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RESUMO

Abelhas Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) são os principais polinizadores de

plantas cultivadas em todo o mundo. Entretanto, o uso de agrotóxicos tem

acarretado grande declínio na população desses polinizadores em diversas áreas

agrícolas. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os

potenciais efeitos do inseticida Tiametoxam em abelhas forrageiras de A. mellifera,

por meio da análise de dois parâmetros: taxa de mortalidade e potenciais alterações

morfológicas nas células digestivas do intestino. As abelhas utilizadas foram

coletadas de colônias localizadas no meliponário da Universidade Estadual Paulista

(UNESP), campus Rio Claro, SP. Foram monitoradas diariamente após a exposição

de xarope contaminado com o inseticida com doses subletais da concentração de

campo (Cc/1.000). No quinto dia, indivíduos do grupo controle e grupo exposto

foram coletados para os processos de dissecação do intestino, com posterior

coloração e avaliação morfológica do órgão. Através dos dados estatísticos finais,

verificou-se que concentrações campo de Tiametoxam causaram as seguintes

alterações no órgão: perda de material citoplasmático, perda de borda em escova,

eliminação de células para o lúmen e presença de células com núcleos picnóticos. O

inseticida afetou a sobrevivência e órgãos das abelhas testadas, ressaltando a

importância do estudo para novas pesquisas e preservação das abelhas.

Palavras-chave: Células digestivas; Agrotóxicos; Hematoxilina-Eosina; Avaliação

Morfológica.
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ABSTRACT

Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) bees are the primary pollinators of cultivated

plants worldwide. However, the use of pesticides has been leading to a significant

decline in the population of these pollinators in various agricultural areas. In this

context, this study aimed to evaluate the potential effects of the insecticide

Thiamethoxam on foraging A. mellifera bees, through the analysis of two parameters:

mortality rate and potential morphological changes in the digestive cells of the

intestine. The bees used were collected from colonies located in the meliponary of

the São Paulo State University (UNESP), campus Rio Claro, SP. They were

monitored daily after the exposure of syrup contaminated with sublethal doses of the

field concentration (Cc/1,000). On the fifth day, individuals from the control group and

exposed group were collected for dissecation of the intestine, with subsequent

staining and morphological evaluation of the organ. Through the statistical data, it

was found that field concentrations of Thiamethoxam caused the following alterations

in the organ: loss of cytoplasmic material, loss of brush border, elimination of cells to

the lumen, and presence of cells with pyknotic nuclei. The insecticide affected the

survival and organs of the tested bees, highlighting the importance of the study for

further research and preservation of bees.

Keywords: Digestive cells; Pesticides; Hematoxylin-Eosin; Morphological Evaluation.
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1. INTRODUÇÃO

Dentre as espécies de polinizadores existentes destacam-se as abelhas, pois

são fundamentais para garantir a manutenção de plantas cultiváveis e não

cultiváveis, contribuindo com a diversidade genética das espécies e melhorando a

qualidade dos frutos (GARIBALDI et al., 2011; KLEIN et al., 2007). A abelha Apis

mellifera Linnaeus (Hymenoptera: Apidae) é uma das mais utilizadas para a

polinização de plantas cultivadas em todo o mundo devido ao fácil manejo e

tamanho de suas colmeias, como também pela eficiência e rapidez nesse processo

em relação aos outros polinizadores (PIRES et al., 2016; KLEIN et al., 2020).

Devido a importância das abelhas para a polinização, existe a preocupação

com o declínio de suas populações, causado por fatores como a fragmentação de

hábitats (POTTS et al., 2010), mudanças climáticas (GIANNINI et al., 2017), a

pobreza nutricional (recursos monoflorais) (POTTS et al., 2010), as doenças

(causadas por vírus, ácaros ou microsporídios) (PIRES et al., 2016),

consequentemente levando a diminuição da imunidade da colônia e dos seus

indivíduos, e o uso indiscriminado de agrotóxicos sistêmicos que contaminam o

néctar e o pólen nos cultivos agrícolas e no entorno (por deriva em caso de

pulverização) (GOULSON et al., 2015).

