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“O homem é parte da natureza e a sua guerra contra
a natureza é, inevitavelmente, uma guerra contra si
mesmo.”

Rachel Carson, 1962



RESUMO

As abelhas nativas sem ferrdo da espécie Melipona scutellaris sdo essenciais para 0s
ecossistemas naturais e a alimentacdo humana. No entanto, estes insetos podem ser expostos a
diversos estressores, sobretudo aos agrotdxicos. Os agrotdxicos sdo classificados de acordo com
seus organismos alvos e sdo comercializados como produtos formulados. Considerando o
impacto dos agrotdxicos em organismos ndo-alvo, este estudo teve como objetivo avaliar os
efeitos do inseticida & base de flupiradifurona e do fungicida a base de piraclostrobina e
fluxapiroxade, de forma isolada e combinada na sobrevivéncia, comportamento e
morfofisiologia do intestino médio e dos tubulos de Malpighi de forrageadoras de M.
scutellaris. Para isso, forrageiras de M. scutellaris foram coletadas e divididas nos seguintes
grupos experimentais: inseticida (6 ng/uL de flupiradifurona), fungicida (0,1 ng/uL de
piraclostrobina e 0,05 ng/uL de fluxapiroxade) e inseticida + fungicida, sendo este uma mistura
das duas solugbes anteriores (flupiradifurona: 3 ng/uL, piraclostrobina: 0,05 ng/uL e
fluxapiroxade: 0,025 ng/uL). Inicialmente, os individuos foram expostos cronicamente aos
produtos por via oral para o registro de sobrevivéncia e, de acordo com o resultado, uma nova
exposicdo foi realizada para avaliar o comportamento e indices de lesdo dos 6rgaos. Os dados
obtidos passaram por analises estatisticas utilizando o software GraphPad Prism. Os resultados
obtidos demonstraram que as abelhas expostas aos agrotoxicos exibiram alta mortalidade em
comparagdo ao grupo experimental de controle. Ainda, as abelhas do grupo inseticida
registraram alteracdes significativas na mobilidade ao longo do experimento e, todos 0s grupos
experimentais demonstraram alteracfes nas médias de velocidade média, nimero de paradas e
distancia percorrida. As imagens histologicas também revelaram a presenca de trés niveis de
les@o no intestino médio (eliminacdo de células, secrecdo apdcrina, esferocristais, vacuolizagdo
e nlcleos picnoticos) e tabulos de Malpighi (esferocristais, vacuolizacéo e nucleos picnéticos)
apos um breve periodo de exposi¢do. Os dados inéditos obtidos neste trabalho revelaram que,
mesmo em curto prazo, ambos o0s produtos formulados prejudicam a salde e a sobrevivéncia
das espécies, interrompendo a dindmica interna da col6nia e consequentemente levando ao seu

enfraguecimento.

Palavras-chave: Ecotoxicologia; ensaios comportamentais; produtos formulados; tabulos de
Malpighi; intestino médio; Meliponini



ABSTRACT

Stingless native bees of Melipona scutellaris species are essential for natural ecosystems and
human nutrition. However, these insects can be exposed to several stressors, especially
pesticides. Pesticides are classified according to their target organisms and are sold as
formulated products. Considering the impact of pesticides on non-target organisms, this study
aimed to evaluate the effects of the insecticide based on flupyradifurone and the fungicide based
on pyraclostrobin and fluxapyroxad, in isolation and in combination, on the survival, behavior
and morphophysiology of the midgut and Malpighian tubules of M. scutellaris foragers. For
this purpose, M. scutellaris foragers were collected and divided into the following experimental
groups: insecticide (6 ng/uL flupyradifurone), fungicide (0.1 ng/uL pyraclostrobin and 0.05
ng/uL fluxapyroxad) and insecticide + fungicide, which is a mixture of the two previous
solutions (flupyradifurone: 3 ng/uL, pyraclostrobin: 0.05 ng/uL and fluxapyroxad: 0.025
ng/uL). Initially, individuals were chronically exposed to the products orally to record survival
and, according to the result, a new exposure was performed to evaluate the behavior and organ
injury indices. The data obtained underwent statistical analysis using the GraphPad Prism
software. The results obtained demonstrated that bees exposed to pesticides exhibited high
mortality compared to the experimental control group. Furthermore, the bees in the insecticide
group showed significant changes in mobility throughout the experiment, and all experimental
groups demonstrated changes in the average speed, number of stops and distance traveled.
Histological images also revealed the presence of three levels of injury in the midgut (cell
elimination, apocrine secretion, spherocrystals, vacuolization and pyknotic nuclei) and
Malpighian tubules (spherocrystals, vacuolization and pyknotic nuclei) after a brief period of
exposure. The unpublished data obtained in this study revealed that, even in the short term, both
formulated products harm the health and survival of the species, interrupting the internal
dynamics of the colony and consequently leading to its weakening.

Keywords: Ecotoxicology; Behavioral assays; pesticide commercial formulations; Malpighian
tubules; midgut; Meliponini.
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1. INTRODUCAO

As abelhas desempenham um papel crucial na poliniza¢do e sdo indispensaveis para o
equilibrio dos ecossistemas naturais, alimentacdo humana e economia (Khalifa et al., 2021). Ao
longo do processo evolutivo, essa estreita relacdo entre plantas e abelhas resultou na selecéo
dos melhores mecanismos reprodutivos em espeécies vegetais, incluindo a polinizacdo por
vibracdo, fendmeno observado em diferentes representantes das cinco familias de abelhas:
Andrenidae, Apidae, Colletidae, Halictidae e Megachilidae (Silva et al., 2010; Cardinal et al.,
2018).

