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EXPRESSAO DE GENES DO SISTEMA ANTIOXIDANTE DE ABELHAS Apis
mellifera EXPOSTAS A AGROTOXICOS
RESUMO GERAL

A agricultura moderna depende cada vez mais de agrotoxicos para combater pragas que
prejudicam a producéo agricola. Prevé-se um aumento significativo no uso desses produtos, o
que representa riscos crescentes para organismos ndo-alvo, como as abelhas. A presente
dissertacdo foi dividida em dois artigos distintos: o primeiro abrange uma revisao sistematica,
enquanto o segundo se concentra na analise da expressdo génica do sistema antioxidante de
abelhas Apis mellifera. Para aprofundar a compreenséo desses efeitos, foi realizada uma revisao
sistematica das pesquisas existentes sobre os impactos potenciais dos agrotoxicos no sistema
antioxidante de abelhas meliferas. O objetivo desta revisdo foi elencar os trabalhos publicados
entre os anos de 2020 a 2023, concentrando-se no efeito dos agrotdxicos no sistema
antioxidante de abelhas meliferas, com foco nas enzimas CAT, SOD e GST. De todos os estudos
avaliados predominantemente nos experimentos foram utilizadas doses letais deixando de lado
as doses subletais que podem vir ser tdo prejudiciais quanto doses mais elevadas, sendo 0s
experimentos em quase suas totalidades realizados em laboratério, avaliando principalmente a
exposicao oral aos agrotoxicos. Mostrando a necessidade de executar pesquisas em campo €
com diferentes tipos de exposicéo, para melhor compreensao dos efeitos dos agrotéxicos nas
abelhas. Ja a analise da expressao génica, teve o objetivo de avaliar a toxicidade de diferentes
de agrotdxicos no perfil de expressdo génica do sistema antioxidante de abelhas na fase de
campeiras, por meio de andlise de transcriptoma. Para isso, foram utilizadas abelhas com mais
de 21 dias previamente marcadas e expostas, por contato ou ingestdo, com a dose letal (DLso)
e dose subletal (DLso/100) dos agrotoxicos, e avaliadas no periodo de uma e quatro horas de
exposicdo. Dos 38 genes, até 0 momento descritos, que compdem o sistema antioxidante das
abelhas, 18 apresentaram alteraces em sua regulacdo apds a exposi¢cdo aos agrotoxicos
utilizados no estudo. As abelhas expostas aos inseticidas (fipronil e imidaclopride) foram as
abelhas que mais apresentaram alteracdes na regulacéo da expressao génica, no periodo de uma
e quatro hora de exposicéo por ingestéo, por outro lado a exposigéo por contato em uma hora
ndo apresentou resultados significativos e em quatro horas apenas dois genes tiveram alteracéo
em seu perfil de expressdo. Este fato sugere que os agrotoxicos testados sdo capazes de

promover alteragdes no sistema antioxidante das abelhas Apis mellifera.

Palavras-chave: apicultura; expressao génica; polinizacdo; sistema antioxidante; transcriptoma.
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EXPRESSION OF GENES OF THE ANTIOXIDANT SYSTEM IN BEEES Apis
mellifera EXPOSED TO AGROTOXICS

General summary

Modern agriculture increasingly relies on pesticides to combat pests that damage agricultural
production. A significant increase in the use of these products is predicted, posing growing risks
to non-target organisms such as bees. This dissertation has been divided into two separate
articles: the first covers a systematic review, while the second focuses on gene expression
analysis of the antioxidant system in Apis mellifera bees. To gain a deeper understanding of
these effects, a systematic review of existing research on the potential impacts of pesticides on
the antioxidant system of honey bees was carried out. The aim of this review was to list papers
published between 2020 and 2023, focusing on the effect of pesticides on the antioxidant system
of honey bees, with a focus on the enzymes CAT, SOD and GST. In all the studies evaluated,
lethal doses were predominantly used in the experiments, leaving aside sublethal doses which
can be just as harmful as higher doses, and almost all the experiments were carried out in the
laboratory, evaluating mainly oral exposure to pesticides. This shows the need to carry out
research in the field and with different types of exposure, in order to better understand the
effects of pesticides on bees. The aim of the gene expression analysis was to evaluate the
toxicity of different pesticides on the gene expression profile of the antioxidant system of bees
in the brood stage, using transcriptome analysis. To do this, bees over 21 days old were
previously marked and exposed, by contact or ingestion, to the lethal dose (LDso) and sublethal
dose (LDsor00) of the pesticides, and evaluated within one and four hours of exposure. Of the
38 genes described so far that make up the antioxidant system of bees, 18 showed changes in
their regulation after exposure to the pesticides used in the study. The bees exposed to the
insecticides (fipronil and imidacloprid) were the ones that showed the most changes in the
regulation of gene expression, in the one- and four-hour periods of exposure by ingestion; on
the other hand, exposure by contact in one hour did not show significant results and in four
hours only two genes showed changes in their expression profile. This suggests that the

pesticides tested are capable of altering the antioxidant system of Apis mellifera bees.

Keywords: gene expression; pollination; antioxidant system; transcriptome.
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CAPITULO 1




CONSIDERACOES INICIAIS

Importancia das abelhas Apis mellifera

A apicultura é responsavel pela geracdo de milhares de empregos de forma direta e
indiretamente. Necessita de baixo valor de investimento inicial e de manutencdo, além de ter a
vantagens de sua adaptabilidade a quase todas as regiGes do pais, desde que haja oferta de
alimento ao longo do ano. Sendo uma atividade vantajosa principalmente para produtores
familiares por proporcionar comercializacao de diversos produtos apicolas, como mel, prépolis,
cera, geleia real, pdlen e apitoxina (ARRUDA et al., 2011), além de possibilitar
comercializacdo de produtos artesanais como sabonetes, pao de mel, hidratantes, entre outros.

As abelhas Apis mellifera séo insetos sociais, da tribo Apini, ordem Hymenoptera e
familia Apidae, vivem em grandes colbnias com castas especializadas (RAMOS;
CARVALHO, 2007), uma coldnia pode chegar até 60 a 80 mil abelhas operarias, de 0 a 400
zang0Oes e uma rainha (BOMFIM et al., 2017). O desenvolvimento dos individuos compreende
0s estagios de ovo (trés dias), larva (seis dias) e pupa (varia de acordo com a casta). Em média
rainha, zangdes e operarias levam 16, 24 e 21 dias para completar seu ciclo respectivamente,
do ovo até a emergéncia do individuo completamente formado (PAGE; PENG, 2001).

A funcdo da rainha na col6nia é a realizacdo da postura de ovos que dardo origem a
novos individuos, manutencdo da coesdo e organizacdo da col6nia por meio de feromdénios
(RAMOS; CARVALHO, 2007), podendo viver até cinco anos de idade e se alimentando
exclusivamente de geleia real. Os zangfes sdo machos, fruto évulos nédo fertilizados, que se
desenvolvem por meio de partenogénese arrenétoca, sua principal funcdo na colbnia é a
fecundar a rainha virgem (princesa), durante o voo nupcial. Os zang6es atingem sua maturidade
sexual com 12 dias de idade e morrem apds o acasalamento (GALO et al., 2002), em média
vivem de 80 a 90 dias (ALVARES, 2010), podendo ser expulsos da coldnia em periodos de
escassez de alimento (FREE, 1980).

As operérias realizam todos os trabalhos de manutengéo dentro da col6nia, incluindo a
limpeza, alimentacdo das crias e da rainha, construcdo de favos, coleta e processamento de
alimentos e a defesa da col6nia (Tabela 1). O cumprimento dessas tarefas ocorre de acordo com
a maturidade fisiologica das abelhas operarias, sendo que algumas fungbes estdo

intrinsicamente relacionadas ao estado funcional de glandulas (CRUZ-LANDIM, 1994).



TABELA 1: Polietismo etario das abelhas operérias. Adaptada de GALLO et al., 2002

Funcéo das abelhas operarias de acordo com a idade fisioldgica — Polietismo etario

Idade em dias Funcéo

1° ao 3° Faxineiras Trabalham retirando toda e qualquer sujidade de dentro da colonia.

_ Responsaveis pela alimentacdo das larvas, producéo de geleia real e
4° a0 12° Nutrizes _ )
alimentar a rainha.

13° a0 18° Engenheiras Produzem cera e constroem favos.

19° 30 20° Guardis Permanecem na entrada da colmeia, defendendo o territorio contra
ao uardias
qualquer predador.

21° em diante — Responsaveis pelo servigo externo a colbnia, coleta de recurso como

Campeiras resina, agua, pélen e néctar.

Durante o forrageamento as campeiras, fazem também o trabalho de polinizacédo, sendo
as abelhas Apis mellifera consideradas polinizadores essenciais para uma ampla gama de
culturas agricolas e € amplamente reconhecida como a espécie mais predominante em todo o
mundo (GARIBALDI et al., 2013). Apesar do extenso conhecimento sobre sua domesticacéo
e distribuicdo global, a importancia de A. mellifera como polinizador em habitats naturais ainda
carece de compreensdo (AEBI et al., 2012). A polinizacdo por insetos contribui para o
rendimento de 75% das espécies agricolas globalmente importantes (KLEIN et al., 2007),
incluindo inimeras espécies de plantas selvagens (OLLERTON et al., 2011). Por outro lado, é
nesse momento em que as abelhas acabam tornando -se mais susceptiveis agentes externos

como 0s agrotoxicos.

Agrotoxicos e abelhas meliferas

O crescente aumento da populacdo e da economia mundial levou ao aumento
progressivo da geracdo e utilizacdo de produtos quimicos na agricultura (SHARMA et al.,
2019). Os agrotoxicos séo produtos quimicos (naturais ou sintéticos) empregados em diversas
praticas agricolas para controle pragas, ervas daninhas e doencas nas plantas. Podendo ser
classificados de acordo com sua finalidade como; herbicidas utilizado em ervas daninhas,
inseticidas para pragas agricolas como a mosca branca, fungicidas, nematicidas para controle
de nematoides, etc. (SHARMA et al., 2019; WHO, 2020).



De acordo com a Lei Federal brasileira n® 7.802/89, os agrotoxicos ou pesticidas sao
definidos como produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos destinados ao
uso nos setores de producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas e também
em ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢éo da flora
e da fauna, a fim de preservéa-la da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como
substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores
do crescimento (BRASIL, 1989).

Por causa do constante aumento de pragas agricolas, que causam grandes prejuizos ao
rendimento e qualidade das colheitas, isso vem tornando a agricultura moderna cada vez mais
dependente da utilizacdo de agrotdxicos (GOTO et al., 2019; WU et al., 2020). Estima-se que
de até 2050 a utilizacdo de agrotdxicos dobre, aumentando ainda mais 0s riscos potenciais e 0s
efeitos prejudiciais sobre os organismos ndo-alvo (ZHAO et al.; 2022). Embora o uso racional
dos agrotdxicos possa proteger as culturas contra pragas, o uso descontrolado dificulta a
polinizacdo e o forrageamento das abelhas e contribui para reduc6es de suas populagdes, mesmo
guando usados em baixas concentracdes (COLIN et al., 2019; SHI et al., 2020).

A relagdo planta-polinizador representam um dos motores mais importantes da
biodiversidade na Terra (OLLERTON, 2017); sem os polinizadores ndo haveria a reproducéo
de diversas plantas, comprometendo assim a biodiversidade (OLLERTON et al., 2011).
Abelhas meliferas fazem parte do grupo de polinizadores mais importante e o papel
desempenhado pelas abelhas como polinizadores em ecossistemas naturais e agro ecossistemas
esta se tornando cada vez mais evidente e reconhecido (OLLERTON et al., 2011; FOLDESI et
al., 2021). As abelhas sdo responsaveis pela polinizacdo de diversas culturas agricolas e plantas
silvestres (SILLMAN et al.; 2021). Porém, durante esse processo as abelhas acabam ficando
susceptiveis diversos fatores que podem acabar afetando sua salde como a exposi¢do aos
agrotoxicos.

A contaminacéo das abelhas por agrotdxicos pode ser dividida em duas formas distintas,
a contaminacdo aguda e a crénica. A contaminagdo aguda ocorre quando os recursos coletados
pelas abelhas contém concentragcfes iguais ou superiores a dose letal (DLso) (JOHNSON, 2015;
SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2016). A contaminacdo crbnica ocorre quando as abelhas sdo
expostas a doses subletais (inferiores a DLsp), e ndo é observada alta mortalidade e sim diversas
alteracbes comportamentais, bioquimicas, fisioldgicas e neuroldgicas, comprometendo o bem-

estar e manutencgéo das colonias.