O conhecimento dos danos causados por agentes tóxicos como os

inseticidas aos organismos não alvo é de grande importância para o entendimento

dos alvos e consequentemente das células-alvo, auxiliando assim no

desenvolvimento de produtos menos tóxicos e ações de atenuação de riscos,

especialmente para polinizadores. Os inseticidas podem ocasionar efeitos letais e

subletais nas abelhas, afetando as campeiras no momento do forrageamento e até

mesmo toda uma colônia, caso os resíduos sejam levados para dentro da colmeia

(GOULSON et al., 2015).

Considerando que as abelhas são organismos de extrema importância, tanto

para a biodiversidade como para a economia agrícola, e os riscos a que estão

expostas, devido ao uso de agrotóxicos sintéticos, novas formulações menos tóxicas

aos seres vivos e ao meio ambiente vem sendo pesquisadas e desenvolvidas,

buscando novas moléculas que são consideradas seguras para abelhas. A exemplo

disso temos o Sulfoxaflor, do grupo das sulfonamidas, a Flupiradifurona (FPF), um
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novo inseticida butenolídeo. Apesar disso, a molécula Tiametoxam, neonicotinóide

de segunda geração, ainda é amplamente utilizada no Brasil.

Os neonicotinóides têm ação sistêmica, podendo ser aplicados tanto por via

terrestre quanto aérea, sendo utilizado em diversas culturas, como: citros, café,

cana-de-açúcar, arroz. Apesar de desenvolvido para ser relativamente seguro para

as abelhas, principalmente para A. mellifera, há evidências crescentes de efeitos

prejudiciais tais como comprometer a memória e o processo de aprendizado das

abelhas, promovendo desorientação e prejudicando a coleta de recursos para a

colmeia (MIOTELO et al., 2022). Estudos como o de Tosi et al. (2017) apontaram

que abelhas ingerindo doses de Tiametoxam relevantes para o campo acarretou

diminuição da duração do vôo, distância e velocidade média após um ou dois dias.

Tais mudanças podem levar a uma redução na expectativa de vida (Carvalho et al.,

2009), comprometimento da capacidade de voar (VANDAME et al., 1995) e

comprometimento da aprendizagem (EL HASSANI et al., 2008), o que pode causar a

interrupção, declínio e desaparecimento das abelhas (NEUMANN E CARRECK,

2010). Entretanto, ainda são escassas as informações sobre os efeitos subletais da

Tiametoxam nas doses registradas para o manejo de pragas no Brasil.

Nos estudos ecotoxicológicos com abelhas, o intestino médio é um órgão

amplamente utilizado no diagnóstico de efeitos celulares que os neonicotinoides

podem causar em nível histológico. O epitélio intestinal é constituído por três tipos

de células: as células digestivas, que são as mais abundantes e sintetizam as

enzimas digestivas e os componentes da matriz peritrófica e absorvem nutrientes;

células endócrinas, que se encontram em todo o intestino e produzem hormônios

(Cruz-Landim et al., 1996); e ninhos de células regenerativas, compostos por células

indiferenciadas cuja função é substituir células desgastadas, que são enviadas para

o lúmen. O epitélio do intestino forma importante barreira física e química contra os

compostos potencialmente tóxicos ingeridos na sua alimentação, causando

alterações nas funções de absorção e excreção do órgão (MIOTELO et al., 2022).

Em virtude das evidências citadas, a investigação de sua resposta à exposição a

Tiametoxam se torna essencial para preenchermos as lacunas de informações sobre

essa substância. )
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2. OBJETIVO

Avaliar os potenciais efeitos do inseticida Tiametoxam em abelhas forrageiras

de A. mellifera, por meio da análise de dois parâmetros: taxa de mortalidade e

potenciais alterações morfológicas do intestino.

