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RESUMO 

 

GOMES, Davy Soares, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2023. O fungicida 
fluazinam induz morte celular no intestino médio e altera o comportamento da abelha 
sem ferrão Partamona helleri (Hymenoptera: Apidae). Orientador: José Eduardo Serrão. 
 

As abelhas sem ferrão (Hymenoptera: Apidae: Apinae: Meliponini) desempenham um papel 

importante no ecossistema, atuando na polinização de plantas nativas. Dentre as abelhas sem 

ferrão, Partamona helleri encontrada do Sul ao Nordeste do Brasil, poliniza culturas de feijão, 

eucalipto entre outras e, durante sua atividade de forrageio elas ficam sujeitas à exposição de 

diferentes agroquímicos. O fungicida fluazinam é utilizado em lavouras no combate de fungos 

ascomicetos que causam doenças como mofo branco, e a sua ingestão pode causar 

consequências negativas no intestino médio das abelhas. Portanto, o objetivo deste estudo foi 

avaliar os efeitos do fungicida fluazinam na mortalidade, morfologia do intestino médio e no 

comportamento em operárias forrageiras de P. helleri. As operárias forrageiras foram 

alimentadas com uma dieta de solução aquosa de mel 50% contendo a formulação comercial 

do fluazinam (0.5, 1.5 e 2.5 mg i.a./L-1, concentração de campo determinada pelo fabricante) 

por 24h. Subsequente, utilizando apenas a concentração (2.5 mg i.a./L-1) foi analisada a 

morfologia e marcadores de proteínas em vias de autofagia e apoptose no intestino médio e, 

comportamentos das operárias forrageiras. Após 24h de exposição ao fluazinam, todas as 

abelhas permaneceram vivas, porém, ocorreu uma redução no consumo alimentar do grupo 

tratado em comparação ao controle. O fluazinam causou alterações morfológicas no epitélio do 

intestino médio, com as células digestivas apresentando aumento da vacuolização 

citoplasmática, fragmentos de cromatina nuclear condensado, desorganização das bordas em 

escova e liberação de fragmentos celulares no lúmen intestinal. Essas características são 

indicativos de morte celular no epitélio do intestino médio que foram confirmadas com a 

marcação de LC3/AB e caspase-3 clivada associadas a autofagia e apoptose, respectivamente. 

Além disso, a exposição ao fluazinam diminuiu a distância percorrida e velocidade média, 

aumentando o número e tempo de parada, sendo alterações no comportamento que pode 

prejudicar na atividade de forrageio das abelhas. Os resultados mostram que o fluazinam em 

concentrações indicadas não é letal para as operárias forrageiras de P. helleri, porém, apresenta 

efeitos colaterais no intestino médio e no comportamento que possam representar riscos 

potenciais para estes polinizadores. 

 

Palavras-chave: Agroquímicos. Forrageiras. Morfologia. Zignal®.   



ABSTRACT 

 

GOMES, Davy Soares, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 2023. The fungicide 
fluazinam induces cell death in the midgut and alters the behavior of the stingless bee 
Partamona helleri (Hymenoptera: Apidae). Advisor: José Eduardo Serrão. 
 

Stingless bees (Hymenoptera: Apidae: Apinae: Meliponini) play an important role in the 

ecosystem, acting in the pollination of native plants. Among the stingless bees, Partamona 

helleri found from the South to the Northeast of Brazil, pollinates bean and eucalyptus crops, 

among others, and during their foraging activity they are subject to exposure to different 

agrochemicals. The fluazinam fungicide is used in crops to combat ascomycete fungi that cause 

diseases such as white mold. The ingestion of the same can cause negative consequences in the 

midgut of the bees, because it is an organ of absorption of the nutrients. Therefore, the aim of 

this study was to evaluate the effects of the fungicide fluazinam on mortality, midgut 

morphology and behavior in forage workers of P. helleri. Forage workers were fed a diet of 

50% aqueous honey solution containing the commercial formulation of fluazinam (0.5, 1.5 and 

2.5 mg a.i./L-1, field concentration determined by the manufacturer) for 24h. Subsequently, 

using only the concentration (2.5 mg a.i./L-1) the morphology and markers of proteins in 

autophagy and apoptosis pathways in the midgut and behavior of forage workers were analyzed. 

After 24 hours of exposure to fluazinam, all bees remained alive, however, there was a reduction 

in food consumption in the treated group compared to the control. Fluazinam caused 

morphological changes in the midgut epithelium, with digestive cells showing increased 

cytoplasmic vacuolation, fragments of condensed nuclear chromatin, disorganization of brush 

borders and release of cell fragments into the intestinal lumen. These characteristics are 

indicative of cell death in the midgut epithelium that were confirmed with LC3/AB and caspase-

3 staining associated with autophagy and apoptosis, respectively. In addition, exposure to 

fluazinam decreased the distance covered and average speed, increasing the number and time 

of stop, being changes in behavior that may impair the foraging activity of bees. The results 

show that fluazinam at indicated concentrations is not lethal for P. helleri forage workers, 

however, it has side effects on the midgut and on behavior that may represent potential risks 

for these pollinators. 