A polinizacédo por vibracéo é caracterizada pela liberacdo do pdlen presente nas flores
com anteras poricidas, por meio da contracdo muscular de abelhas pousadas nessas flores.
(Buchmann & Hurley, 1978). Essa vibragdo também é um componente-chave dos processos de
comunicacao e coleta de recursos em abelhas da espécie Melipona scutellaris (Latreille, 1811)
(Hrncir et al., 2008; Vallejo-Marin, 2022). A espécie de abelha sem ferrdo M. scutellaris é
nativa dos estados de Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e
Sergipe (Fig. 1) e, além de sua importancia para a flora brasileira, essa espécie se destaca pela
facil domesticacdo e alta produtividade (Kerr, 1996; Pedro, 2014).

Figura 1. Mapa do Brasil com destaque de ocorréncia natural de Melipona scutellaris
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do Norte, CE = Ceara. Fonte: Mapa base: dados do mapa ©2015 Google. Estados brasileiros - Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2022. Sistema de Referéncia de Coordenadas: SIRGAS 2000
(EPSG:4674). Elaborado por Vinicius Veiga, 2023.
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Embora sejam polinizadoras cruciais, o forrageamento em areas de cultivo em grande
escala representa riscos ao bem-estar e sobrevivéncia dessa espécie. Segundo Dolezal et al.
(2019), a coleta de recursos provenientes de sistemas de monocultura constitui um fator
limitante ao acesso a variabilidade floral e fornece uma dieta com baixo contetdo nutricional.
Além disso, esta condicdo ainda pode estar associada a perda de habitat naturais, fator que
contribui para uma maior suscetibilidade a inimigos naturais e fraqueza da colonia. Somado a
estas problematicas do setor agricola, as abelhas também podem ser expostas a agrotoxicos por
aplicacdo topica ou ingestdo de recursos contendo residuos (Boyel et al., 2019).

Os agrotoxicos sdo classificados de acordo com seus organismos-alvo e sdo
comercializados na forma de produtos formulados que possuem um ou mais ingredientes ativos
(i.a.) e ingredientes inertes, utilizados para aumentar a eficécia e a estabilidade dos ingredientes
ativos (Klatyik et al., 2017). Neste sentido, compreender a composi¢do e 0s mecanismos dessas
formulacdes comerciais € fundamental para avaliar seus efeitos potenciais em organismos nao-
alvo (Kalyabina et al., 2021).

Um exemplo de produto formulado constituido por apenas um i.a. € o inseticida a base
de flupiradifurona. Esta molécula pertence ao grupo quimico das butenolidas e age como um
agonista nos receptores nicotinicos de acetilcolina nNAChRs em insetos alvos, impedindo a
transmissdo de sinal entre 0s neurdnios nos sistemas nervoso central e periférico (Nauen et al.,
2015). Ainda que seja eficaz no controle de pragas, estudos realizados com Apis mellifera
(Linnaeus, 1758) demonstraram que este produto provoca efeitos similares aos neonicotinoides,
como reducao no tempo de sobrevivéncia e na alimentacdo dos individuos, bem como alteracédo
no padrdo comportamental (Rodrigues, 2021; Tosi et al., 2021).

Os produtos formulados ainda podem apresentar mais de um i.a. e grupo quimico, como
é observado para o fungicida comercial a base de piraclostrobina e fluxapiroxade, amplamente
utilizado em lavouras para prevenir pragas fangicas (MAPA, 2024). Ambas as moléculas tém
mecanismos de ac¢ao que prejudicam a respiracdo metabolica mitocondrial em fungos (Bartlett
et al., 2002; Avenot e Michailides, 2010). E em relagdo ao fungicida piraclostrobina, Duan et
al. (2024) relataram que o i.a. pode causar disfungdes metabolicas relacionadas a energia,
armazenamento de nutrientes e imunidade, além de afetar o comportamento de A. mellifera.

Segundo a Organizacdo das Nagbes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO)
(2024), o uso de ingredientes ativos na agricultura dobrou de 1990 a 2022, fator que favorece a
caréncia informacional acerca dos efeitos subletais dos agrotdxicos nas abelhas. Nesse cenario,
Malaspina e Silva-Zacarin (2006) evidenciam o intestino médio e os tabulos de Malpighi como

orgaos-alvo para investigacdo dos impactos subletais dos agrotoxicos em abelhas. Esses 0rgaos
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sdo amplamente utilizados para avaliar os riscos de exposicdo oral a pesticidas sistémicos
(Catae et al., 2017; Tadei et al., 2018; Decio et al., 2021; Serra et al., 2023), uma vez que 0
intestino médio é o o6rgao responsavel pela absorcéo de nutrientes e os tubulos de Malpighi pela
osmorregulacéo e excrecdo (Cruz-Landim, 1996; Chapman, 1998).

Com base nestes fatores, o presente estudo objetivou analisar os efeitos sob a
sobrevivéncia, comportamento e morfofisiologia do intestino médio e dos tdbulos de Malpighi
em forrageadoras de M. scutellaris apds a exposicdo oral isolada e combinada as formulacdes
comerciais do inseticida a base de flupiradifurona e do fungicida a base de piraclostrobina e

fluxapiroxade.

2. REVISAO DA LITERATURA

As abelhas da espécie Apis mellifera sdo consideradas modelos excelentes de
bioindicadores devido as suas caracteristicas morfolégicas adaptadas para o forrageamento,
voos de longo alcance e recursos que podem ser armazenados por anos, gerando evidéncias da
qualidade do ambiente ao longo do tempo (Barganska; Slebioda; Namiesnik, 2015). Neste
sentido, as abelhas podem ser utilizadas como fontes informativas acerca de mudangas
climaticas, presenca de metais pesados, radioatividade e agrotéxicos (Girotti et al., 2020;
Cunningham et al., 2022; Zavrtnik et al., 2024).

Todavia, a A. mellifera representa apenas uma espécie de abelha dentre as mais de
20.000 estimadas para 0 mundo e, embora sejam pertencentes ao mesmo grupo de insetos, as
caracteristicas interespecificas podem sofrer diversas alteracdes (Michener, 2007). Somente no
Brasil, estima-se a existéncia de mais de 1.500 espécies nativas de abelhas, incluindo as abelhas
da tribo Meliponini (Embrapa, 2024). Os individuos dessa tribo sdo caracterizados pela
auséncia de ferrdo e sdo indispenséveis para a flora nativa, além disso, possuem comportamento
social, possibilitando a criacdo de coldnias e comercializacdo de recursos pela meliponicultora
(A.B.E.L.H.A, 2024).

