

solução estoque, foram realizadas sucessivas diluições em cascata até a obtenção 

das dietas finais para a concentração de campo e a concentração subletal a serem 

oferecidas as larvas.  

 Os bioensaios contaram com o grupo controle que recebeu apenas o alimento 

puro, controle solvente (alimento + 5% acetona) e os grupos expostos, contendo as 

concentrações do inseticida. Para o grupo controle solvente também foi realizada 

uma cascata de diluição, uma vez que a porcentagem de acetona obtida nas 

concentrações a serem utilizadas nos grupos não é exatamente 5%, mas sim uma 

concentração menor devido as sucessivas diluições. Em vista disso, a partir da 

solução estoque de alimento + 5% de acetona, foram realizadas as diluições a fim 
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de alcançar as mesmas concentrações obtidas nos grupos expostos, de modo que 

não alterasse a consistência 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 acrílico com 100 cavidades, com altura e dimensão idênticas 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 necessárias para realizar as 

transferências dos 4 grupos experimentais.  

 Durante os bioensaios de retirada de alimento e transferência de larvas, a 

sala foi mantida úmida para garantir a integridade dos favos, com o auxílio de dois 

ebulidores de água quente e um umidificador de ar, para impedir a desidratação e o 

ressecamento do alimento e das larvas. O alimento foi coletado diretamente das 

células de cria dos favos de cada colônia e homogeneizado para ser distribuído nos 

poços das placas com uma micropipeta automática de repetição, durante os 

bioensaios de exposição. Cada poço recebeu o total de 25 μL de alimento, valor 

equivalente ao consumo de alimento da espécie S. postica durante a fase larval, 

estabelecido por Dorigo et al. (2018).  

 Após a distribuição de todo o alimento larval nos poços das placas, as larvas 

de primeiro instar foram transferidas com o auxílio de uma agulha apícola, uma vez 

que a alimentação de larvas em abelhas sem ferrão ocorre de forma massiva, sendo 

necessário depositar o alimento de uma única vez nas células de cria antes da 

oviposição (VELTHUIS, 1998).   

 Após a transferência das larvas, as placas de acrílico foram acondicionadas 

em placas de Petri de vidro, contendo água destilada no fundo. A água destilada foi 

utilizada para manter a umidade entre 95±5% nos primeiros dias de incubação. 

Essas placas foram acondicionadas em estufa incubadora de demanda bioquímica 

de oxigênio (B.O.D) com ausência de luz, a 28°C (Figura 2). 

 Após 72h da transferência, a umidade interna das placas foi reduzida para 

75% com uma solução de cloreto de potássio (KCl), que foi introduzida nas placas 

de Petri junto a água destilada. Após esse período foi realizada a substituição do KCl 

por cloreto de sódio (NaCl) em 120h do período de incubação. Essas condições 
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foram controladas com termo-higrômetro e mantidas até o final dos experimentos 

(ROSA-FONTANA et al., 2020).  

 Os parâmetros biológicos foram observados e registrados a partir de 24 horas 

após a transferência das larvas até a emergência das abelhas, de acordo com o 

progresso do bioensaio. São indicativos da progressão das fases de 

desenvolvimento: 5ª instar larval, defecação, taxa de pupação, taxa de emergência e 

mortalidade. O tempo em cada fase de desenvolvimento, como a mudança na 

coloração de olhos das pupas também foi observado, os dados foram submetidos a 

análises estatísticas pertinentes, descritos no próximo tópico.  

 

Figura 2. Representação das placas de criação in vitro dispostas em estufa 

incubadora B.O.D, a 28,7 Cº e umidade de 95±5% nos primeiros dias.  

 

 

Fonte: Autoria própria 

 

 

4.4.4. Análises estatísticas 

 Os dados não atenderam aos pressupostos das análises de variância 

(ANOVA), normalidade dos resíduos e homogeneidade, conforme os testes de 

Shapiro-Wilk e Bartelett, respectivamente. Então, foram analisados por construção 

de modelos lineares generalizados (GLM).  

 Foram analisadas as taxas de mortalidade, pupação e a emergência dos 

adultos, entre os grupos controle e expostos. Para os seguintes dados foram 

calculadas a média e o erro padrão: (1) mortalidade das larvas/número inicial de 
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larvas; (2) pupas de olho branco/número inicial de larvas; (3) emergência das 

abelhas /número de pupas; e (4) emergência das abelhas/número inicial de larvas.  

 A distribuição utilizada foi a binomial para as taxas de mortalidade larval, 

pupação e emergência com relação ao número inicial de larvas. Para as taxas de 

emergência com relação ao número de pupas vivas foi utilizada a distribuição de 

quasipoisson. A adequabilidade dos dados em relação ao modelo foi conferida por 

meio da análise de resíduos utilizando o pacote HNP (MORAL, et al., 2017). A 

comparação dos grupos foi realizada pela análise de deviance e o efeito pelo pós 

teste utilizando o ajuste de Tukey, sendo o nível de significância 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 comparação dos grupos foi feita pela regressão de cox e o pós teste pelo 

ajuste de Tukey. Para os dados mencionados foi analisado o tempo nas fases: 5º 

instar, defecação, pupa de olho branco, pupa de olho rosa, pupa de olho marrom, 

pupa de olho preto e o tempo de emergência dos adultos. As análises foram 

realizadas no software estatístico RStudio versão 4.2.0 (R CORE TEAM, 2022). 

 

4.5. RESULTADOS 

 
4.5.1. Médias das taxas de mortalidade e desenvolvimento 

 Durante a realização dos bioensaios, foi possível acompanhar a progressão 

do desenvolvimento de S. postica  em condições laboratoriais, conforme é 

apresentado nas figuras 3 e 4. Entre os grupos controle e controle solvente 

(acetona) não houve diferença estatística para mortalidade larval, taxa de pupação, 

emergência/larvas e emergência/pupas. Contudo, os grupos expostos as 

concentrações de clotianidina apresentaram significância estatística para 

mortalidade de larvas, pupação e emergência/larvas em comparação com os grupos 

controle e controle solvente. A taxa de emergência/pupas não apresentou 

significância estatística entre nenhum dos grupos (Tabela 1).  

 

 

 



40 
 

Figura 3. Progressão do desenvolvimento larval de S. postica. 

 

Fonte: Autoria própria. (A) Larva em 1° instar, 24h após a eclosão do ovo; (B) Larva em 5° instar 

após o término da alimentação; (C) Larva defecante; e (D) Pré-pupa. 

 

Figura 4. Fases de desenvolvimento no período pupal. 

 

Fonte: Autoria própria. (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 pupação e taxa de emergência com 

relação a larvas e pupas (média ± erro padrão) de S. postica. 

Controle        0 ± 0       a 98.88 ± 1.1  a   96.6 ± 0     a    97.7 ± 1.1   a

Controle 

solvente
   1.1 ± 1.1    a 97.77 ± 1.1  a 93.3 ± 1.92  a 95.44 ± 1.16 a

1 ng/µL 33.33 ± 6.93 b 64.44 ± 7.7  b 62.2 ± 7.28  b 96.65 ± 1.74 a

Grupos
Mortalidade de 

larvas (%)

Pupação       

(%)

Emergência/ 

larvas (%)

Emergência/  

pupas (%)

0.1 ng/µL     20 ± 5.7     b 75.55 ± 4.4  b 73.3 ± 6.6    b 96.66 ± 3.3   a

 

Taxa de mortalidade de larvas: número de larvas mortas / número inicial de larvas da amostra; taxa 

de pupação/ larvas: número de pupas de olho branco/ número inicial de larvas da amostra; taxa de 

emergência/ larvas: número de abelhas emergidas / número inicial de larvas da amostra; taxa de 

emergência/ pupas: número de abelhas emergidas / número amostral de pupas vivas. A ocorrência 

de letras distintas entre os grupos indica significância estatística (p <0,05). 

 

 

 Os resultados obtidos demonstraram que os grupos expostos a clotianidina 

apresentaram uma redução significativa na sobrevivência das abelhas em 

comparação aos grupos controle (Tabela 1). Os grupos 0,1 ng/µL e 1 ng/µL 

apresentaram taxas de mortalidade de larvas de 20% e 33,33%, respectivamente, 

enquanto que os controles, 0 e 1,1%. 

 A taxa de pupação representa todos os indivíduos que atingiram a fase pupa 

de olho branco após o período larval. Os grupos expostos 0,1 ng/µL e 1 ng/µL 

apresentaram taxas abaixo do normal em comparação aos grupos controle, sendo 

75,55% e 64,44%, respectivamente. 

 A taxa de emergência com relação ao número inicial de larvas transferidas foi 

maior que 93% em ambos os grupos controle. Contudo, os expostos apresentaram 

taxas abaixo de 73%. Em contrapartida, a taxa de emergência com relação ao 

número amostral de pupas vivas foi maior que 90%, em todos os grupos 

experimentais.  