 

Keywords: Agrochemicals. Foragers. Morphology. Zignal®. 
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1. Introdução 

1.1. Abelhas sem ferrão 

As abelhas são consideradas as mais eficazes no processo de polinização devido a sua 

visita floral para coleta de néctar e pólen como fonte de alimento, como consequência benéfica 

dessa atividade acabam fornecendo um serviço para o ecossistema (Klein et al., 2007; Roubik, 

2014). Além da polinização, as abelhas também são conhecidas por sua relevância econômica 

através da produção de mel (Soares et al., 2017).  

Dentre as abelhas, as abelhas sem ferrão (Hymenoptera: Apidae: Apinae: Meliponini) 

são encontradas em regiões tropicais e subtropicais com maior diversidade registrada no Brasil 

(Cham et al., 2019), desempenhando um papel importante na polinização de até 90% das plantas 

nativas (Pedro, 2014; Grüter, 2020). As abelhas sem ferrão são consideradas generalistas pelo 

fato que forrageiam em ampla diversidade de tipos florais e são bem diversificadas em relação 

a morfologia, tamanho da colônia, comportamento e nidificação (Hrncir et al., 2016). 

Classificadas como abelhas eusociais, significa que vivem em colônias com divisão de trabalho 

composta por duas castas, sendo dezenas ou centenas de milhares de operárias (fêmeas 

modificadas, apresentando ferrão atrofiado, incapazes de ferroar) e geralmente apenas uma 

rainha fecundada (Michener, 2013). Dentre a divisão de trabalho, as operárias forrageiras ou 

campeiras tem função de coletar alimentos (pólen e néctar), resina, água e até mesmo barro para 

construção e manutenção do ninho (Kleinert et al., 2009; Michener, 2013) 

Partamona helleri Friese, 1900 (Hymenoptera: Apidae: Apinae: Meliponini) é uma 

espécie de abelha sem ferrão do gênero Partamona Schwarz (1939) que abrangem cerca de 33 

espécies descritas, com ocorrência em áreas neotropicais desde o sul do Brasil até o México, 

em locais de matas, cerrados, caatingas e regiões montanhosas (Camargo & Pedro, 2003). P. 

helleri é conhecida popularmente como boca-de-sapo, devido a característica de entrada do 

ninho, encontrada do Sul ao Nordeste do Brasil acompanhando a mata atlântica, com ocorrência 

no cerrado de Minas Gerais e também, com relatos áreas urbanas (Camargo & Pedro, 2003). 

Possuem grandes importâncias na polinização de algumas plantas cultivadas como feijão 

guandu (Azevedo et al., 2007), eucaliptos, limão (Carvalho et al., 1999; Pedro & Camargo, 

2003), laranja e girassol (Relatório temático sobre Polinização e Produção de Alimentos no 

Brasil – BPBES). 

 

1.2. Agroquímicos e abelhas 

Diante da importância dos polinizadores, alterações em suas populações podem causar 

um grande prejuízo econômico nas produtividades agrícolas, estimado em cerca de €153 
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bilhões/ano euros (Gallai et al., 2009). Alterações na população de abelhas podem ser 

ocasionadas por diversos fatores combinados, como, mudanças climáticas, perda de habitat, 

parasitas, introdução e manejo de espécies exóticas (Freitas et al., 2009; Van Engelsdorp et al., 

2009; Gill et al., 2012; Goulson et al., 2015; Castilhos et al., 2019). Além desses fatores, a 

intensificação agrícola com uso indiscriminado de agroquímicos vem sendo um dos principais 

fatores apontados pela ação antrópica (Freitas et al., 2009; Sánchez-Bayo & Wyckhuys, 2019), 

deixando um alerta para o declínio da população desses polinizadores. 

O Brasil é atualmente o maior consumidor de agroquímicos do mundo (Dos Santos et 

al., 2018), dentre eles, os fungicidas, que são utilizados no combate a doenças fúngicas de 

plantas (Legard et al., 2001). Com aplicações normalmente em épocas de floração (Legard et 

al. 2001), as abelhas durante sua atividade de forrageio estão sujeitas a exposição a esse 

agroquímico através do contato com flores e solo contaminados, durante o vôo por gotículas do 

produto no ar (Lima et al., 2016) e por meio oral durante a ingestão de néctar e pólen 

contaminados (Del Sarto, 2014). As exposições por agroquímicos, como o espinosade, podem 

trazer inúmeros efeitos negativos comprometendo o desenvolvimento das abelhas P. helleri 

(Araújo et al., 2019a). Além dos efeitos individuais, a exposição ao mesmo também pode 

prejudicar o desenvolvimento da colônia (Tomé et al., 2015; Lima et al., 2016; Castilhos et al., 

2019).  

 

1.3.  Intestino médio das abelhas  

O canal alimentar dos insetos é um tubo continuo da boca até o ânus, dividido em três 

regiões bem definidas, anterior, médio e posterior com parede intestinal apresentando uma 

única camada de epitélio de revestimento associada a tecido muscular. A região anterior e 

posterior, denominada de intestino anterior (estomodeu) e intestino posterior (proctodeum), tem 

origem ectodérmica, apresentando uma camada cuticular conhecida como cutícula íntima. O 

intestino anterior está relacionado a condução e armazenamento de alimentos, dividido em 

faringe, esófago, papo e proventrículo, com uma camada de epitélio de revestimento com 

células achatadas e uma íntima cutícula esclerotizadas. A região média ou intestino médio 

(mesentério) possui um revestimento epitelial com células colunares envolvidas na produção 

de enzimas digestivas e absorção de nutrientes. E por fim o intestino posterior, também 

diferenciado em três regiões, piloro, íleo e reto, com função de eliminar os resíduos alimentares 

e reabsorção de água. O piloro é região de conexão com o intestino médio a qual os restos 

alimentares e as secreções dos túbulos de Malpighi se misturam, e são conduzidas até o reto 

onde ocorre absorção de água e logo em seguida os restos alimentares são eliminados. O epitélio 



9 

 

 

de revestimento é composto por células colunares com cutícula fina e não esclerotizada, o que 

permite facilitar a permeabilidade no processo de absorção de água (Chapman, 2013).  