De acordo com Real-Lunaet al. (2022), o uso de abelhas da tribo Meliponini como
bioindicadores é passivel de aplicacdo e necessario para estudos de toxicidade a agrotoxicos.
Entretanto, considerando inviabilidade da inclusdo de todas as espécies para avaliacdo de
toxicidade, um estudo conduzido pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) (2018) objetivou selecionar algumas abelhas nativas como
indicadores chave, dentre elas, a espécie M. scutellaris.

A abelhas da espécie M. scutellaris, conhecidas popularmente como urugu nordestina,

sdo polinizadoras fundamentais e podem estar presentes em cultivos agricolas, favorecendo o
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aumento na qualidade e quantidade dos frutos (BPBES, 2017). Todavia, estes individuos estdo
sob risco de extincédo e estudos demonstram que a espécie pode ser mais susceptivel a exposicao
a agrotoxicos em relacdo a outras espécies como Tetragonisca angustula, Scaptotrigona
postica e Apis mellifera (Lourencetti et al., 2023; IBAMA, 2018). Neste sentido, surge a
necessidade de priorizar individuos mais vulneraveis em avalia¢Ges de riscos, uma vez que estes
podem fornecer dados mais solidos e abrangentes sobre o impacto de agrotdxicos nos
ecossistemas.

Embora esta espécie tenha um fator territorial limitante para ser utilizada como espécie
modelo de estudos de toxicidade, ela esta naturalmente presente em quase todos os estados do
nordeste (Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte e Ceard), a
terceira maior regido do Brasil (Pedro, 2014; Brasil, 2022) Além disso, a venda de ingredientes
ativos (i.a.) somente nesses estados somam mais de 48.650 toneladas (IBAMA, 2024), fator
potencialmente agravante a protecdo da espécie nativa. Tendo em vista 0 comportamento social
da espécie, a possivel exposicao aos agrotdxicos de forma indireta ou direta se demonstra ainda
mais preocupante devido ao compartilhamento dos recursos e intenso contato fisico entre os
individuos (Kopit; Pitts-Singer, 2018)

De acordo com Tosi et al. (2022), as principais pesquisas acerca de efeitos subletais em
abelhas estdo relacionadas aos ambitos comportamentais, cognitivos e fisiologicos; sendo as
subcategorias de bioguimica, aprendizado e/ou memoria e atividade a apresentarem maiores
alteracdes ap0s a exposicdo a agrotoxicos. Neste contexto, os estudos da area de ecotoxicologia
que visam elucidar os efeitos subletais, que proporcionam impactos secundarios nos individuos,
sdo essenciais para 0 monitoramento da segurancga das abelhas, uma vez que estes, a longo

prazo, podem comprometer a sobrevivéncia de coldnias e das espécies.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta de individuos e agrotoxicos formulados
Gaiolas para abelhas foram previamente preparadas utilizando potes plasticos de 250 ml
adaptados com furos em seu entorno para ventilacdo (1,2 mm) e furos na tampa (12 mm) para
insercdo do alimentador (microtubo de 2 ml) e remogéo de abelhas mortas (15 mm).
A coleta de forrageiras de M. scutellaris foi realizada em quatro col6nias ndo irmas e
visualmente saudaveis no meliponario da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (UNESP) - campus de Rio Claro (22°23'48.9"S 47°32'38.2"W). O procedimento

consistiu na insercdo das gaiolas nas entradas das colonias de acordo com o0 método descrito
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por Domingues et al. (2020) para a mesma espécie (n=15 por gaiola, em quadruplicatas). Apos
a coleta, as abelhas foram transportadas para o Laboratdrio de Ecotoxicologia e Conservacao
de Abelhas (LECA) e aclimatadas em estufa incubadora sob condi¢bes semelhantes a de uma
col6nia de abelhas sem ferrdo (28+£1°C, 70%+5% UR e auséncia de luz) para realizacdo dos
bioensaios toxicologicos. O N amostral foi determinado com base nas diretrizes de testes de
toxicidade para abelhas Apis da Organizacéo para a Cooperagéo e Desenvolvimento Econémico
(OECD, 1998a, 1998b).

O produto formulado contendo o inseticida flupiradifurona (CAS No. 951659-40-8;
pureza: > 960 g/kg; concentracdo: 200 g/L) e o produto formulado contendo os fungicidas
piraclostrobina (CAS No. 175013-18-0; pureza: 994 g/kg; concentracdo: 333 g/L) e
fluxapiroxade (CAS No. 907204-31-3; pureza: > 980,0 g/kg; concentracdo: 167 g/L) foram
diluidos em agua destilada para a obtengdo de uma solucéo estoque (inseticida: 10.000 ng/uL
de flupiradifurona e fungicida: 16.650 ng/uL de piraclostrobina e 8.350 ng/uL de fluxapiroxade,
ambas com volume final de 20 ml).

Em seguida, as solucBes passaram por uma diluicdo seriada até a obtencdo das doses
desejadas: flupiradifurona a 6 ng/uL (6 ppm) (Siviter e Muth, 2020), piraclostrobina a 0,1 ng/uL
(0,1 ppm) e fluxapiroxade a 0,05 ng/uL (0,05 ppm) (Rondeau e Raine, 2022). Além disso, o
estudo de Tosi e Nieh (2019) também foi considerado, com base no pior cenario de exposi¢ado
para flupiradifurona, considerando a ingestdo de abelhas durante o forrageamento, bem como
estudos anteriores sobre a exposi¢cdo oral de abelhas a piraclostrobina (Pettis et al., 2013;
Domingues et al., 2020a, 2020b; Assis 175 et al., 2022; Inoue et al., 2022; Farder-Gomes et al.,
2024a).