 

4.5.2. Tempo em cada fase de desenvolvimento  

 Os resultados obtidos do tempo em cada fase de desenvolvimento 

apresentaram significância estatística para o 5ª instar larval (Figura 5) e defecação 
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(Figura 6). Os grupos expostos demonstraram um atraso para atingir o 5ª instar 

larval em comparação aos grupos controle e controle solvente (acetona). Já os 

dados obtidos para o tempo em que os indivíduos defecaram, a concentração de 

campo de 1 ng/µL apresentou um pico no 8º dia, demonstrando um adiantamento na 

defecação de mais de 75% dos indivíduos. Enquanto que os grupos controle e 

controle solvente, defecaram gradativamente entre o 7º, 8º e 9º dia. A concentração 

subletal 0,1 ng/µL, não teve diferença estatística entre os controles durante a 

defecação, apenas com a concentração mais alta de clotianidina.  

 Não houve diferença estatística no tempo de desenvolvimento entre os 

grupos durante o período pupal e a emergência dos indivíduos, apenas em pupa de 

olho marrom (Figura 9). Os grupos expostos a clotianidina atingiram pupa de olho 

marrom com 1 dia de atraso em relação aos grupos controle e controle solvente. No 

23° dia os controles apresentaram maior pigmentação de olho marrom, enquanto 

que os grupos 0,1 ng/µL e 1 ng/µL apresentaram essa pigmentação apenas no 24° 

dia.  

  

Figura 5. Tempo em que os indivíduos atingiram o 5ª instar larval 

* *
 

O gráfico ilustra o tempo (em dias) que os indivíduos (%) atingiram o determinado evento. Asteriscos 

denotam diferenças significativas dos grupos expostos comparados com os respectivos grupos 

controles (*p < 0.05). 
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Figura 6. Tempo em que os indivíduos defecaram 

*
 

O gráfico ilustra o tempo (em dias) que os indivíduos (%) defecaram. Asteriscos denotam diferenças 

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

 

Figura 7. Tempo em que os indivíduos atingiram pupa de olho branco 

 

O gráfico ilustra o tempo (em dias) que os indivíduos (%) atingiram o determinado evento. 
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Figura 8. Tempo em que os indivíduos atingiram pupa de olho rosa 

 

 

O gráfico ilustra o tempo (em dias) que os indivíduos (%) atingiram o determinado evento. 

 

 

Figura 9. Tempo em que os indivíduos atingiram pupa de olho marrom 

* *

 

O gráfico ilustra o tempo (em dias) que os indivíduos (%) atingiram determinado evento. Asteriscos 

denotam diferenças significativas dos grupos expostos comparados com os respectivos grupos 

controles (*p < 0.05). 
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Figura 10. Tempo em que os indivíduos atingiram pupa de olho preto 

 

O gráfico ilustra o tempo (em dias) que os indivíduos (%) atingiram determinado evento. 

 

 

Figura 11. Tempo em que os indivíduos emergiram 

 

O gráfico ilustra o tempo (em dias) que os indivíduos (%) atingiram determinado evento. 
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4.6. DISCUSSÃO 

 Os experimentos realizados neste trabalho apresentaram taxas de 

sobrevivência 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 propõe 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 são promissores e podem ser considerados 

representativos para futuras aplicações em estudos de avaliação de risco de 

agrotóxicos em abelhas sem ferrão no estágio larval.  

 As taxas de mortalidade dos grupos expostos a 0,1 ng/µL e 1 ng/µL de 

clotianidina, apresentaram mortalidades significativas em comparação aos grupos 

controle, demonstrando o potencial toxicológico desse composto em larvas de 

abelhas S. postica. Em contrapartida, em estudos de Tadei et al. (2019), as larvas 

de A. mellifera não apresentaram sensibilidade à exposição a 0,2364 ng/larva de 

clotianidina, embora tenham demonstrado efeitos posteriores após a emergência. 

Esse dado reforça a hipótese de que larvas de abelhas sem ferrão podem 

apresentar maior sensibilidade e suscetibilidade aos efeitos de neonicotinoides do 

que as abelhas de gênero Apis. 

 Alguns estudos sugerem que larvas de abelhas são 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 o oposto em 

comparação com esses estudos, as larvas apresentaram maior sensibilidade ao 

inseticida. Já para Osterman et al. (2019), o tratamento de sementes com 

clotianidina não demonstrou impacto negativo sobre abelhas adultas A. mellifera em 

campo. Contudo, a clotianidina foi mais tóxica para as larvas de  S. postica, desse 

modo, pode-se inferir que abelhas adultas A. mellifera são muito mais tolerantes do 

que as larvas de abelhas sem ferrão. 

 As concentrações utilizadas neste trabalho também foram encontradas em 

diversos estudos e em condições realísticas de campo. (HERNANDO et al., 2018; 

SCHNEIDER et al., 2012). Alkassab e Kirchner (2018) administraram concentrações 

de 0,1 a 2 ng/abelha do neonicotinoide clotianidina e avaliaram como a exposição 

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 parâmetros testados foram 

observados na concentração de 0,5 e 2 ng/abelha. A concentração mais baixa (0,1 

ng/abelha) não apresentou efeitos significativos na atividade motora das abelhas.  

 Por outro lado, as concentrações de 0,1 ng/µL e 1 ng/µL apresentaram efeitos 

negativos nas larvas em nosso estudo, isso significa que mesmo em baixas 

concentrações a clotianidina pode provocar impactos nas fases de desenvolvimento 

de S. postica, enquanto que em abelhas adultas A. mellifera não apresenta efeitos 

nessas concentrações. Esses dados contribuem com o argumento de que abelhas 

Apis não são representativas de outras abelhas nativas sem ferrão em estudos 

ecotoxicológicos.  

 Os resultados das taxas de pupação 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 comparação com o 

grupo controle e controle solvente, que apresentaram taxas superiores a 95%. Já as 

taxas de emergência com relação ao número inicial de larvas também apresentaram 

significância estatística entre as duas concentrações de clotianidina e os grupos 

controle. A redução na taxa de pupação implica na redução na taxa de emergência, 

podendo afetar a saúde e a abundância dos indivíduos a nível de colônia. Com base 

nesses dados, fica clara a toxicidade da clotianidina para as abelhas deste estudo, 

mesmo quando são administradas baixas concentrações.  

 Outros estudos observaram a toxicidade do tiametoxam, precursor da 

clotianidina, na sobrevivência de larvas e pupas de abelhas. Como é o caso do 

estudo realizado por Tavares et al. (2017), que observou uma redução na 

sobrevivência de larvas e pupas expostas a 1,44 ng/µL de tiametoxam; Rosa et al. 

(2016) também observou essa redução na sobrevivência larval ao expor as abelhas 

Scaptotrigona aff. depilis Moure, 1942 a 0,044 ng/larva de tiametoxam.  

 Todavia, as médias das taxas de emergência com relação ao número de 

pupas não apresentaram significância estatística entre nenhum grupo experimental. 

Uma vez que essa taxa leva em consideração apenas a quantidade de pupas vivas 

em determinado estágio, e não o número amostral inicial de indivíduos do 

experimento. Essa semelhança entre os grupos pode ser explicada pelo fato de os 

resíduos metabólicos serem armazenados na larva até o 5º instar larval, após esse 

período os indivíduos defecam e podem eliminar as excretas contendo os 

ingredientes ativos (ZHU et al., 2014). Com base nessas análises, pode-se inferir 
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que a clotianidina foi potencialmente mais tóxica durante o período larval do que o 

pupal. 

 Os resultados do tempo de desenvolvimento em cada fase apresentaram 

significância estatística no 5° instar larval. Os grupos expostos demonstraram atraso 

de 1 dia e só entraram em 5º instar após os grupos do controle. Esse fato pode ser 

explicado pela ação da clotianidina no desenvolvimento pós-embrionário, uma vez 

que os neonicotinoides podem acumular-se no corpo gorduroso da larva, resultando 

em um estresse contínuo ao longo do desenvolvimento. A diferença entre as larvas 

e os adultos é que uma abelha adulta pode excretar esses resíduos tóxicos por meio 

da defecação regular, já as larvas só vão excretar os produtos da digestão após o 

término da alimentação e o desenvolvimento completo no último instar larval (FENG 

et al., 2017; ZHU et al., 2014). 

 As taxas de defecação demonstraram diferenças significativas entre a 

concentração de campo de 1 ng/µL e os demais grupos experimentais (controle, 

controle solvente e 0,1 ng/µL). O grupo exposto a 1 ng/µL apresentou um 

adiantamento na defecação de mais de 75% dos indivíduos, enquanto que os outros 

grupos defecaram gradativamente. Esse resultado pode ser explicado pela hipótese 

de desenvolvimento anormal e metamorfose precoce da larva, especialmente pela 

exposição a concentração mais alta de clotianidina. Uma vez que esses produtos 

possuem mecanismos de ação nas funções endócrinas de insetos e podem inibir a 

sinalização do hormônio juvenil, responsável por regular a duração do estágio larval. 

Como o HJ possui um importante papel no desenvolvimento, reprodução, diapausa 

e outros processos fisiológicos, os inseticidas agonistas de HJ e ecdisona 

interrompem fatalmente os sinais endócrinos, alterando a manutenção da 

metamorfose (KAYUKAWA et al., 2020; CHOI; JE, 2022). Com base nessas 

informações, presume-se que os efeitos ocasionados pela clotianidina podem ter  

provocado o desenvolvimento anormal dos indivíduos no presente estudo. Embora 

não se saiba com exatidão, mais investigações são necessárias a nível molecular. 