O intestino médio é fundamental na sobrevivência das abelhas devido a sua atividade 

de absorção de nutrientes (Denecke et al., 2018). O intestino médio é um órgão tubular revestido 

por epitélio de camada única com células digestivas colunares com função de sintetizar enzimas 

digestivas, possuem microvilosidades (“Borda em escova”), responsáveis pela absorção de 

nutrientes (Carneiro et al., 2018; Oliveira et al., 2019); células endócrinas importantes na 

produção de hormônios que controlam a digestão (Souza et al., 2016); e células regenerativas 

relacionadas à renovação do epitélio (Martins et al., 2006). E por ser derivado da endoderme, o 

intestino médio não possui um revestimento cuticular, porém apresenta uma estrutura acelular, 

quitinosa e multifuncional denominada de matriz peritrófica (Teixeira et al., 2019). 

 

1.4.  Efeito de agroquímicos no intestino médio de abelhas 

As exposições orais a determinados agroquímicos podem causar danos na morfologia 

do intestino médio de abelhas, assim como foi observado por Farder-Gomes et al., (2021a) 

utilizando o inseticida fipronil. A exposição ao fipronil induziu danos nas células do intestino 

médio de P. helleri, incluindo a desorganização da borda em escova, ruptura da matriz 

peritrófica e liberação de fragmentos celular no lúmen, podendo prejudicar a renovação epitelial 

mediada por células regenerativas após a lesão (Farder-Gomes et al., 2021a). A exposição ao 

inseticida lambda-cialotrina (Castro et al., 2020), e tiametoxam (Miotelo et al., (2022) também 

causaram danos no epitélio de intestino médio de A. mellifera e P. helleri respectivamente, 

semelhante ao informado anteriormente no estudo com fipronil.   

A exposição oral aos fungicidas também induz danos celulares no intestino médio de 

abelhas, assim como observado por Hang et al., (2023) em Apis cerana cerana. Dose de 

azoxistrobina, piraclostrobina e boscalida causou alterações nas células digestivas do intestino 

médio, observando aumento dos espaços intercelulares, desorganização da borda estriada e 

variados níveis de vacuolização (Hang et al., 2023). Dependendo do tipo de fungicida, esses 

danos no intestino médio podem ser ainda mais severos, como observado após exposição do 

fungicida piraclostrobina em Melipona scutellaris e abelhas recém emergidas de A. melífera, 

provocando liberação de fragmentos celular, alterações morfológicas dos ninhos de células 

regenerativas e núcleos com cromatina condensada (Domingues et al., 2020a; 2020b). Além 

disso, o fungicida piraclostrobina induziu uma menor atividade de secreção demonstrando a 

alta vulnerabilidade desse órgão aos agroquímicos (Domingues et al., 2020a; 2020b). 
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1.5.  Autofagia e apoptose em células do intestino médio de abelhas 

A autofagia é um processo de degradação de componentes citoplasmáticos que são 

circundados por um compartimento de dupla membrana denominado de autofagossomos, eles 

se fundem aos lisossomos formando um autolisossomo por onde ocorre a quebra das moléculas 

por meio de enzimas hidrolases (Hansen & Johansen, 2011). É um mecanismo de controle da 

homeostase celular e sobrevivência, protegendo as células contra macromoléculas 

desnecessárias (gera nutrientes através de degradação dessas macromoléculas), patógenos e 

danos celulares como as organelas que podem se desenvolver e causar danos irreversíveis ao 

DNA (Hansen & Johansen, 2011). Estudos utilizam proteínas marcadoras de autofagia para 

determinar atividades autofágica na célula, uma dessas é a proteína de cadeia leve 3 associada 

a microtúbulos (LC3), sendo proteínas associadas á membrana do autofagossomos utilizada 

para identificar o mesmo no processo de autofagia (Tanida et al., 2004). Em células do intestino 

de abelhas P. helleri foi possível visualizar esse evento através das marcações LC3 após 

exposição ao spinosad (Araújo et al., 2019b) e uma mistura de herbicidas Mesotrione e Atrazina 

(Araújo et al., 2021). 

Apoptose é uma morte celular programada, onde as células ativam uma sequência de 

eventos moleculares para se autodestruir e seus restos formam fragmentos que serão fagocitadas 

por uma célula fagocítica (Grivicich et al., 2007). Em caso de um evento específico a ativação 

desse processo mediado por duas principais classes de caspases que ativará a via apoptótica, a 

caspase iniciadora ativará as caspases executoras (caspase-3 clivada) (Asadi et al., 2022). A 

caspase-3 clivada é uma proteína utilizada para observar apoptose celular, no intestino médio 

de abelhas foram possível identificar o aumento de células gigestivas marcadas para caspase-3 

clivada, após exposição ao inseticida spinosad em A. mellifera (Araújo et al., 2019b) e fipronil 

em P. helleri (Farder-Gomes et al., 2021a). Em casos mais severos, onde as células sofrem 

danos irreversíveis podem ocasionar necrose celular liberando seu conteúdo no meio 

extracelular, sendo observado no intestino médio de A. mellifera após exposição ao fungicida 

iprodiona, indicando que houve necrose celular (Carneiro et al., 2020).  