3.2. Bioensaios toxicoldgicos

As abelhas forrageiras coletadas foram divididas em quatro grupos de quadruplicatas
(n=60) de acordo com sua dieta: controle (CL), inseticida (IS), fungicida (FN) e inseticida +
fungicida (IF), que consistiam em diferentes solugdes de sacarose (1:1 agua/agucar). O grupo
IS foi exposto ao inseticida a base de flupiradifurona (6 ng/uL); o FN foi exposto ao fungicida
contendo piraclostrobina (0,1 ng/ulL) e fluxapiroxade (0,05 ng/uL); € o grupo IF recebeu uma
mistura de ambas as solugdes diluidas (flupiradifurona a 3 ng/uL, piraclostrobina a 0,05 ng/uL
e fluxapiroxade a 0,025 ng/uL).

O primeiro bioensaio consistiu em uma avaliacdo de sobrevivéncia por meio de uma
alimentacdo ad libitum, que se estendeu por sete dias (168 horas). Durante este periodo, as

inspecdes ocorreram em intervalos de 4 horas para remover e registrar os individuos mortos.
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Apo6s, um segundo bioensaio foi realizado utilizando o método descrito anteriormente para
avaliar o comportamento e o indice de lesdo no intestino médio e nos tubulos de Malpighi. No
entanto, devido a breve e significativa mortalidade dos individuos presentes em IS, uma
avaliacdo de tempo de exposicédo adicional foi necessaria para 0s grupos experimentais CL e
IS. Portanto, os individuos de CL e IS foram divididos em dois subgrupos com base no tempo
de exposicédo (2 e 4 horas). Em contraste, as abelhas de IF e FN foram avaliadas apenas apos 4

horas de exposicéo.

3.3. Aquisicao e analise de dados comportamentais

A avaliacdo comportamental foi baseada na metodologia descrita por Bernardes et al.
(2022) e Batista et al. (2023), com adaptacdes. Desta forma, apds 2 horas de exposicdo, cinco
individuos de cada coldnia dos grupos experimentais CL e IS (n=20) foram transferidos para
arenas - placas de Petri (90x20 mm) com tampas transparentes - e filmados por um periodo de
10 minutos sob luz natural a uma temperatura de 28+1 °C. O mesmo procedimento foi repetido
apos 4 horas de exposicdo para todos os grupos experimentais (CL, IS, FN e IF).

Os videos foram processados usando o software baseado em inteligéncia artificial
Ethoflow® (Instituto Nacional de Propriedade Industrial - INPI, Brasil, BR 512020 000737 6;
Bernardes et al., 2021), que reconhece o movimento dos individuos e gera dados em planilhas.
As arenas foram avaliadas individualmente (n=24 individuos por grupo experimental),
resultando em um total de 24 planilhas contendo dados da distancia percorrida (cm), velocidade
média (cm/s) e nimero de paradas. Para cada grupo experimental/periodo de exposicao (CL —
2h e 4h, IS — 2h e 4h, FN — 4h e IF — 4h) foram obtidas 4 planilhas e os parametros foram

agrupados de acordo com seu tratamento as analises estatisticas.

3.4. Processamento histolégico e andlises qualitativas e semiquantitativas

Em paralelo as gravacfes para as analises comportamentais, cinco individuos de cada
grupo experimental foram anestesiados em baixa temperatura (4 °C) para coleta dos tdbulos do
intestino médio e de Malpighi. A disseccdo foi realizada apds 2 horas de exposi¢do para 0s
grupos CL e IS e ap6s 4 horas para todos 0s grupos experimentais (CL, IS, FN e IF) em
temperatura ambiente sob estereomicroscépio (Leica EZ4hD) utilizando uma solucéo salina
para insetos (0,1 M NaCl, 0,1 M Na2HPO4 e 0,1 M KH2PO4).

Em seguida, os oOrgdos foram transferidos individualmente para microtubos
(Epperndorf®, 2 ml) e imersos em uma solucéo fixadora de paraformaldeido a 4% em tampé&o

fosfato de sddio (PBS) 0,1 mol Lt, pH 7,4 por 24 horas e desidratados em solugdes crescentes
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de etanol (15%, 30%, 50%, 70%, 85%, 90%, 95% e 100%) a 4°C, conforme descrito por Silva-
Zacarin et al. Em seguida, os 6rgaos foram incluidos em historesina conforme instrucées do
fabricante (Historesin Embedding Kit - Leica) e submetidos a microtomia (Leica RM 2255) na
espessura de 6 um. As secgdes histologicas foram coradas pela técnica de hematoxilina e eosina
(HE), conforme protocolo de Junqueira e Junqueira (1983).

As amostras obtidas foram analisadas em microscopia de luz (Olympus BX51) por meio
de registros fotograficos de seis laminas de cada individuo. Para os intestinos foi estabelecido
como critério de captura para a regidao média e, para os tubulos de Malpighi, os cortes foram
selecionados de modo randémico. No total, foram analisadas 30 fotografias de cada 6rgao de
todos os grupos experimentais e periodos de exposicao.

A partir das imagens obtidas, foram realizadas analises qualitativas e semiquantitativas
das lesdes nos dérgdos. Os protocolos desenvolvidos para abelhas por Oliveira et al. (2019) e
Grella et al. (2019) foram utilizados para identificar lesbes nos drgéos de interesse. Os indices
de danos foram avaliados adaptando a metodologia de Bernet et al. (1999), conforme descrito
por Grella et al. (2019) e Domingues et al. (2020). As lesdes foram classificadas de acordo com
o nivel de dano citologico: reversivel (nivel 1) - secrecdo apdcrina, eliminacdo celular e
esferocristais; moderadamente reversivel (nivel 2) - vacuolizagdo celular; e irreversivel (nivel
3) - picnose celular. Ainda, cada lesdo foi posteriormente ranqueada com base em sua
ocorréncia, sendo: 0 - nenhuma ocorréncia; 1 — pouca ocorréncia; 2 - ocorréncia moderada; e 3
- ocorréncia grave (Tabela 1). A média de lesdes totais também foi realizada para os dois 6rgaos

em cada grupo experimental.