3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1. Coleta de abelhas

Foram coletadas vinte abelhas provenientes de três colônias diferentes,

totalizando sessenta indivíduos, do meliponário da Universidade Estadual Paulista

(UNESP), Instituto de Biociências, campus Rio Claro, SP, e foram separados em 10

indivíduos de cada colônia para o grupo controle e 10 indivíduos para o grupo

exposto. As abelhas foram coletadas e mantidas em gaiolas experimentais,

utilizando microtubos como alimentadores. O inseticida utilizado foi o Tiametoxam.

As abelhas foram expostas à uma concentração subletal daquela recomendada para

o uso em campo desta substância.

3.2. Preparação do ingrediente ativo

A escolha da dose utilizada baseou-se nas bulas de produtos direcionados

para cultivos atrativos para abelhas, recomendados e aprovados para uso segundo

o Ministério da Agricultura. Os dados da bula foram plotados em uma planilha

BeeREX para ser considerado o quanto de resíduos acabam indo parar no néctar

das plantas e que serão posteriormente consumidos pelas abelhas. A solução mãe

(1000 nanogramas de ingrediente ativo/ microlitro de água) foi diluída para a

obtenção da concentração subletal de campo dividida por mil (Cc/1.000). Esse valor

corresponde à concentração desejada de 0,00157 ng/µL de dieta, sendo então

adicionada ao xarope e colocada em eppendorfs para que as abelhas pudessem

alimentar-se. No grupo controle os eppendorfs possuíam apenas o xarope puro.

3.3. Preparação para técnica histológica

Os indivíduos foram monitorados diariamente, sendo avaliada a taxa de

mortalidade. No quinto dia, indivíduos foram coletados para os processos de
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dissecação do intestino. O material foi fixado em paraformaldeído 4% por 24 horas e

equilibrado em Tampão Fosfato de Sódio (PBS), pH 7,4 e 0,1M por 24 horas. Depois

foi seguido o protocolo padrão para inclusão em historesina Leica. Após a inclusão,

o material foi cortado em diferentes profundidades, tendo os cortes dispostos em

lâminas e posteriormente passaram por coloração Hematoxilina-Eosina (HE).

3.4. Coloração Hematoxilina-Eosina

As lâminas foram imersas em água destilada por 1 min, coradas com

hematoxilina aquosa por 10 min, enxaguadas com água destilada por 5 min e

lavadas em água corrente por 1 min. Após esses procedimentos, foram coradas com

eosina por 5 minutos e lavadas novamente em água corrente por 1 minuto, seguindo

o protocolo determinado por Junqueira e Junqueira (1983). Foram então secas e

montadas com DPX, um meio de montagem permanente. Após a secagem das

lâminas, os cortes foram analisados e fotografados em microscópio óptico com

software DP Controller em aumento de 400x para obtenção de imagens. As imagens

foram submetidas a análises no software ImageJ.

3.5. Análise morfológica

Para as análises morfológicas do intestino, estabeleceram-se três níveis de

importância, adaptados de Grella et al. (2019), onde os fatores de impacto foram

determinados com base na relevância do dano patológico, de acordo com o quanto

a lesão afetou a função do órgão, e a frequência em que ocorreu. As alterações

foram classificadas em: grau 1 representa uma lesão menor, facilmente reversível;

grau 2 representa um nível moderado, possivelmente reversível; e grau 3 representa

uma lesão grave, geralmente irreversível e que pode levar a perda parcial ou total do

órgão. A frequência variou de 0 a 6, onde 0 é uma ausência da ocorrência, 2 é uma

ocorrência de baixa frequência, 4 é uma ocorrência de média frequência e 6 é uma

ocorrência de alta frequência. Depois de completar as atribuições de pontuação para

cada alteração, as pontuações foram multiplicadas pela frequência com que essa

alteração estava presente no indivíduo.
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4. RESULTADOS

Observando os resultados da taxa de mortalidade (Tabela 1), podemos notar

que as colônias expostas ao Tiametoxam tiveram resultado geralmente mais alto do

que a taxa de mortalidade nas colônias de controle.