 A duração em cada fase de desenvolvimento é muito influenciada pelas 

condições ambientais, especialmente pela alimentação. Internamente, as larvas 

possuem um tubo digestório, os compartimentos desse tubo podem ser divididos 

entre a passagem do intestino médio e o 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 é marcada pela defecação, quando todos os resíduos alimentares 

acumulados passam do intestino médio para o posterior e são eliminados (CRUZ-

LANDIM, 2009). Desse modo, infere-se que a clotianidina pode ter influenciado no 

sistema endócrino e, consequentemente, no desenvolvimento precoce do sistema 

digestório. Alterando o curso de tempo da metamorfose e induzindo as larvas 

expostas a concentração mais alta a defecação precoce. 

 Os resultados no tempo de desenvolvimento entre os grupos durante o 

período pupal e emergência dos indivíduos não apresentaram diferenças 

estatísticas, apenas em pupa de olho marrom. Isso significa que os 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 variação, as abelhas expostas a 0,1 ng/µL e 1 ng/µL de 

clotianidina atingiram pupa de olho marrom com 1 dia de atraso em relação aos dois 

controles. Mas o tempo de duração nas fases de olho preto e durante a fase de 

emergência não demonstraram diferenças 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 variações podem ser explicadas 

novamente pela desregulação no curso da metamorfose, atrasando ou adiantando 

os estágios.  

 O controle da metamorfose é induzido e regulado por ecdisteróides, na 

ausência ou sob baixos estímulos do hormônio juvenil. Os fatores que 

desencadeiam a muda são pouco compreendidos, mas presume-se que haja a 

participação do sistema nervoso central, via estímulos nervosos. Os quais são 

responsáveis por desencadear uma cascata de sinais sobre os tecidos e órgãos que 

sintetizam os hormônios (CRUZ-LANDIM, 2009). 

  A clotianidina atua como um modulador competitivo dos receptores 

nicotínicos da acetilcolina e causa hiperexcitação do sistema nervoso central do 

inseto (GYŐRI et al., 2017; UNEME et al., 2006). Contudo, os mecanismos 

moleculares que afetam o desenvolvimento e a pupação de larvas não são 

totalmente compreendidos em neonicotinoides. Li et al. (2021) investigaram a 

resposta do hormônio juvenil às concentrações de tiametoxam e evidenciaram que 

esse composto aumentou significativamente os níveis do hormônio em larvas de 

abelhas. Essas alterações podem prejudicar o desenvolvimento desses insetos e 

alterar os cursos regulatórios da metamorfose.  
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 Os resultados obtidos neste estudo indicam que a clotianidina provocou 

efeitos adversos em todos os estágios de desenvolvimento da espécie de abelha S. 

postica, principalmente no período larval. Como os agrotóxicos são produtos 

químicos desreguladores endócrinos e podem afetar significativamente o 

crescimento, o desenvolvimento e os sistemas reprodutivos de organismos (QIAN et 

al., 2022), maiores investigações são necessárias a fim de esclarecer com exatidão 

como, e se essa desregulação no tempo do desenvolvimento larval pode gerar 

alterações e consequências posteriores quando as larvas virem a tornarem-se 

abelhas adultas.  

 

4.7. CONCLUSÃO  

 Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que a exposição a 

concentrações ambientalmente relevantes de clotianidina pode afetar a 

sobrevivência e o desenvolvimento de abelhas S. postica, especialmente no período 

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 aplicações em 

estudos de avaliação de risco ambiental de agrotóxicos em abelhas sem ferrão no 

estágio larval. 
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5.1. INTRODUÇÃO 

 As abelhas são os principais polinizadores em ecossistemas agrícolas e 

naturais. Desse modo, a conservação de habitats depende da preservação das 

populações desses insetos, pois se eles desaparecerem, a reprodução da flora pode 

ser severamente limitada (MICHENER, 2000). Estima-se que no mundo, existam 

mais de 20.000 espécies de abelhas. As regiões tropicais e subtropicais abrigam a 

maior parcela desses polinizadores. (SILVA et al., 2014). 

 O gênero Scaptotrigona (Apidae: Meliponinae) é composto por 22 espécies de 

abelhas sem ferrão (FERNÁNDEZ, 2008). Dentre elas, a Scaptotrigona postica 

(Latreille, 1807), conhecida popularmente como mandaguari preta ou timba-

amarella, possui distribuição geográfica em regiões neotropicais como a Bolívia, em 

diversos Estados do Brasil e no Peru (CAMARGO; PEDRO, 2013). 

 A importância de realizar estudos com espécies de abelhas sem ferrão se dá 

pela sua eficiência na polinização e por serem consideradas polinizadores-chave 

para várias espécies de plantas e culturas agrícolas economicamente importantes 

(HEARD, 1999, SLAA et al., 2006). No Brasil, dependendo o ecossistema 

considerado, 40 a 90% das plantas nativas são polinizadas por essas abelhas, e 

características como o hábito, comportamento e biologia das espécies justificam 

essa eficiência, principalmente por desempenharem papéis únicos e específicos 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 pólen (RAMALHO et al., 1989; GOODMAN, 2003; 

MICHENER, 2007). É durante essas atividades diárias de forrageamento que muitos 

indivíduos são expostos a diferentes tipos de xenobióticos em áreas cultivadas. Em 

vista disso, acabam levando pólen e néctar contaminados até a colônia, recursos 

estes que são necessários para a produção do alimento das larvas e adultos 

(BEYER et al., 2018; CHARPENTIER et al., 2014; ZHU et al., 2014). 

 Algumas classes de agrotóxicos são mais persistentes no ambiente e seus 

resíduos ficam acumulados no solo, água e no pólen e néctar das plantas, como é o 

caso da clotianidina (CHAM et al., 2020). Há diversos registros de resíduos de 

agrotóxicos em “bee bread”, conhecido como pão 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 áreas com 

vegetação nativa preservada, S. postica visitava com frequência plantas exóticas, 

cultivadas e introduzidas para fins paisagísticos no entorno. A contaminação por 

ingredientes ativos observada em amostras de “bee bread” do estudo, foram 

prováveis consequências desse comportamento. 

 Entre os resíduos encontrados com mais frequência em recursos coletados 

por abelhas, estão os neonicotinoides clotianidina, tiametoxam, tiacloprido, 

imidacloprido e acetamiprido. Um grupo químico com enorme potencial toxicológico 

para oferecer risco à saúde das populações de abelhas (GOULSON, 2013; 

SCHMUCK; LEWIS, 2016; SILVINA et al., 2017; TSVETKOV et al., 2017; 

SÁNCHEZ-BAYO et al.,  2017). 

 Quando expostas a esses produtos, as abelhas podem apresentar perda de 

memória e alterações comportamentais que dificultam a reprodução, polinização e a 

capacidade de retornar à colônia. (DESNEUX et al., 2007; FAUSER-MISSLIN et al., 

2014; FELTHAM et al., 2014; HENRY et al., 2012). Essa exposição também pode 

causar alterações a nível celular, que, dependendo do grau de reversibilidade, 

podem comprometer a viabilidade do tecido e orgão da abelha, podendo levar à 

morte (GRELLA et al., 2019). Com base nessa problemática, 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 

comercialização 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 áreas de cultivo quanto em áreas adjacentes 

atingidas pela aplicação. Como também pelo consumo de pólen, néctar e fluído de 

gutação com deposição da poeira de sementes tratadas ou que cresceram a partir 

delas e do solo contaminado por clotianidina (CHAM et al., 2020). 

 Em casos de exposição por via oral, o primeiro órgão a entrar em contato com 

o inseticida é o intestino, considerado o estômago funcional das abelhas. O intestino 

é responsável pela digestão dos alimentos e absorção dos produtos provenientes 

dessa digestão. Internamente, o epitélio intestinal é constituído por alguns tipos 

celulares específicos. As células denominadas principais ou digestivas são as mais 

abundantes em quantidade e possuem o papel de sintetizar enzimas digestivas e 

absorver nutrientes; já as células regenerativas são indiferenciadas e responsáveis 

por substituir as células principais que foram eliminadas para o lúmen por desgaste 

e; as células endócrinas, encontradas na base do epitélio, possuem o importante 

papel de produzir peptídeos com ação hormonal (CRUZ-LANDIM, 2009; 

CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM et al., 1999). 

 Qualquer alteração na parte básica e funcional do epitélio pode causar danos 

a integridade do órgão e, consequentemente, a saúde das abelhas. Em casos de 

exposição a inseticidas, depois de passar pelo intestino, os produtos da digestão 

seguem para a hemolinfa. Uma das rotas que o inseticida pode seguir é pelos 

túbulos de Malpighi. Os túbulos de Malpighi são órgãos formados por uma única 

camada de células epiteliais, sua função é produzir um filtrado a partir da hemolinfa, 

a qual possui contato direto com os túbulos pela cavidade do corpo. A excreção por 

meio dos túbulos envolve eliminar excretas e substâncias potencialmente tóxicas 

para fora do corpo, portanto, são extremamente importantes na desintoxicação e 

manutenção da homeostase (CRUZ-LANDIM, 2009). 