Tabela 1. Critérios de avaliagdo das lesGes encontradas no intestino médio e tabulos de
Malpighi de Melipona scutellaris

Tipos e niveis de lesdes Ocorréncia para cada lesdo
Reversiveis — Nivel 1 0 — Nenhuma
Moderadamente reversiveis — Nivel 2 1 - Pouca
Irreversiveis — Nivel 3 2 — Moderada
3 — Severa

Legenda: Classificacdo dos niveis de lesbes de acordo com sua reversibilidade e presenca observada
em microscopia de luz nos 6rgédos de interesse (intestino médio e tubulos de Malpighi).
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3.5. Andlises estatisticas

Com base nos dados obtidos no bioensaio toxicoldgico, 0 modelo de regressédo de Cox
foi utilizado para determinar a probabilidade de sobrevivéncia individual apds a exposi¢ado aos
agrotoxicos.

Em relacdo ao comportamento, os dados brutos gerados pelo software Ethoflow® foram
utilizados para determinar as medias de velocidade média (cm/s), nimero de paradas e distancia
percorrida (cm), por meio de andlise estatistica descritiva para cada grupo experimental. Os
dados comportamentais também foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov, e os valores dos grupos experimentais foram comparados atraves do teste nédo
paramétrico de Kruskal-Wallis para compara¢des mdltiplas (pds-teste de Dunn). Os dados
brutos do Ethoflow® também foram aplicados ao programa Jupyter Notebook para gerar
imagens de rastreio e desempenho individual.

Ja para os indices de lesdes dos 6rgaos foram utilizados os testes de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk, seguido pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
com pos-teste de Dunn para modelos de comparacdo mdultipla. Ambas as analises de
comparacao consistiram em avaliar os valores de CL e IS ap6s 2 horas de exposic¢do, bem como
CL e todos os grupos experimentais apos 4 horas de exposicdo (IS, FN e 1S). Todas as analises

estatisticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism versdo 10.3.1.

4. RESULTADOS

4.1. Taxa de sobrevivéncia
A exposicdo aos agrotoxicos provou ser um fator critico para a sobrevivéncia das
abelhas, ainda que a curto prazo. Considerando a mortalidade de todos os individuos em cada
grupo experimental, IS foi o primeiro a atingir 100% de mortalidade (20 h), seguido por IF (24
h) e FN (56 h) (Fig. 2).
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Figura 2. Modelo de regressao de Cox para probabilidade de sobrevivéncia de Melipona
scutellaris apds exposicdo a produtos formulados
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Legenda: IS: inseticida a base de flupiradifurona (6ng/uL), FN: fungicida a base de piraclostrobina
(0,Ing/uL) e fluxapiroxade (0,05ng/uL) e IF: inseticida + fungicida (flupiradifurona: 3ng/uL,
piraclostrobina: 0,05ng/uL e fluxapiroxade: 0,025ng/uL). n=60 abelhas por grupo experimental. Os
grupos experimentais IS, FN e IF apresentaram diferenca estatistica (p<0,0001) em relacdo ao grupo
CL.

De acordo com os resultados, os grupos experimentais IS e FN apresentaram dois

periodos de maior mortalidade dos individuos (IS: 4h, n=18 e 8h, n= 20; FN: 32h, n=15 e 36h,
n=14). Ainda, o grupo experimental IF exibiu maxima taxa de letalidade em 20 horas (n=19).
A anélise estatistica também indicou que o tempo médio de mortalidade dos individuos
expostos aos produtos formulados foi significativamente menor do que o do grupo experimental
CL (p < 0,0001). Comparado a CL, o grupo experimental IS apresentou uma reducdo de 90%
na expectativa de vida, seguido pelo IF com uma reducdo de 80% e FN com uma reducdo de
60%.

4.2. Alteragbes comportamentais
O processamento individual das arenas geradas pelo software Ethoflow® resultou em >
97% de veracidade para os 18.000 frames de cada gravacao e 24 planilhas de dados brutos. As
analises realizadas para os dados de CL e IS (2h) evidenciaram mudancas significativas nas
médias de velocidade média (p < 0,0001), numero de paradas (p < 0,0001) e distancia percorrida



18

(p < 0,0001), conforme a Tabela 2. Os mesmos valores de significancia foram exibidos entre
CL e todos 0s grupos experimentais ap0os 4 horas de exposicao.

O resultado obtido no IS ap6s 4 horas de exposicdo demonstrou uma diminuicao
significativa na velocidade média e na distancia percorrida, enquanto o nimero de paradas
aumentou em comparacgdo as primeiras 2 horas (p < 0,0001) (Tabela 2). O rastreamento também

permitiu visualizar a atividade dos individuos.

Tabela 2. Avaliacdo comportamental de Melipona scutellaris apds exposicdo a produtos
formulados

Velocidade média Distancia percorrida

Numero de paradas

(cml/s) (cm)
CL 1.865 + 0.001 12694.0 + 2,557 1114.0 +0.566
e
N
IS 3.512 + 0,001 % 8116.0 + 1.475% 1951.0 % 0.423 %%
CL 2.111 +0.001 10869.0 +2.111 1266.0 +0.778
IS 1.257 + 0.001%*** 12524.0 + 2.611%*** 754.0 + 0,802
e
< FN 3.492 £ 0.003**x* 8862.0 + 7.463%*xx 2095.0 £ 1.703%*xx
IF 2.399 + 0,001 %% 10568.0 + 2.868**** 1443.0 + 0.384%***

Legenda: Valores médios de velocidade, nimero de paradas e distancia percorrida, obtidos por analise
comportamental de video utilizando o software Ethoflow e analise estatistica de comparacdo multipla
utilizando o teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. ****: p<0.0001

Ao longo das gravacOes, as abelhas expostas ao inseticida (2h e 4h) exibiram um
resultado contrastante na mobilidade ao longo dos periodos de avaliacdo. Além disso, 0s
individuos do grupo FN demonstraram preferéncia por caminhar ao longo do perimetro das
arenas, exceto a colonia 1, que demonstrou baixa atividade. As abelhas do grupo experimental
IF apresentaram rastreamento semelhante do grupo experimental 1S-2h nas colénias 1,2 e 3 e
de IS-4h na col6nia 4 (Fig. 3).



