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CONSIDERACOES INICIAIS

1. Abelha Apis mellifera: carateristicas e breve historico

A Apis mellifera L. € um inseto social com ferrdo, da tribo Apini, ordem Hymenoptera
e familia Apidae, que vive em grandes coldnias com castas especializadas (RAMOS &
CARVALHO, 2007). De acordo com Bomfim et al. (2017), em geral, uma colmeia bem

populosa tem uma rainha, de 60 a 80 mil abelhas operérias e de zero até 400 zangoes.

O desenvolvimento de todos os individuos da colénia compreende 0s estagios de ovo,
larva e pupa permanecendo trés dias na fase de ovo e seis dias na fase de larva. Ja a fase de
pupa varia em funcédo da casta e também da subespécie de abelha, durando em média, sete dias
para rainha, quinze dias para o0s zangdes e doze dias para as operarias. Dessa forma, rainha,
zang0es e operarias levam em média, respectivamente, 16, 24 e 21 dias para completar seu

desenvolvimento, desde o ovo até a emergéncia (PAGE; PENG, 2001).

A rainha é responsavel pela reproducéo realizando a postura de ovos que dardo origem
a novos individuos, manutencdo da coesdo e organizacdo da coldnia por meio da producdo de
feromoénios (RAMOS & CARVALHO, 2007), ela é o Unico individuo gque se alimenta, durante
todo o desenvolvimento larval e vida adulta com geleia real e pode viver até 5 anos , mas a

viabilidade da sua postura € reduzida conforme envelhece (EMBRAPA, 2003).

Segundo Rhodes (2011), para uma cépula eficiente a rainha necessita em média de 12
zangOes durante o voo nupcial, e faz a postura de milhares de ovos diariamente garantindo a
perpetuacdo da coldnia. Os ovos fertilizados podem dar origem a fémeas operarias ou rainhas,

dependendo da alimentacédo e das dimensdes do alvéolo em que se desenvolvem; ja os Gvulos



ndo fertilizados se desenvolvem por partenogénese arrenétoca, originando apenas machos,

neste caso, apenas zagﬁes.

Os zang0Oes ndo possuem estrutura especifica com relacdo a execucao de tarefas dentro
da coldnia, sendo sua Unica funcéo a de fecundar a abelha princesa (rainha virgem) durante o
voo nupcial. Eles alcancam a maturidade sexual com doze dias de idade e morrem apos o
acasalamento devido ao desprendimento de seus 6rgaos sexuais que ficam ligados a genitalia
da rainha (GALLO et al., 2002). O zangdo vive, em média, 80 a 90 dias (ALVAREZ, 2010;
CARANTON, 2006) e pode ser expulso da colbnia pelas operarias em periodos de escassez de

alimento (FREE, 1980).

As operarias realizam o trabalho de manutencdo da colméia, incluindo alimentacdo da
cria e da rainha, construcao de favos, coleta e processamento do alimento, defesa e limpeza da
colbnia, entre outros. Estas tarefas sdo cumpridas de acordo com a maturidade fisiologica das
operarias (fenébmeno conhecido como poliestismo etario), sendo que muitas delas estdo

relacionadas ao estado funcional das glandulas exdcrinas (CRUZ-LANDIM, 1992, 1994).

Do 1° ao 3° dia de vida, as operarias sdo faxineiras e trabalham na limpeza de qualquer
sujidade que exista dentro da colmeia. Do 4° ao 12° dia passam & ser nutrizes e alimentam as
larvas, produzem geleia real e alimentam a rainha. Do 13° ao 18° dia, chamadas de construtoras
ou engenheiras, produzem cera e constroem os favos. Do 19° ao 20° dia de vida séo abelhas
guarda e ficam na entrada do ninho defendendo seu territorio contra qualquer predador. E,
finalmente, do 21° dia em diante, se tornam campeiras fazem 0s servigos externos no campo

coletando resinas, polen, néctar e agua (GALLO et al, 2002).

Para manter sua coldonia numerosa e saudavel, a Apis mellifera possui diversos

comportamentos especificos importantes, como o defensivo, que representa a defesa da colméia



contra diversos predadores atraidos pelos estoques de mel e polen, além da abundancia de cria

presente na colmeia (DE SOUZA, 2012).

Outro comportamento importante para o bem-estar da colonia é a termorregulacéo,
estratégia utilizada para controlar o microclima no interior da colmeia (DOMINGOS e
GONCALVES, 2014), principalmente proximo as crias, as quais sdo bastante sensiveis a

qualquer variacdo de temperatura (STABENTHEINER et al., 2010).

Ja a capacidade de comunicacéo e orientacdo sdo comportamentos essenciais utilizados
para localizar os alimentos e locais de nidificagdo (abrigos), avisar sobre a presenca de
predadores, atracdo sexual, agregacdo, abandono ou enxameagao da coldnia (SOUZA SAetal.,
2018); envolvendo substancias quimicas (feroménios), dancas, sinais fisicos, percepcoes

visuais, sonoras, magnéticas e gravitacionais (GRUTER e LEADBEATER, 2014).

As abelhas meliferas também apresentam o comportamento exameatorio reprodutivo,
que ocorre geralmente quando as condi¢cGes ambientais sdo boas com abundancia de alimento
e as colbnias se desenvolvem ficando muito populosas tornando pequeno o espacgo fisico
ocupado pelo ninho. Por outro lado, se o problema for diminuicéo do fluxo de alimentos devido
a escassez de pasto apicola ou altas temperaturas a enxameacao é chamado de migratério ou
por abandono (DINIZ, 1990); e ainda apresenta 0 comportamento higiénico caracterizado pela
capacidade de deteccdo e remocao de crias mortas e/ou doentes nas células visando minimizar

0s riscos de disseminacgdo de infeccdo dentro da colmeia (BIGIO et al., 2013).

A Apis mellifera ndo € uma abelha nativa do Brasil, ela foi introduzida em 1839, trazida
da regido de Porto — Portugal para o Rio de Janeiro, pelo Padre Jesuita Antdnio Carneiro
Aureliano, para fins religiosos através da utilizacdo da cera de abelha na fabricacdo de velas
(FRANCOQY, 2007). Mais tarde, em 1845 colonizadores alemé&es trouxeram abelhas negras da

Alemanha (Apis mellifera mellifera) e para os estados do sul do Brasil. Entre 1870 e 1880,



Frederico Hanemann trouxe abelhas italianas (Apis mellifera ligustica) para o Rio Grande do
Sul, em 1895, foi a vez do padre Amaro Van Emelen que instalou apiarios em Pernambuco com
abelhas trazidas da Italia (RANGEL, 2006) e Emilio Schenk, em 1906, também importou
abelhas italianas, porém vindas da Alemanha, aumentando as populagdes de Apis mellifera no

Brasil.

Em 1956, o professor Warwick E. Kerr trouxe para o Brasil rainhas Apis mellifera
scutellata do continente africano e instalou um apiario de quarentena no horto florestal
(Camacud) em Rio Claro — SP para a realizacdo de pesquisas visando aumentar a producdo
nacional de mel e a sanidade das col6nias (KERR, 1967). Contudo, em 1957, zagdes africanos
escaparam e iniciou-se 0 processo de cruzamento com as subespécies europeias, dando origem
ao hibrido fértil chamado abelha africanizada (PEREIRA; CHAUD-NETTO, 2005) que
apresenta  caracteristicas comportamentais, produtivas, morfoldgicas e genéticas,

predominantes da subespécie africana, (KERR, 1967; DE JONG, 1996).