 

1.6.  Agroquímicos afetam o comportamento em abelhas 

Durante a atividade de forrageio das abelhas, elas estão sujeitas a exposição de 

diferentes tipos de agroquímicos que além de afetarem o intestino médio, o comportamento das 

abelhas também pode ser comprometido. Estudos recentes mostram alterações na distância 

percorrida e velocidade média de forrageiras de P. helleri após exposição ao inseticida fipronil 

(Farder-Gomes et al., 2021b) e uma mistura de herbicidas mesotrione e atrazina (Araújo et al., 
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2021), em ambos as análises foram realizadas através de um software (Ethoflow). Ethoflow é 

um softaware que usa visão computacional e aprendizado de máquina para avaliação 

multivariada de comportamento cinemático (Bernardes et al., 2021). Além disso, a exposição 

ao fipronil causou danos estruturais no cérebro, o que pode responder a essa mudança 

comportamental das operárias após intoxicação (Farder-Gomes et al., 2021b). Em Melipona 

quadrifasciata, usando também o software Ethoflow para análise comportamental após 

exposição ao imidacropido, as abelhas percorreram uma menor distância e ficaram mais tempo 

parada, consequentemente prejudicar na atividade de forrageio e até na sobrevivência do 

polinizador (Bernauer et al., 2015; Bernardes et al., 2022a). 

 

1.7. Fluazinam  

O fluazinam dinitroanilina ([3-cloro- N- (3-cloro-5-trifluorometil-2-piridil)-α, α, α-

trifluoro-2, 6-dinitro-p-toluidina]) é um fungicida do grupo fenilpiridinamina, amplamente 

utilizado na agricultura combatendo fungos como ascomiceto Sclerotinia sclerotiorum que 

causa doença em centenas de espécies de plantas no mundo (Boland & Hall, 1994; Wang et al., 

2018). Dentre as doenças, a podridão do caule e da raiz é conhecido como mofo branco e pode 

resultar na redução da qualidade e produção (Bolton et al., 2006). O fluazinam possui ação 

sistêmica rápida, atingindo mitocôndrias das células fúngicas interrompendo o processo de 

produção de energia por meio de desacoplamento da fosforilação oxidativa (Guo et al., 1991; 

Mao et al., 2018). O mecanismo de desacoplamento ocorre devido a protonação/desprotonação 

do grupo amino em sua cadeia estrutural (Guo et al., 1991; Mao et al., 2018). O desacoplamento 

da fosforilação oxidativa pelo fungicida, provoca uma inibição do processo de síntese de ATP 

(Vioratos, 2014; Hou et al., 2019). Além da redução na síntese de ATP, o fluazinam induz 

aumento das espécies reativas de oxigênio através da inibição do complexo mitocondrial I, 

ocasionando um aumento de estresse oxidativo e posteriormente provocar morte celular em 

neuroblastoma humano SH-SY5Y (Ott et al., 2007; Lee et al., 2011). O que foi comprovado 

pelo fator de transcriçao p53 e ativação das caspase-3 causando morte celular apoptótica 

induzida pelo fluazinam (Lee et al., 2011). 

Estudos com este fungicida em organismos não-alvos terrestres são escassos, já em 

organismos aquáticos o fungicida é bem estudado e demonstra-se altamente tóxico sendo letal 

em uma variedade de espécies de peixes (Kolanczyk et al., 2018; Wang et al., 2018; Wu et al., 

2020; Zhang et al., 2020; Werner et al., 2021) sendo o fungicida de maior impacto para animais 

de água doce (Räsänen et al., 2015). No peixe Danio rerio, o fluazinam consegue induzir 

alterações nas concentrações de metabólitos, na regulação do hormônio de crescimento e na 
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transcrição de genes relevantes aos processos vitais em estágios inicias de vida, afetando o 

crescimento em ambos os sexos (Wang et al., 2018; Zheng et al., 2018). Além disso a exposição 

crônica ao fluazinam demonstrou um aumento na morte celular através da análise da expressão 

de genes relacionados as enzimas antioxidantes catalase e superóxido dismutase e de via de 

sinalização apoptótica caspase-3 em D. rerio (Wang et al., 2018). 

Considerando que o fungicida fluazinam pode causar efeitos subletais em organismos 

não-alvos diante aos trabalhos já realizado com organismos aquáticos, juntamente com a 

importância ecológica e econômica das abelhas e o uso intensivo de agroquímicos na 

agricultura. É importante avaliar os efeitos letais e subletais deste fungicida nos polinizadores 

não-alvo, a fim de compreender os riscos ambientais devido ao uso em excesso. 

 

2. Objetivo  

Verificar se o fungicida fluazinam tem efeitos tóxicos em operárias forrageiras da 

abelhas-sem-ferrão P. helleri. Especificamente foram avaliadas a mortalidade, a morfologia do 

intestino médio e comportamento de operárias forrageiras de P. helleri após exposição oral ao 

fluazinam. 