Figura 3. Mapeamento dos individuos de Melipona scutellaris apds exposi¢cdo oral do
inseticida a base de flupiradifurona e fungicida a base de piraclostrobina e
fluxapiroxade
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Legenda: Representacdo visual do rastreamento do movimento das abelhas nas arenas (90x20 mm)
durante 10 minutos. Tragos pontilhados representam o percurso realizado pelos individuos ao longo das
gravacdes, sendo as diferentes cores a distin¢do entre os individuos. C = colénia. Controle: abelhas
expostas a solucdo de sacarose, sem agrotoxicos (1:1 agua e agUcar); Inseticida: abelhas expostas ao
inseticida a base de flupiradifurona (6ng/uL de i.a.); Fungicida: abelhas expostas ao fungicida a base de
piraclostrobina e fluxapiroxade (0.1ng/uL de piraclostrona e 0.05ng/uL de fluxapiroxade) e Inseticida +
Fungicida: abelhas expostas a diluigdo dos dois produtos formulados combinados (3ng/uL de
flupiradifurona, 0.05ng/pL de piraclostrona e 0.025ng/uL de fluxapiroxade). n=5 individuos por arena.
n=20 individuos por grupo experimental. Dados obtidos pelo software Ethoflow e processados pelo
programa Jupyter Notebook.

4.3.Morfofisiologia e indice de lesdo de érgaos

O intestino médio das abelhas do grupo experimental CL (2h e 4h) apresentou
vilosidades e borda em escova bem definidas, Iimen limpo e baixo nivel de lesdes,
demonstrando uma histoarquitetura de intestino médio integrada (Figs. 4A e 4B). Entretanto,
as abelhas dos grupos IS (2h e 4h) e IF apresentaram um namero significativo de eliminagéo
celular na area analisada (Figs. 4C, 4D e 4F), além disso essas células eliminadas também
apresentaram a presenca de pequenos granulos (inclusdes).

Embora a presenca de secre¢do apocrina ndo tenha apresentado alteracdes significativas
para as andlises semiquantitativas de FN (Fig. 6B), alguns registros do intestino médio
demonstraram aumento em sua eliminacédo (Figs. 4C-F). Para os individuos do grupo IS (4h),
também foram observadas alteracGes na histoarquitetura do intestino médio, caracterizadas por
vilosidades ndo definidas e variacdo no padrdo de formato da borda em escova (Fig. 4D).

Também foi observada vacuolizac¢do no intestino médio dos individuos IF (Figs. 4F).
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Figura 4. Analise morfoldgica histoldgica do intestino médio de forrageiras de Melipona
scutellaris apds exposicéo ao inseticida a base de flupiradifurona e fungicida a base de
piraclostrobina e fluxapiroxade

Controle 2h Controle 4h

Inseticida 2h

Inseticida + Fungicida 4h
. - =

Legenda: ce = eliminacdo celular; h = histoarquitetura modificada lu = limen; m = mdsculo; mv =
agrupamento de microvilosidades (borda em escova); n =nucleo; v = vilosidade; — = secregdo apocrina.
Controle: abelhas expostas a solucdo de sacarose, sem agrotoxicos (1:1 &gua e agucar); Inseticida:
abelhas expostas ao inseticida a base de flupiradifurona (6ng/puL de i.a.); Fungicida: abelhas expostas ao
fungicida a base de piraclostrobina e fluxapiroxade (0.Ing/uL de piraclostrona e 0.05ng/pL de
fluxapiroxade) e Inseticida + Fungicida: abelhas expostas a diluicdo dos dois produtos formulados
combinados (3ng/uL de flupiradifurona, 0.05ng/uL de piraclostrona e 0.025ng/uL de fluxapiroxade).
Secgdes histoldgicas coradas com hematoxilina e eosina. n=5 individuos por grupo.
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Em relacdo aos tabulos de Malpighi dos individuos, o grupo CL apresentou 6rgaos com
baixos niveis de esferocristais (2h e 4h), vacuolizacdo (2h e 4h) e auséncia de nucleos
picnoticos. Os 6rgdos também apresentaram estruturas bem definidas (Figs. 5A e 5B). Em
contraste, esferocristais e vacuolizacdo foram registrados em altos niveis para todos 0s grupos
experimentais (Figs. 5C-F). Picnose também foi observada no grupo experimental IS (2h e 4h).
Por fim, as imagens também revelaram alteracGes na histoarquitetura das abelhas expostas ao
inseticida apos 4h (1S), incluindo células localizadas exclusivamente na periferia do 6rgao e

sem lumen visivel (Fig. 5D).
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Figura 5. Prancha histoldgica dos tabulos de Malpighi de forrageiras de Melipona
scutellaris apds exposicéo ao inseticida a base de flupiradifurona e fungicida a base de
piraclostrobina e fluxapiroxade
Controle 2h Controle 4h

Inseticida 2h o Iseicida 4h

Fungicida 4h

Legenda: ce = eliminacdo celular; h = histoarquitetura modificada lu = limen; m = mdsculo; mv =
agrupamento de microvilosidades (borda em escova); n=nucleo; v = vilosidade; — = secregdo apdcrina.
Controle: abelhas expostas a solucdo de sacarose, sem agrotoxicos (1:1 &gua e agucar); Inseticida:
abelhas expostas ao inseticida a base de flupiradifurona (6ng/uL de i.a.); Fungicida: abelhas expostas ao
fungicida a base de piraclostrobina e fluxapiroxade (0.1ng/uL. de piraclostrona e 0.05ng/puL de
fluxapiroxade) e Inseticida + Fungicida: abelhas expostas a diluicdo dos dois produtos formulados
combinados (3ng/uL de flupiradifurona, 0.05ng/uL de piraclostrona e 0.025ng/uL de fluxapiroxade).
Secgdes histoldgicas coradas com hematoxilina e eosina. n=5 individuos por grupo.