A distingdo entre contaminagdo aguda e cronica nas abelhas expde os efeitos adversos
dos agrotoxicos em diferentes niveis. Enquanto a contaminacdo aguda evidencia 0s riscos
imediatos a vida das abelhas, a contaminagdo cronica revela impactos mais sutis, porém
igualmente preocupantes, que comprometem o funcionamento saudavel das coldnias. Portanto,
compreender e abordar ambas as formas de contaminagéo se tornam essencial para proteger a

biodiversidade e garantir a sustentabilidade dos ecossistemas agricolas.

Sistema Antioxidante

Os organismos aerdbicos desenvolveram uma rede complexa de sistemas antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos para evitar danos oxidativos, causado pela respiracdo célula e
fatores externos como, poluentes e agrotoxicos. O estresse oxidativo € um processo citotoxico
que ocorre nas células quando os mecanismos antioxidantes sdo sobrecarregados por espécies
reativas de oxigénio (ROS). Este desequilibrio ndo s6 causa danos a biomoléculas importantes
(lipidos, proteinas e acidos nucleicos) nas células, mas também tem impacto nas atividades
funcionais tanto em vertebrados como em invertebrados (NIKOLENKO; SALTYKOVA;
GAIFULLINA, 2011). A geracdo de ROS ocorre principalmente nas mitocondrias nas quais
mais de 90% do oxigénio utilizado pela célula é consumido (PEREZ-CAMPO et al., 1998). O
estresse oxidativo também é um modulador significativo das estratégias da histdria de vida
(KRAMER et al., 2021), inclusive nas abelhas. Porém, ha evidéncias limitadas de que esta
modulacdo possa mudar ap6s milhares de anos de selecdo natural, uma vez que as abelhas
meliferas enfrentaram ambientes contaminados, seja por agrotéxicos ou outros poluentes. A
diminuicdo na producdo ou neutralizacdo de ROS ¢ realizada pelos antioxidantes, que atuam
também contra seus efeitos deletérios no organismo.

O sistema antioxidante dos insetos € composto por enzimas primarias e secundarias, que
atuam direta ou indiretamente nas moléculas de ROS (espécies reativas de oxigénio). A
primeira linha de defesa contra o ataque das ROS é fornecida por trés tipos diferentes de
enzimas antioxidantes primarias que atuam diretamente nas ROS: (1) superédxido dismutase
(SODs), que reorganizam o superdxido em oxigénio e perdxido de hidrogénio; (2) catalase, que
previne a formacdo de radicais hidroxila livres ao decompor o peroxido de hidrogénio em
oxigénio e agua; e (3) peroxidases, que catalisam uma reacao analoga na qual o perdéxido de
hidrogénio é reduzido a 4gua por um redutor que atua como doador de elétrons, normalmente
para a tiorredoxina reduzida (TRX) ou a glutationa (GSH) (CORONA; ROBINSON, 2006).



Acdo dos antioxidantes sdo de extremo interesse nos insetos sociais, pois podem
explicar como os individuos que possuem uma alta metabolica ao longo de sua vida prolongada,
permanece saudavel sem mostrar sinais de senescéncia, incluindo estresse oxidativo. Neste
contexto, em que as abelhas meliferas estdo expostas a diversos estressores externos e
xenobioticos, a sugestdo de que as os agrotoxicos, influenciam no aumento de ROS sob
condigdes de estresse parece ser importante.

Objetivos

Os objetivos deste trabalho foi avaliar, por meio da analise de transcriptoma, o efeito de
agrotoxicos (dose letal e subletal) em abelhas Apis mellifera africanizadas, na fase de
campeiras, por testes de ingestdo e contato.

O presente estudo resultou no capitulo Il intitulado — “O impacto dos agrotoxicos no
sistema antioxidante de abelhas Apis mellifera - uma revisdo sistemética”, o qual foi submetido
ao periodico “Sociobiology”, conforme suas regras de publicacdo. E no capitulo 111 intitulado
— “Agrotéxicos modulam a expressdao de genes do sistema antioxidante de abelhas Apis
mellifera africanizadas na fase de campeiras” o qual foi submetido ao periddico “Bulletin of

Insectology”, conforme suas regras de publicacao.
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Resumo

A agricultura moderna depende cada vez mais de agrotdxicos para combater pragas que
prejudicam a producéo agricola. E previsto aumento significativo no uso desses produtos, o que
representa riscos crescentes para organismos ndo-alvo, como as abelhas. Durante o
forrageamento, as abelhas entram em contato direto ou indireto com diferentes agrotoxicos, ao
coletar recursos de culturas contaminadas, afetando ndo s6 a abelha, mas também toda a
col6nia, resultando em diversos problemas a curto e longo prazo, como atrasos no
desenvolvimento, danos ao sistema antioxidante, além de reducdo no nimero de individuos da
colénia. O sistema antioxidante eficiente é crucial para as abelhas devido a alta taxa metabdlica,
que resulta na producao de grandes quantidades de radicais livres em condicgdes fisioldgicas.
As enzimas antioxidantes como a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-
transferase (GST) sdo fundamentais para combater o estresse oxidativo em insetos. Para
compreender melhor esses efeitos, adotamos uma abordagem sistematica para revisar as
pesquisas existentes sobre os potenciais impactos dos agrotoxicos no sistema antioxidante de
abelhas meliferas. Sendo assim, o objetivo desta revisdo foi elencar os trabalhos entre os anos
de 2020 a 2023, e mostrar os efeitos dos agrotoxicos (inseticidas, herbicidas e fungicidas), sobre
o0 sistema antioxidante das abelhas meliferas, como foco nas enzimas CAT, SOD e GST. Ao
todo foram encontrados 19 artigos que atenderam os critérios dessa revisdo, dentre os quais
aproximadamente 89% dos experimentos foram conduzidos em laboratério e apenas 11% a
campo. Todos trabalhos avaliaram a exposicdo das abelhas aos agrotoxicos por ingestdo,
evidenciando a deficiéncia de trabalhos que utilizem o método de exposi¢do por contato, e que
conduzam experimentos no campo. Portanto foi possivel sugerir uma série de pontos para
futuras pesquisas, afim de melhorar a base de conhecimento atual sobre os potenciais efeitos
dos agrotdxicos sob as abelhas meliferas.

Palavras chave: abelhas, radicais livres, forrageamento, sistema antioxidante.
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Abstract

Modern agriculture increasingly relies on pesticides to combat pests that damage agricultural
production. A significant increase in the use of these products is predicted, posing growing risks
to non-target organisms such as bees. During foraging, bees come into direct or indirect contact
with different pesticides when collecting resources such as pollen and nectar from contaminated
crops, affecting not only the bee, but also the entire colony, resulting in various short- and long-
term problems, such as delays in development, damage to the antioxidant and immune systems,
as well as a reduction in the number of individuals in the colony. An efficient antioxidant system
is crucial for bees due to their high metabolic rate, which results in the production of large
amounts of free radicals under physiological conditions. Antioxidant enzymes such as
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione S-transferase (GST) are essential
for combating oxidative stress in insects. To better understand these effects, we adopted a
systematic approach to review existing research on the potential impacts of pesticides on the
antioxidant system of honey bees. Therefore, the aim of this review was to list the works
between 2020 and 2023, and show the effects of pesticides (insecticides, herbicides and
fungicides) on the antioxidant system of honey bees, focusing on the enzymes CAT, SOD and
GST. A total of 19 articles were found that met the criteria of this review, of which
approximately 89% of the experiments were conducted in the laboratory and only 11% in the
field. All of the studies assessed the exposure of bees to pesticides through ingestion,
highlighting the lack of studies using the contact exposure method and conducting experiments
in the field. It was therefore possible to suggest a number of points for future research in order

to improve the current knowledge base on the potential effects of pesticides on honey bees.

Keywords: antioxidant system, bees, free radicals, foraging.
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INTRODUCAO

A agricultura moderna depende cada vez mais do uso de agrotéxicos, por causa do
aumento constante de pragas no campo que afetam o rendimento e qualidade das colheitas
(TODD et al.; 2020; WU et al., 2020). Estima-se que nos proximos anos, ocorra aumento
significativo na utilizacdo de agrotoxicos aumentando 0s riscos e impactos negativos em

organismos ndo-alvo, como as abelhas (ZHAO et al., 2022).

Durante o forrageamento as abelhas podem entrar em contato com diversos agrotoxicos,
de forma direta e indireta por meio da coleta de recursos como polen e néctar, em diversas
culturas as quais podem conter agrotoxicos, levando a contaminacdo por contato e/ou ingestao
(LUNDIN et al., 2015; JIANG et al., 2018; FAVARO et al., 2019). O recurso contaminado
pode ser levado para a coldnia, promovendo a contaminacdo de todos os individuos
(JOHNSON, 2015) causando uma série de problemas a curto e longo prazo, como atraso no
desenvolvimento, comprometimento do sistema imunoldgico e antioxidante, e redugdo do
namero de individuos da col6nia (AL-DALAEN; AL-QTAITAT, 2014; FEAZEL-ORR et al.,
2016; HE et al, 2021).

Os agrotoxicos sdo agentes bioldgicos ou substancias sintetizadas usadas para matar ou
restringir o desenvolvimento de organismos (LESKA et al., 2021). Os herbicidas sdo 0s
agrotoxicos mais utilizados em todo o mundo, seguidos pelos inseticidas e fungicidas
(BARBOZA et al., 2018). Os herbicidas sdo amplamente utilizados no controle de ervas
daninhas para aumentar a qualidade e o rendimento das culturas (GIGLIO; VOMMARO, 2022),
no entanto, causam efeitos diretos e indiretos em organismos ndo-alvo (SHARMA et al.; 2018;
THANOMSIT et al., 2020).

Estudos mostram que os herbicidas causam diversos efeitos fisiologicos e
comportamentais em organismos de diferentes espécies que desempenham papéis ecoldgicos
importantes no agro ecossistemas (FREEMARK; BOUTIN, 1995; GUNSTONE et al., 2021),
como os nematoides (SANCHEZ-MORENO et al., 2015), minhocas (STELLIN et al., 2018),
colémbolos e isépodes (NIEMEYER et al., 2018), aranhas (MICHALKOVA; PEKAR, 2009;
KORENKO et al., 2016), insetos (PROSSER et al., 2016; SHARMA et al., 2018) e abelhas
(ALMASRI et al., 2020).

Ja os inseticidas sdo utilizados para controlar pragas, mas podem afetar muitos

organismos ndo-alvo, como polinizadores em especial as abelhas A. mellifera. As mortes de


https://link.springer.com/article/10.1007/s13592-022-00978-7#ref-CR6
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coldnias de abelhas causadas por inseticidas tém sido frequentemente relatadas nas Gltimas
décadas (GOULSON et al., 2015; ZAO et al., 2020). Isso se deve ao crescente entendimento
dos efeitos prejudiciais desses produtos sobre as abelhas e outros organismos nao-alvo (COLIN
etal., 2019).

Os tipos de inseticidas utilizados variam entre as culturas, mas diversos estudos mostram
que o uso de inseticidas exerce efeito negativo na saude das abelhas (DULIN et al., 2014;
TOSI; BURGIO; NIEH, 2017; Ll et al., 2019; NAIARA GOMES et al., 2020), como inibi¢éo
da vitelogenina (CHRISTEN; FENT, 2017), danos os lobos Opticos, reducdo do nimero de
sinapses entre 0s olhos compostos e os lobos opticos (DE ALMEIDA et al., 2013; FISHER et
al., 2014), alteracao da temperatura dos musculos de voo ( HENRY et al., 2015; TOSI et al.,
2017), além de reprimir a respostas quimiossensoriais, imunidade e expressdo génica
relacionada a desintoxica¢do (TAN et al., 2015; CHRISTEN et al., 2016), desorientago,
problemas de aprendizado, locomocéo, capacidade de voo e desenvolvimento muscular (ZHAO
et al., 2022). Além dos neonicotindides, as abelhas estdo expostas a uma gama de outros
inseticidas como piretroides, clorantraniliprole, espinosade, flupiradifurona e sulfoxaflor
(MAIN et al., 2020). Outros agrotoxicos que também podem afetar as abelhas séo os acaricidas,
utilizados pelo apicultor para controlar o ectoparasita Varroa destructor (BONCRISTIANI et
al., 2012; TAN et al., 2013; GASHOUT et al., 2020).