 

3. Materiais e métodos  

3.1. Insetos 

As operárias forrageiras de P. helleri foram obtidas no Apiário Central da 

Universidade Federal de Viçosa, Viçosa, MG, Brasil. As abelhas foram coletadas em duas 

colônias diferentes com auxílio de um Erlenmeyer de vidro no momento da saída do ninho 

(Farder-Gomes et al., 2021b). Logo após a coleta, as operárias forrageiras, foram transferidas 

para recipientes de plásticos transparentes (500 mL) e mantidos no escuro em BOD durante 1h 

a 28 ± 2°C e 75 ± 5% de umidade relativa (Botina et al., 2020), após esse tempo foram 

realizados os bioensaios a seguir.  

 

3.2. Bioensaio de concentração-mortalidade 

A formulação comercial do fluazinam ZIGNAL® (formulação suspensão concentrada, 

500 g ia L−1 e 780 g de ingredientes inertes L−1; FMC Química do Brasil Ltda, Campinas, SP, 

Brasil). Foram utilizadas três concentrações conforme o recomendado pelo fabricante para as 

culturas de feijão (0,5 mg i.a. mL– 1), soja (1,5 mg i.a. mL– 1) e batata (2,5 mg i.a. mL– 1). 

Para o grupo tratado, as concentrações recomendadas foram diluídas em solução 

aquosa de mel (50% p/p) e em seguida, as operárias forrageiras foram alimentadas por um 
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período de 24h (exposição aguda). Enquanto as abelhas controles foram alimentadas apenas 

com a solução aquosa de mel a 50%. Os grupos tratados e controle foram alimentados com o 

auxílio de dois microtubos (1,5 mL) perfurados na extremidade e inseridos por orifícios na 

parede dos recipientes plásticos (250 mL) (Botina et al., 2020). Para cada concentração foram 

utilizadas duas colônias, dividida em quatro réplicas biológicas (recipiente) por colônia, sendo 

10 operárias forrageiras em cada recipiente. Os recipientes contendo as abelhas foram mantidos 

no escuro em BOD a 28 ± 2°C e 75 ± 5% de umidade relativa durante 24h de exposição. A 

mortalidade foi avaliada durante 24h de exposição.  

Os microtubos dos recipientes contendo as dietas do grupo tratado e controle foram 

pesados separadamente antes e após as 24h de exposição, em uma balança analítica (XS3DU, 

Mettler Toledo, Columbus, OH), para quantificar a quantidade de solução consumida pelas 

operárias forrageiras. Para o controle negativo, foi realizado a pesagem de microtubos com a 

dieta antes e depois das 24 h, mantidas nas mesmas condições de temperatura e umidade 

relativa, mas sem expor às abelhas. O consumo alimentar foi registrado em microgramas (mg), 

correspondendo ao consumo médio das 10 abelhas de cada unidade experimental (Botina et al., 

2020).  

Para os próximos bioensaios, foi utilizada apenas a maior concentração recomendada 

pelo fabricante (2,5 mg ia mL-1). 

 

3.3. Histologia do intestino médio  

As operárias forrageiras expostas à concentração de (2,5 mg ia mL– 1) do fungicida 

(n=5) e o grupo controle (n=5), após 24h, foram anestesiadas a -5 °C por 3 minutos e dissecadas 

em NaCl 125 mM. Os intestinos médios foram transferidos para solução fixadora de Zamboni 

(Stefanini et al., 1967) e permanecendo por 2h em temperatura ambiente. A seguir, as amostras 

foram desidratadas em série crescente de etanol (70%, 80%, 90% e 99%) e embebidas em 

Historesina (Leica, Heidelberger, Alemanha), seccionadas a 2 μm de espessura com micrótomo 

Leica RM 2255 e coradas com hematoxilina (20 min) e eosina (2 minutos). As amostras foram 

analisadas e fotografadas no microscópio Olympus BX-60 acoplado com câmera digital Q-

Color3 (Olympus Corp. Tokyo, Japan). 

 

3.4. Imunofluorescência 

A imunofluorescência para detecção de autofagia e apoptose foi realizada com o 

intestino médio de 10 operária forrageiras P. helleri tratadas com o fungicida e 10 do grupo 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720365104?via%3Dihub#bb0070
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720365104?via%3Dihub#bb0070
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controle, totalizando 20 indivíduos dissecados em NaCl 125mM. Os intestinos médios foram 

transferidos para solução fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 2h em temperatura 

ambiente. Após a fixação as amostras foram submetidas a três lavagens por 30 min cada, em 

tampão fosfato de sódio 0,15 M PH 7,2 (PBS) contendo 1% de Triton X-100 (PBST). As 

amostras foram incubadas separadamente (cinco intestinos médios para cada anticorpo) por 24h 

a 4°C, em solução de anticorpo comercial a 1% em PBS. Os anticorpos anti-LC3/AB (#3868T; 

1:500) para detecção de autofagia e anti-caspase-3 clivada (Asp175, #9664; 1:500) (Cell 

Signaling Technology, Inc., Beverly, MA, USA; produzido em coelho) para detecção de morte 

celular por apoptose foram utilizados. As amostras incubadas com os anticorpos primários após 

24h foram lavadas com PBS por três vezes durante 15 min cada e incubadas com anticorpo 

secundário anti-IgG de coelho conjugado com FITC (Sigma-Aldrich Corp., St Louis, MO, 

EUA) diluído 1:500 em PBS 0,1 M, por 24h, a 4°C no escuro. Após lavagem em PBS, as 

amostras foram transferidas para 2 μg/mL de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Polysciences, 

Inc., Hayward, CA, USA) para coloração dos núcleos nucleares por 30 min, lavados com PBS 

e os intestinos foram montados em lâminas com solução de sacarose a 30%. As amostras foram 

analisadas em microscópio fluorescente Evos M5000 (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, 

EUA). As células com imunofluorescência foram contadas ao longo de todo intestino médio 

das cincos amostras presentes no tratamento e no controle. 