24

Os intestinos médios de M. scutellaris nos grupos experimentais 1S (2h e 4h) (p <
0,0001) e IF (p <0,001) apresentaram valor significativo de eliminag&o celular em comparagéo
aos individuos CL (Fig. 6A). Todos 0s grupos experimentais apresentaram excesso de
esferocristais (p < 0,0001) (Fig. 6C). O grupo IF também se destacou pelo indice de
vacuolizacdo (p < 0,05) (Fig. 6D). Ambos os grupos experimentais FN e IF apresentaram p <
0,05 para nucleos picnoéticos em comparagcdo ao grupo experimental controle (Fig. 6E). Com

excecao dos dados evidenciados, ndo se observou modificacdes significativas para os 6rgaos.
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Figura 6. Indice de lesdo do intestino médio de Melipona scutellaris ap6s a ingestdo do
inseticida a base de flupiradifurona e fungicida a base de piraclostrobina e

fluxapiroxade
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Legenda: (A) indice de secrecdo apocrina; (B) indice celular eliminado; (C) indice de esferocristais;
(D) indice de vacuolizacdo; (E) indice de nucleos picnoéticos; (F) indice total de 6rgdos. Analises
estatisticas obtidas pelo teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. Asteriscos em A, C, D, Ee F
indicam diferenga estatistica (*: p <0,05; ***: p<0,001; ****: p<0,0001).
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J& para os tubulos de Malpighi, as abelhas do grupo experimental 1S (2h) apresentaram
as maiores taxas de alteracbes (p < 0,0001) para os trés tipos de lesbGes encontradas:
esferocristais (Fig. 7A), vacuolizacdo (Fig. 7B) e picnose celular (Fig. 7C), em comparacao as
abelhas do grupo CL (2h). Além disso, os individuos do grupo IS expostos por 4 horas também
demonstraram altos niveis de esferocristais (Fig. 7A) (p < 0,0001), vacuolizagdo (Fig. 7B) (p <
0,0001) e picnose celular (Fig. 7C) (p < 0,01) quando comparados ao CL (4h). O grupo
experimental FN também apresentou alteracbes nos niveis de esferocristais (p < 0,001) e
vacuolizacdo (p < 0,0001) em relacdo ao CL (4h). Por fim, foram observados para individuos
do grupo experimental IF esferocristais (p < 0,01) e vacuolizacdo (p < 0,001).

A comparacdo entre os dois periodos para o grupo CL (2h e 4h) ndo indicou alteragdes
significativas no indice de lesdo, e 0 mesmo foi observado para as abelhas do grupo IS (2h e
4h).

Figura 7. indice de lesdo dos tubulos de Malpighi de Melipona scutellaris apds a ingestdo
do inseticida a base de flupiradifurona e fungicida a base de piraclostrobina e
fluxapiroxade
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Legenda: (A) indice de esferocristais; (B) vacuolizacdo; (C) indice de ncleos picnéticos; (D) indice
total de 6rgdos. Andlises estatisticas obtidas por Kruskal 20 Teste de Wallis e pos-teste de Dunn. Os
asteriscos em A, B, C e D indicam diferenca estatistica (**: p <0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001).
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5. DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos, os agrotoxicos avaliados podem causar efeitos
adversos em abelhas forrageiras de M. scutellaris. Essas novas descobertas demonstram que 0s
produtos formulados a base de flupiradifurona; piraclostrobina e fluxapiroxade, usados
isoladamente ou em combinagdo podem provocar danos subletais de comportamento e na
morfofisiologia do intestino médio e tubulos de Malpighi, bem como imobilidade e significativa
mortalidade dos individuos, mesmo apds um curto periodo de exposicao.

De acordo com um estudo de campo conduzido por Campbell et al. (2016), o inseticida
a base de flupiradifurona, quando aplicado dentro dos padrdes de seguranca, ndo causa danos
significativos a sobrevivéncia das col6nias de abelhas da espécie A. mellifera. Todavia,
pesquisas mais recentes para a mesma espécie, utilizando doses realisticas de campo,
demonstraram que o inseticida provoca um aumento na taxa de letalidade em individuos em
fase larval e de forrageamento, bem como pode contribuir para 0 comprometimento de padrdes
imunoldgicos (Al Naggar & Baer, 2019; Guo et al., 2021).

Além disso, estudos conduzidos por Miotelo et al. (2021) e Sales et al. (2022) enfatizam
a maior suscetibilidade de M. scutellaris em comparacdo a A. mellifera, sendo este fator
alarmante para a espécie nativa. Domingues et al. (2020a, 2020b) também enfatizaram a
diferenca de sensibilidade entre essas duas espécies ap0s exposicao oral ao ingrediente ativo
piraclostrobina, com individuos de M. scutellaris apresentando uma taxa de sobrevivéncia
reduzida. Em relacdo ao fluxapiroxade, seus efeitos isolados em abelhas ainda ndo séo
totalmente compreendidos, todavia, sua combinagdo com inseticidas pode promover diferentes
curvas de probabilidade de sobrevivéncia em analises interespecificas (Azpiazu et al., 2021).

Embora nenhuma sinergia tenha sido encontrada entre as duas formulacdes comerciais
avaliadas neste estudo, o grupo experimental IF obteve uma taxa de sobrevivéncia reduzida
pela metade em comparacdo as abelhas expostas apenas ao fungicida, ainda que os individuos
tenham recebido metade das doses dos dois agrotdxicos formulados.