As populacdes dessas abelhas poli-hibridas logo se expandiram pela América do Sul e
Central onde estabeleceram grandes populacdes selvagens (SHEPPARD et al., 1991a,b;
WINSTON, 1992) e apresentam bons indices de producdo de mel, resisténcia a doencas,
eficiéncia na polinizacéo de inumeras culturas (SABBAG e NICODEMO, 2011), além de alta

defensividade (FUNARI et al., 2004).

2. Importancia econdmica da Apis mellifera

A apicultura é a criacéo racional de abelhas, uma atividade sustentavel que possibilita a
geracao de renda para produtores rurais (FREITAS et al., 2004) e uma das poucas atividades

agropecudrias que atende aos trés requisitos da sustentabilidade: econdémico fornecendo renda,



social ocupando a m&o de obra familiar ou contratada e ecoldgico contribuindo na conservagédo

da flora nativa (OLINTO et al., 2015).

Os principais produtos gerados por meio da apicultura sdo mel, cera, propolis, geleia
real, polen e apitoxina (FREITAS et al., 2004). O mel é o principal objetivo da exploracao
apicola brasileira (CNA/SENAR, 2021) utilizado como adocante natural em inimeras receitas
de comidas e bebidas, aléem de ser utilizado na fabricacdo de doces, balas, barras de cereais,
vinagre de mel, molho de mostarda, entre outros (MILESKI, 2016). Em 2019, a China ocupava
o primeiro lugar em producdo mundial de mel, com 444 mil toneladas, seguida pela Turquia
com 109 mil toneladas, Canada com 80 mil toneladas produzidas, Argentina em quarto lugar
com 78 mil toneladas. Ja o Brasil produziu naquele ano 45.981 mil toneladas de mel (FAO,
2020).

Além do mel, os apicultores também podem explorar outros produtos apicolas com
grande potencial de crescimento no Brasil como a prépolis que apresenta propriedades
funcionais, anti-inflamatdria, antimicrobiana, antioxidante, imunomodulatéria, analgésica e
antiviral (AL-WALI et al., 2012).

O pélen apicola possui grande importancia nutricional, sendo fonte de proteinas,
gorduras, minerais, carboidratos, aminoacidos e vitaminas (MARCHINI et al., 2006), além de
auxiliar no fortalecimento do sistema imunolégico (STANDIFER, 1980), possuir agdo
antioxidante retardando o envelhecimento (CARPES et al., 2008) e atuar no sistema digestivo
regulando a flora intestinal (NOGUEIRA, 2012).

A cera € outro produto apicola muito promissor de interesse nas inddstrias téxteis, de
papel, polidores, processamento de alimentos, vernizes, impermeabilizantes e na pos-colheita
de frutos € utilizada para a melhoria do aspecto e conservacdo (PAN, 2018).

A geleia real é utilizada como alimento funcional devido a sua agdo rejuvenescedora,

sendo bastante procurada pelas industrias farmacéuticas e cosméticas, agregando mais valor aos



produtos (GARCIA-AMOEDO; ALMEIDA-MURADIAN, 2002); e a apitoxina ou veneno da
abelha pode ser utilizada como anti-inflamatério, antirreumatico, anticoagulante, e
vasodilatadora (GODINHO, 2016).

A polinizacdo é um servigo ecossistémico que também pode ser explorado
economicamente pelos apicultores uma vez que as abelhas sdo os polinizadores mais
importantes para diversas culturas agricolas (POTTS et al., 2016). A Apis mellifera é a espécie
de abelha mais utilizada para este tipo de servico (AIZEN & HARDER, 2009) devido ao seu
comportamento generalista visitando grande diversidade de flores para obter seu alimento
(IMPERATRIZ-FONSECA & NUNES-SILVA, 2010) e pela facilidade de manejo das suas
colmeias (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012).

Desta forma, a apicultura representa uma possibilidade real de negécio e inclusao social,
com baixo investimento inicial, ocupagdo para todos os membros da familia, dispensa a
propriedade de terra porque os apiarios podem ser instalados em areas de terceiros por meio de
locacdo ou cesséo de uso, contribui para a conservagao da natureza porque depende dos recursos
naturais para produzir, pode ser consorciada com outras atividades como as culturas agricolas
e tem grande diversidade de produtos e servi¢o, como a polinizacdo (SEBRAE, 2009).

Apesar de todas estas vantagens e seu enorme potencial, a atividade da apicultura vem
sendo ameacada pelo uso indiscriminado de agrotoxicos, 0s quais podem comprometer colénias
inteiras num curto espaco de tempo ou provocar o declinio das populagdes de abelhas de forma
lenta por meio da contaminacéo dos recursos coletados e consumidos por elas (FREITAS et al.,

2009, POTTS et al., 2016).

3. Declinio das populagées de abelhas

As abelhas vém sofrendo o impacto de fatores bioticos e abidticos tipicos de cada regiéo,



atuantes dentro e fora das colmeias (MORETTO, 1997), comprometendo a producgéo de mel,
acompanhada do enfraquecimento das coldnias.

A causa deste impacto ainda ndo esta bem clara, no entanto a fragmentagdo das matas
nativas, o uso indiscriminado dos agrotoxicos, as mudangas climéticas, cultivos de plantas
transgénicas, sdo alguns fatores apontados como prejudiciais a sobrevivéncia das abelhas
(POTTS, 2010), no entanto, acredita-se que a combinacdo de mais de um fator causa a sobrecarga
de estresse sobre as coldnias contribuindo para a diminui¢cdo das populagcbes de abelhas no
mundo (GOULSON et al., 21 2015).

Esses declinios populacionais de abelhas afetam o servico de polinizacéo, provocando
impactos negativos ecoldgicos e econdmicos, afetando significativamente a manutengdo da
diversidade de plantas silvestres, a estabilidade do ecossistema, producéo de culturas agricolas,
seguranca alimentar e bem-estar humano (KLEIN et al., 2007; STOKSTAD, 2007; POTTS,
2010, SPIVAK et al., 2011), além de trazer projuizos econdmicos para 0s apicultores através

da reducdo da producdo de mel, propolis e outros produtos apicolas.

4. Efeitos dos agrotoxicos nas abelhas

Woodcock et al. (2017) e Belsky e Joshi (2019) indicaram que a exposi¢do aos
agrotoxicos afeta negativamente a manutencdo de populacGes de abelhas selvagens e

domeésticas.

No campo, a contaminagdo das abelhas pode ocorrer de forma direta, quando as
campeiras fazem o forrageamento no mesmo periodo de aplicacdo do agrotdxico ou de forma
indireta, quando coletam e levam para a coldnia recursos (pélen, néctar, agua e resina)
contaminados, provocando posteriormente uma cascata de contaminagdo intracolonial,

causando uma série de problemas podendo levar a col6nia ao declinio (SANCHEZ-BAYO &



GOKA, 2014; FINE et al., 2017).