Além dos inseticidas, outros produtos quimicos como os acaricidas, e os fungicidas,
frequentemente incorporados nos tratamentos de sementes (revestimento) e possuem
propriedades sistémica, também podem representar riscos para as abelhas (ZUBROD et al.,
2019), logo, sdo altamente sollveis em &gua e podem ser absorvidos pelas plantas e
translocados pelos caules, folhas, pélen, néctar e agua de gutacdo durante o crescimento das
plantas (SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2016). Além disso os residuos da aplicacdo do fungicida
nas sementes também podem ser transportados pelo ar durante o plantio, por exemplo, por meio
da abrasdo mecanica do revestimento da semente a medida que a semente passa pelo maquinario
da plantadeira, expondo as abelhas a particulas de poeira por contato cuticular ou inalagéo
(KRUPKE et al., 2012; BOYLE et al., 2019). Os fungicidas aplicados as sementes podem
persistir em baixas concentra¢des nos tecidos vegetais durante varios meses (NETTLES et al.,
2016) e no solo (LEWIS et al., 2016), podendo resultar na contaminacdo de polen e nectar das
flores que estavam abertas durante a aplicacdo do fungicida (RONDEAU; RAINE, 2022). O
contato das abelhas com os fungicidas pode desencadear uma série de efeitos que incluindo,
aumento da mortalidade de crias (larvas) e abelhas adultas (DOMINGUES et al., 2017;
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FISHER et al., 2017; DAI et al., 2018), desorientagdo (ARTZ; PITTS-SINGER, 2015), e
reducdo da viabilidade espermética em zangdes de abelhas meliferas (FISHER; RANGEL,
2018). Além disso quando o fungicida é combinado com outros produtos, pode ter efeitos
sinérgicos, aumentando assim sua toxicidade para as abelhas, podendo aumentar a
suscetibilidade de abelhas meliferas a patdgenos (ZALUSKI et al., 2017; RONDEAU; RAINE,
2022).

As doses mais comuns utilizadas em estudos sdo as doses ambientalmente relevantes,
doses letais (DLso), e as doses subletais. A dose ambientalmente relevante é determinada por
uma média das doses encontradas em campo, podendo estar no pdlen, cera, abelhas, agua e
outros recursos. Essa dosagem pode causar prejuizos as abelhas, como alteracdo na regulagéo
de genes do sistema digestivo (ASTOLFI et al., 2022).

A DLsoou DL2s (dose letal) causa a morte de até 50% ou 25% de uma populacéo, sendo
uma dose mais elevada quando comparada, as doses subletais dos agrotoxicos. Estes acabam
entrando nos habitats entorno das terras agricolas por meio de deriva, escoamento e/ou
volatilizacdo, afetando diretamente as fases vegetativas e reprodutivas das plantas nativas. 1sso
resulta em mudancas estruturais das comunidades e reducdo na riqueza e abundancia de
espécies (FLORENCIA et al., 2017; GIGLIO; VOMMARO, 2022), afetando a dinamica
ecologica das espécies associadas as culturas (consumidores primarios e secundarios,
decompositores) (PROSSER et al., 2016; KRAUS; STOUT, 2019), envolvendo espécies que
fornecem servicos ecossistémicos (PLEASANTS; OBERHAUSER, 2013), como polinizagédo
(RUSSO et al., 2020). Nas abelhas, é possivel observar efeitos prejudiciais dessa dosagem
relacionados a salde, ao forrageamento, a expressao génica, a diferenciacdo de castas, ao ganho
de peso, ao crescimento das coldnias e a funcdo reprodutiva (BERNAUER; GAINES-DAY;
STEFFAN, 2015; DOS SANTOS et al., 2016; LIMA et al., 2016; CHMIEL et al., 2020).

A exposicdo das abelhas a agrotdxicos induz ao estresse oxidativo, aumentando a
presenca de radicais livres em seus organismos. Tais danos causados por poluentes exdgenos
séo combatidos pelo sistema antioxidante e de desintoxicagéo dos insetos (JIANG et al., 2020).
O estresse oxidativo ocorre quando radicais de oxigénio sdo produzidos em excesso nas células,
excedendo a capacidade antioxidante normal do organismo. Isso é caracterizado pelo aumento
da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), o que promove 0 comprometimento
simultaneo de seus sistemas de eliminacdo (OLGUN et al., 2020). O aumento da concentragédo

de ROS pode causar danos oxidativos a proteinas, lipidios e acidos nucleicos, comprometendo
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assim as funcgdes das células, 6rgaos ou até mesmo de todo o organismo, podendo levar a morte
(KODRIK et al., 2015). As ROS podem ser classificadas em dois grupos: radicais livres e ndo
radicais. Radicais livres surgem quando moléculas possuem elétrons desemparelhados,
tornando-as reativas na busca por estabilidade. Em contrapartida, formas ndo radicais sdo
geradas quando dois radicais livres compartilham seus elétrons desemparelhados (KODRIK et
al., 2015). A principal fonte de ROS, séo as mitocéndrias (cadeia respiratdria e desaminagédo de
aminas biogénicas), a oxidacdo microssomal de xenobioticos e a fagocitose (SAGONA et al.,
2021).

Nos insetos, dentre as enzimas antioxidantes, a superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), e a glutationa S-transferase (GST), tém papel importante no combate do estresse
oxidativo. Um sistema antioxidante eficiente € de particular importancia para insetos cuja alta
taxa metabolica contribui para a producdo de grandes quantidades de radicais livres sob
condicdes fisioldgicas (CANDY et al., 1997; TAWFIK et al., 2020).

As enzimas SOD e CAT podem remover o excesso de radical livre de anion superdxido
(O2 7) e peroxido de hidrogénio em insetos, para manter o equilibrio oxidativo (CHEN et al.,
2021). A SOD é uma metaloenzima que catalisa a conversdo do anion superéxido em peroxido
de hidrogénio e oxigénio. Nas abelhas, foram descritos trés tipos de SOD, sendo a primeira:
cobre citosolico, superoxido dismutase de zinco (SOD1 ou CuzZnSOD); a segunda MnSOD, atua
como um eliminador de metabdlitos ROS dentro da matriz mitocondrial; e a terceira Cu/ZnSOD
extracelular (SOD3) (CORONA; ROBINSON, 2006; NIKOLIC et al., 2016; SAGONA et al.,
2021).

Enguanto a CAT, uma proteina citoplasmatica (CORONA; ROBINSON, 2006), que
converte eficientemente o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio. A GST é uma enzima
crucial para a desintoxicagéo e o sistema antioxidante das abelhas, funcionando em conjunto
com a glutationa peroxidase para metabolizar toxinas e manter a homeostase fisioldgica (ZOU
etal., 2017; WANG et al., 2020; SAGONA et al., 2021). A SOD, CAT e a GST desempenham

papeis essenciais na manutencédo da saude e da funcao celular nas abelhas meliferas.

Neste estudo o intuito foi fornecer uma viséo geral dos efeitos toxicologicos conhecidos dos
agrotoxicos, no sistema antioxidante de abelhas meliferas, fornecendo perspectivas futuras para
uma avaliagdo mais precisa da toxicidade e risco dos agrotoxicos para as abelhas meliferas.
Para isso foi realizada uma revisdo sistematica da literatura para fornecer informac6es dos

efeitos das doses letal, subletal, ambientalmente relevante e/ou associacdo de uma ampla gama
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de agrotoxicos utilizados e que afetam o sistema antioxidante das abelhas. Especificamente,

pretendemos responder as seguintes questdes:
1. Em que ano e localizagdo geografica ocorreu a investigacdo existente?

2. Qual subespécies de abelha melifera foi mais comumente estudada e como foi realizada

a exposicdo aos agrotdxicos?

3. Quais agrotdxicos e associagdes foram mais estudados, e quais foram as doses e fase de

vida das abelhas foi mais estudada?
MATERIAL E METODOS
Métodos para pesquisa bibliogréafica

A busca de artigos cientificos baseou-se nos métodos propostos pelas diretrizes do
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (CLARKE
et al., 2011; GALVAO; PANSANI; HARRAD, 2015). A escolha das palavras-chave foi
realizada ap6s a leitura de publicagdes relacionadas ao assunto de interesses, sendo
selecionadas: Apis mellifera, antioxidant system, pesticides, lethal dose, sublethal dose e

stingless bees.

As palavras foram redigidas em inglés para otimizar os resultados da pesquisa. Os
operadores booleanos (and, or e not) foram utilizados para tornar a busca mais especifica. As
palavras-chave juntamente com os operadores booleanos foram inseridas na barra de pesquisa
da seguinte maneira: "Apis mellifera AND antioxidant system AND pesticides AND lethal dose
OR sublethal dose NOT stingless bees".

Critérios de inclusao e exclusdo

Foram incluidos estudos experimentais que abordavam os efeitos causados por
herbicidas, inseticidas, fungicidas e/ou associag¢fes, nas enzimas CAT, SOD e GST do sistema
antioxidante de abelhas meliferas. Foram incluidos apenas artigos publicados no idioma inglés.
Foram excluidas pesquisas que abordassem abelhas nativas, revisdes, meta-analises, artigos em
outros idiomas e artigos publicados antes de 2020, sendo selecionados apenas artigos
publicados entre os anos de 2020-2023 (IWASAKI; HOGENDOORN, 2021). Todos artigos
incluidos foram retirados de periddicos revisados por pares, e a consulta final nas bases de

dados foi realizada em 17 de outubro de 2023.
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Ap0s a selecdo dos artigos, foi realizada a leitura na integra do contetdo, para verificar
se 0 mesmo estava alinhado com o propdsito inicial do estudo. Apos a leitura, as principais
informacdes dos artigos foram tabeladas. Nao foram consideradas restri¢cdes quanto a utilizacéo

dos agrotoxicos nos estudos selecionados.
RESULTADOS

Utilizando as palavras chaves selecionadas (Apis mellifera AND antioxidant system
AND pesticides AND lethal dose OR sublethal dose NOT stingless bees), a primeira pesquisa,
resultou em um conjunto de dados primario de 306 publica¢fes. Para garantir a consisténcia da
pesquisa incluida em nossa revisdo, optamos por usar apenas artigos de periodicos revisados
por pares, que relatassem pesquisas primarias e, portanto, os artigos ndo revisados por pares
foram removidos do conjunto de dados. Artigos que tiveram como alvo abelhas nativas,
revisdes sistematicas, ou que nao abordassem os genes SOD, CAT e GST sendo todos ou pelo
menos um dos genes foram removidos, resultando em 27 artigos restantes. Estes foram entéo
examinados para determinar se os critérios da presente revisao foram atendidos, ou seja, se 0
artigo investigou os efeitos diretos no sistema antioxidante da abelha de pelo menos um
herbicida, inseticida, fungicida e/ou associacdo em qualquer subespécie do género Apis,
resultando no conjunto final de 19 artigos, os quais tiveram todos os dados tabelados.

Para cada artigo, foram extraidas as seguintes informacdes: referéncia bibliografica
completa, pais, subespécie do género Apis, método de exposi¢cdo (contato ou ingestdo),
agrotoxico utilizado, dosagem (letal, subletal ou ambientalmente relevante), ano de publicacéo,
pais, se os autores realizaram o0 experimento a campo ou laboratério, e genes avaliados
(TABELA 1).
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TABELA 1: Artigos selecionados de acordo com os critérios de incluséo e as respectivas dosagens dos agrotoxicos analisados.