 Catae e colaboradores (2014), evidenciaram que o tiametoxam, precursor da 

clotianidina (NAUEN et al., 2003), é citotóxico para o intestino médio e túbulos de 

Malpighi. No intestino médio, o dano foi mais evidente nas abelhas expostas ao 

inseticida no primeiro dia. Já os túbulos de Malpighi apresentaram alterações no 

oitavo dia de exposição das abelhas ao inseticida. Revelando que a exposição 
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contínua à concentração subletal de tiametoxam prejudicou órgãos que são 

utilizados durante o metabolismo de substâncias.  

 Em virtude do intestino médio e dos túbulos de Malpighi de larvas e adultos 

de abelhas estarem envolvidos na absorção e excreção de compostos químicos, 

avaliações de sua morfologia podem revelar alterações induzidas por estressores 

ambientais como agrotóxicos (SILVA-ZACARIN, 2010). Além das análises a nível 

celular, as investigações de outros tipos de biomarcadores de exposição a 

xenobióticos são de extrema importância. Uma vez que servem para indicar a 

severidade dos danos causados ao indivíduos mediante as respostas biológicas aos 

estressores, como alterações bioquímicas, celulares, histológicas, fisiológicas e 

comportamentais (DEPLEDGE; FOSSI, 1994; DEPLEDGE et al., 1995). 

 Com base nesse contexto, estudos dos padrões de resposta de 

biomarcadores a xenobióticos são de extrema importância. Badiou-Bénéteau e 

colaboradores (2012) investigaram a resposta de biomarcadores enzimáticos de 

exposição ao tiametoxam em abelhas A. mellifera. No referido trabalho as respostas 

dos biomarcadores revelaram que, mesmo na menor concentração administrada, a 

exposição 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 são comumente usadas como biomarcadores em 

inúmeras espécies, como as CaEs e GST (BADIOU-BÉNÉTEAU et al., 2012). As 

CaEs estão envolvidas em vários processos metabólicos, mas também podem ser 

consideradas como enzimas desintoxicantes de fase I que hidrolisam principalmente 

ésteres carboxílicos não polares. (YU et al., 1984; DARY et al., 1990; GUNNING et 

al., 1997).  

 A glutationa-S-transferase pertence a uma família multigênica de proteínas 

diméricas multifuncionais que desempenham um papel central na desintoxicação. A 

GST é uma enzima desintoxicante de fase II que catalisa a conjugação de glutationa 

reduzida (GSH) a um grande número de xenobióticos, resultando em mais 

compostos polares sendo excretados ou posteriormente metabolizados. Estão 

presentes principalmente no intestino médio de diferentes espécies de abelhas  

(MAXWELL, 1992; KETTERMAN et al., 2001; DIAO et al., 2006). Em uma análise 

bioquímica, as enzimas CaEs e GST foram capazes de desintoxicar as abelhas em 

baixas concentrações do neonicotinoide acetamiprido (BADAWY et al., 2015). 
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 Por outro lado, há as enzimas responsáveis pelo sistema de defesa 

antioxidante. Entre as que constituem os sistemas de prevenção ao extresse 

oxidativo, se encontram a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e glutationa 

peroxidase (GPx). Essas enzimas são responsáveis por agir conforme os 

mecanismos de prevenção, impedindo ou controlando, dentro dos limites 

fisiológicos, a formação de radicais livres e possíveis danos causados em 

decorrência da formação destes (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; CLARKSON; 

THOMPSON, 2000; KOURY; DONANGELO, 2003; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2010). 

 A G6PD é uma enzima encontrada em todos os organismos contemporâneos 

e em todos os tecidos, podendo ser muito antiga em evolução. A G6PD catalisa a 

primeira etapa de uma via de produção de pentoses fosfato, sendo uma importante 

fonte de NADPH, que é responsável por combater efeitos deletérios causados por 

radicais livres. Uma compreensão crescente da importância central da G6PD para a 

fisiologia celular é essa produção de NADPH, extremamente necessária por muitos 

sistemas celulares essenciais, incluindo as vias antioxidantes e para uma variedade 

de reações de desintoxicação. Por esse motivo, a G6PD é essencial para a 

sobrevivência celular (LUZZATO; BATTISTUZZI, 1985; STANTON, 2012). 

 Por último, a glutationa peroxidase (GPx), é uma importante enzima 

intracelular responsável pela quebra dos peróxidos de hidrogênio em água. Uma vez 

que sua função é evitar o acúmulo celular de peróxidos e danos gerados por radicais 

derivados de peróxidos, por meio da inibição do processo de peroxidação lipídica, 

protegendo as células do estresse oxidativo (GÓTH et al., 2004; GILL; TUTEJA, 

2010; DRINGEN, 2004). 

 Estudos dos padrões de resposta de biomarcadores a xenobióticos, 

especialmente em abelhas sem ferrão, são escassos na literatura. Pouco se sabe 

sobre os mecanismos envolvidos nas respostas morfológicas e bioquímicas do 

intestino médio e túbulos de Malpighi de S. postica, após a exposição larval a 

clotianidina. Diante dessa escassez de dados,  investigações desta natureza são 

extremamente importantes para indicar alterações 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 modulação da atividade de enzimas de 

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

 O presente estudo teve por objetivo responder duas questões relevantes: I) 

Os órgãos responsáveis pela rota de metabolização de substâncias (intestino médio 

e túbulos de Malpighi) em abelhas recém emergidas, apresentam alterações 

morfológicas em decorrência da exposição larval ao inseticida?, e II) A atividade de 

enzimas biomarcadoras do sistema de desintoxicação e de estresse oxidativo, nas 

células intestinais e nos túbulos de Malpighi de recém emergidas, sofre alterações 

em resposta a exposição do inseticida durante o período larval? 

 

5.3. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Com base nas hipóteses levantadas os objetivos específicos foram:  

I) Avaliar a toxicidade da clotianidina na morfologia de tecidos de órgãos de 

metabolização de substâncias (intestino e túbulos de Malpighi) de recém 

emergidas; II) Analisar a atividade de enzimas de desintoxicação – 

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 (GPx), nos órgãos 

supracitados de abelhas recém emergidas.  

 

5.4. MATERIAL E MÉTODOS 

5.4.1. Coleta do material biológico para os bioensaios in vitro 

Favos de cria da espécie S. postica  foram coletados de colônias não parentais 

no meliponário do Departamento de Biologia da Universidade Estadual Paulista 

“Júlio de Mesquita Filho”, campus Rio Claro (22º23′ 48.851′′ S; 47º 32′38.234′′ W). 

Para as coletas foram selecionadas três colônias fortes, com grande número de 

indivíduos e rainha jovem. A coleta foi realizada respeitando intervalos de 40 dias 

para a recuperação e desenvolvimento de novas operárias, de modo que não 

prejudicasse a saúde e dinâmica das colônias. 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 criação in vitro. 
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5.4.2. Obtenção das concentrações ambientalmente relevantes de 

clotianidina  

 O ingrediente ativo utilizado foi a clotianidina PESTANAL® (C6H8ClN5O2S), 

padrão analítico Sigma-Aldrich, pureza ≥98,0%. Para os bioensaios de exposição 

foram utilizadas concentrações realísticas de campo, considerando o pior cenário de 

aplicação. Para tanto, foram observadas as características recomendadas pelo 

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

utilizadas e qual o modo de aplicação. 

 Com base nesses dados, foi utilizada a planilha BeeRex (Bee = abelha; REX 

= exposição de resíduos) utilizada pelo IBAMA e desenvolvida pela US-EPA (United 

States Environmental Protection Agency), para estimar o valor de resíduos capazes 

de alcançar os recursos florais a partir da dose comercial, considerando a aplicação 

para tratamento de sementes. Foram utilizadas duas concentrações na ordem de 

ng/microlitro, uma concentração de campo e uma concentração de campo/10 

(representando uma concentração subletal), sendo 1 ng i.a./μL e 0,1 ng i.a./μL, 

respectivamente. Ambas as concentrações residuais estimadas pela planilha 

também foram encontradas em condições realísticas de campo em diversos estudos 

na literatura. (HERNANDO et al., 2018; SCHNEIDER et al., 2012; ALKASSAB; 

KIRCHNER, 2018). 

 

5.4.3. Bioensaios de exposição a clotianidina 

 Com base nas concentrações obtidas, foi realizado o preparo de uma solução 

estoque contendo 10 mg de clotianidina para 10 mL de alimento larval (1/1), relação 

de massa e volume (m/v). No entanto, a clotianidina não é solúvel em água, em vista 

disso, a diluição foi realizada em 5% de acetona (0,5 mL), posteriormente essa 

solução foi diluída diretamente no alimento larval coletado dos favos (9,5 mL). A 

partir dessa solução estoque, foram realizadas sucessivas diluições em cascata até 

a obtenção das dietas finais para a concentração de campo e a concentração 

subletal a serem oferecidas as larvas.  

 Os bioensaios contaram com o grupo controle que recebeu apenas o alimento 

puro, controle solvente (alimento + 5% acetona) e os grupos expostos, contendo as 

concentrações do inseticida. Para o grupo controle solvente também foi realizada 

uma cascata de diluição, uma vez que a porcentagem de acetona obtida nas 

concentrações a serem utilizadas nos grupos não é exatamente 5%, mas sim uma 
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concentração menor devido as sucessivas diluições. Em vista disso, a partir da 

solução estoque de alimento + 5% de acetona, foram realizadas as diluições a fim 

de alcançar as mesmas concentrações obtidas nos grupos expostos, de modo que 

não alterasse a consistência 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 acrílico com 100 cavidades, com altura e dimensão idênticas 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 necessárias para realizar as 

transferências dos 4 grupos experimentais.  