As abelhas meliferas apresentam intensa capacidade de forregeamento e explorando
ampla area no entorno da colmeia por isso € considerada um importante bioindicador de
contaminacdo do ambiente (PIRES et al., 2016; WOODCOCK et al., 2017). Por outro lado, 0s
agrotoxicos usados nas lavouras podem alcancar areas fora do perimetro onde foram aplicados,
devido a acdo de ventos e a contaminacdo de aguas subterraneas e superficiais, podendo entrar
na cadeia solo-agua-planta, contaminando plantas nativas que crescem proximo das areas

tratadas (SIMON-DELSO et al., 2014; PIECHOWICZ et al., 2018).

Ao entrarem em contato com o0s agrotoxicos, as abelhas sofrem alteracGes
comportamentais, anatdémicas e fisiolégicas (BERENBAUM & LIAO, 2019). Degrandi-
Hoffman et al., (2015), Sanchez-Bayo e Goka (2016) verificaram que a exposi¢do cronica das
abelhas aos agrotdxicos afeta as capacidades cognitiva, olfativa, comunicacdo, locomocao e
orientacdo das abelhas; assim como reduz da longevidade das abelhas adultas e prejudica o
desenvolvimento das larvas, causa ma formacdo ou mortalidade das crias, reduz a expresséo de
genes do sistema imunolégico e do sistema detoxicacdo, além de aumentar a susceptibilidade
das abelhas a doencas e parasitas comprometendo o desenvolvimento das col6nias
(DECOURTYE et al., 2005; NOCELLI et al., 2012). A longevidade das abelhas adultas ¢é
comprometida mesmo quando a exposi¢cdo ao agrotoxico ocorre na fase larval, apresentando
assim um efeito tardio nas abelhas ap6s a emergéncia (TADEI et al., 2019).

A rainha criada em colbnias contaminadas apresentam os tecidos do seu ovario
danificados, alta taxa de mortalidade, rejei¢do por parte das abelhas operarias da sua colénia,
bem como dificuldades no acasalamento e na postura de ovos (SANTOS et al., 2016). As
colbnias contaminadas por agrotoxicos também apresentam reducdo da emergéncia e trocas
mais frequentes de suas rainhas (SANDROCK et al., 2014).

A exposicdo de zangdes a doses subletais de inseticidas promove a redugdo da



10

concentracdo e viabilidade de espermatozodides e aumenta a mortalidade (STRAUB et al.,
2016), comprometendo a fertilidade e a reproducdo das abelhas, uma vez que a rainha
inseminada por zangdes contaminados apresentam menor nimero de espermatozoides
saudaveis na espermateca (WILLIAMS et al., 2015; WU-SMART & SPIVAK, 2016).
Abelhas contaminadas com inseticidas apresentam aumento da taxa de apoptose em
células do sistema nervoso e inibigdo bioenergética mitocondrial, resultando na redugdo da

sintese de adenosina trifosfato (ATP) (NICODEMO et al., 2014).

O aumento da ocorréncia de apoptose em células do intestino médio também foi
observado em abelhas expostas a inseticidas podendo reduzir a digestdo e absorcdo de
nutrientes levando a imunossupressao, prejudicando a manutencdo da atividade do sistema

imunoldgico (DA SILVA CRUZ et al., 2010).

Alteracdo no desenvolvimento de glandulas mandibulares e hipofaringeanas,
responsaveis pela secrecao de geleia real, também foi observada em abelhas nutrizes expostas
a doses subletais do inseticida fipronil, fungicida piraclostrobina e suas associa¢fes (ZALUSKI
etal., 2017). Essa contaminacdo também prejudica a expressdo génica das principais proteinas
componentes da geleia real: MRJP1, MRJP2, MRJP4, e MRJP5; indicando que as abelhas
nutrizes sofrem disfuncdes das suas glandulas hipofaringeanas, comprometendo a qualidade da
geleia real produzida (ZALUSKI et al., 2017 e ZALUSKI, et al., 2020). A alteracdo da
expressao da proteina MRJP1, por exemplo, é um alerta importante porque esta proteina tem
propriedades antimicrobianas que sdo essenciais para a saude das larvas e diminuem a
susceptibilidade aos agentes patogénicos (VEZETEU et al., 2017 e THE UNIPROT
CONSORTIUM., 2017).

O mercado mundial de agrotoxicos cresceu cerca de 93% nos ultimos 10 anos, enquanto
que no Brasil esse crecimento foi de 190%, explicitando que o modelo de agricultura

desenvolvida atualmente no pais esta cada vez mais dependente dos produtos fitossanitarios,
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justificando o posto de maior consumidor de agrotoxicos do mundo (DOS SANTOS et al.,

2018; SHARMA et al., 2019, IBGE, 2020).

Em 2017, os agricultores brasileiros usaram 540 mil toneladas de ingredientes ativos de
agrotoxicos, cerca de 50% a mais que em 2010 (IBAMA, 2017), sendo que os estados do Mato
Grosso, S&o Paulo, Rio Grande do Sul, Parana, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e
Bahia realizaram 83% das compras totais de agrotdxicos do pais no periodo 2015-2017 (DE

MORAES, 2019).

Em 2019, o Brasil aprovou o registro de 474 agrotdxicos, 0 maior nimero documentado
pelo Ministério da Agricultura desde 2005 (ANVISA, 2020) e entre os inseticidas mais
utilizados no nosso pais esta o fipronil que foi desenvolvido entre os anos 1985 e 1987
(TINGLE et al., 2003), chegou ao mercado em 1993 como o primeiro fenilpirazol para controle
de pragas (TOMLIN, 2000) e foi considerado um dos inseticidas mais bem-sucedidos por mais

de uma década por ser altamente versatil.

5. Inseticida fipronil

O fipronil é um inseticida sistémico fenil-pirazol (Figura 1), amplamente utilizado para
controlar pragas na agropecuaria, no meio urbano e doméstico (SIMON-DELSO et al., 2015);
a sua classificacao toxicologica é de categoria de perigo 2 — produto altamente tdxico e do
potencial de periculosidade ambiental 11 — produto muito perigoso ao meio ambiente e no Brasil
ele é comercializado nas seguintes formulagdes: isca granulada — Blitz® (0,03g/kg) usada como
formicida com aplicacdo terrestre; suspensdo concentrada — Standak® (250 g/L) usado no
tratamento de sementes; granulado — Regent® 20 G (20g/kg) usado como inseticida com

aplicacdo no solo; granulado dispersivel - Regent® 800 WG (800 g/kg) usado como inseticida
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com aplicacdo terrestre e aérea; suspensdo concentrada - Klap® (200g/L) como formicida e

inseticida com aplicacdo terrestre e aérea (ZALUSKI et al., 2014).

cl

N CN

F.C N o
Cl NH, cF

Figura 1 - Estrutura quimica do fipronil - (5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluorometil)fenil]-4-

[(trifluorometil)sulfinil]-1H-pirazol-3-carbonitril) Fonte: TINGLE et al. (2003).