 

3.5. Bioensaio comportamental 

O comportamento das forrageiras de P. helleri exposta ao fluazinam (2,5 mg ia mL −1) 

e controle foi avaliado após 24h de exposição oral. As forrageiras foram divididas em arenas 

(placa de Petri com 9 cm de diâmetro e 2 cm de altura) cobertas com filmes 

plásticos transparentes para evitar fugas e registrado durante 10 minutos com câmera de vídeo 

digital (30 quadros por segundo) sob luz artificial a 25 °C ± 2 (Farder-Gomes et al., 2022b). 

Após a gravação, foi utilizado o software Ethoflow® (Instituto Nacional de Propriedade 

Industrial - INPI, Brasil, BR 512020 000737– 6) (Bernardes et al., 2021) para analisar os 

arquivos de vídeo e calcular a velocidade média (cm s −1), distância percorrida (cm), número e 

tempo (s) de paradas pelas abelhas (Bernardes et al., 2022a). Quatro operárias forrageiras em 

cada arena foram filmadas simultaneamente, sendo utilizado cinco arenas em cada tratamento 

de duas colônias, totalizando 40 abelhas. O software Ethoflow® permite a avaliação de vários 

indivíduos na mesma arena, mantendo as identidades individuais (Bernardes et al. 2021).  

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/polymeric-films
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/polymeric-films
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3.6. Análise estatística 

Os dados de consumo alimentar foram comparados pelo teste t-Student, a 5% de 

probabilidade. Para cada variável de resposta dos dados de imunofluorescência (LC3/AB e 

Caspase-3), um modelo GLMs foi ajustado com distribuição de erro de Poisson; distribuição 

adequada para dados de contagem (Crawley, 2012). Os dados comportamentais (velocidade 

média, distância percorrida, número e tempo de parada das abelhas) foram comparados pelo 

teste t-Student, a 5% de probabilidade. Como as abelhas da mesma colônia foram monitoradas 

juntas na mesma arena, a colônia foi considerada um efeito aleatório. Todas as análises 

estatísticas foram realizadas no software R (R Core Team, 2018). 

 

4. Resultados  

4.1. Bioensaio de concentração-mortalidade e consumo alimentar 

Não houve mortalidade no grupo controle e tratado (concentrações recomendadas pelo 

fabricante) após 24h de exposição oral ao fluazinam, indicando que o fungicida não é letal para 

as operárias forrageiras de P. helleri.  

O consumo alimentar analisado durante o experimento apresentou diferença (t = 4,708, 

gl = 5; p = 0,0093) entre os grupos, mostrando que as forrageiras tratadas com a maior 

concentração de fluazinam (2,5 mg i.a. mL– 1) consumiram menos alimentos (19 mg abelha-1) 

em relação ao grupo controle (24 mg abelha-1; Figura 1), mostrando que cada operária forrageira 

tratada ingeriu 0,047 mg do ingrediente ativo fluazinam em 24h. 

 

Figura 1. O consumo alimentar (média ± sd) de operárias forrageiras de Partamona helleri 
tratadas com fluazinam, após 24h de exposição. * indica que diferenças significativas entre os 
grupos (p < 0.05). 
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4.2. Efeito da exposição ao fluazinam na morfologia e morte celular do intestino 

médio de forrageiras de P. helleri 

O intestino médio das forrageiras de P. helleri que foram alimentadas com a dieta sem 

o fungicida (controle), possui uma matriz peritrófica revestindo o lúmen, epitélio simples com 

células digestivas colunares contendo núcleos esféricos com cromatina descondensada (Figura 

2A e 2B), presença de vacúolos citoplasmático e borda estriada apical bem desenvolvida 

(Figura 2B). As células regenerativas de menor tamanho estavam localizadas na região basal 

do epitélio em ninhos, com pequenos núcleos esféricos (Figura 2A e 2B).  

Nas abelhas alimentadas por 24h com fluazinam, o intestino médio apresentou 

aumento na quantidade e volume de vacúolos citoplasmáticos nas células digestivas, liberação 

de fragmentos celulares no lúmen (Figura 2C e 2D). Também foi possível identificar 

degeneração da borda estriada e núcleos com fragmentos de cromatina condensada nas células 

digestivas (Figura 2E). 
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Figura 2. Micrografias de luz do intestino médio de Partamona helleri do controle (A e B) e do 
fluazinam (C, D e E). A e B. Intestino médio de forrageiras apresentando epitélio com células 
colunares digestivas (Cd) e células regenerativas (Cr), ninho de células regenerativas (Ni), 
núcleo (N), borda estriada, matriz peritrófica (Mp) e Lúmen (Lu). C. Vista geral do epitélio 
com células digestivas contendo núcleo (N) e grande concentração de vacuolização (Va) e 
fragmentos celulares no lúmen do intestino médio de forrageiras tratadas com fluazinam. 
D. Presença de fragmentos celulares (seta) no lúmen. E. Borda estriada danificada e presença 
de vacúolos citoplasmáticos (Va) nas células digestivas. Todas a barras de escala estão à: 30 
μm. 