 Durante os bioensaios de retirada de alimento e transferência de larvas, a 

sala foi mantida úmida para garantir a integridade dos favos, com o auxílio de dois 

ebulidores de água quente e um umidificador de ar, para impedir a desidratação e o 

ressecamento do alimento e das larvas. O alimento foi coletado diretamente das 

células de cria dos favos de cada colônia e homogeneizado para ser distribuído nos 

poços das placas com uma micropipeta automática de repetição. Cada poço 

recebeu o total de 25 μL de alimento, valor equivalente ao consumo de alimento da 

espécie S. postica  durante a fase larval, estabelecido por Dorigo et al. (2018).  

 Após a distribuição de todo o alimento larval nos poços das placas, as larvas 

de primeiro instar foram transferidas com o auxílio de uma agulha apícola, uma vez 

que a alimentação de larvas em abelhas sem ferrão ocorre de forma massiva, sendo 

o alimento depositado de uma única vez nas células de cria antes da oviposição 

(VELTHUIS, 1998).   

 Após a transferência das larvas, as placas de acrílico foram acondicionadas 

em placas de Petri de vidro, contendo água destilada no fundo. A água destilada foi 

utilizada para manter a umidade entre 95±5% nos primeiros dias de incubação. 

Essas placas foram acondicionadas em estufa incubadora de demanda bioquímica 

de oxigênio (B.O.D) com ausência de luz, a 28°C. 

 Após 72h da transferência, a umidade interna das placas foi reduzida para 

75% com uma solução de cloreto de potássio (KCl), que foi introduzida nas placas 

de Petri junto a água destilada. Após esse período foi realizada a substituição do KCl 

por cloreto de sódio (NaCl) em 120h do período de incubação. Essas condições 
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foram controladas com termo-higrômetro e mantidas até o final dos experimentos 

(ROSA-FONTANA et al., 2020).  

 Após a emergência das abelhas entre o 35º ao 38º dia, as recém emergidas 

foram coletadas para a dissecção e processamento de histologia e morfologia, e 

para o acondicionamento em ultrafreezer -80°C para a realização das análises de 

modulação da atividade enzimática.   

 

5.4.4. Processamento de histologia e morfologia 

 A dissecção do intestino e túbulos de Malpighi foi realizada após as abelhas 

emergirem das placas de cria (Figura 12). Foram dissecadas 15 abelhas por grupo 

experimental, com auxílio de estereomicroscópio. Os órgãos retirados foram fixados 

em paraformaldeído 4% por 24 horas e armazenados em câmara fria (Figura 13). 

 

Figura 12. Abelhas jovens emergindo das células de cria artificiais  

 

 

Fonte: Autoria própria 
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Figura 13. Representação dos órgãos dissecados e fixados diretamente em 

paraformaldeído 4%. 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

 Após o período de dissecção e fixação, os órgãos foram transferidos para a 

solução tampão fosfato de sódio (pH 7.4 a 0,1 M) para manter o pH constante. 

Posteriormente, o material passou por uma desidratação lenta sob refrigeração em 

concentrações crescentes de álcool (15%, 30%, 50%, 70%, 85%, 90%, 95% e 

100%) a 4ºC, depois foi transferido para resina de embebição durante o período de 

24 horas para inclusão em historesina (Leica) (SILVA-ZACARIN et al., 2012). 

 Após a polimerização do material, os blocos de resina contendo os órgãos 

foram retirados da placa histomolde e fixados em cubos de madeira (1,5cm x 1,5cm). 

Posteriormente, os blocos foram submetidos a secções histológicas em planos de 

corte longitudinais, com espessura aproximada de 6μm em micrótomo RM2255 

(Leica). As secções foram sobrepostas em lâminas histológicas e submetidas à 

coloração de Hematoxilina e Eosina (HE). 

 

5.4.5. Técnica de coloração pela Hematoxilina e Eosina (JUNQUEIRA; 

JUNQUEIRA, 1983). 

 A Hematoxilina foi filtrada em papel filtro simples, para a retirada de 

impurezas presentes no corante. As lâminas foram mergulhadas em água destilada 

durante 1 minuto, submetidas à hematoxilina de Harris por 10 minutos, lavadas em 

água destilada por 5 minutos, e com água corrente por 10 minutos. Em seguida, as 
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lâminas foram coradas com eosina por 5 minutos e novamente lavadas com água 

corrente por 10 minutos. 

 Posteriormente, as lâminas foram secas e montadas em meio de montagem 

DPX. Após a secagem e limpeza das lâminas, os cortes foram analisados e 

fotografados em fotomicroscópio de luz LEICA com auxílio do software LAS V4.4 

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

 

5.4.6. Análise do material histológico 

 As análises 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 alteração observada foi utilizado um valor de escore 

que representa a gravidade dos danos nos órgãos. Para tanto, foram selecionadas 

10 fotomicrografias para cada órgão de estudo (intestino e túbulos), totalizando 60 

fotomicrografias entre os grupos experimentais.  

 Para perda de material citoplasmático, borda em escova e inchaço celular 

foram realizadas 3 medições em diferentes regiões da imagem com aumento final de 

400x, em cada intestino médio e túbulos de Malpighi, posteriormente a média por 

órgão foi calculada. Já as alterações como eliminação de células, picnose e 

quantidade de ninhos de células regenerativas foram analisadas por meio da 

contagem das células afetadas com relação ao número total de células e ninhos na 

imagem inteira, os resultados foram obtidos em porcentagem. As análises de 

secreção apócrina e esferocristas foram realizadas utilizando contraste de imagem, 

os resultados foram obtidos pela porcentagem da área mais escura em relação a 

área total da imagem.  

 Para determinar as alterações no intestino médio e túbulos de Malpighi, foi 

levado em consideração o índice de importância da lesão nos órgãos (Tabela 2), 

com relação a frequência de ocorrência desses danos. Com base nesses dados foi 

multiplicado o valor do escore pela frequência de ocorrência das alterações (Grella 

et al., 2019). 

 Diante desse contexto, as alterações foram classificadas em três níveis, com 

base na relevância dos danos patológicos: o grau 1 representa um dano menor 

quando exposto a um agente tóxico, esse caso é facilmente reversível; o grau 2 

representa uma lesão moderada, possivelmente reversível; já o grau 3 representa 

uma lesão mais severa, considerada grave e irreversível. Já os valores de 
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frequência são 0, 2, 4 e 6, com 0 representando a ausência de uma alteração e 6 

representando uma ocorrência de alta frequência, uma vez que as alterações 

morfológicas podem ocorrer em diferentes frequências dependendo da abelha e do 

agrotóxico utilizado. 

 

 

Tabela 2: Alterações e pontuações atribuídas a cada um dos órgãos analisados 

Fonte: Adaptado de Grella et al. (2019). Todas as alterações são analisadas em ambos os órgãos, 

com exceção de inchaço celular / redução do lúmen, avaliado apenas em túbulos de Malpighi. 

 

 

5.4.7. Processamento dos testes de modulação da atividade enzimática 

 Após a emergência das abelhas nos bioensaios de criação in vitro, 25 

indivíduos de cada grupo experimental (controle, 0,1 ng i.a./μL e 1 ng i.a./μL) foram 

coletados e armazenados em ultrafreezer -80ºC, para a preservação e viabilidade da 

região de interesse. No momento do experimento, abdomens de recém-emergidas 

foram separados do corpo por meio de um corte com tesoura de dissecção, 

posteriormente, os abdomens foram processados para a extração das enzimas.  

 A atividade de cada amostra foi determinada a partir de 3 poços (triplicata), 

sendo que para cada condição 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 

solução de extração, cuja quantidade foi previamente calculada de acordo com o 

peso de cada amostra (10% p/v de extrato). A solução de extração foi composta de 

Alterações morfológicas no intestino médio e túbulos de Malpighi Score 

Secreção apócrina 1 

Esferocristais 1 

Perda de material citoplasmático 1 

Perda de borda em escova 2 

Eliminação de células para o lúmen 2 

Inchaço celular / redução do lúmen 2 

Perda de ninhos de células regenerativas 3 

Células com picnose / condensação cromatínica 3 
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10 mM NaCl, 1% (w/v), Triton X-100 e 40 mM fosfato de sódio 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 análises, 

toda a extração foi realizada a 4ºC. 

 A análise da atividade das enzimas foi realizada em leitora de placas 

(espectrofotômetro), a 24º 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 μL 

de extrato de tecido com 1.100 μL de BW284C51 diluído em água destilada 1/10, 

1.100 μL de p-nitrofenil acetato diluído em água destilada 1/10, e 2.200 μL de 

tampão fosfato 5X pH 7. A atividade foi avaliada a 410 nm por 10 minutos. A 

atividade da GST foi avaliada por meio de 10 μL de extrato com 1.100 μL de GSH 

10X, 110 μL de EDTA 100X, 110 μL de CDNB 100X e 2.200 μL de tampão fosfato 

5X pH 7,4, a atividade foi avaliada a 340nm por 10 minutos. A atividade da G6PD foi 

avaliada a partir de 10 μL de extrato com 2.200 de tampão trizma base 5X, 1.100 μL 

de G6P 10X, 1.100 μL de MgCl2 10X e 1.100 μL de NADP 10X. A atividade foi 

avaliada a 340nm por 10 minutos. Por último, a atividade da enzima GPx foi 

conduzida por meio de 10 μL de extrato de tecido com 1.100 μL de tampão fosfato 

10X pH 7,4, 1.100 μL de EDTA 10X, 1.100 μL de NADPH 10X, 110 μL de glutationa 

redutase 100X. A atividade foi avaliada a 340nm por 10 minutos. 