Os seus usos agricolas sdo: aplicacdo no solo nas culturas de batata, cana-de-agUcar,
milho; aplicacdo foliar nas culturas do algoddo, arroz, eucalipto e soja; aplicacdo no solo nas
culturas da acécia, araucéria, pinus, seringueira e teca; aplicacdo em sementes de algodao,
amendoim, arroz, cevada, feijdo, girassol, milho, pastagens, sorgo, soja e trigo; aplicacao foliar
de mudas em viveiros nas culturas de acécia, araucaria, eucalipto, pinus, seringueira e teca;
aplicacdo no controle de formigas e cupins, conforme aprovacgao em rotulo e bula no ambiente
rural; aplicacdo na agua de irrigagdo para o arroz irrigado Além do uso no campo, este inseticida
também é autorizado para fins ndo agricolas como: aplicacdo no controle de formigas, conforme
aprovacgdo em rétulo e bula no ambiente doméstico, com venda livre de suas formulacdes;
aplicacdo no ambiente urbano, para controle de pragas urbanas por entidades especializadas e
campanhas de saude publica; aplicacdo para controle de pragas na jardinagem e também uso
como preservante de madeira na fabricacdo de dormentes, postes, cruzetas, mourdes para cercas
rurais, esteios e vigas, (ANVISA, 2020).

Este inseticida, assim como aproximadamente 90% dos inseticidas, apresenta agao
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direta sobre o sistema nervoso central (SNC) dos insetos, afetando a transmisséo e a condugéo
do impulso nervoso ao longo das células nervosas depende da concentracédo dos fons Na*, K" e
ClI'; entretanto, para que os estimulos nervosos sejam propagados de uma célula para outra, na
regido da sinapse, é necessaria a acdo de neurotransmissores como o cido gama- aminobutirico

- GABA (DOWSON, 1977).

Em uma situacdo normal o GABA € liberado do terminal nervoso pré-sinaptico e se liga
a proteina receptora, o canal é aberto e os ions de cloro (CI") fluem para o neurdnio p6s-sinaptico
desencadeando o mecanismo de retorno ao repouso do sistema nervoso apds ser excitado

(BLOOMQUIST, 2015).

Impulso Nervoso

Armazenamento do

O GABA
O |
o 0o IR
cr cr
4 @) i & -

Receptor
GABA

Neurénio 2

Fipronil bloqueia a
ativacdo do receptor, e
a auséncia de inibicdo
sinéptica leva a
hiperexcitacdo do SNC

Impulso Nervoso
Inibido

Figura 2 - Representacdo da acdo do fipronil no receptor GABA. Fonte: Adaptado de

BLOOMQUIST (2015).

Os inseticidas fenilpirazois sdo antagonistas do neurotransmissor ligando-se aos
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receptores do canal de cloro, impedindo acdo do GABA e a entrada dos ions de CI" no neurdnio
pos-sinaptico (Figura 1), tornando o fluxo dos impulsos nervosos constante e a hiperexcitagdo
do SNC (BLOOMQUIST, 1993; KASHIWAQUI; GUERREIRO, 2015), sequida de paralisia e

morte do inseto (SIMON-DELSO et al., 2015).

Pesquisas ja demonstraram que a exposicdo das abelhas ao fipronil provoca danos
morfoldgicos, fisioldgicos e no metabolismo. Bernadou et al. (2009) relataram que a exposi¢do
da Apis mellifera ao inseticida resulta em prejuizos na aprendizagem e desempenho da

memdria, assim como na atividade motora das abelhas (ZALUSKI et al., 2015).

Embora o principal alvo do fipronil seja o sistema nervoso dos insetos, Cruz et al. (2010)
observaram alterac@es no intestino médio, érgdo importante para estudos de toxicidade, por ser
parte do trato digestorio, local mais exposto ao inseticida em contaminacao oral (DENECKE et
al., 2018). Alteracdes morfoldgicas no intestino médio como desorganizacédo do epitélio, danos
mitocondriais e ruptura da matriz peritrofilica (uma matriz extracelular que protege o epitélio

do intestino médio), podem afetar a absorcéo e digestdo de nutrientes (CRUZ et al., 2010).

Doses subletais de fipronil ocasionam desenvolvimento anormal das antenas e asas, e
menor tamanho corporal dos novos individuos (MUNOZ-CAPPONI et al., 2018). A méa
formacéo das antenas podem causar problemas no desenvolvimento das coldnias, porque sao
responsaveis pelos sentidos do tato, olfato e audi¢do; permitindo as abelhas sentirem o nivel de
umidade no ambiente, pressdo do ar, temperatura, odor, vibragdes sonoras, estimulos gustativos
e contato tatil (SUWANNAPONG et al., 2011); auxiliando na comunicacgéo intra-especifica e

a construcao de novas células (KEVAN, 1987).

Por sua vez, a ma formacdo das asas impede as abelhas campeiras de realizarem um
forrageamento eficiente. De acordo com Decourtye et al. (2011), as abelhas expostas ao fipronil

reduzem o numero de viagens de forrageamento, significativamente em 10,3% em média,
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porque as asas menores podem limitar a capacidade de voo e consequentemente reduzir a

probabilidade de encontrar alimento.

As abelhas nutrizes expostas ao fipronil apresentaram mudancas em seu metabolismo
relacionadas a biossintese, sintese de proteinas envolvidas no metabolismo dos hidratos de
carbono e dos aminoacidos, transcri¢do/traducao, ligacdo/desdobramento de proteinas, sistema

antioxidante, sistema olfativo, aprendizagem e memoria (ZALUSKI et al., 2020).

O fipronil é lentamente degradado no meio ambiente, sua meia-vida dura de 36 horas a
7 meses, 0 que aumenta o risco de exposicdo das abelhas campeiras a este composto
(BONMATIN et al., 2015; SANTOS et al.,, 2016). O risco de contaminacdo aumenta
considerando os seus metabolitos, fipronil-sulfeto e fipronil-sulfona, que sdo respectivamente,
6,6 e 1,9 vezes mais toxicos a invertebrados que o fipronil em si (U.S.EPA., 1996).

A longa persisténcia e a natureza sistémica do fipronil aumentam a sua probabilidade
de contaminante ambiental (ZALUSKI et al., 2015) porque € absorvido pelas raizes e folhas, e
transportado para todas as partes da planta, que sse torna toxica para 0S insetos nocivos as
culturas agricolas que estdo sendo tratadas (CASTILHOS, 2018), assim como para 0s insetos
ndo alvo, como os polinizadores.

Alterac0es fisiologicas e comportamentais comprometedoras & sobrevivéncia de toda a
colbnia (ZALUSKI, 2017), assim como deficiéncia no forrageamento ou 0 ndo retorno das
campeiras para a colmeia (BENUSZAK et al., 2017), sdo prejuizos que podem ser provocados
por doses pequenas, subletais e residuais, encontradas no campo através da coleta de pdlen,
néctar, agua, resina ou também, gotas de gutacdo de culturas tratadas (BONMATIN et al.,
2015), retidos no solo e na agua. Essa dose subletal no campo é denominada dose
ambientalmente relevante (DAR).

Segundo Desneux, et al. (2007) e Zaluski, et al. (2017), a exposigédo das abelhas a DAR

compromete os sistemas de navegacao, localizagcdo, memoria e locomogdo. Em 2020, Zaluski
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et al. demonstraram com suas analises que a exposi¢do das abelhas nutrizes ao fungicida
piraclostrobina e ao inseticida fipronil individualmente e em combinacdo em DAR promoveu
mudancas no metabolismo que podem reduzir a expressdo de proteinas e aumentar a sua

susceptibilidade a doencas, ataque de parasitas e estresse por outros agrotoxicos.