As mudancas comportamentais alarmantes nas abelhas de IS durante o ensaio
experimental foram evidenciadas nos dois periodos analisados. A hiperexcitacdo e a
superestimulacdo registradas nos individuos expostos por 2 horas sdo esperadas devido ao
mecanismo de acéo da flupiradifurona sobre os nAChRs (Nauen et al., 2015). Entretanto, apos
4 horas, houve uma diminuicdo abrupta dessa atividade, representada pelos pontos destacados
nas arenas (Fig. 3). Esses pontos bem definidos ocorreram devido aos efeitos colaterais

observados no grupo experimental 1S. Em ordem cronologica de eventos, os individuos
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apresentaram sintomas resultantes dos efeitos neurotoxicos, como comprometimento de ambas
as pernas traseiras, seguidas pela impossibilidade de retrair a probdscide e pela incapacidade de
permanecer na posi¢do ventral.

Esses dois padrbes comportamentais e sintomas de envenenamento também foram
observados no grupo experimental IF, demonstrando a predominancia dos efeitos do inseticids
na dieta. Tosi & Nieh (2017) descreveram sintomas semelhantes em A. mellifera apds
exposicdo a neonicotinoides, como tremores nas pernas e perda de coordenacdo motora
evidenciada por tropecos frequentes, enfatizando seus efeitos neurotoxicos. Além disso, Farder-
Gomes et al. (2024) também relataram atividade reduzida em M. scutellaris apds exposicdo a
piraclostrobina, incluindo reducgdo da distancia percorrida e da velocidade média.

As analises semiquantitativas das taxas de lesdo no intestino médio e nos tabulos de
Malpighi evidenciam que os efeitos subletais dos agrotdxicos avaliados ocorrem mesmo apos
curtas exposicdes, incluindo eliminacéo celular, secre¢do apocrina, esferocristais excessivos,
vacuolizacgdo e picnose nuclear. Essas lesdes foram semelhantes as observadas anteriormente
no intestino médio e nos tubulos de Malpighi de A. mellifera africanizada ap0s exposicdo a
picoxistrobina, fungicida pertencente ao grupo das estrobilurinas (Batista et al., 2020).

Considerando que apenas 0s grupos experimentais IS (2h e 4h) e IF apresentaram
eliminacdo celular, o produto formulado a base de flupiradifurona pode promover disfuncéo
celular (Billingsley & Lehane, 1996). Esse tipo de lesdo é frequentemente observado em
abelhas expostas a agrotoxicos, pois as células digestivas sdo as primeiras a ter contato com
agentes externos nocivos (Caccia et al., 2019). No entanto, a renovacao celular ocorre por meio
de ninhos de células que ndo foram danificadas durante os periodos de tempo avaliados para 0s
tratamentos.

O aumento de esferocristais de abelhas expostas a agrotoxicos sugere acimulo de
minerais nas células, bem como resposta fisioldgica de desintoxicacdo e osmorregulacdo dos
orgdos, principais funcbes da estrutura (Cruz-Landim; Serrdo, 1997). Os esferocristais também
estavam presentes, em menos quantidade, em abelhas do controle, potencialmente indicando
sua relacdo com a senescéncia dos individuos (Ryerse, 1979; Mutlu e Suludere, 2020). Este
fator pode ser considerado relevante devido ao resultado da mortalidade de CL.

Em ambos os 0rgéos, a Unica leséo de nivel 2 que apresentou ocorréncia relevante foi a
vacuolizacdo, com p-valor significativo para todos os grupos experimentais expostos aos
agrotoxicos nos tubulos de Malpighi e para o grupo IF no intestino médio. Segundo Carneiro
etal. (2022), a presenca de vacuolizacdo pode indicar perda de material citoplasméatico ou morte

celular por autofagia. Além disso, a picnose nuclear encontrada nos grupos experimentais
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também sugere o inicio do processo de morte celular, caracterizado pela condensagdo da
cromatina e perda do contetdo citoplasmatico, sendo esta uma lesdo irreversivel (Grella et al.,
2019).

Embora essas lesdes sejam consideradas naturais e um processo importante para 0s
6rgdos, os indices encontrados neste estudo, bem como as alteracbes morfoldgicas na
histoarquitetura dos 6rgédos, sugerem que os individuos sofrem consequéncias metabolicas
subletais devido a exposicdo oral aos agrotoxicos avaliados de forma isolada e combinada.
Dessa forma, é importante ressaltar que este estudo teve como objetivo analisar os efeitos de
dois produtos formulados que ndo possuem a identificagdo de seus ingredientes inertes
associados, portanto correlaciona-los com os resultados aqui demonstrados em M. scutellaris
torna-se invidvel. Ainda, os resultados obtidos corroboram com estudos citados anteriormente
e indicam que os produtos formulados respondem consistentemente seus respectivos i.a.

Considerando que o uso de agrotoxicos dobrou de 1990 a 2022 (FAO, 2024), as
pesquisas atuais sao limitadas para atender & demanda por compreensao de seus efeitos sob as
abelhas, especialmente em espécies nao-Apis. Portanto, com essas novas descobertas,

pretendemos reduzir a lacuna de conhecimento sobre essa questao.

6. CONCLUSAO

Os dados inéditos obtidos neste estudo demonstram que a exposicao oral ao inseticida a
base de flupiradifurona e ao fungicida a base de piraclostrobina e fluxapiroxade afetam
negativamente a saude de forrageiraas de M. scutellaris. Esses produtos formulados, isolados
ou combinados, mesmo por periodos de breve exposicdo podem causar danos irreparaveis ao
comportamento e a morfofisiologia do intestino médio e dos tdbulos de Malpighi, contribuindo
para a mortalidade dos individuos. Considerando a biologia das abelhas e o tempo de
desenvolvimento das abelhas nativas sem ferrdo da espécie M. scutellaris, os produtos
formulados avaliados podem comprometer a viabilidade geral da col6nia.

Estes resultados evidenciam a importancia de analises toxicoldgicas acerca de produtos
formulados, bem como enriquecem a base de dados produzida pelo Laboratério de
Ecotoxicologia e Conservacdo de Abelhas (LECA), que promove estudos utilizados em

ferramentas como avaliacéo de risco.
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