 

5.4.8. Análises estatísticas 

 As alterações morfológicas foram analisadas com base nos scores e nas 

frequências descritas na literatura. Os resultados obtidos abrangem uma análise 

semiquantitativa das alterações encontradas nos órgãos, incluindo a extensão e 

relevância patológica dos danos causados pela clotianidina no intestino médio e 

túbulos de malpighi das abelhas. 

 Para tanto, foram realizadas análises a partir da comparação entre o grupo 

controle e os grupos expostos a clotianidina. Os dados obtidos não apresentaram 

distribuição normal, uma vez que os scores são atribuições de valores pré-

determinados e considerados não-paramétricos (TRIOLA, 2008). Em vista disso, os 

resultados foram submetidos a análise estatística comparativa, com a utilização do 

teste de Friedman, utilizando o pacote Agricolae no software estatístico RStudio 

versão 4.2.0 (MENDIBURU, 2019; R CORE TEAM, 2022). 
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 Para as análises enzimáticas, os dados originais ou transformados pelo 

método de Box-Cox (1964) não atenderam aos pressupostos das análises de 

variância (ANOVA). Em vista disso, foi utilizado o teste de comparação das 

medianas. O procedimento utilizado consiste em um teste não paramétrico para 

múltiplas amostras independentes. O teste da mediana, é disponibilizado pela 

função median.test do pacote “agricolae” do software R. Os grupos expostos foram 

individualmente comparados com o grupo controle e diferenças 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 túbulos de 

Malpighi de recém-emergidas 

 
 Os grupos controle e controle solvente não diferiram entre si durante os 

bioensaios de criação larval realizados neste capítulo e no capítulo 1. Em vista 

disso, apenas um controle foi analisado morfologicamente e os resultados das 

alterações apresentaram características consideradas normais no intestino médio e 

túbulos de Malpighi. 

 As médias dos índices de lesões dos diferentes parâmetros analisados são 

mostrados nas tabelas 3 e 4. Para os grupos expostos a 0,1 ng i.a./μL e 1 ng i.a./μL 

de clotianidina, houve diferença estatística entre as alterações em comparação com 

o grupo controle, tanto no intestino médio quanto nos túbulos de Malpighi. 

 Alterações como perda de material citoplasmático; perda de borda em 

escova; eliminação de células para o lúmen; perda de ninhos de células 

regenerativas; inchaço celular e picnose apresentaram médias significativas. Com 

exceção de secreção apócrina e esferocristais, essas duas últimas alterações não 

apresentaram  diferença estatística entre os grupos experimentais para os índices 

de lesão. 

 Os resultados demonstraram um aumento significativo das alterações 

morfológicas encontradas no intestino médio e túbulos de Malpighi. Quanto maior a 

concentração administrada, maiores foram as médias dos índices de lesões 

encontradas. O grupo exposto a concentração de campo (1 ng/µL) apresentou as 

maiores médias para alterações consideradas irreversíveis nos órgãos, como por 
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exemplo, perda de ninhos de células regenerativas e picnose/condensação 

cromatínica.  

 

 

Tabela 3. Valores da média e erro padrão das alterações encontradas no intestino 

médio de recém emergidas expostas a clotianidina. 

Grupos Sa Esfcr Pmc Pbe Ecl Pncr Pic

Controle
2 ± 0             

a

2 ± 0                 

a

0 ± 0            

a

5.6 ± 0.36     

a

2 ± 0              

a

6 ± 0               

a

6 ± 0              

a

10.8 ± 0.44            

b

13.2 ±0.97                

b

1 ng/µL
2 ± 0              

a

2 ± 0                 

a

12 ± 0             

c

12 ± 0            

c

5.4 ± 0.17         

c

17.4 ± 0.33                

c

18 ± 0                

c

0.1 ng/µL
2 ± 0              

a

2 ± 0                 

a

5.3 ± 0.35          

b

10.0 ± 0.37        

b

3.4 ± 0.17            

b

 

Alterações no grupo controle e grupos expostos a clotianidina (0.1 ng/µL e 1 ng/µL): (Sa) secreção 

apócrina; (Esfcr) esferocristais; (Pmc) perda de material citoplasmático; (Pbe) perda de borda em 

escova; (Ecl) eliminação de células para o lúmen; (Pncr) perda de ninhos de células regenerativas e 

(Pic) picnose. A ocorrência de letras distintas entre os grupos indica significância estatística (p < 

0,05). 

 

 

Tabela 4. Valores da média e erro padrão das alterações encontradas nos túbulos 

de Malpighi de recém emergidas expostas a clotianidina. 

Grupos Sa Esfcr Pmc Pbe Ecl InchCel Pic

Controle
2 ± 0             

a

2 ± 0                 

a

0 ± 0              

a

4.8  ± 0.29           

a

2.2 ± 0.11       

a

0 ± 0                

a

6 ± 0             

a

4 ± 0                  

b

16.8 ± 0.44              

b

1 ng/µL
2 ± 0              

a

2 ± 0                 

a

10.8 ± 0.34                

c

12  ± 0          

c

6 ± 0               

b

12 ± 0                  

c

18 ± 0              

c

0.1 ng/µL
2 ± 0              

a

2 ± 0                 

a

4.26 ± 0.18             

b

7.6  ± 0.22            

b

5.8 ± 0.11             

b

 

Alterações no grupo controle e grupos expostos a clotianidina (0.1 ng/µL e 1 ng/µL): (Sa) secreção 

apócrina; (Esfcr) esferocristais; (Pmc) perda de material citoplasmático; (Pbe) perda de borda em 

escova; (Ecl) eliminação de células para o lúmen; (InchCel) inchaço celular e (Pic) picnose. A 

ocorrência de letras distintas entre os grupos indica significância estatística (p < 0,05).  

 

 As análises morfológicas do intestino médio de recém emergidas S. postica 

apresentaram padrões morfológicos considerados normais das vilosidades 

intestinais no grupo controle (Fig. 14A–B), com capa de fibras musculares viscerais, 

constituídas por um epitélio simples de células prismáticas e borda em escova 

claramente evidentes na porção apical das células, com ninhos de células 

regenerativos na base do epitélio circundados por células principais.  
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 No entanto, os intestinos das recém emergidas dos grupos expostos 0.1 

ng/µL e 1 ng/µL apresentaram alterações nos padrões histológicos encontrados no 

grupo controle. As vilosidades dos grupos expostos se apresentaram irregulares 

(Fig. 14C-E) com eliminação de células para o lúmen (Fig. 14D); perda da borda em 

escova (Fig. 14C-E); células principais com núcleos picnóticos e condensação da 

cromatina (Fig. 14F) e; presença de perda de material citoplasmático/vacuolização 

em volta das células principais e por todo o epitélio (Fig. 14C-D).  

 Já as análises nos túbulos de Malpighi do controle apresentaram células 

epiteliais normais, túbulos abertos com lúmen bem evidente e borda em escova bem 

delimitada (Fig. 15A-B). Os grupos expostos a 0.1 ng/µL e 1 ng/µL de clotianidina, 

apresentaram um aumento na eliminação de células para o lúmen (Fig. 15D-F); 

inchaço celular com redução do lúmen (Fig. 15C-E); perda de material citoplasmático 

(Fig. 15C-E) e células com núcleo picnótico/condensação da cromatina (Fig. 15C-E-

F). 
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Figura 14. Fotomicrografias das estruturas de tecido e alterações no intestino médio 

de S. postica.  

 

Fonte: Autoria própria. Coloração por hematoxilina e eosina. (A e B) grupo controle; (C e D) grupo 

exposto a concentração subletal 0.1 ng/µL de clotianidina; e (E e F) grupo exposto a concentração de 

campo de 1 ng/µL. (L) lúmen; (cp) células principais; (ncr) ninho de células regenerativas; (pbe) perda 

de borda em escova; (pmc) perda de material citoplasmático; (*) picnose; (v) vilosidade; (cm) capa 

muscular protetora; e (seta preta) células eliminadas para o lúmen. Aumento de 40x e 100x, 

respectivamente. 
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Figura 15. Fotomicrografias das estruturas de tecido e alterações nos túbulos de 

Malpighi de S. postica.  

 

Fonte: Autoria própria. Coloração por hematoxilina e eosina. (A e B) grupo controle; (C e D) grupo 

exposto a concentração subletal 0.1 ng/µL de clotianidina; e (E e F) grupo exposto a concentração de 

campo de 1 ng/µL. (L) lúmen; (ep) células epiteliais; (be) borda em escova; (pbe) perda de borda em 

escova; (pmc) perda de material citoplasmático; (*) picnose; (seta preta) células eliminadas para o 

lúmen; e (seta branca) inchaço celular. Aumento de 40x e 100x, respectivamente. 
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5.5.2. Efeitos da clotianidina sobre a modulação da atividade enzimática de 

recém emergidas 

 

As análises dos efeitos da exposição de larvas de S. postica a clotianidina foram 

realizadas após a emergência das abelhas. Os grupos controle e controle solvente 

não diferiram entre si durante os bioensaios de criação larval realizados neste 

capítulo e no capítulo 1, em vista disso, apenas um controle foi analisado.  