6. Transcriptoma

O transcriptoma é uma técnica de sequencimento genético que facilita os estudos de
organismos complexos possui grande nimero de genes e corresponde ao conjunto de mRNA,
ou transcritos, expressos em um organismo ou grupo de células em determinado momento; esta
técnica permite a obtencdo de grande nimero de informag@es sobre as proteinas do organismo
estudado com menor volume de sequenciamento (GRIFFITHS et al., 1998).

Uma biblioteca de DNA complementar (¢cDNA) é uma colecdo de clones contendo
regides transcritas do genoma sendo, por isso, menor que uma biblioteca genémica. O cDNA é
um DNA sintetizado no laboratorio a partir de um mRNA molde (GRIFFITHS et al., 1998). As
sequéncias nucleotidicas das extremidades de cada um dos cDNAs presentes em uma biblioteca
sdo chamadas de Expressed Sequence Tags (ESTSs). Através da determinacdo de ESTs é
possivel identificar o conjunto de genes expressos em determinada situacdo, especialmente para
organismos que possuem genomas muito grandes ou que ainda ndo foram sequenciados
(BOUCK; VISION, 2007).

Tal procedimento apresenta inumeras aplica¢des bioldgicas, biotecnoldgicas, ecologicas
e evolutivas e, por essa razdo as ESTs constituem um dos tipos mais diverso e abundante de

informacdes disponiveis em bancos de dados.

7. Conceito de Saude Unica (One-Health)
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O conceito de Satde Unica tem sido discutido desde meados dos anos 2000 e foi adotado
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), Organizagdo Mundial de Saude Animal (World
Organisation for Animal Health — OIE) e Organizacgéo para a Alimentagdo e Agricultura (Food
and Agriculture Organization — FAQO), bem como sociedades veterinarias e médicas em todo o

mundo (GIBBS, 2014).

A Salde Unica enfatiza a interconectividade da satide humana, animal e ambiental,
observando em particular que a sade humana depende de um ecossistema saudavel e funcional
(DESTOUMIEUX-GARZON, 2018). Outros nomes sdo atribuidos a esse mesmo foco de
multidisciplinaridade, como por exemplo 'EcoHealth' e 'Planetary Health' (LERNER and

BERG, 2017).

Desta forma, o efeito de agrotoxicos em abelhas esta inserido no conceito de Saude
Unica, uma vez que a salde das abelhas esté relacionada com a satide da flora, fauna e seres
humanos. A crise enfrentada pelos polinizadores deve ser discutidas no &mbito interdisciplinar
da entomologia, investigacdo social e ecoldgica sendo importante considerar a perspectiva de
salide, compreensao das relacdes entre as espécies presentes no ambiente e o0 contexto em que

estdo se interrelacionando (DONKERSLEY et al., 2020).

Para perceber a realidade sobre sade das abelhas é preciso analizar as interferéncias de
fatores a nivel da colmeia, dos seres humanos e ainda, da paisagem (Figura 3) (DONKERSLEY

et al., 2020).
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Figura 3 - Fatores que influenciam a saude das abelhas em escalas diferentes. Os pontos
de sobreposic&o ilustram a necessidade de uma abordagem de Saude Unica para enfrentar os

desafios a satde das abelhas (DONKERSLEY et al., 2020).

Alguns fatores dentro da colmeia que influenciam na salde das abelhas sdo: a
comunidade microbiana existente, presenca de parasitas, comportamento das abelhas e
resisténcia as doencas. A interferéncia humana estd associada a habilidade do apicultor,
conhecimento aprofundado sobre a apicultura e o interesse na gestdo da producdo. J& na
interface da paisagem temos os desafios da perda de habitat e degradagdo ambiental, uso de
agrotoxicos e as caracteristicas da estrutura paisagistica e diversidade floral (DONKERSLEY

et al., 2020).

Por altimo, nas sobreposicdes que podemos observar na figura 3, temos as questdes mais
delicadas que afetam mais de uma interface, como: praticas de bioseguranga no manejo das

colmeias o produtos apicolas, politica de producdo agricola e de uso e ocupagao do solo e a
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nutricdo das abelhas dependente da flora contida ao redor do apidrio (DONKERSLEY et al.,

2020).

Considerando a importancia econdmica e ambiental das abelhas Apis mellifera e os
prejuizos sofridos quando contaminadas pelo inseticida fipronil; os objetivos do presente
trabalho foram verificar se o fipronil provoca alteracbes na expressao génica das abelhas
campeiras de Apis mellifera, identificar os genes alterados, conhecer e analisar a fun¢do desses
genes e discutir 0s possiveis prejuizos provocados por essa contaminacao para a abelha e a sua

coldnia.

A presente pesquisa resultou no capitulo II, artigo intitulado “FIPRONIL EM DOSE
AMBIENTALMENTE RELEVANTE AFETA A EXPRESSAO GENICA EM
ABELHAS Apis mellifera L.”, o qual serd submetido ao periodico “Apidologie”, conforme as

suas regras de publicacéo.
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FIPRONIL EM DOSE AMBIENTALMENTE RELEVANTE AFETA A EXPRESSAO

GENICA EM ABELHAS Apis mellifera L.

No presente estudo, analisaram-se as alteracdes na expresséo génica de abelhas Apis mellifera na
fase de campeiras expostas & dose ambientalmente relevante do agrotoxico fipronil. Para isso,
abelhas operarias com 21 dias de idade, previamente marcadas na regido do térax, foram
coletadas de suas respectivas colmeias, mantidas em jejum por 3 horas sendo, em seguida,
expostas ao alimento contaminado ou ndao com fipronil na concentracdo 2,5 ppb/abelha. Apos
uma e quatro horas de exposi¢cdo, 15 abelhas de cada tratamento foram encaminhadas para a
andlise do transcriptoma. Observou-se efeito na expressao génica apds quatro horas de exposicéo
com reducdo na expressdo de 11 genes, sendo relacionados com o sistema digestorio das abelhas
0s genes: endoglucanase E-4, transcription activator MSS11, inositol monophosphatase 2 -
transcript variant X1, ATP-binding cassette sub-family G member 5 e cuticular protein 28;
relacionados com a composicdo do exoesqueleto: cuticular protein 28; relacionados com
transporte de vitamina E e sistema antioxidante: alpha-tocopherol e relacionado com o ritmo
circadiano e o reldgio bioldgico endégeno das abelhas: circadian clock-controlled protein. Os
resultados indicam que o inseticida fipronil provoca alteragfes na expressdo de genes 0s quais
podem acarretar modificacdes fisiologicas, morfoldgicas, no metabolismo, comportamento de

abelhas Apis mellifera com consequente declinio da coldnia.

Palavras-chave: Agrotoxico, Expressdo génica, Transcriptoma.
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FIPRONIL AT FIELD-RELEVANT DOSES AFFECTS GENIC EXPRESSION IN

BEES Apis mellifera L.

In the present study, were analyzed the changes in gene expression of Apis mellifera bees during
the forager phase exposed to an environmentally relevant dose of the pesticide fipronil. For this
, 21-day-old worker bees, previously marked in the thorax region, were collected from their
beehives, fasted for 3 hours and then exposed to food contaminated or not with fipronil at a
concentration of 2.5 ppb/bee. After one and four hours of exposure, 15 bees from each treatment
were referred for transcriptome analysis. Was observed reduction in the expression of 11
genes, after four hours of exposure, related to the digestive system of bees: endoglucanase E-4,
transcription activator MSS11, inositol monophosphatase 2 - transcript variant X1, ATP-
binding cassette, G subfamily, member 5 and cuticular protein 28; related to an exoskeleton
composition: cuticular protein 28; related to vitamin E transport and antioxidant system: alpha-
tocopherol and related to circadian rhythm and the endogenous biological clock of bees: protein
controlled by the circadian clock. The results indicate that the insecticide fipronil causes
changes in the expression of genes which can lead to physiological, morphological changes,

metabolism and behavior in Apis mellifera bees with consequent colony decline.