19

Exp. Produto Exposicdo Genes
Artigo Pais Agrotdxico — mg/kg
Campo Lab. Comercial Puro Cont. | Ing. | SOD CAT GST
Fipronil — 0,03
Zaluski et al., 2020 Brasil X Piraclostrobina — 0,85 X X X X
Isoclast: 50%
Lietal., 2021 China X Sulfoxaflor — 1,72 X X X X X
Tiaclopride — 1,79
Or¢i¢ et al., 2022 Sérvia X Clotianidina — 0,37 N/A X X X X
Acetamipride — 2,00
Gao et al., 2022 China X Carbaril — 5,00 X X X X X
Wu et al., 2022 China X Fluvalinato — 18,50* X X X X
Pons et al., 2023 Espanha X Glifosato — 7,50 X X X X X
Tetraclorantraniliprol —
Cang et al., 2023 China X 195,55 X X X X X

Tebuconazol — 288,42
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Decio et al., 2021

Brasil

Tiametoxam — 0,02

Pal et al., 2022

Franca

Imidaclopride — 0,37

Difenoconazol - 0,37

Glifosato — 0,37

Almasri et al., 2020

Franca

Imidaclopride — 3,01
Difenoconazol — 3,01

Glifosato — 3,01

Bartling et al., 2021

Alemanha

Tiaclopride — 129,00
Fludioxonil — 0,36

Dimoxistrobina — 0,09

Pendimentalina — 0,05

N/A

Lietal., 2022

China

Imidaclopride - 0,04

Whang et al., 2023

China

X

Tiametoxam — 0,26

Triazol flusiolazol —
411,00
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Benito-Murcia et al.,

Tau-Fluvalinato — 0,27

5029 Espanha X Coumafés — 0,59 N/A X X
Dimetoato — 0,01
Imidaclopride — 0,05
Parkinson et al., 2022 EUA X N/A X
Sulfoxaflor — 0,05
Paleolog et al., 2021 Polénia x  Imidaclopride — 0,04 N/A X X
Qi et al., 2020 China X Flumetrina — 0,37 X
Araljo et al., 2023 Brasil X Espinosade — 18,13 N/A X X
Ibrahim et al., 2023 Egito X Sulfoxaflor —1204,00 N/A X X

Exp.= Experimento; Lab.= Laboratério; Cont.= Contato; Ing.= Ingestdo; SOD (superoxido dismutase); CAT (catalase) e GST (glutationa S -transferase). *Para estudos com

mais de uma dosagem de um mesmo agrotoxico, foi calculada a dosagem média utilizada.
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Em que ano e localizacao geografica ocorreu a investigacéo existente?

Todos os artigos selecionados foram publicados entre os anos de 2020-2023, tendo sido
0 ano de 2022 com maior numero de artigos selecionados seguido dos anos 2023, 2021 e 2020
(sete, cinco, quatro e trés respectivamente), (Figura 1). A maioria dos estudos foi realizada na
China (sete estudos) e no Brasil (trés estudos), seguida pela Espanha e Franca (dois estudos

cada), e Sérvia, Alemanha, Pol6nia, Egito e Estados Unidos (um estudo cada).
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FIGURA 1: Numero de estudos que atenderam aos critérios de inclusdo, distribuidos de acordo com ano de
publicag&o.

Quais subespécies de abelha melifera foi mais comumente estudada e como foi realizada

a exposicao aos agrotdxicos?

A maioria dos estudos ndo mencionaram a subespécie de abelha utilizada, citando
apenas que utilizou abelhas Apis mellifera (17 estudos); nos outros estudos foi utilizado abelhas
Apis mellifera carnica (dois estudos). Todos os estudos utilizaram método de exposicao similar
para as abelhas, sendo realizada através do fornecimento de alimento contaminado ou néo, e
nenhum dos estudos selecionados, avaliaram a contaminagéo por contato. Apés o desafio com
agrotoxicos, 73,68% dos autores optaram por fazer suas analises com a cabega ou 0 corpo
inteiro da abelha e apenas 26,32% utilizaram o abdémen. Aproximadamente 89% dos estudos
foram conduzidos em laboratorio, enquanto apenas 11% foi em campo. A dose letal (DLso) foi
utilizada na maioria artigos selecionados (nove estudos), seguido pela dose ambientalmente

relevante (sete estudos) e a dose subletal (trés estudos).
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Quais agrotoxicos e associacdes foram mais estudados, e quais foram as doses e fase de
vida das abelhas foi mais estudada?

Dos agrotoxicos investigados 18 estudos avaliaram os efeitos dos inseticidas, seguido
dos fungicidas (seis estudos) e herbicidas (quatro estudos) (Figura 2), sendo que alguns artigos
avaliaram o efeito de um ou mais agrotoxicos no mesmo trabalho. Os efeitos foram medidos
como resultado da exposicdo a compostos individuais ou a diferentes combinagéo de
agrotoxicos. A maioria dos estudos analisou os efeitos dos agrotdxicos em abelhas adultas (16
estudos), enquanto dois focaram na fase larval, e um estudo avaliou o desenvolvimento da
abelha de larva até o vigésimo dia de idade. Nao foi identificado nenhum estudo envolvendo

abelhas em estagio de pupa ou ovo.

Dos 19 artigos revisados, seis utilizaram maultiplos agrotoxicos, incluindo herbicidas,
inseticidas e fungicidas, ou combinacOes destes, para investigar seus efeitos no sistema
antioxidante das abelhas. Geralmente nos estudos que envolveram fungicidas, observa-se que,
em media, as doses desses produtos sdo mais elevadas em comparacdo com 0s inseticidas e
herbicidas. Em apenas sete estudos ndo foram observados efeitos significativos na regulacao de
algum dos genes avaliados, e para os demais estudos houve alteracdo na regulacdo dos genes
investigados.

HERBICIDAS

Os principais grupos quimicos de herbicidas abordados nos estudos foram as bipiridilias
(trés estudos), seguidas pelas dinitroanilinas (um estudo) (Figura 3). O glifosato foi o herbicida
mais frequentemente estudado, analisado em trés estudos, seguido pela pendimetalina em um
estudo. Metade dos estudos examinados focaram nos impactos dos herbicidas isoladamente,

enguanto a outra metade investigou os efeitos combinados com outros agrotoxicos.
INSETICIDAS

Os grupos quimicos dos inseticidas mais estudados foram 0s neonicotinoides (cinco
estudos), seguidos pelos organofosforados (dois estudos), e, com um estudo cada, pirazol,
carbamato, piretroide, cianopiretroide e sulfoxaminas (Figura 3). O imidacloprido foi o
inseticida mais frequentemente analisado (cinco estudos), seguido pelo sulfoxaflor (trés
estudos). Outros inseticidas examinados incluem tiametoxam, tiaclopride (dois estudos cada),

fipronil, clotianidina, acetamiprid, carbaril, fluvalinato, tetraclorantraniliprole, coumafos, tau-
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fluvalinato, dimetoato, flumetrina e espinosade (um estudo cada). Seis estudos investigaram os

efeitos combinados com outros agrotoxicos.
FUNGICIDAS

Os principais grupos quimicos dos fungicidas analisados nos estudos foram triazinas
(trés estudos), seguidos por estrobilurinas (dois estudos) e fenilpirazois (um estudo) (Figura 3).
Entre os fungicidas mais mencionados nos estudos estdo o difenoconazol (dois estudos),
seguido por piraclostrobina, triazol, flusilazol, fludioxonil, dimoxistrobina e tebuconazol (um
estudo cada). Além disso, cinco trabalhos examinaram os efeitos combinados com outros

agrotoxicos.

Agrotodxicos
25 23
20
15
12
10
7
5 4

Herbicida Inseticidas Fungicida  Associagdo

FIGURA 2: Numero de estudos, distribuidos por classe de agrotoxicos (herbicidas, inseticidas, fungicidas e/ ou
associacdo). Artigos que examinaram a associacdes dos efeitos de um ou mais agrotdxicos em um Unico estudo,
podendo incluir mais de um inseticida, herbicida ou fungicida, em um mesmo trabalho.
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FIGURA 3: Estudos, distribuidos por grupo quimico.
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DISCUSSAO

As pautas relacionadas ao meio ambiente tém ganhado crescente destaque na midia,
trazendo a tona, a necessidade de gerir de forma sustentavel os sistemas agricolas. Além disso,
é importante compreender os beneficios e riscos da utilizacdo de agrotoxicos para 0s seres
humanos e o0 ambiente, a fim de tomar decis6es relacionadas a gestdo agricola (CULLEN et al.,
2019). Compreender os estudos sobre 0s agrotoxicos e seus grupos quimicos é fundamental
para entender os potenciais impactos sobre as abelhas.

O recente interesse politico, publico e cientifico nos efeitos dos agrotoxicos em
organismos ndo-alvo promoveu diversas investigacdes sobre o tema. Na literatura ja é possivel
encontrar revisdes focadas nos impactos de uma Unica classe de inseticidas, como por exemplo
os efeitos dos neonicotindides em abelhas que rendeu 543 artigos em uma pesquisa inicial com
268 incluidos na revisdo (LUNDIN et al., 2015); em outra revisdo focada em todas as classes
de fungicidas e herbicidas, foi possivel encontrar 437 artigos dos quais 90 foram relevantes para
revisdo (CULLEN et al., 2019). Enquanto nesta revisao sistematica focada nos efeitos dos
agrotoxicos no sistema antioxidante, inicialmente foram encontrados 309 artigos dos quais

apenas 19, foram incluidos na revisdo. Embora os agrotoxicos nao tenham sido formulados para
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atingir as abelhas, vem sendo comprovado por diversos estudos; o quao prejudiciais esses
produtos séo para as abelhas, sendo responsaveis pelo declinio destes polinizadores (ZALUSKI
etal., 2017; BOVI et al., 2018; CAMILLI et al., 2022; ASTOLFI et al., 2022).

A maioria dos estudos encontrados foram realizados na China e no Brasil, sendo o0 ano
de 2022 com maior numero de publicacdo sobre o tema; diferindo dos resultados encontrados
por Cullen et al., 2019, uma vez que a maioria dos estudos por eles encontrados, foram
realizados na América do Norte e Europa. No entanto, vale ressaltar que 0s agrotoxicos
utilizados e suas composi¢cdes podem variar mundialmente, e as condicbes em que séo
utilizados podem diferir significativamente entre as regides do mundo. Embora sejam
fortemente utilizados nos paises com maior producdo de alimento, em alguns paises da Europa,
por exemplo, ja existe a proibi¢do ao uso de alguns agrotdxicos, devido aos seus efeitos nocivos
para a saude das abelhas meliferas (ZHAO et al., 2022).

Todos os artigos analisados centraram-se nos impactos de agrotoxicos em trés genes
especificos (SOD, CAT e GST) do sistema antioxidante em abelhas meliferas. Em nove dos 19
estudos, foi dada énfase a avaliacdo conjunta desses trés genes, evidenciando que a homeostase
em abelhas individuais e col6nias é mantida pela atuacdo coordenada do sistema imunol6gico
e sistema antioxidante, e os sistemas atuam para mitigar os efeitos adversos originados de
fatores externos, como a exposicdo a xenobidticos (DZIECHCIARZ et al., 2023). Até o
momento, foi confirmado que a eficicia do sistema antioxidante em abelhas operérias é
influenciada por fatores ambientais externos, como agrotéxicos (CULLEN et al., 2019;
PALEOLOG et al., 2021). Portanto, a exposi¢cdo das abelhas aos agrotdxicos prejudica o
sistema antioxidante, causando estresse oxidativo, um estado em que o sistema de defesa

antioxidante ndo consegue neutralizar os efeitos danosos dos radicais livres.

Neste cenario, o estado fisioldgico regula positivamente a atividade de enzimas como
SOD, CAT e GST para proteger o organismo dos danos causados pelas ROS (MIGDAL et al.,
2020). Todos os nove estudos que investigaram os trés genes relataram alteracbes na regulacao
dos genes apos a exposicao das abelhas aos agrotoxicos (LI et al., 2021; PALEOLOG et al.,
2021; GAO et al., 2022; Ll et al., 2022; ORCIC et al., 2022; PAL et al., 2022; ARAUJO et al.,
2023; CANG et al., 2023; PONS et al., 2023; WHANG et al., 2023). Esses resultados destacam
a sensibilidade do sistema antioxidante das abelhas aos agrotoxicos e reforgam a importancia

de entender os efeitos dessas substancias na saude das colénias.
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Os riscos desses compostos para as abelhas eram tradicionalmente avaliados por meio
de testes de DLso. No entanto, doses subletais podem causar efeitos tdo prejudiciais quanto uma
dosagem mais elevada, sendo capaz de causar aumento na peroxidacdo lipidica, alteracdo na
expressao de genes relacionados ao estresse oxidativo, atividades enzimaticas antioxidantes e
danos oxidativos em abelhas (GAO et al., 2022; PONS et al., 2023). O nimero de estudos que
investigam potenciais efeitos subletais dos agrotdxicos nas abelhas é baixo (trés estudos
focaram apenas em efeitos subletais, nove examinaram efeitos da dose letal e sete da dose

ambientalmente relevante), tornando essa area digna de maior atencao.