 

O epitélio do intestino médio das operárias de forrageiras de P. helleri mostrou células 

positivas para autofagia e apoptose, com aumento de células positivas para LC3/AB (3 ± 1,58 

células; χ2 = 6,95; gl = 8; p > 0,045) e caspase-3 clivada (4,8 ± 1,48 células; χ2 = 7,36; gl = 8; p 

> 0,0002) no intestino médio de operárias forrageiras após 24h de exposição ao fluazinam em 

relação ao grupo controle LC3/AB (1,2 ± 0,83 células) e caspase-3 (1 ± 1 células) (Figura 3). 
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Figura 3. Intestino médio de operárias forrageiras de Partamona helleri apresentando células 
positivas (verde) para marcador de autofagia LC3/AB (A e B) e apoptose caspase-3 (C e D) 
nos grupos controle e tratado com fluazinam (FZN). Os núcleos celulares fo foram corados com 
DAPI (azul). E. Número (médias ± sd) de células positivas para LC3/AB. F. Número (médias 
± sd) de células positivas para caspase-3 clivada. * (p < 0.05) e ** (p < 0.001) indica diferenças 
na quantidade de células imunofluorescentes entre os grupos. 
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4.3. Alteração no comportamento das forrageiras de P. helleri após exposição ao 

fluazinam 

O comportamento das abelhas operárias forrageiras foi avaliado para verificar 

possíveis alterações na velocidade média, distância percorrida e tempo de parada. As abelhas 

operárias forrageiras exposta ao fluazinam durante 24h apresentaram alterações em seu 

comportamento, diminuindo a velocidade média (t = 3.052; gl = 8; p = 0.0158; Figura 4A), a 

distância percorrida (t = 2.733; gl = 8; p = 0.0257; Figura 4B), aumentando o número de paradas 

(t = 2.6384; gl = 8; p = 0.03; Figura 4C) e ficando mais tempo em repouso (t = 2.638; gl = 8; p 

< 0.001; Figura 4D). 

 

 

Figura 4. Comportamento de operárias forrageiras de Partamona helleri A. Velocidade média 
(cm s-1) (média ± sd). B. Distância percorrida (cm) (média ± sd). C. Número de paradas (média 
± sd). D. Tempo de repouso (s) (média ± sd). * indicam diferença significativa (p < 0.05). 

 

5. Discussão 

Este é o primeiro estudo com bioensaio ecotoxicológico em abelhas utilizando 

fungicida fluazinam considerando as concentrações de campo recomendadas para o controle de 
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doenças fúngicas em algumas culturas polinizadas pela P. helleri. Assim, foi demonstrado que 

a formulação comercial de fluazinam em exposição aguda não causa mortalidade em abelha P. 

helleri, semelhante ao registro recente utilizando fungicida iprodiona em A. mellifera (Carneiro 

et al., 2022). Porém, a presença do fluazinam na dieta inibe o consumo alimentar de operárias 

forrageiras de P. helleri, resultando em um consumo de aproximadamente 0,047 (mg i.a. por 

abelha) em 24h, sendo que essa quantidade ingerida por cada indivíduo não foi suficiente para 

causar a mortalidade. Portanto, a redução do consumo de alimentar pode ser atribuída a alta 

concentração do composto químico presente na dieta das quais as abelhas foram expostas 

(Araújo et al., 2021). Assim, como relatado neste trabalho, as altas concentrações de fungicida 

Pristine (DeGrandi-Hoffman et al., 2015) e uma mistura de inseticidas (Zhu et al., 2017; 

Almasri et al., 2020) também reduziram o consumo alimentar em A. mellifera. Acreditando que 

o fator concentração do composto químico pode ter apresentado um efeito repelente na 

alimentação, interferido no consumo alimentar pelas operárias forrageiras após exposição ao 

fluazinam (Bernardes et al., 2017; Almasri et al., 2020). 

Com base nos resultados histológicos obtidos, fluazinam causou danos celulares no 

intestino médio de P. helleri, como, aumento de vacúolos citoplasmáticos; borda estriadas 

desorganizada; fragmentos de cromatina nuclear condensada; e liberação de fragmentos 

celulares no lúmen intestinal. São danos observado após exposição ao fluazinam que também 

foram reportados para outros fungicidas, como estrobilurina (Batista et al., 2020) e iprodiona 

(Carneiro et al., 2022) no intestino médio de A. melífera. Indicando que estes danos celulares 

no intestino médio de operárias forrageiras são semelhantes, independente do químico utilizado.  

O aumento na quantidade e volume dos vacúolos citoplasmáticos juntamente com 

aumento de células positivas para proteínas LC3/AB nas células digestivas do intestino médio 

de P. helleri, indicam o processo de autofagia causada pelo fluazinam. Os vacúolos 

citoplasmáticos podem ser autofágicos, sendo um processo de proteção que as células 

apresentam por meio de degradação de compostos xenobióticos (Tanida et al., 2004). Relatos 

semelhantes aos resultados apresentados, foram observados em células do intestino médio de 

A. mellifera após exposição ao imidacloprido, com aumento da expressão do gene atg1 

relacionado a autofagia (Carneiro et al., 2022) e, em P. helleri a exposição ao espinosade com 

células positivas para LC3/AB (Araújo et al., 2019b). O processo de autofagia relatado no 

intestino médio de P. helleri pode evidenciar uma resposta das células digestivas para manter a 

homeostase celular e evitar maiores danos pela intoxicação ao fluazinam. 