Keywords: Agrotoxic, Gene expression, Transcriptome.
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1. Introducéo

As abelhas Apis mellifera possuem importancia econémica e ambiental, por meio da
producdo dos produtos apicolas (Freitas; Khan; Silva, 2004) e dos servigos de poliniza¢do de
plantas silvestres e culturas agricolas, contribuindo com a biodiversidade e favorecendo a
producéo de alimentos (Potts et al., 2016). Entretanto, as abelhas vém sofrendo o impacto de
fatores bidticos e abidticos tipicos de cada regido, atuantes dentro e fora das colmeias (Moretto,
1997), comprometendo a producéo de mel, acompanhada do enfraquecimento das colbnias.

A causa deste impacto ainda ndo estd bem definida, mas alguns fatores estressores séo
apontados como contribuintes; entre eles estdo a fragmentacdo das matas nativas, 0 uso
indiscriminado dos agrotdxicos, as mudancas climaticas, cultivos de plantas transgénicas, sdo
alguns fatores apontados como prejudiciais a sobrevivéncia das abelhas (Potts, 2010). No
entanto, acredita-se que a combinacdo de mais de um fator causa a sobrecarga de estresse sobre as
coldnias contribuindo para a diminuigéo das populactes de abelhas no mundo (Goulson et al.,
2015).

As abelhas sdo sensiveis a contaminacao por agrotoxicos, principalmente & inseticidas
neurotdxicos como o fipronil, que atuam diretamente no sistema nervoso central, afetando o
neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA) e o canal de cloro (Hainzl & Casida,
1996), resultando em atividade neural excessiva, tremores, paralisia e morte dos insetos
(Narahashi et al., 2010). O fipronil pode ser letal para as abelhas em longo prazo por meio da
exposicdo por ingestao de vestigios residuais encontrados no néctar e pdlen de culturas tratadas,
devido a sua capacidade de gerar toxicidade ao longo do tempo, conhecida como “time-
reinforced toxicity (TRT)” (Holdera et al., 2018). Por isso, os estudos com as doses
ambientalmente relevantes dos agrotoxicos sdo importantes, porque sdo doses subletais,

residuais, encontradas no campo pelas abelhas campeiras, através da coleta de polen, néctar,
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agua, resina ou tambeém, gotas de gutacdo de culturas tratadas (Bonmatin et al., 2015).

A exposicdo das abelhas ao fipronil afeta o desenvolvimento das glandulas
hipofaringenanas e mandibulares (Zaluski et al., 2017), prejudica a aprendizagem e
desempenho da memoria (Bernadou et al., 2009), assim como na atividade motora das abelhas
(Zaluski et al., 2015). Este agrotdxico promove tambeém alteracbes no intestino médio,
desorganizacdo do epitélio, danos mitocondriais e ruptura da matriz peritrofilica (uma matriz
extracelular que protege o epitélio do intestino médio), podendo afetar a absor¢éo e digestao de

nutrientes (Cruz et al., 2010).

De acordo com Decourtye et al. (2011), as abelhas expostas ao fipronil reduzem o
numero de viagens de forrageamento, significativamente em 10,3% em média, porgue as asas
menores podem limitar a capacidade de voo e consequentemente reduzir a probabilidade de
encontrar alimento. As abelhas nutrizes expostas ao fipronil apresentaram mudancas em seu
metabolismo relacionadas a biossintese, sintese de proteinas envolvidas no metabolismo dos
hidratos de carbono e dos aminodcidos, transcricdo/traducdo, ligagdo/desdobramento de
proteinas, sistema antioxidante, sistema olfativo, aprendizagem e memoria (Zaluski et al.,
2020). Doses subletais de fipronil ocasionam desenvolvimento anormal das antenas e asas, e

menor tamanho corporal dos novos individuos (Mufioz-Capponi et al., 2018).

Uma forma de observar a extensdo dos danos provocados pelo fipronil nas abelhas séo
técnicas de sequenciamento genético como o transcriptoma, que permite a obtencdo de
informacdes sobre as alteracfes na expressdo génica em um organismo ou grupo de células em
um determinado momento (Griffiths et al., 1998) sem interferéncias externas.

Desta forma, os objetivos do presente trabalho foram verificar se o fipronil provoca
alteracdes na expressdo génica das abelhas campeiras de Apis mellifera por meio da anélise de
transcriptoma, identificar os genes alterados, conhecer e analisar a fungdo desses genes e

discutir os possiveis prejuizos provocados por essa contaminacao para a abelha e sua coldnia.
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Material e métodos

O experimento foi realizado na Area de Producio em Apicultura da Fazenda
Experimental Lageado, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Botucatu, Sdo

Paulo, Brasil (22°50"30.16"S; 48°25'41.90"W).

Foram utilizadas trés col6nias de abelhas Apis mellifera alojadas em nucleos,
padronizados quanto ao ndmero de quadros contendo favos de cria e de alimento. Para a
obtencdo das abelhas operarias na fase de campeiras, trés quadros contendo cria operculada, de
cada colmeia, foram envolvidos com tecido fil6 e devolvidos nas suas respectivas colmeias.
Para a confirmacéo da idade aproximada da cria, observou-se a coloracdo dos olhos de duas
pupas de cada quadro, para se certificar que ja estavam escuros, indicando que a cria estava
proxima ao nascimento (Roat, 2008).

Apds 24 horas, as abelhas recém-emergidas que estavam confinadas no tecido filo foram
marcadas na regido do pronoto (parte dorsal do térax), com caneta atdxica da marca posca.
Ap0s, os quadros foram retirados do tecido filé e reintroduzidos em suas colénias de origem
juntamente com as abelhas marcadas (Roat et al., 2014). Apos vinte e um dias, 120 abelhas
marcadas foram capturadas e distribuidas em placas de Petri (perfuradas para garantir a
ventilacdo) e mantidas em jejum por um periodo de trés horas a fim de garantir o consumo do
alimento oferecido (Zaluski, et al. 2014). Em seguida, 1,0 mL de mel diluido em agua na
proporcao de 1:1 foi fornecido, contendo ou néo o fipronil na dose de 2,5 ppb, ambientalmente
relevante (DAR) (Zaluski et al., 2020). Os tratamentos foram feitos em triplicata, com 10
abelhas cada repetigéo.

Os cochos, contendo o alimento, foram pesados antes e depois do consumo, afim de

certificar-se que as abelhas se alimentaram em todos 0s grupos experimentais.
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Apbs 1 hora e 4 horas, 15 abelhas de cada tratamento foram anestesiadas por baixa
temperatura, acondicionadas em tubos falcon devidamente identificados e levadas em caixa de
isopor com gelo, para o laboratério do IBTEC — Instituto de Biotecnologia da UNESP — Campus
de Botucatu, para a realizacdo da analise de transcriptoma.