A maioria dos estudos (cerca de 89%) investigou a exposicdo das abelhas em
laboratdrio, enquanto apenas 11% foram realizados em campo. Isso evidencia escassez de
pesquisas que avaliem os efeitos dos agrotoxicos na coldénia como um todo, em vez de se
concentrar apenas em abelhas em fases especificas. Estudos a campo fornecem dados
importantes sobre a exposicao real das abelhas e a forma como a coldnia se comporta perante
a contaminacéo, sendo de suma importancia esse tipo de estudo para compreender melhor os
efeitos dos agrotdxicos a campo. O elevado numero de estudos em laboratério pode ser
atribuido a toxicidade dos agrotdxicos, que podem causar danos significativos as abelhas, tais
como atrofia das glandulas hipofaringeas, reducdo da area dos &cinos, morte de larvas e a
reducdo da cria (ZALUSKI et al., 2017; TRAYNOR; LAMAS, 2021). Portanto, a
contaminacdo das abelhas em ambiente controlado torna-se mais viavel para os pesquisadores,

evitando grandes perdas de individuos.

Em 100% dos estudos avaliados o0 método de exposi¢do utilizado foi via ingestdo de
alimento contaminado, ignorando por completo outras vias de exposi¢ao, como a exposicao por
contato. Zaluski et al., (2015), observaram que o inseticida fipronil apresenta maior toxicidade
as abelhas que foram expostas por contato em comparacao as abelhas que receberam o alimento
contaminado, resultando em alteragdes comportamentais, como agitacdo, espasmos, tremores e
paralisia. Bovi et al., (2018), notaram em seu estudo, que o inseticida fipronil e o imidacloprido
prejudicaram a locomogdo das abelhas expostas por contato e ingestdo. Estes resultados
mostram que mesmo em doses baixas, como as utilizadas nos testes de exposi¢éo por contato,
causam grandes prejuizos para as abelhas, ressaltando a importancia de mais pesquisas que se

concentrem nesse tipo de exposicéo.

Nesta revisdo, focamos nos efeitos dos agrotoxicos no sistema antioxidante nas abelhas

meliferas. No entanto, € importante reconhecer que também pode haver um conjunto de efeitos
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secundérios e/ou de repercussdo ndo abordados aqui, como a poliniza¢do que é vital para a
producdo agricola, pois além de aumentam seu valor econdémico, também melhora a qualidade
dos frutos. As culturas comerciais de grande escala e as agriculturas familiares sustentam as
economias locais, desempenhando um papel socioecondmico significativo (BASUALDO et al.,
2022). A presenca dessas atividades agricolas é essencial ndo apenas para a producdo de
alimentos, mas também para a manutencao da biodiversidade local e para o suporte aos servi¢os

ecossistémicos, como a polinizacao.

Atualmente existem mais de 20.000 espécies de abelhas descritas em todo o mundo,
cerca de 12 espécies desempenham papel significativo na polinizacdo de culturas, como a
abelha melifera ocidental (Apis mellifera), a abelha melifera oriental (Apis cerana), alguns
zangdes, melipona (sem ferrdo) e abelhas solitarias (FEKETENE FERENCZI et al., 2023). Os
servigos prestados pelos polinizadores desempenham papel crucial, garantindo e ampliando o
valor econémico da producéo agricola, sendo seus servicos considerados essenciais para a
producdo de alimentos e para as economias em niveis regional e global (FEKETENE
FERENCZI et al., 2023).

Fatores como 0 uso de agrotéxicos, incluindo o inseticida acetamipride e fungicidas
inibidores do ergosterol, também impactam os servi¢os de polinizacao das abelhas (HAN et al.,
2019). Os residuos desses agrotoxicos e produtos sintéticos persistem no néctar e polen
coletados pelas abelhas, resultando em neurotoxicidade, deficiéncia imunolodgica, alteracdes
comportamentais e doencas cronicas (CHRISTEN et al., 2018). Além de que a aplicacdo de
agrotoxicos, como fungicidas, inseticidas e herbicidas, contribui para a contaminacéo,
toxicidade e reducdo na qualidade e quantidade de nutrientes no pdlen e néctar, impactando a
salde das col6nias e ameacando a sobrevivéncia das abelhas (JIANG et al., 2018). Estes efeitos
secundarios do uso de agrotdxicos sobre as abelhas e o pasto apicola também pode ser o foco

para pesquisas futuras.

Considerando a crescente quantidade de literatura cientifica sobre o tema abordado,
ainda permanecem vérias lacunas importantes de conhecimento em nosso entendimento atual e
essas limitacOes englobam a escassez de estudos envolvendo espécies de abelhas, a baixa
quantidade de pesquisas que abordam o contato e exposi¢des internas, bem como a falta de
atencdo a determinados compostos em detrimento de outros. Para melhor compreender e
minimizar os riscos dos agrotoxicos para as abelhas, sdo essenciais mais pesquisas, abrangendo

diferentes vias de exposicdo, diversas espécies de estudo e um amplo espectro de compostos



29

investigados. Sendo importante preencher essas lacunas no futuro, afim de construir uma base
solida de fundamentos capazes de contribuir para politicas publicas futuras e garantir a gestao
sustentavel dos sistemas agricolas bem como a prestacdo continua de servicos de polinizagdo

tanto as culturas como as plantas nativas.

Os resultados aqui elencados destacam a sensibilidade do sistema antioxidante das
abelhas aos agrotoxicos, indicando que esses produtos podem impactar significativamente a
regulacdo génica das enzimas antioxidantes, fundamentais para a defesa do organismo contra o
estresse oxidativo. Essa constatacdo ressalta a importancia de continuar investigando os efeitos
dos agrotoxicos nas abelhas e reforca a necessidade de medidas de protecdo e manejo adequado

para garantir a saude e a sobrevivéncia desses polinizadores essenciais.
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RESUMO

As abelhas campeiras forrageiam longas distancias a procura de recursos alimentares, o que as
deixam susceptiveis ao estresse oxidativo, com acimulo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
que afetam sua longevidade e capacidade cognitiva, efeito esses agravados pela exposicéo a
agrotoxicos. O presente estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade diferentes classes de
agrotoxicos sendo: herbicida (glifosato), inseticidas (fipronil e imidaclopride) e fungicida
(piraclostrobina) no perfil de expresséo génica do sistema antioxidante de abelhas na fase de
campeiras, por meio de andlise de transcriptoma. Para isso foram utilizadas abelhas com mais
de 21 dias previamente marcadas e expostas, via contato ou ingestdo, com a dose letal (DLso)
e/ou dose subletal (DLso/100) dos agrotdxicos, no periodo de exposicao de 1 e 4 horas. Foram
observadas alteragdes na expressao de 18 genes a exposi¢do aos agrotdxicos utilizados, sendo
o fipronil o que mais afetou o sistema antioxidante das abelhas, seguido pelo inseticida
imidaclopride, glifosato e piraclostrobina. Os resultados obtidos neste estudo evidenciam o
impacto dos agrotéxicos na regulagdo dos genes do sistema antioxidante das abelhas Apis
mellifera africanizadas durante a fase de campeira e sugerem efeitos prejudiciais dos inseticidas
no sistema antioxidante das abelhas. Essas alteracdes podem ter consequéncias significativas
para a saude e o bem-estar das abelhas, bem como para a salde dos ecossistemas onde
desempenham papel vital como polinizadores. Os resultados reforcam a necessidade de
compreender os efeitos dos agrotoxicos sobre as abelhas para desenvolver estratégias de manejo

agricola mais sustentaveis e proteger a biodiversidade.

Palavras-chaves: apicultura; expressdo génica; polinizacdo; transcriptoma.
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Abstract

Forager bees will travel extensive forage distances in pursuit of resources, which makes them
susceptible to oxidative stress, with an accumulation of reactive oxygen species (ROS) that
affect their longevity and cognitive capacity, an effect aggravated by exposure to pesticides.
The aim of this study is to evaluate the toxicity of different classes of pesticides: herbicide
(glyphosate), insecticide (fipronil and imidacloprid) and fungicide (pyraclostrobin) on the gene
expression profile of the antioxidant system of bees in the forager phase, using transcriptome
analysis. For this purpose, bees over 21 days old were previously marked and exposed, via
contact or ingestion, to the lethal dose (LDso) and/or sublethal dose (LDso/100) Of the pesticides,
during exposure times of 1 and 4 hours. Changes were observed in the expression of 18 genes
when exposed to the pesticides used, with fipronil having the greatest effect on the bees'
antioxidant system, followed by the insecticides imidacloprid, glyphosate and pyraclostrobin.
The results obtained in this study highlight the impact of pesticides on the regulation of genes
in the antioxidant system of Africanized Apis mellifera bees during the hive phase and suggest
the detrimental effects of insecticides on the antioxidant system of bees. These changes could
have significant consequences for the health and well-being of bees, as well as for the health of
ecosystems where they play a vital role as pollinators. The results reinforce the need to
understand the effects of pesticides on bees in order to develop more sustainable agricultural

management strategies and protect biodiversity.

Keywords: beekeeping; gene expression; pollination; transcriptome.
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INTRODUCAO

A diminuicdo da populacdo de abelhas Apis mellifera afeta diretamente a producao
apicola, reproducédo e dindmica populacional de diversas plantas (POTTS et al.,, 2016). O
aumento da mortalidade das abelhas esta relacionado a diversos fatores, incluindo parasitas,
patdgenos e uso de agrotdxicos (HENRY et al., 2012; O’'NEAL et al., 2018; STEINHAUER et
al., 2018). Embora os agrotoxicos como 0s inseticidas, acaricidas, herbicidas e fungicidas
promovam muitos beneficios para a agricultura (COOPER; DOBSON, 2007), também existem
diversos riscos associados a sua utilizagdo, como o aparecimento de resisténcia a pragas,
ressurgimento e surtos secundarios de doencas, bem como contaminagdo ambiental, riscos a
salde humana e animal (SILVA et al., 2019).

Estes produtos acabam afetando organismos nédo-alvo como as abelhas (RAIMETS et
al., 2020; CALIANI et al., 2021). Estas podem se contaminar de forma direta, quando as
campeiras fazem o forrageamento no momento da aplicacdo de agrotéxicos ou de forma
indireta, ao coletarem e levarem recursos (polen, néctar, &gua e resina) contaminados para a
col6nia, podendo provocar diversos problemas comportamentais e fisiologicos, promovendo o
enfraguecimento ou morte da coldnia (ZALUSKI et al., 2015; FINE et al., 2017; CULLEN et
al., 2019).

Os agrotoxicos sdo substancias usadas para matar ou restringir o desenvolvimento de
organismos (BOLOGNESI; MERLO, 2011), que englobam fungicidas, herbicidas e inseticidas,
sdo processados pelo organismo, podendo ser metabolizados, armazenados, excretados ou
bioacumulados. Sua entrada no organismo pode ocorrer por diferentes vias, como pulverizacao,
contato ou ingestdo (LESKA et al., 2021).

Dentre os agrotoxicos, o herbicida glifosato (N-fosfonometil-glicina) € utilizado no
controle de plantas daninhas, sendo classificado como ndo-seletivo e de amplo espectro,
pertencente ao grupo quimico das glicinas substituidas. Seu uso causa prejuizos a manutencgao
das populacGes de abelhas, j& que pode reduzir a diversidade floral (GUPTA et al., 2019), além
de causar alteracfes em aspectos comportamentais, fisiolégicos (BLOT et al., 2019; MOTTA,
MORAN, 2020; VAZQUEZ et al., 2020a), no desenvolvimento populacional (VAZQUEZ et
al., 2018), genéticos (VAZQUEZ et al., 2020b) e produtivos.

Ja o inseticida imidaclopride é classificado como neonicotindide que contém nitro, um

grupo geralmente mais toxico que aqueles que contém ciano, que incluem acetamipride e
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tiaclopride (PISA et al., 2015). Os neonicotinoides estdo entre os mais utilizados no mundo e
por esse motivo sdo um dos principais alvos de pesquisa para investigar possivel relacdo com
elevadas taxas de mortalidade de abelhas (BLACQUIERE et al., 2012; SIMON-DELSO et al.,
2015). O imidaclopride afeta negativamente o comportamento, locomocao e atividades motoras
(BOVI et al., 2018), aprendizado e memoria (CHRISTEN et al., 2016), desenvolvimento de
colonias (ELSTON et al., 2013) e o sucesso de forrageamento (HENRY et al., 2012). Os
neonicotinoides podem induzir efeitos transcricionais significativos em diversos genes-chave
associados a neurotoxicidade, reacdes ao estresse e expectativa de vida, além da regulacdo do
sistema imunoldgico (CHRISTEN et al., 2016; CHRISTEN; FENT, 2017).