Tabela 1. Taxa de mortalidade observada de abelhas A. mellifera expostas ao
Tiametoxam por via oral em três colônias diferentes. As taxas de mortalidade são
apresentadas para o grupo controle (C) e o grupo exposto ao Tiametoxam (T) em

cada colônia (C1, C2 e C3).

Grupos C 1 C 2 C 3

C 100% 30% 80%

T 20% 100% 100%
Fonte: Dados da pesquisa.

Na colônia C1, o grupo de controle apresentou uma taxa de mortalidade de

100%, enquanto o grupo exposto ao Tiametoxam teve uma taxa de mortalidade de

20%. No grupo de controle, a colônia C2 apresentou a menor taxa de mortalidade,

com apenas 30%. Já no grupo exposto ao Tiametoxam, as colônias C2 e C3

apresentaram a mesma taxa de mortalidade, de 100%.

Os resultados estatísticos obtidos demonstraram que a concentração subletal

de campo dividida por mil de Tiametoxam foram capazes de induzir algumas

alterações nas células intestinais das abelhas A. mellifera (Tabela 2).

Tabela 2. Análise estatística das alterações morfológicas observadas no intestino de
A. mellifera exposta ao Tiametoxam, de forma oral. As letras representam: Grupo
controle (C); grupo exposto a Tiametoxam (T); perda de material citoplasmático

(pMC); perda de borda em escova (pBE); eliminação de células (EC); picnose (PIK)
e perda de ninhos de células regenerativas (pNCR). Letras diferentes embaixo dos

valores indicam diferenças estatísticas. p<0,05 para todas as análises.

Grupos pMC pBE EC PIK pNCR

C 2.81 ± 0.41 a 5.83 ± 0.86 a 2.45 ± 0.36 a 2.52 ± 0.37 a 2.79 ± 0.41 b

T 2.25 ± 0.33 a 5.00 ± 0.74 a 2.54 ± 0.37 a 2.54 ± 0.37 a 5.42 ± 0.80 a

Fonte: Dados da pesquisa.
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Com relação a perda de material citoplasmático, podemos observar que não

houve diferença estatística entre os grupos controle e os grupos expostos (Figura 1).

Esta perda está relacionada a diminuição do conteúdo que preenche o citoplasma

das células. Este conteúdo inclui organelas, moléculas solúveis, como enzimas,

proteínas, íons e outras que desempenham funções importantes na célula. O

material também serve como um meio para as reações químicas celulares. Também

não houve diferença estatística entre os grupos com relação a perda de borda em

escova, importante para a absorção adequada de nutrientes e para a proteção das

células epiteliais.

Em relação a eliminação de células não houve diferença estatística entre os

grupos controle e grupo exposto ao Tiametoxam. Sobre a picnose, que é quando os

núcleos das células ficam extremamente condensados e fortemente corados por

hematoxilina (Figura 2), sendo um prelúdio da morte celular, pode-se observar que

não houve uma diferença estatística significativa entre os grupos controle e exposto.

A perda de ninhos de células regenerativas, onde ocorre a diferenciação das

células para substituir as células digestivas que sofreram algum dano, houve

diferença estatística entre os grupos exposto e controle (Figura 3).

Figura 1 - Intestino médio de forrageiras de A. mellifera, corada com HE. As letras
indicam: A - grupo controle; B - grupo exposto ao Tiametoxam; EC – eliminação de
células; L – lúmen; NCR – ninho de células regenerativas; PNK – picnose; pMC -

perda de material citoplasmático; BE - borda em escova No canto direito, ampliação
da imagem mostrando as bordas em escova das células.

Fonte: Dados da pesquisa.



17

Figura 2 - Intestino médio de forrageiras de A. mellifera, corada com HE. As
letras indicam: A - grupo controle; B - grupo exposto ao Tiametoxam; EC –

eliminação de células; L – lúmen; NCR – ninho de células regenerativas; PNK –
picnose; pMC - perda de material citoplasmático.