No laboratério, as abelhas foram divididas em 05 amostras para cada grupo
experimental. Elas foram decaptadas e as cabecas foram maceradas para exposi¢ao do material
cerebral. O RNA total foi extraido dos pools cerebrais de abelhas campeiras A. mellifera (03
cérebros por pool) usando o protocolo de reagente TRIzol® de acordo com as instrugdes do
fabricante (ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA) Chomczynski P. As concentracfes de
RNA foram quantificadas em cada amostra usando um fluorbmetro QubitTM 2.0
(ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA). As bibliotecas de cDNA foram construidas com
200 ng de RNA total usando o Kit de Preparacdo de Biblioteca de RNA Especifico para Fios
SureSelect (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante. Os
produtos das bibliotecas foram sequenciados usando uma plataforma Illumina Nextseq

(I.lumina, San Diego, EUA).

O programa FASTQC foi usado para verificar o conteido do adaptador e avaliar a
qualidade das leituras brutas. O alinhamento dos dados foi realizado com Burrows-Wheeler
Aligner (BWA) v0.7.12, utilizando como referéncia o Amel_HAv3.1 da NCBI. A anélise da
expressédo diferencial foi realizada com o pacote DESeq2. Os genes que apresentaram um valor

de p ajustado inferior a 0,05 foram considerados como significativamente regulados.
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Resultados e Discussao

Consumo do alimento

N&o houve diferenca significativa no consumo do alimento entre o tratamento controle
e contaminado, tanto para uma hora (39,9+5,1 e 32,7£17,8 pL/abelha, respectivamente) e
quatro horas (47,0+7,7 e 51,4+30,2 pL/abelha, respectivamente) (teste T, P> 0,05), indicando

que o fipronil ndo promoveu efeito repelente.

Genes diferencialmente expressos
Apbs o desafio das abelhas com a DAR do fipronil por quatro horas, 11 genes foram
diferencialmente expressos (Tabela 1), com reducdo na expressao génica no grupo fipronil

quando comparado ao controle.



Tabela 1 — Genes diferencialmente expressos

o1

NUmero de acesso
NCBI

Locus do gene

Nome do gene

Funcéo gerais dos
genes

Direcdo da
regulacéo

XM_006562253.3

XM_396791.5

XM_006566389.3

XM_006564945.3

XM_016913213.2

XM_003249082.4

NM_001270830.1

XM_392398.7

XM_006557673.3

XM_397283.7

XM_001122696.5

LOC551765

LOC413346

LOC408361

LOC724293

LOC107964762

LOC100578929

GenelD_412202

LOC408868

LOC102656070

LOC413844

LOC726981

uncharacterized

Endoglucanase E-4

Alpha-tocopherol
transfer protein-like,
transcript variant
X3

Yellow-x1

Transcription
activator MSS11

uncharacterized

Cuticular protein 28

Inositol
monophosphatase 2,
transcript variant
X1

uncharacterized

ATP-binding
cassette sub-family
G member 5

Circadian clock-
controlled protein

N&o caracterizado

Associado ao processo
de degradacgdo da
celulose

Transportador da
vitamina E e sistema
antioxidante

Composigdo da geleia
real, coloracéo da
cuticula, sinalizacdo
neural, maturacéo
reprodutiva e
diferenciacéo de castas

Ativa a degradacédo do
amido

Nao caracterizado

Constituicao da cuticula
e exoesqueleto, sistema
imune inato

Transporte e
metabolismo de
carboidratos, fons
inorgénicos e
nucleotideos

Nao caracterizado

Codifica proteina
transportadora
transmembrana e sintese
de ATPases

Ritmo circadiano,
estimulos enddgenos,
maturacdo reprodutiva,
transporte do hormonio
juvenil

Downregulated

Downregulated

Downregulated

Downregulated

Downregulated

Downregulated

Downregulated

Downregulated

Downregulated

Downregulated

Downregulated
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Dentre estes genes, 0 endoglucanase E-4 (LOC413346), transcription activator MSS11
(LOC107964762), inositol monophosphatase 2 - transcript variant X1 (LOC408868), ATP-
binding cassette sub-family G member 5 (LOC413844) e cuticular protein 28

(GenelD_412202) estdo relacionados com o sistema digestério das abelhas.

A reducdo da codificacdo da enzima endoglucanase E-4 que realizam a quebra na parte
interna da fibra de celulose (Jordan et al., 2012) e da proteina codificada pelo gene inositol
monophosphatase 2 - transcript variant X1 (IMPA1l) com as funces de transporte e
metabolismo de carboidratos, ions inorganicos e nucleotideos (OrthoDB, 2021), podem
acarretar na reducdo da sintese de trifosfato de adenosina (ATP), causando o enfraquecimento
do individuo e falta de energia para realizacdo da locomocao, voo, forrageamento e as maltiplas
tarefas executadas pelas abelhas operarias. A diminuicdo da sintese de ATP também
compromete o funcionamento do sistema de detoxicacdo que envolve elevado gasto energético

nos insetos (Kliot & Ghanim, 2012).

O gene transcription activator MSS11 € um ativador da degradacdo do amido, e a sua
baixa expressdo pode estar associada a interferéncia do fipronil na produgdo da enzima a-
amilase nas glandulas hipofaringeanas das abelhas, que tem a funcdo de digerir o amido

(Pamplona, 1989), provocando caréncia de carboidratos no organismo da abelha.

Ja 0 gene ATP-binding cassette sub-family G member 5 (ABCG5) também esta
relacionado com o ATP; porém atua como transportador, codificando proteina transportadora
da superfamilia dos transportadores de cassete ATP (familia ABC) (Jones, et al., 2004), que
podem ser proteinas transmembrana ou a enzima ATPases que hidrolisam o ATP fornecendo
energia para a translocacgéo de substratos através das membranas (Davidson, et al., 2008); assim,

a baixa expressdo deste gene poderia prejudicar a funcdo das proteinas transportadoras,


https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_transmembranar
https://pt.wikipedia.org/wiki/ATPase
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prejudicando a translocagdo transmembrana fluidos e nutrientes.

A expressdo reduzida do gene cuticular protein 28 (CPR28) pode comprometer o trato
digestorio das abelhas, uma vez que as paredes deste sistema sdo constituidas pela cuticula

(Reynolds e Samuels, 1996).

O intestino médio de abelhas Apis mellifera contaminadas por fipronil apresenta a
desorganizacdo do epitélio, danos mitocondriais e ruptura da matriz peritréfica (Cruz et al.,
2010) podendo afetar a digestdo e absor¢do de nutrientes. O fipronil também pode causar
alteracdes no intestino médio das larvas das abelhas operarias, causando lesdes necroticas em
células digestivas e vacuolizacéo citoplasmatica (Silva-Cruz et al., 2010). Segundo Nicodemo
et al. (2014), o fipronil e o imidacloprido afetam negativamente a bioenergética mitocondrial
da cabeca e torax de abelhas; assim induzem aumento da permeabilidade da membrana interna

da mitocondria levando a morte necrotica de células (Proskuryakov et al., 2002).