A clotianidina teve efeito sobre a atividade da CaEs-3 do grupo exposto a 

concentração de campo de 1 ng/µL, em comparação com o respectivo grupo 

controle, conforme a figura 16. As abelhas expostas a 1 ng/μL durante o período 

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 

concentração subletal de 0,1 ng/µL não apresentou significância estatística quando 

comparada ao grupo controle e a concentração de campo (1 ng/µL). 

A atividade da GST apresentou aumento no grupo exposto a concentração de 

campo (valores de 15,93 ± 0,35 mUA/min/mg) quando comparada ao grupo controle 

(13,23 ± 1,8 mUA/min/mg). Já a concentração subletal de 0,1 ng/µL não apresentou 

diferença estatística entre os grupos, como é possível observar na figura 17. 

  Com relação a modulação da atividade da G6PD, houve significância 

estatística entre a concentração de campo (6,35 ± 0,37 mUA/min/mg) e o grupo 

controle (3,05 ± 1,9 mUA/min/mg), a concentração subletal não apresentou diferença 

entre os grupos, conforme é apresentado na figura 18. No que se refere a atividade 

da enzima GPx, não foi observada significância estatística entre nenhum dos grupos 

(figura 19). 

  Adicionalmente, em uma análise global dos resultados dos testes 

enzimáticos, os níveis de CaEs-3, GST e G6PD no grupos expostos a concentração 

mais alta deste estudo (1 ng/µL), apresentaram aumentos na atividade com relação 

ao grupo controle. A concentração subletal não apresentou diferença estatística em 

nenhum dos casos quando comparada aos grupos controle e concentração de 

campo.  
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Figura 16. Boxplot demonstrando a atividade enzimática da carboxilesterase 3 em 

abelhas S. postica.   

 

As comparações foram feitas entre os grupos, médias seguidas pela ocorrência de letras distintas 

indicam significância estatística (p < 0,05). (Outliers estão identificados por circulos).  

 

 

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

em abelhas S. postica.  

 

As comparações foram feitas entre os grupos, médias seguidas pela ocorrência de letras distintas 

indicam significância estatística (p < 0,05).  
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Figura 18. Boxplot demonstrando a atividade enzimática da glicose-6-fosfato 

desidrogenase em abelhas S. postica.  

 

As comparações foram feitas entre os grupos, médias seguidas pela ocorrência de letras distintas 

indicam significância estatística (p < 0,05).  

 

 

Figura 19. Boxplot demonstrando a atividade enzimática da glutationa peroxidase 

em abelhas S. postica.  

As comparações foram feitas entre os grupos, médias seguidas pela mesma letra não indicam 

significância estatística (p = 0,05).  
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5.6. DISCUSSÃO 

 Neste trabalho foi demonstrado que a abelha nativa sem ferrão S. postica foi 

sensível a todos os parâmetros analisados após a exposição à clotianidina, o que é 

alarmante, uma vez que as concentrações administradas neste estudo são 

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 relação as análises morfológicas, existe uma estreita relação entre a 

diminuição da sobrevivência nos grupos expostos à clotianidina com as alterações 

histopatológicas observadas no intestino médio das abelhas. O intestino médio 

desempenha funções vitais para manter o nível individual da homeostase, quaisquer 

alterações que comprometam a integridade desse órgão pode levar a morte 

(SNODGRASS, 1956; TERRA; FERREIRA, 2012). 

 Diante desse contexto, o índice de lesão é uma importante ferramenta de 

avaliação de alterações a nível celular, com aplicabilidade em diferentes órgãos. 

Com essa ferramenta é possível monitorar alterações histopatológicas causadas por 

xenobióticos. Esse índice foi proposto pela primeira vez para organismos aquáticos 

(Bernet et al., 1999) e adaptado para abelhas em outros estudos (GRELLA et al., 

2019; OLIVEIRA et al., 2019; TADEI et al., 2020).  

 As médias obtidas dos índices de lesão no intestino médio e túbulos  de 

Malpighi demonstraram que a concentração subletal e a concentração de campo de 

clotianidina resultaram em alterações morfológicas severas e, na maioria dos casos, 

irreversíveis. Mesmo a menor concentração administrada no alimento larval foi 

capaz de induzir dano tecidual no intestino e túbulos de Malpighi das abelhas do 

presente estudo. 

 Essas alterações morfológicas observadas no intestino médio e túbulos de 

Malpighi são indicativos da citotoxicidade da clotianidina. As células principais 

envolvidas nos processos de morte celular apresentam núcleos centrais compactos 

com cromatina condensada e um halo claro ao seu redor (CAVALCANTE; CRUZ-

LANDIM, 2004), essas características foram observadas nas células dos grupos 

expostos à clotianidina no presente estudo. Outra alteração característica que indica 

morte celular em insetos, é a perda de material citoplasmático ao entorno das 

células com compactação da cromatina (SILVA-ZACARIN, 2007). 
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 Ficou evidente o aumento de eliminação de células para o lúmen em ambos 

os grupos expostos. Após a eliminação das células desgastadas, ocorre a 

substituição destas para auxiliar no processo de recuperação do intestino (CATAE et 

al., 2014). Essas células são denominadas digestivas ou enterócitos e 

desempenham um importante papel na produção de enzimas digestivas. No entanto, 

são as mais afetadas por xenobióticos por possuírem maior contato com as 

substâncias que são ingeridas (CRUZ-LANDIM, 1985; CAETANO et al., 1994; 

SERRÃO, 1995). 

 Outros estudos também observaram um aumento na eliminação de células 

em abelhas expostas a agrotóxicos via oral (SOARES, 2012; CARNEIRO, 2018). 

Oliveira e colaboradores (2013) evidenciaram esse aumento em abelhas expostas a 

concentrações subletais de tiametoxam. Além disso, é importante destacar que as 

células principais possuem um tempo de vida limitado, em vista disso, são facilmente 

eliminadas em situações em que estão presentes substâncias tóxicas ou 

patológicas. A substituição dessas células é realizada a partir da diferenciação de 

células regenerativas (CRUZ-LANDIM, 1999; CRUZ-LANDIM, 2009). 

 Por esse motivo, a perda de ninhos de células regenerativas pode provocar 

danos irreparáveis ao intestino. Essa alteração foi classificada com score 3, uma vez 

que se trata de um dano mais severo e irreversível ao órgão (GRELLA et al., 2019). 

No presente estudo a perda de ninhos de células regenerativas observada nos 

intestinos de S. postica expostas à clotianidina, pode ter prejudicado severamente o 

sistema de substituição de células principais no organismo das abelhas recém 

emergidas. 

 Outra alteração observada ao comparar os grupos expostos com o controle 

foi a perda da borda em escova, em ambos os órgãos de estudo. Para Grella et al. 

(2019), a perda da borda em escova pode provocar inúmeros problemas no 

funcionamento dos órgãos, como danos às células epiteliais. Uma vez que essa 

borda tem o papel de proteger o epitélio contra colisões diretas de alimentos 

ingeridos. A pontuação atribuída à perda da borda em escova foi 2, pois o dano 

dificilmente é reversível.  

  Em relação aos túbulos de Malpighi das abelhas no grupo controle, a análise 

morfológica indicou ausência de alterações histopatológicas, as células excretoras 

apresentaram tanto a borda em escova quanto o lúmen bem evidente, o que indica a 

manutenção da funcionalidade dos túbulos no processo de excreção (NOCELLI et 
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al., 2016). Em contrapartida, os túbulos dos grupos expostos a 0.1 ng/µL e 1 ng/µL 

de clotianidina apresentaram inchaço celular com redução do lúmen, o que indica 

que o órgão não estava desempenhando suas funções corretamente. 

 Rossi e colaboradores (2013) observaram células com núcleos picnóticos, 

inchaço celular com redução do lúmen, presença de vacuolização citoplasmática e 

aumento na eliminação das células epiteliais nos túbulos de Malpighi de abelhas A. 

mellifera tratadas com imidacloprido. As mesmas alterações foram observadas em 

nosso estudo. 

 Por outro lado, a ausência de secreção apócrina e esferocristais no intestino 

médio e túbulos de Malpighi em todos os grupos experimentais, demonstrou ser um 

padrão. Tal característica poder ser explicada pelo tempo de vida das abelhas recém 

emergidas, uma vez que esse pode ser um fator na redução dessas alterações. 

Como por exemplo, a redução do esferocristal, que pode ocorrer com a idade do 

inseto (RYERSE, 1979).  