O fipronil é inseticida de acdo sistémica fenil-pirazol, atuando diretamente no sistema
nervoso central dos insetos, como antagonista de neurotransmissores, ligando-se aos receptores
do canal de cloro, impedindo acdo do GABA e a entrada dos ions de CI" no neurénio pés-
sinaptico, tornando o fluxo dos impulsos nervosos constante, promovendo hiperexcita¢do do
sistema nervoso central (KASHIWAQUI; GUERREIRO, 2015), seguida de paralisia e morte
do inseto (SIMON-DELSO et al., 2015). Estudos mostram que abelhas expostas ao fipronil
apresentam danos morfologicos, fisiolégicos e no metabolismo. As abelhas A. mellifera
expostas a este inseticida apresentaram prejuizos na aprendizagem, desempenho da memdria e
atividade motora (ZALUSKI et al., 2015; KAIRO et al., 2017; ASTOLFI et al., 2022).

Por outro lado, o piraclostrobina é um fungicida pertencente as estrobilurinas de amplo
espectro, com baixa estabilidade e movimentagéo translaminar em plantas, inibindo o complexo
Il da respiragdo celular (BARTLETT et al., 2002). Em abelhas contaminadas pode causar
mudancas comportamentais (TADEI et al., 2019), alteracdes celulares e na microbiota
intestinal (ANDERSON et al., 2011; BATISTA et al., 2020; CARNEIRO et al., 2020),
facilitando assim a infecg@o por patdgenos como o Nosema ceranae (ZALUSKI et al., 2017;
GLAVINIC et al., 2019).

A exposicdo das abelhas aos agrotoxicos pode afetar diversas vias especificas de seu
organismo (ASTOLFI et al., 2022), como a via antioxidante. Estudos tém mostrado que os
agrotoxicos podem causar estresse oxidativo e outras disfuncdes, podendo levar a mortalidade
de grande namero de organismos (BOU-ABDALLAH, 2010; AL-DALAEN; AL-QTAITAT,
2014; HE et al, 2021). Para combater os efeitos dos radicais livres é necessario um sistema

antioxidante eficiente, este processo € realizado por meio de enzimas, dentre as quais pode-se
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citar a catalase (CAT), glutationa peroxidade (GPx) (MARGOTTA et al., 2018), superoxido
desmutase (SOD) e a tiorredoxinas (TRXs).

O sistema antioxidante dos insetos é de extrema importancia, pois esses animais
naturalmente geram grandes quantidades de radicais livres, associado ao seu rapido
metabolismo (TAWFIK et al., 2020). Sua funcéo € neutralizar as espécies reativas de oxigénio
(ROS) produzidas pelo organismo, protegendo contra seus efeitos danosos por meio da
atividade enzimatica e ndo enzimatica (STRACHECKA et al., 2018). Os mecanismos
antioxidantes enzimaticos contam com aproximadamente 38 genes antioxidantes, como a
catalase, glutationas, superoxido dismutases e a glutationa-S-transferase, as quais estao entre as
principais enzimas do metabolismo desempenhando papel importante na desintoxicacdo de
espécies reativas de oxigénio e metabolismo de xenobidticos (SHI et al., 2017; L1 et al., 2020;
PALEOLOG et al., 2021).

O estresse oxidativo é reflexo de um desequilibrio entre a manifestacdo sistémica do
ROS e a capacidade do organismo de neutraliza-las (KRAMER et al., 2021). A producdo de
ROS ocorre principalmente durante o processo de respiracdo celular na cadeia de transporte de
elétrons (ETC), nas mitocondrias (BRAND, 2010). O vazamento de elétrons no Complexo ETC
I e Complexo 11 leva a reducdo parcial do oxigénio para formar radicais superoxido (O2™), os
quais sao rapidamente dismutados em perdxido de hidrogénio (H202) pela superdxido
dismutase (SOD) e sdo posteriormente inativados pela catalase (CAT). Ambas moléculas
liberadas neste processo (O2" e H20z), sdo considerados ROS (CERVONI et al., 2017).

Atividades como reproducao, voo e forrageamento promovem aumento na producéo de
ROS, os quais sé@o subprodutos do metabolismo mitocondrial que podem causar estresse
oxidativo ao danificar biomoléculas importantes, como proteinas, acidos nucleicos e lipidios
(SELMAN et al., 2012). As ROS sdo toxicas para as células quando sua producéo é excessiva,
como ocorre durante a atividade de forrageamento. O aumento de compostos altamente reativos
pode promover danos ao organismo, dentre os quais, o envelhecimento precoce (MARGOTTA
et al., 2018). Além disso a ROS pode sobrecarregar os sistemas de defesa, especialmente em

organismos com altas taxas metabolicas, como no caso das abelhas.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade de trés classes distintas de
agrotoxicos: herbicida (glifosato), inseticida (fipronil e imidaclopride) e fungicida

(piraclostrobina), utilizando-se dose letal (DLso) e subletal (DLso/100) Na alteragéo no perfil de
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expressao génica do sistema antioxidante decorrente da exposi¢do por ingestdo e contato, em
abelhas na fase de campeiras.

MATERIAL E METODOS

Local do experimento e grupos experimentais

O presente estudo foi conduzido nas seguintes coordenadas geograficas: 22°49° de
latitude Sul e 48°24’de longitude Oeste. Foram utilizadas dez coldnias de Apis mellifera
alojadas em ndcleos padrdo americano e padronizadas com trés quadros de cria e dois de
alimento (pao de abelha e mel), todos contendo rainhas acasaladas naturalmente.

Dois quadros contendo cria operculada foram removidos de cada col6nia
experimental, e em seguida, envoltos em tecido perfurado e devolvidos as suas respectivas
colmeias (CAMILLI et al., 2022). Posteriormente, aproximadamente 100 abelhas recém-
emergidas de cada colmeia experimental foram individualmente marcadas no térax usando
caneta Posca (Mitsubishi Pencil, Toquio, Japdo), totalizando aproximadamente 1.000
abelhas. Apds o processo de marcacdo, as abelhas foram reintroduzidas em suas col6nias
originais (DE BARROS et al., 2021; ASTOLFI et al., 2022), e vinte e um dias ap6s a
reintroducéo, as abelhas marcadas ja na fase de campeira, foram coletadas e imediatamente
distribuidas de forma aleatoria, em placas de Petri perfuradas (5 abelhas/repeticdo) para
garantir a ventilacdo, separadas de acordo com o método de exposi¢do, tempo, dosagem e
agrotoxico. Para cada tratamento foram utlizadas 120 abelhas, ao todo foram utilizadas 480
abelha para as analises em laboratario. Os experimentos foram realizados em sextuplicata.

As abelhas foram mantidas em incubadora com temperatura e umidade controladas
(32°+2°C e 70% UR), mantidas em jejum pelo periodo de 3 horas para esvaziamento da
vesicula nectarifera. Em seguida, foram contaminadas ou n&o, por ingestdo de alimento
contaminado (xarope de mel 1:1) contendo a DL50 ou subletal (DL50/100) dos agrotoxicos
utilizados. Foi considerado o consumo de 50 pL por abelha, correspondente ao volume médio
da vesicula melifera (THOMPSON; HUNT, 1999), para o calculo das concentragdes. Os
agrotoxicos foram ofertados para as abelhas em 1ml de alimento em tubo pléastico (50 x 10
x 10 mm), contendo as respectivas doses.

As abelhas expostas por contato, contaminadas ou néo, na regido do pronoto com

dose letal (DLso) ou a subletal (DLso00) dos agrotoxicos utilizados. As doses utilizadas no
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estudo foram:

e Glifosato - DLsp=273,93 pg/abelha e subletal (DLso/100) = 2,73 pg/abelha para ingestao
e para contato DLsg = 255,73 pg/abelha e subletal = 2,55 pg/abelha. Ambas as doses
foram pré-determinadas pelo grupo pesquisa NECTAR (dados néo publicados);

e Imidaclopride - DLso = 0,081 pg/abelha ¢ subletal (DLso100) 0,0008 pg/abelha para
ingestdo e para contato letal DLso = 0,063 pg/abelha e subletal (DLsos00) 0,0006
ug/abelha (BOVI et al., 2018).

e Fipronil - DLsg = 0,019 pg/abelha e subletal (DLso/100) 0,0019 pg/abelha para ingestao
e para contato letal DLso = 0,009 pg/abelha e subletal (DLsosoo) 0,00009 pg/abelha
(ZALUKI et al., 2015).

e Piraclostrobina contendo a DLso = 8,85 ug/abelha e subletal (DLso100) 0,088 pg/abelha
para ingestdo e para contato letal DLso = 12,89 pg/abelha e subletal (DLso/100) 0,1289
ug/abelha (ZALUSKI et al., 2017).

Apds 1 e 4 horas de exposicdo, as abelhas foram coletadas e imediatamente alocadas em
freezer -80° C, para posterior realizacdo das analises de transcriptoma, utilizando diferentes

abelhas para cada tempo.
Preparacéo e sequenciamento da biblioteca RNA-Seq

O método utilizado para a extracdo do RNA total das cabecas das abelhas de cada réplica
foi o Trizol (Invitrogen, Carlsbad, USA), quantificado em fluorimetro Qubit (ThermoFisher
Scientific, Waltham, EUA) em gel de agarose (CHOMCZYNSKI, 1993). O RNA foi extraido
na integra da cauda poli-A. Os pools de RNA total foram utilizados para preparacdo das
bibliotecas para o sequenciamento de RNA Illumina (RNA-Seq) com a utilizacdo do kit
SureSelect Stard Specific RNA Library Preparation (Agilent Tecnnologies, Santa Clara, USA)
seguindo as instrucdes do fabricante.

As bibliotecas foram quantificadas por qPCR no aparelho StepOne Plus (Life
Technologies) com o uso do NEBNext Library Quant Kit for Illumina® (New England
BioLabs® inc.). Posteriormente as bibliotecas foram diluidas a 12pM, carregadas no flowcell
presente no NextSeq (Illumina, San Diego, EUA) e sequenciadas pelo método sequence by
synthesis (SBS) por 50 ciclos no aparelho NextSeq, em uma Gnica execu¢do com comprimento
de leitura de 150 bp.

Processamento dos dados RNA-Seq e analise de diferencas de expressdes génicas

O programa FASTQC foi usado para verificar o conteddo do adaptador e avaliar a

qualidade das leituras brutas. O alinhamento dos dados foi realizado com Burrows-Wheeler
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Aligner (BWA) v0.7.12, utilizando o Amel_HAvV3.1 do NCBI (RefSeq assembly accession:
GCF_003254395.2) como referéncia. A matriz de contagem de recursos foi criada usando
HTSeq v0.11.2 e 0 arquivo de anotacdo GTF de Amel_HAv3.1.

A analise dos dados, visualizacdo e plotagem foram realizadas usando o RStudio para a
linguagem R, incluindo o pacote ggplot2 v3.3.2. A anélise de expresséo diferencial foi realizada
usando o pacote edgeR v3.30.3 disponivel no projeto de software Bioconductor para a
linguagem R. Os genes de baixa expressao foram filtrados mantendo os genes que tiveram a
contagem por milhdo maior que um em pelo menos duas das amostras. As contagens foram
normalizadas usando a normalizagdo TMM. O modelo log-linear generalizado binomial
negativo foi usado na analise de expressdo diferencial, e o procedimento de Benjamini &
Hochberg, (1995) (FDR) foi usado para correcdes de testes mdltiplos. Os genes foram

considerados significativamente regulados com valor de p ajustado < 0,05e |log2 FC>2 |.
Genes do sistema antioxidante

Foram avaliados os 38 genes do sistema antioxidante de abelhas meliferas até o presente
momento descritos (CORONA; ROBINSON, 2006), na analise de transcriptoma (Tabela 1).

TABELA 1: Genes do sistema antioxidante e sua abreviacao.