A cuticula exerce também papel importante na reducdo da perda de agua, fendbmeno
também relacionado a presenca de cera na epicuticula (Pedrini et al., 2007). Além disso, a
proteina CPR28 constitui a cuticula que faz parte do exoesqueleto (Wang e Ligoxygakis, 2006),
a primeira linha de defesa de insetos criando uma barreira fisica e quimica (cera antimicrobiana)
capaz de impedir ou retardar a entrada de patdgenos (fungos, bactérias, virus e protozoarios) e
parasitas no organismo (Bulet et al., 1999). Assim, um possivel desestruturacdo na composicao
da cuticula pode deixar as abelhas mais expostas e vulneraveis a parasitas, como o Varroa
destructor e doengas como a Cria de Giz (Ascosphaera apis) (Gallo et al., 2002; Kavanagh e

Reeves, 2004).

O gene alpha-tocopherol transfer protein-like - transcript variant X3 (LOC408361)
codifica a proteina alfa-tocoferol (a-TTP) que é o transportador da vitamina E no organismo. A

baixa expressao deste gene poderia provocar a deficiéncia de vitamina E nas abelhas, que esta
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associada a infertilidade e envelhecimento precoce (Marques et al, 2016). O a-tocoferol
(Vitamina E) esta entre as defesas antioxidantes ndo enzimaticas no organismo das abelhas,
assim como o acido ascérbico (Vitamina C), &cido lipoico, carotendides e flavonoides
(Valko et al., 2007). Estes compostos sdo importantes a nivel intracelular, uma vez que a sua
presenca aumenta a resisténcia das membranas e impede que estas sejam danificadas atraves da

neutralizacdo de radicais livres (Bogdanov, 2011).

A abelha Apis mellifera é um excelente modelo em cronobiologia porque seu reldgio
circadiano é envolvido em comportamentos complexos como a memdria, orientacao da bussola
solar e comunicagdo por meio da danca (Bloch, 2009, 2010); desta forma, o ritmo circadiano
estd intimamente associado a divisdo de trabalho que organiza a complexa sociedade das
abelhas. Nas campeiras exibe fortes ritmos circadianos que sdo ativos durante o dia e
adormecem durante a noite, de acordo com os estimulos diurnos de néctar floral e
disponibilidade de pdlen; ja na fase de nutrizes que cuidam das crias 24 horas por dia e ndo
saem da col6nia, as abelhas ndo exibem ritmo circadiano claro e ativo (Bloch, 2009, 2010), por
isso elas tem o pleno funcionamento do seu sistema cognitivo e capacidade de encontrar fontes

de alimento e voltar para a colonia recrutar outras campeiras para realizarem o forrageamento.

Desta forma, a expressao génica do genes relacionados com o ritmo circadiano das
abelhas, como o gene circadian clock-controlled protein (LOC726981) ou gene do periodo
(PER), e importante para o trabalho efeciente das abelhas campeiras que abastece a colénia com
néctar, polen, 4gua e resina. Este gene esta participa do ritmo biol6gico do individuo (Shemesh
et al., 2007; Shemesh et al., 2010); e quando ele é nulo ou tem a sua expressdo reduzida pela
acao do fipronil, por exemplo, as abelhas se tornam aperiddicas, desequilibradas, sem ritmo nas

suas acdes e com irregularidade no seu comportamento (Konopka e Benzer, 1971).

O gene circadiano também esta relacionado com a codificacdo de proteina de ligacao
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(JHBP) que transporta 0 homdnio juvenil (JH) do local de sua sintese, glandula corpora allata,
para os tecidos-alvo (Wisniewski et al., 1987), protegendo as moléculas de JH da hidrolise por
esterases ndo especificas presentes na hemolinfa (Goodman et al., 1985). O JH regula a
embriogénese (Gilbert et al., 2000) e o desenvolvimento larval (Kochman & Wieczorek, 1994).
Sendo assim, a baixa expressédo do gene circadian clock-controlled protein pode acarretar na
auséncia do hormonio juvenil e consequentemente, prejudicar a formacdo de embrides e

formag&o de novos individuos para a colonia.

Estes sete genes discutidos anteriormente afetam as abelhas campeiras que foram o alvo
de andlise do presente trabalho; contudo modificacGes nas expressdes génicas destes genes

também pode prejudicar outras fases da vida das operarias, assim como a rainha e os zagoes.

Os genes identificados LOC551765, LOC100578929 e LOC102656070 foram
downregulated para as abelhas expostas ao fipronil, porém nao foram discutidos porque ainda
ndo foram estudados e identificados, sugerindo futuros estudos de suas funcdes em abelha Apis

mellifera.

Concluséao

A exposicdo das abelhas Apis mellifera ao inseticida fipronil diminui a expressdo de
genes relacionados com o bem-estar, salde e sobrevivéncias das abelhas, visto que pode
comprometer o desenvolvimento e a manutencdo das coldnias podendo afetar a nutricdo das
abelhas e a sintese de proteinas importantes para a constituicdo e funcionamento do organismo

aumentando a sua suceptibilidade a doencas, parasitas e outros fatores estressores.
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Implicacoes

As abelhas sdo organismos importantes para a manutencao da flora e fauna silvestre,
assim como para 0s seres humanos por meio dos servicos de polinizacdo de cultura agricolas
que produzem recursos alimentares. Como fonte de renda, a apicultura € uma excelente
atividade, com diversidade de produtos e formas de comercializacdo. No entanto, nos Gltimos
anos tornou-se ariscado para o apicultor a coexisténcia de apiarios e areas agricolas tratadas
com agrotdxicos; por isso trabalhos como este sdo importantes para revelar as consequéncias

da contaminacéo de abelha por inseticidas neurotoxicos.

O presente trabalho pode contribuir com a pesquisa cientifica e com a sociedade
evidenciando que o fipronil provoca severos danos nas abelhas acarretando consequéncias
ireverssiveis no seu organismo e, consequentemente, no funcionamento de toda a coldnia,

demonstrando que essa contaminagao acarreta mudancas na expressao génica da Apis mellifera.

Analisando os genes com expressao diminuida, relacionando com a vida das abelhas
campeiras pode-se alertar aos apicultores, que possuem seus apiarios proximo de areas como
culturas agricolas, que as coldnias contaminadas com fipronil podem apresentar: diminuigéo do
ritmo de trabalho das operarias dentro e fora da colmeia, diminui¢cdo do nimero de campeiras,

diminuicdo da quantidade de mel e pdlen armazenados.

Por estes motivos recomenda-se vistorias periddicas e observacdo atenta e das suas

col6nias nos seguintes aspectos:

- se 0 ritmo de trabalho das operarias dentro da colmeia se mantém normal ou se as abelhas

apresentam letargia ou mudancas de comportamento;

- se a quantidade de alimento estocado esta diminuindo com o passar dos meses;
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- se a quantidade de abelhas campeiras saindo para o forrageamento permanece constante ou

aproximadamente igual com o passar do tempo;

Caso o apicultor observar alguns destes sintomas sugere-se mudar o apiario para outro

local, longe de areas agricolas, na tentativa de recuperacdo da colonia.

O presente trabalho também pode trazer informacGes motivadoras para a realizacao de
trabalhos futuros; acreditando que de todos 0s genes resultantes das analises deste estudo, o
gene circadian click-controlled protein é aquele que, quando alterada sua expressdo, pode
mostrar mais sinais/sintomas de contaminacdo por doses sobletais de agrotdxicos encontradas
no campo; esse gene pode ser mais investigado no sentido de usa-lo como gene sentinela da

contaminacéo do fipronil e de outros agrotdxicos nas colbnias de abelhas Apis mellifera.
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