 Miotelo et al. (2022) investigaram a toxicidade do neonicotinoide tiametoxam 

em órgãos de abelhas sem ferrão. Os autores observaram que os danos celulares 

no intestino médio e túbulos de Malpighi refletiram principalmente em forma de 

núcleos com cromatina condensada, indicando morte celular. No referido trabalho, 

as alterações mais frequentes nos túbulos de Mapighi foram perda de 

microvilosidades, desorganização do labirinto basal e perda citoplasmática. Essas 

características podem estar relacionadas ao aumento dos mecanismos celulares de 

excreção, provavelmente pelo elevado número de moléculas tóxicas de tiametoxam 

que precisavam ser eliminadas.  

 Friol et al. (2017) avaliaram a exposição larval do neonicotinoide tiametoxam 

em abelhas A. mellifera e evidenciaram que a presença de danos nos ninhos de 

células regenerativas provocaram alterações estruturais posteriores nas abelhas 

adultas, especialmente em células digestivas do intestino médio que se 

diferenciaram durante a metamorfose. Nas células dos túbulos de Malpighi 

observou-se labirinto basal e microvilosidades desorganizadas. Os autores sugerem 

que tais resultados indicam comprometimento da função celular das células do 

intestino médio e dos túbulos de Malpighi. 

 Os resultados das alterações morfológicas demonstraram que a clotianidina 

apresentou citotoxicidade no intestino médio e túbulos de Malpighi das abelhas 

recém emergidas expostas durante a fase larval. Em condições de campo, as 
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abelhas estão expostas a uma ampla diversidade de agrotóxicos (GOULSON et al., 

2015), e investigações desta natureza, a nível celular, são essenciais para 

compreender como estressores podem impactar negativamente a saúde desses 

polinizadores.  

Já com relação aos resultados das análises de modulação de biomarcadores 

enzimáticos, foi possível constatar que, após a exposição a clotianidina, abelhas 

expostas a concentração de campo durante a fase larval, apresentaram um aumento 

significativo na atividade da enzima CaEs-3 em comparação ao grupo controle. Isso 

se deve ao fato de que um dos principais mecanismos utilizados pelos insetos para 

escapar dos efeitos adversos de xenobióticos, como os neonicotinóides, é a 

resistência metabólica. E algumas das principais superfamílias de enzimas 

responsáveis pelo metabolismo ou desintoxicação de toxinas são as 

carboxilesterases (CaEs) e as glutationas transferases (GSTs) (LI et al., 2007).  

Badawy e colaboradores (2015), avaliaram a toxicidade e alterações bioquímicas 

em abelhas Apis mellifera tratadas com quatro inseticidas – acetamiprido, 

dinotefuram, pimetrozina e piridalil. Abelhas forrageiras foram expostas a diferentes 

concentrações dos inseticidas via alimentação oral, os dados mostraram que os 

inseticidas testados variaram em sua influência nas atividades de carboxilesterase e 

GST, que foram altamente correlacionadas com sua toxicidade contra A. mellifera. A 

análise bioquímica 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 

biotransformação do inseticida no organismo, uma vez que a CaEs é uma enzima de 

desintoxicação de fase I (SOGORB; VILANOVA, 2002). No entanto, os mecanismos 

de desintoxicação de abelhas nativas sem ferrão expostas a neonicotinoides são 

pouco caracterizados, visto que uma grande parcela dos estudos disponíveis 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 após exposição em estágios 

larvais com diferentes concentrações do inseticida. Os autores constataram que as 

atividades da GST e da CaEs-3 aumentaram nos estágios de pupa. Essas 

descobertas são semelhantes ao resultados encontrados para recém-emergidas em 

nosso estudo, uma vez que a clotianidina também induziu a atividade dessas 

enzimas. Contudo, a concentração subletal de 0.1 ng/µL não apresentou diferenças 
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significativas, apenas a concentração mais alta (1 ng/µL). Com isso podemos inferir 

que a ativação ou inibição do sistema enzimático pode estar relacionada as 

concentrações administradas de clotianidina. 

Os inseticidas têm se mostrado indutores de várias 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 concentração de 

campo de clotianidina, quando comparado ao grupo controle. Outros autores 

também verificaram a atividade de enzimas de desintoxicação, 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 ínstares larvais, pupas e abelhas enfermeiras em comparação 

com o grupo controle (NIELSEN et al., 2000). 

Decio et al. (2021) investigaram os danos causados por uma concentração 

subletal de tiametoxam (0,0227 ng/μL) na cabeça e intestino médio de Apis mellifera 

africanizada, analisando os biomarcadores enzimáticos, estresse oxidativo e 

ocorrência de peroxidação lipídica. No referido trabalho o inseticida aumentou a 

atividade da glutationa-S-transferase (GST), enquanto a atividade da 

carboxilesterase (CaEs-3) diminuiu. Tais descobertas reforçam a hipótese de que a 

inibição ou ativação da atividade enzimática pode depender das concentrações 

administradas de determinado inseticida, uma vez que a GST apresentou diferenças 

significativas apenas na concentração mais alta deste estudo.  

Além dos resultados obtidos em relação as enzimas de desintoxicação, vale 

ressaltar que também houve um aumento na modulação da atividade de enzimas 

antioxidantes. No presente estudo foi possível observar esse aumento sobre a 

atividade tecidual da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), considerada uma 

enzima metabólica e antioxidante, a G6PD está totalmente relacionada a funções 

fisiológicas muito importantes envolvendo o sistema imunológico (KAIRO et al., 

2017). Em vista disso, o aumento na sua atividade pode estar relacionado a 

necessidade de prevenir o estresse oxidativo em decorrência da exposição a 

xenobióticos, neste caso, a clotianidina.  

Renzi et al. (2016) observaram em seu estudo que o efeito do fipronil, mesmo em 

baixas concentrações, foi confirmado pelo aumento significativo da G6PD. Esse 

aumento  pode ser um sinal da resposta celular às condições oxidativas (KLETZIEN 
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et al.,1994; VERMA et al., 2007). Tais achados são semelhantes ao que foi 

observado em nosso estudo, uma vez que o grupo exposto a concentração de 

campo (1 ng/µL) apresentou um aumento na modulação da atividade da G6PD, 

quando comparado ao grupo controle. 

Além de seu importante papel como enzima antioxidante, a G6PD também 

participa das vias de metabolização de carboidratos. Para Kunieda et a.l (2006), 

essa enzima pode ter funções particularmente interessantes na abelha Apis 

mellifera, visto que esse inseto possui uma dieta rica em carboidratos e a nutrição 

desempenha papéis importantes na determinação de castas e plasticidade 

comportamental mediada socialmente. Diante desse contexto, vale salientar que 

esses dados reforçam a atual necessidade de maiores investigações para abelhas 

sem ferrão, uma vez que há uma grande escassez de informações sobre esses 

biomarcadores enzimáticos e suas vias de metabolização de substâncias a nível 

bioquímico em espécies nativas.  

Adicionalmente, não foram observadas diferenças 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 níveis 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 têm 

baixa atividade específica de enzimas de desintoxicação, o que as torna 

particularmente vulneráveis a qualquer tipo de tóxico ambiental. Com base nessas 

informações, 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 exposição e de estresse oxidativo. Contudo, maiores 

investigações são necessárias para compreender com exatidão quais são os 

mecanismos que envolvem as respostas aqui observadas. 

Além disso, este conjunto de biomarcadores pode ser uma ferramenta 

promissora para avaliar a saúde das abelhas e caracterizar exposições a 

neonicotinoides. No geral, esses resultados são valiosos não 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 exposição a agrotóxicos. 

Em suma, fica clara a relevância deste trabalho e a necessidade de estudos 

futuros para confirmar como os neonicotinoides, especialmente a clotianidina, 

afetam os órgãos de metabolização de substâncias, tanto morfologicamente (a nível 

celular), como também por meio da modulação de enzimas biomarcadoras (a nível 

bioquímico e molecular). 

 

5.7. CONCLUSÃO  

 Os efeitos adversos da clotianidina podem comprometer potencialmente a 

saúde de abelhas S. postica. Tais resultados sugerem comprometimento das 

funções celulares vitais que podem prejudicar o funcionamento do intestino médio e 

dos túbulos de Malpighi e, consequentemente, comprometer a longevidade das 

abelhas e de toda a colônia. Além disso, a clotianidina modulou diferencialmente os 

biomarcadores de exposição e de estresse oxidativo, induzindo a atividade das 

enzimas testadas, com exceção da GPx. Essas recentes descobertas auxiliarão 

estudos futuros que visam avaliar a saúde das abelhas sem ferrão, caracterizar a 

exposição a neonicotinoides e avaliar outros estressores ambientais, a nível 

individual e de colônia. 
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6.CONCLUSÕES GERAIS 

 
 A partir dos resultados obtidos conclui-se que: 

 

• Este estudo fornece dados essenciais para a caracterização dos riscos de 

exposição de abelhas nativas a clotianidina. 

 

• A exposição larval a concentrações ambientalmente relevantes de clotianidina 

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

 

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

período mais crítico durante o desenvolvimento. 

 

• Tanto a concentração recomendada no campo, quanto a concentração 

subletal, demonstraram alta toxicidade e, portanto, oferecem risco as 

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

 

• A clotianidina apresentou citotoxicidade nos órgãos de metabolização de 

substâncias, prejudicando as funções vitais desempenhadas por eles. 

 

• A concentração de campo demonstrou modular significativamente a atividade 

das enzimas CaEs-3, GST e G6PD, sugerindo uma resposta celular em 

decorrência da exposição a clotianidina.  
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