Genes do sistema antioxidantes Abreviacao

Catalase Cat
Copper chaperone for superoxide dismutase Ccs
Endoplasmic reticulum resident protein 44 Trx-like3
Glutaredoxin 3 Trx/gtx
Glutaredoxin-C4 Grxl
Glutaredoxin-related protein 5, mitochondrial Grx2
Glutathiona S-transferase D1 Gstdl
Glutathione peroxidase-like 1 Gtpx1
Glutathione S-transferase 1-1 Gstul
Glutathione S-transferase S1 Gstsl
Glutathione S-transferase S2 Gsts2

Glutathione S-transferase S3 Gsts3
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Glutathione S-transferase S4 Gsts4
Glutathione S-transferase theta-3 Gsttl
LOC411159 Grx-likel
LOC413369 Rsod
Methionine sulphoxide reductase A Msra
Methionine-R-sulfoxide reductase B1 Msrb
Microsomal glutathione S-transferase 1 Gstmicl
Microsomal glutathione S-transferase 2 Gstmic2
Peroxiredoxin 1 Tpx1
Peroxiredoxin-6 Tpx6
Peroxiredoxin-like family protein Trx-like2
Probable maleylacetoacetate isomerase 2 Gstzl
Probable phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase Gtpx2
Pyrimidodiazepine synthase Gstol/ Gsto2
Superoxide dismutase 1 Sodl
Superoxide dismutase 2 Sod?2
Superoxide dismutase 3 Sod3
Thioredoxin peroxidase 3 Tpx3
Thioredoxin peroxidase 4 Tpx4
Thioredoxin reductase 1 Trxr-1
Thioredoxin, mitochondrial Trx-1
Thioredoxin-2 Trx-2
Thioredoxin-like protein 1 Trx-likel

As sequéncias obtidas foram alinhadas contra o genoma de referéncia de Apis mellifera
disponivel online http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq. A analise da expressdo génica é
baseada no nimero de reads para um mesmo fragmento génico: quanto maior o0 numero de
reads encontrado, maior € a expressdo desse gene. A plataforma CLC Genomics Workbench

5.1 (CLC Bio, Dinamarca), foi utilizada para fazer os calculos das medidas de expressao génica
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a partir das sequéncias de mMRNA e a geracdo de perfis de expressdo génica. As andlises
estatisticas foram geradas em R®.

Correlagéo entre os genes e rotas génicas

A Reactome Knowledgebase é uma base de dados onlline e de cddigo aberto, que se
destaca por concentrar esforco de anotacdo manual em diversas espécies, e por aplicar um Unico
modelo de dados consistente em todos os dominios da biologia. Os processos sao
sistematicamente descritos em detalhes moleculares para gerar uma rede ordenada de
transformacfes moleculares, resultando em uma versdo estendida de um mapa metabdlico
classico (FABREGAT et al., 2018). A Reactome Knowledgebase liga sistematicamente as
proteinas as suas fungdes moleculares, fornecendo um recurso que funciona tanto como um
arquivo de processos bioldgicos como uma ferramenta para descobrir novas relagdes funcionais
em dados como estudos de expressdo genética ou catadlogos de mutagdes somaticas em células
(JASSAL et al., 2020). Para isso, os dados de interesse obtidos através da andlise de
transcritoma foram adicionados ao Reactome, onde ap6s a analise foi possivel observar as

possiveis interacdes entre os genes estudados
Anélise Estatistica

Com a base de dados do experimento obtida, foi realizada a analise de bioinformatica
para obtencdo das expressdes dos genes alvo deste projeto. Para a analise estatistica foi utilizado
0 pacote rna seq gene do programa R®, para dados gerados do sequenciamento em plataforma
Illumina. Diferencas entre os tratamentos foram comparadas por ANOVA, seguida do teste de
Bonferroni (p<0,01) para multiplas comparacfes (ZAR, 1996). O teste exato de Fisher foi
considerado o método estatistico (valor de p <0,05) e 0 método BENJAMINI e HOCHBERG

(1995) foi utilizado para correcao da taxa de falsa descoberta (<0,05).
RESULTADOS

Ap0s 1 hora de exposicdo ao alimento contaminado com inseticida imidaclopride foi
observado supraregulacdo de sete genes com a dose subletal (Tabela 2). J& o inseticida fipronil,
teve 11 genes supraregulados na dose subletal e nove genes na dose letal (DLso), enquanto um
gene foi infraregulado apds 1 hora de exposicao a DLso, (Tabela 2). Os demais agrotoxicos nas

dosagens estudadas ndo provocaram alteracdes na expressao génica do sistema antioxidante.
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TABELA 2: Alteracdes na expresséo de genes do sistema antioxidante em abelhas na
fase de campeiras contaminadas com a dose letal (DLso) e subletal
(DLsoiioo) dos agrotoxicos (glifosato, imidaclopride, fipronil e

piraclostrobina) por ingestao pelo periodo de 1 hora de exposicao.

Ingestao 1h

Glifosato Imidaclopride Fipronil Piraclostrobina
Genes Dosagem e logFC
DLso Sub | DLso Sub DLso Sub DLso Sub
Sodl +1,60 | +1,23 +1,51
Sod2 +1,68 | +1,13 +1,51
Rsod +2,20 | +2,03 +1.,83
Cat +2,03 | +1,60 +1,92
Gipx1 +1,32  + 1,18
Gstmicl +1,89 | +1,83 +1,63
Trxrl +1,56 +1,42
Trxl +2,30
Trx2 +1,94 | +1,96 +1,55
Trxgtx +1,12
Tpx6 +1,93 | +2,22  +2.28
Grx2 - 1,36

(+) = Upregulation; (-) = Downregulation. Sod1 (Superoxide dismutase 1); Sod2 (Superoxide dismutase 2); Rsod
(LOC413369); Cat (Catalase); Gtpx1 (Glutathione peroxidase-like 1); Gstmicl (Microsomal glutathione S-

transferase 1); Trxr-1 (Thioredoxin reductase 1); Trx-1 (Thioredoxin, mitochondrial); Trx-2 (Thioredoxin-2),
Trx/Gtx (Glutaredoxin 3); Tpx6 (Peroxiredoxin-6); Grx2 (Glutaredoxin-related protein 5, mitochondrial).

Apds o periodo de exposicao de 4 horas ao alimento contaminado, a DLso do inseticida
imidaclopride promoveu supraregulacao de quatro genes do sistema antioxidante (Tabela 3). A
DLso do herbicida glifosato promoveu a infraregulacdo de um gene e na dose subletal houve a
infraregulacdo de dois genes do sistema antioxidante (Tabela 3). Para as demais doses testadas

dos agrotdxicos ndo foram observadas alteracfes na expressdo génica.

TABELA 3: AlteracOes na expressao de genes do sistema antioxidante em abelhas, na fase
de campeiras contaminadas com a dose letal (DLso) e subletal (DLso/100) dos
agrotoxicos (glifosato, imidaclopride, fipronil e piraclostrobina) por ingestédo

pelo periodo de 4 horas de exposicéo.



52

Ingestao 4h
Glifosato Imidaclopride Fipronil Piraclostrobina
Genes Dosagem e logFC
DLso Sub DLso  Sub DLso Sub DLso Sub

Sodl + 1,49

Sod2 +2,31

Cat + 1,87

Tpx6 -1,22

Gstmicl -1,32 | +1,70
Trxl -1,05

(+) = Upregulation; (-) = Downregulation. Sod1 (Superoxide dismutase 1); Sod2 (Superoxide dismutase 2); CAT
(Catalase); Tpx6 (Peroxiredoxin-6); Gstmicl (Microsomal glutathione S-transferase 1); e Trx-1 (Thioredoxin,
mitochondrial).

Para os testes de exposicdo por contato, observou-se alteracdes na expressao de genes
apenas para o periodo de quatro horas (Tabela 4). A dose subletal do inseticida fipronil e do
fungicida piraclostrobina promoveram a infraregulacdo de um gene cada (Tabela 4). O

herbicida glifosato nédo alterou a expressao dos genes avaliados.

TABELA 4: AlteracGes na expressao de genes do sistema antioxidante em abelhas, na fase de
campeiras contaminadas com a dose letal (DLsg) e subletal (DLsosio0) dos
agrotoxicos (glifosato, imidaclopride, fipronil e piraclostrobina) por contato pelo

periodo de 4 horas de exposi¢ao.

Contato 4h
Glyphosate ‘ Imidacloprid Fipronil Pyraclostrobin
Genes Dosagem e logFC
DLso Sub DLso Sub DLso Sub DLso Sub
GstD1 -1,35
GstZ1 -1,20

(+) = Upregulation; (-) = Downregulation.. Gstmicl (Glutathiona S-transferase microssomal 1); GstD1
(Glutathiona S-transferase D1) e GstZ1 (Probable maleylacetoacetate isomerase 2).

Para a obtencéo da figura 1, os dados obtidos a partir do transcriptoma foram colocados
no banco de dados do Rectome, afim de encontrar interacdes as genicas entre 0s genes
estudados. Entre tanto foi possivel identificar interacdes somente entre 0s genes Sod2, Cat e

alguns genes da familia Fox.



53

Figura 1: FOXO3 estimula diretamente a transcricdo do gene SOD2 (superdxido dismutase dependente de
manganés), codificando na matriz mitocondrial. J& a FOXO4 e ATXN3, formam um complexo, que estimula
diretamente a expressdo da SOD2. Acetilagdo de FOXO4 por EP300 (p300) ou CREBBP (CBP) em resposta ao
estresse oxidativo ndo afeta a inducdo da transcricdo do gene SOD2 mediada por FOXO4. E a FOXO1 regula
positivamente a transcri¢do de SOD2

Figura 2: A transcricdo do gene CAT é diretamente estimulada pelo FOXO3 e FOXO6 que é regulando
positivamente pela FOXO1 embora a regulacéo direta pela FOXO1 néo tenha sido demonstrada.
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DISCUSSAO

A preocupacdo com o impacto dos agrotoxicos na comunidade de polinizadores tem
crescido, uma vez que diferentes formulagdes e ingredientes ativos causam efeitos adversos em
organismos ndo-alvo, como as abelhas (POTTS et al., 2010; GOULSON et al., 2015), e podem
promover aumento do estrese oxidativo, por meio da geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (TAWFIK et al., 2020; HE et al., 2021; PALEOLOG et al., 2021).

Neste estudo, verificou-se que a exposicdo das abelhas aos agrotoxicos fipronil e
imidaclopride resultou em supraregulacdo da glutationa (GST); este efeito observado sugere
que o organismo da abelha procurou manter sua homeostase apds a exposicdo aos inseticidas
(HU et al., 2019), na tentativa de minimizar os efeitos prejudiciais dos inseticidas (ZALUSKI
et al., 2015; ZHANG et al., 2015; WANG et al., 2016; ZALUSKI et al; 2017; FARDER-
GOMES et al., 2021).

Por outro lado, observou-se infraregulacdo das GST quando as abelhas foram expostas
ao glifosato, independentemente da dose utilizada, apds 4 horas. Este resultado pode ser devido
a dois fatores: a baixa toxicidade do glifosato as abelhas (JOHNSON 2015) ou possivel
esgotamento do sistema antioxidante pela exposi¢do ao herbicida (ALMASRI et al., 2020), o
que poderia resultar em efeitos prejudiciais para as abelhas (ZHAO et al., 2020).

Estes efeitos observados de modulacdo na expressdo das GST pelos agrotoxicos
observados sdo importantes, pois estas enzimas desempenham papel crucial na desintoxicacao
de compostos toxicos eletrofilicos, como drogas, inseticidas e substancias toxicas enddgenas
em diversos organismos vivos (ENAYATI et al., 2005), atuando no transporte intracelular,
biossintese de horménios e protecdo contra o estresse oxidativo (ARMSTRONG, 1997;
ENAYATI et al., 2005). Diferentes agrotoxicos podem regular a expressdo dos genes GST,
embora ndo estejam elucidados ainda os mecanismos que regulam esta inducéo.

Outra enzima importante do sistema antioxidante é a superoxido dismutase (SOD), do
grupo das metaloenzimas que combatem o estresse oxidativo gerado por especies reativas de
oxigénio, eliminando radicais superéxidos (DE OBESO; SCHECKHUBER, 2022; FUJII et al.,
2022). A SOD esta dentre as principais enzimas de acdo antioxidantes nas abelhas,
desempenhando papel critico na diminuicdo do dano oxidativo causado por xenobioticos
(incluindo inseticidas como fipronil e imidaclopride) (MARGOTTA et al., 2018; FARDER-
GOMES et al., 2021), estressores ambientais como temperatura extrema, metais pesados,
privacao alimentar e patogenos (JIA et al., 2014; NIKOLIC et al., 2015; KOO et al., 2016; WU
etal., 2017).
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Neste estudo, houve supraregulacdo das SOD1 e SOD2 ap6s a exposicdo das abelhas
aos inseticidas por ingestdo em 1 hora e por contato em 4 horas. Novamente, pode-se inferir
sobre a maior toxicidade do grupo dos inseticidas sobre as abelhas e a tentativa do organismo
em equilibrar os efeitos prejudiciais dos radicais livres. Em Drosophila melanogaster o
aumento da atividade enzimatica da SOD em promove resisténcia ao estresse oxidativo e esta
intimamente associado ao aumento da expectativa de vida (SUN; TOWER, 1999).