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 3 - Intestino médio de forrageiras de A. mellifera, corada com HE. As letras
indicam: A - grupo controle; B - grupo exposto ao Tiametoxam; EC – eliminação de

células; L – lúmen; PNK – picnose; pMC - perda de material citoplasmático.

Fonte: Dados da pesquisa
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5. DISCUSSÃO

Sobre a taxa de mortalidade, os resultados sugerem que a exposição ao

Tiametoxam por via oral pode levar a altas taxas de mortalidade em abelhas A.

mellifera, com variação nas taxas de mortalidade dependendo da colônia e do grupo

de controle. Além disso, a colônia C1 parece ser menos suscetível ao Tiametoxam

do que as outras colônias, por ter apresentado o menor índice de letalidade.

De acordo com os resultados do presente estudo, podemos observar que a

concentração subletal de campo dividida por mil de Tiametoxam causa alterações

morfológicas no intestino da abelha A. mellifera. Os scores estabelecidos por Grella

et al., (2019), nos possibilitou classificar o quanto severo é o dano no órgão e se é

possível revertê-lo.

Uma das alterações analisadas foi a eliminação de células, mecanismo que

é considerado natural do órgão, visto que as células digestivas apresentam um curto

período de vida e são facilmente substituídas pelas células regenerativas

(CRUZ-LANDIM, 2009), mas o aumento na frequência deste fenômeno é indicativo

de estresse ao xenobiótico (BATISTA et al., 2020; CASTRO et al., 2020) A

eliminação para o lúmen ocorre quando as células não são mais capazes de realizar

sua função adequadamente, mas novas células são produzidas pelos ninhos de

células regenerativas, repondo as células que foram eliminadas, a fim de não

prejudicar o funcionamento do órgão (FARHAD et al., 2008). Observando os dados

estatísticos foi possível notar que não houve diferença estatística entre as abelhas

expostas ao Tiametoxam e as abelhas do grupo controle.

Outra alteração observada foi a perda do material citoplasmático, fato que

pode comprometer o funcionamento geral dos órgãos (Moore et al., 2006). Quando

ocorre a perda de material citoplasmático, pode haver uma redução na

funcionalidade da célula ou até mesmo a morte celular. Por exemplo, se houver uma

perda significativa de mitocôndrias, a célula pode não ser capaz de produzir energia

suficiente para suas funções normais, o que pode levar a um estado de estresse

celular e à morte celular. Além disso, a perda de proteínas essenciais ou enzimas

pode afetar a capacidade da célula de realizar processos metabólicos e de defesa

contra patógenos. Os agrotóxicos podem intensificar a perda do material

citoplasmático nas células. Entretanto, não foi observada diferença estatística entre

o experimento exposto e o controle com relação a este aspecto.
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A principal função da borda em escova é aumentar a área de absorção e

secreção da célula, permitindo uma troca mais eficiente de nutrientes, gases e

outras substâncias com o ambiente ao redor (CRUZ-LANDIM, 2009). Essa estrutura

também ajuda a proteger a superfície das células epiteliais contra danos e desgaste,

atuando como uma barreira mecânica e reduzindo o atrito com outras células ou

superfícies. Sabendo disso, a diminuição da espessura da borda em escova pode

causar problemas ligados a absorção dos alimentos e no funcionamento correto do

órgão. A perda de borda em escova foi outra alteração em que não ocorreu

diferença estatística significativa quando se comparou o grupo exposto com o de

controle.

Células com núcleo picnótico são aquelas em pré-estado de apoptose, um

processo natural e programado para o indivíduo em sua fase de metamorfose

(GREGORC et al., 2004). Porém, quando existe a presença de um agrotóxico no

órgão, a morte celular pode ocorrer em massa. Entretanto, células com núcleo

picnótico foi uma alteração que não se verificou diferença estatística significativa

quando comparada com ao controle.