A catalase (CAT) é encontrada principalmente em peroxissomos e mitocondrias
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015) e sua atividade ocorre em conjunto com altas
concentragfes de mitocondrias em tecidos com elevadas taxas metabdlicas, fornecendo
protecdo aos organismos (POWERS et al., 1994). Neste estudo, observou-se que a CAT foi
supraregulada quando as abelhas foram expostas ao fipronil e imidaclopride por ingestdo em 1
hora e pelo imidaclopride por ingestdo no periodo de 4 horas. Estes resultados reforcam a
hipotese da tentativa de equilibrio do organismo contra os efeitos nocivos das ROS gerada pelos
inseticidas (EVANS et al., 2006; CORONA; ROBINSON, 2006).

Da mesma forma, os inseticidas fipronil e imidaclopride apés 1 hora por ingestdo
promoveram supraregulacdo das peroxirredoxinas (TPX), indicando resposta do sistema
antioxidante aos xenobioticos (AKSAKAL, 2020). Por outro lado, 4 horas de exposi¢do ao
herbicida glifosato, as TPX foram infrarreguladas, sugerindo que o herbicida tem impacto
adverso nas abelhas, prejudicando vias cruciais de desintoxicacdo e sinalizagcdo antioxidante
(TAN et al., 2022).

As tioredoxinas (TRX), produzidas nas mitocondrias, sdo proteinas oxidoredutase
altamente conservadas e essenciais para manter a homeostase redox celular (HOLMGREN et
al., 2005; CORONA; ROBINSON, 2006). Os resultados indicam suprarregulacdo das TRX e
Rsod ap6s 1 hora de exposicdo das abelhas aos inseticidas fipronil e imidaclopride por ingestao.
ALBURAKI et al., (2019) também observaram regulacéo positiva dos genes tioredoxina (Trx-
1) e Rsod em abelhas confinadas e expostas a inseticidas por quatro semanas, em comparacao
com o grupo controle. O Rsod é um membro atipico da Cu/ZnSOD com um nudmero
notavelmente alto de introns (18) e um dominio SOD duplicado (ALBURAKI et al., 2019).
Genes homdlogos foram identificados em Apis, protozoarios e peixes, mas ndo foram
encontrados em mamiferos (CORONA; ROBINSON, 2006). Por outro lado, em 4h de
exposicdo ao herbicida glifosato via ingestdo, a TRX foi infrarregulada, sugerindo o possivel
esgotamento do sistema antioxidante. Ha varios estudos que mostram que glifosato tem varios
efeitos na microbiota intestinal das abelhas, no comportamento de forrageamento, nos

processos de desenvolvimento e nas vias antioxidantes (HELMER et al., 2015; MOTTA et al.,
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2018; VAZQUEZ et al., 2018; FARINA et al., 2019), mostrando a complexidade e amplitude
dos efeitos desse herbicida sobre as abelhas.

As glutaredoxinas (Grx) sdo uma glutationa-dissulfeto redutase geral de importancia na
regulacdo da homeostase redox celular; podem ser separadas em duas grandes subfamilias
altamente abundantes, denominadas classe | e 1l Grx (WANG et al., 2022). As superfamilias
Grx e Trx mantém ativamente a homeostase tiol-redox intracelular eliminando ROS (ADLURI
et al., 2012). A exposicao das abelhas a dose subletal do agrotdxico fipronil, apds 1 hora por
ingestdo promoveu a supraregulacdo do gene Trx-Gtx; por outro lado, o gene Grx2 foi
infraregulado quando as abelhas foram expostas a dose letal do agrotdéxico fipronil 1 hora por
ingestdo. As Grx sdo pequenas dissulfeto oxidoredutases estaveis ao calor, encontradas em
procariotos e eucariotos, geralmente, possuem um sitio ativo altamente conservado, Cys-XX-
Cys/Ser, e desempenham funcGes em diversos processos celulares, como metabolismo,
polimerizacgdo de actina, transducéo de sinal e transcrigdo de genes (YAO et al., 2014). Atuam
na eliminacdo de ROS, protegendo as células do dano induzido por H20., quando
suprareguladas (WU et al., 2010), e quando infrareguladas apresentam efeito oposto,
prejudicando o funcionamento do sistema antioxidante. A homeostase em abelhas individuais
e colbnias € assegurada por meio da atuacdo dos sistemas imunoldgico e antioxidante, que
mitigam os efeitos negativos, provenientes de fatores externos (DZIECHCIARZ et al.; 2023),
COMO a exposicao aos agrotoxicos.

Observou-se que no periodo de 1 hora de exposicdo aos agrotoxicos, houve maior
numero de genes regulados quando comparado ao periodo de exposicao de 4 horas, sugerindo
possivel tentativa do sistema antioxidante em manter a homeostase do organismo. Os resultados
também mostram que as abelhas expostas a dose subletal dos agrotxicos apresentaram maior
namero de genes do sistema antioxidantes regulados quando comparado a DLsg, mostrando que
mesmo em pequenas quantidades os agrotdxicos podem afetar de forma negativa as abelhas
(ZALUSKI et al., 2015), impactos negativos estes que podem prejudicar diversas vias
metabolicas, afetando a memoria (CHRISTEN et al., 2016), aumentando a suscetibilidade a
infeccbes (ALAUX et al., 2010), interferindo na reproducgéo (WILLIAMS et al., 2015), no
desenvolvimento (WU et al., 2011), e como evidenciado nesta trabalho no sistema antioxidante
das abelhas Apis meliferas africanizadas.

Os dados encontrados sugerem que a exposicao das abelhas aos diferentes agrotdxicos,
provavelmente foi capaz de modular a expressdo de alguns genes da familia Fox (FOXOL,
FOXO03, FOX04 e FOX06), documentado até o0 momento 16 genes pertencentes a esta familia

em abelhas Apis mellifera (NIE et al., 2018). O gene FoxP foi identificado no cérebro das
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abelhas operérias, sugerindo papel no desenvolvimento e maturacdo do cérebro das abelhas
(NIE et al., 2018). A ativacdo desse gene ocorre a partir de uma cascata da proteina quinase
ativada por mitégeno (MAPK), uma via de sinalizacdo de estresse oxidativo que pode ser
ativada por varios estimulos, sendo responsavel por regular a atividade dos fatores de
transcricdo da familia Fox (KONDO et al., 2005). Um dos fatores conhecidos, é a supra
regulacdo do gene forkhead box responsavel por iniciar a transcricdo dos genes da familia Fox
(NIU et al., 2023). Os genes da familia Fox podem promover ou inibir a expressao de uma
variedade de genes que podem regular a resposta ao estresse oxidativo e a longevidade do
organismo (BRUNET et al., 2004).

Neste cenario é possivel sugerir que devido ao do estresse oxidativo promovido pelos
agrotoxicos estudados, os genes FOXO3 e FOXO4, e possivelmente FOXO1, estimularam
diretamente a transcri¢cdo do gene SOD2, codificado na mitocondria a superoxido dismutase
dependente de manganés, € responsavel pela conversdo de superéxido hidrogénio e oxigénio
(ARAUJO et al., 2011; GUAN et al.,, 2016). Entretanto, os genes FOXO3 e FOXO6, e
possivelmente FOXO1, estimulam diretamente a transcricdo do gene CAT, codificando a
catalase, uma enzima que converte peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, protegendo
assim as células do estresse oxidativo (SONG et al., 2016; LIAO et al., 2016). Assim, pode-se
inferir que os agrotdxicos podem afetar os genes da familia FOX e, indiretamente, promover
alteracdes na expressdo de genes do sistema antioxidante ativados por este grupo.

Os resultados apresentados mostram que a expressdo génica relacionada ao sistema
antioxidante pode ser influenciada, por diferentes classes de agrotoxicos, indicando sua
sensibilidade a essas substancias. Sugere-se que 0s inseticidas promovem maiores danos as
abelhas pela maior expressdo de genes do sistema antioxidante, quando comparados aos
herbicidas e fungicidas. Ademais, as analises de expressdo génica podem fornecer insights
valiosos sobre como esses agrotoxicos podem impactar os processos de defesa antioxidante e,

por extensdo, a saude geral das abelhas meliferas.
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IMPLICACOES

A presente pesquisa revela importantes implicagfes tanto para a teoria quanto para a
pratica no campo da apicultura. A utilizacdo de agrotdxicos representa uma ameaca
significativa para as abelhas Apis mellifera. Esses produtos quimicos podem afetar
negativamente o equilibrio redox das células, causando estresse oxidativo ao aumentar a
producdo de espécies reativas de oxigénio. I1sso pode comprometer as enzimas antioxidantes
essenciais, como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-S-transferase
(GST), que desempenham um papel essencial na defesa antioxidante das abelhas.

Os agrotoxicos, podem impactar diretamente a atividade dessas enzimas, levando a
disfungdes no sistema antioxidante das abelhas e resultando em consequéncias negativas para
sua saude, incluindo danos ao sistema imunoldgico, distdrbios no desenvolvimento, problemas
reprodutivos, diminuicdo da populacdo de abelhas além de prejuizos fisioldgicos e
comportamentais.

A pesquisa destaca a necessidade de revisar e regular o uso de agrotdxicos na
agricultura. As evidéncias sugerem que praticas agricolas mais sustentaveis e a implementacéo
de politicas publicas que promovam a protecdo das abelhas sdo essenciais. Medidas préaticas
podem incluir:

« Desenvolvimento e uso de agrotdxicos menos toxicos para as abelhas;

e Adocdo de técnicas de manejo integrado de pragas (MIP) que reduzam a
necessidade de agrotoxicos;

o Estabelecimento de zonas de protecdo onde o uso de agrotdxicos é restrito ou
proibido;

« Uso correto dos agrotdxicos nos cultivos agricolas, de acordo com a recomendacéo
da bula;

« Desenvolvimento de politicas publicas em prol da preservacao das abelhas.

Essas acOes podem ajudar a mitigar os efeitos negativos dos agrotoxicos, protegendo as
abelhas meliferas e, por extensdo, a seguranca alimentar global, dado o papel fundamental das
abelhas na polinizacéo.

A pesquisa abre novas questdes e areas para investigacéo futura, tais como:

o Exposicéo das abelhas por via contato aos efeitos de agrotdxicos no sistema imune

das abelhas.
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« Estudos de longo prazo sobre as consequéncias subletais da exposi¢ao cronica aos
agrotoxicos.

e Investigacdo das interacbes entre multiplos estressores ambientais, como
patdgenos e agrotdxicos, no sistema imunologico e no sistema antioxidante das
abelhas.

« Efeito da cera contaminada na sobrevivéncia de abelhas Apis mellifera.

o Efeito do aquecimento global + agrotéxicos no desenvolvimento de abelhas
melifera.

Essas direcOes podem fornecer uma compreensdo mais completa dos riscos ambientais
e ajudar no desenvolvimento de estratégias de mitigacdo mais eficazes.

As implicacdes deste estudo variam conforme o contexto geogréafico e agricola. Em
regibes com alta dependéncia de culturas polinizadas por abelhas, os resultados ressaltam a
necessidade de uma gestdo rigorosa do uso de agrotdxicos. Além disso, a conscientizacéo
publica e a educacdo dos agricultores sobre praticas agricolas sustentaveis sdo essenciais para
garantir a saude das populacGes de abelhas e a continuidade dos servicos de polinizacao.

A compreensdo dessas implicacdes é essencial, pois as abelhas desempenham um papel
fundamental na polinizagéo de plantas, sendo vitais para a producdo de alimentos. Portanto, a
utilizacdo responsavel de agrotdxicos e a implementacao de préaticas agricolas mais sustentaveis
e politicas publicas, sdo essenciais para proteger ndo apenas as abelhas, mas também a

seguranca alimentar global.
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