Os ninhos de células regenerativas no intestino das abelhas têm a função de

repor as células digestivas que não conseguem mais exercer sua função

corretamente (CRUZ-LANDIM et al., 1996). Logo, alteração nos ninhos pode

acarretar no mau funcionamento do órgão no geral, tendo consequências

irreversíveis principalmente na digestão e absorção de nutrientes (CRUZ-LANDIM,

2009). A perda de ninhos de células regenerativas no intestino foi uma alteração

onde houve diferença estatística significativa quando comparada com ao controle. O

mesmo foi observado nos estudos feitos por De Oliveira et al. (2013), que realizou

um experimento com doses de tiametoxam diariamente e encontrou uma diminuição

no número de células regenerativas progressivas. Essa diminuição na quantidade de

ninhos é considerada uma lesão grave devido a perda da possibilidade de

renovação celular, sendo assim, uma vez que os ninhos se diferenciam totalmente,

as futuras células liberadas no lúmen não serão repostas, causando danos

irreversíveis (GRELLA et al., 2019).

De acordo com os resultados do presente estudo, podemos observar que

concentrações 0,00157 ng/µL do agrotóxico Tiametoxam causam poucas alterações

morfológicas no intestino das abelhas A. mellifera quando comparado com o grupo

controle. Isso pode se dar pela concentração muito baixa oferecida de maneira oral
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para as abelhas. Estudos como os de Sumida et al. (2010) e Cruz et al. (2010)

salientam que uma dieta contaminada com doses altas em xenobióticos mostraram

sinais de danos às células intestinais. No estudo de Jacob (2014) com abelhas

Scaptotrigona postica expostas a Fipronil, indivíduos contaminados com as doses

maiores morreram antes do fim do experimento.

Outro fator que podemos considerar é que durante períodos mais longos de

exposição pode ocorrer “recuperação” das células afetadas. Em abelhas A. mellifera

existem três famílias de enzimas que desempenham um papel na desintoxicação:

GTSs, citocromo P450s e carboxilesterases (SCCs) (CLAUDIANOS et al., 2006), o

que atribui à essas abelhas um mecanismo de tolerância a inseticidas (JOHNSON,

2006). Este resultado foi visto por De Oliveira et al. (2013), onde casos de exposição

contínua levaram o epitélio do intestino médio a ser incapaz de recuperar-se

totalmente, e o dano reapareceu.

Os resultados do presente estudo sugerem que o Tiametoxam diminui a

possibilidade de renovação do epitélio do intestino médio, pois com o dano nos

ninhos de células regenerativas, o órgão não seria capaz de reestruturar-se

constantemente, causando danos a longo prazo. A atenção para essa lesão se deve

a grande presença de ninhos em processo de diferenciação e já totalmente

diferenciados, pois demonstra intensa necessidade de renovação epitelial no

intestino.
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6. CONCLUSÃO

Neste trabalho foram avaliados os potenciais efeitos do inseticida Tiametoxam

em abelhas forrageiras de A. mellifera. As abelhas foram expostas ao inseticida

Tiametoxam sob doses concentração recomendada para o uso em campo. Para fins

comparativos, foi também acompanhado um grupo de controle. Os resultados da

taxa de mortalidade sugeriram que a exposição ao Tiametoxam por via oral pode

levar a altas taxas, mas houveram variações entre as colônias estudadas. Já na

análise morfológica da perda de material citoplasmático, perda de borda em escova,

eliminação de células e picnose não apresentou diferença significativa entre o grupo

exposto ao inseticida e grupo de controle. Entretanto, a avaliação da perda de

ninhos de células regenerativas apresentou variações significativas entre os grupos,

indicando alterações morfológicas prejudiciais ao intestino das abelhas,

principalmente a longo prazo. Essas alterações morfológicas podem desencadear

alterações fisiológicas no órgão e afetar a saúde dos indivíduos, comprometendo,

posteriormente, a eficácia da polinização.
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