A eliminação de fragmentos celulares no lúmen intestinal e fragmentos de cromatina 

nuclear condensada é um indicador de morte celular induzida pelo fluazinam (Silva-Zacarin, 
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2007; Araújo et al., 2019b; Domingues et al., 2020b). Em células de 

neuroblastoma humano SH-SY5Y o fluazinam demonstrou ser causador de danos oxidativos, 

inibindo o complexo mitocondrial I provocando a clivagem da caspase-3, uma proteína 

executora de morte celular por apoptose (Lee et al., 2011). Portanto, aumento da quantidade de 

células positivas para caspase-3 no intestino médio, comprova o processo de morte celular 

induzida por fluazinam, resultando em alterações morfológicas como foi observado a 

fragmentação no lúmen intestinal, e subsequente comprometimento na atividade desse órgão. 

Embora o anticorpo anti-caspase-3 clivada utilizado aqui tenha sido desenvolvido para a 

caspase-3 de humanos, ela apresenta reação cruzada para as caspases efetoras semelhantes 

DrICE e Dcp-1 em Drosophila (Fogarty & Bergmann, 2014) e tem sido eficiente também em 

P. helleri como encontrado por Fader-Gomes et al. (2021a) e os resultados aqui obtidos. 

Os efeitos comportamentais causado pelo fluazinam nas operárias forrageiras de P. 

helleri foram similares aqueles relatados para esta abelha exposta ao espinosade (Araújo et al., 

2019b), azadiractina (Bernardes et al., 2017) e sulfato de cobre (Bernardes et al., 2022b). A 

exposição ao fluazinam reduziu a velocidade média e distância percorrida, aumentando o 

número de paradas e ficando mais tempo em repouso, semelhante ao encontrado por Araújo et 

al. (2021) após exposição oral a uma mistura de herbicidas e Bernardes et al., (2022b) com 

sulfato de cobre em P. helleri. Essas alterações comportamentais podem ser uma estratégia para 

minimizar o gasto de energia (Brito et al., 2020), pois o consumo alimentar como relatado foi 

menor e o epitélio intestinal apresentou danos que podem prejudicar a disponibilidade 

energética que as abelhas necessitam para realizar suas atividades (DeGrandi-Hoffman et al., 

2015; Mao et al., 2017). Diante que a desorganização na borda estriada, como observado no 

epitélio do intestino médio de operárias forrageiras pode comprometer sua função, uma vez que 

essa estrutura está relacionada à absorção de alimentos (Gonçalves et al., 2014), e com isso 

influenciar na redução da digestão de proteínas e outros nutrientes (DeGrandi-Hoffman et al., 

2015).  

Assim, como outros fungicidas, o fluazinam diminui a síntese de ATP nas 

mitocôndrias das células fúngicas, bloqueando atividade do complexo mitocondrial I (NADH-

coenzima Q redutase) da cadeia transportadora de elétrons (Vioratos, 2014; Shao et al., 2015; 

Li et al., 2020; Souders II et al., 2021). Em Bombus terrestris, o complexo I em mitocôndrias 

do musculo de vôo foi inibido após tratamento com o fungicida difenoconazol, afetando a 

produção de ATP (Syromyatnikov et al. 2017). Nicodemos et al. (2020) em seu estudo com o 

fungicida piraclostrobina e DeGrandi-Hoffman et al. (2015) com o fungicida Pristine®, 

também relataram redução na atividade mitocondrial de A. melífera, após a exposição aos 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/neuroblastoma
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/neuroblastoma
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fungicidas, diminuindo a taxa de vôo das abelhas. Por fim, além da redução alimentar e 

absorção de nutrientes, o fluazinam pode estar afetando a bioenergética mitocondrial, causando 

uma redução na síntese de ATP e influenciando no comportamento das abelhas tratadas. Essas 

alterações nos parâmetros relacionados a movimentação das operárias forrageiras tratadas com 

fluazinam indica que mudanças ao nível individual que podem comprometer a reprodução, 

forrageio e consequentemente prejudicar a sobrevivência da colônia (Henry et al., 2012; Lima 

et al., 2015; Bernauer et al., 2015). 

 

6. Conclusão 

Os resultados mostram que a concentração recomendada pelo fabricante do fungicida 

fluazinam, não é letal as operárias forrageiras de P. helleri em exposição aguda. No entanto, o 

fungicida causa efeitos subletais incluindo danos em células digestivas do intestino médio 

induzindo morte celular autofágica e apoptótica, alterações no comportamento e consumo 

alimentar. Esses efeitos podem comprometer a saúde das abelhas e atividades de forrageio, 

prejudicando a qualidade de vida dos indivíduos. Diante dos impactos do fungicida, é 

necessário utiliza-lo com cautela devido aos efeitos colaterais aqui apresentados em um 

polinizador não-alvo. 
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Apêndice 1. Faixas representativas em 3D do grupo controle 24h. (A, B e C) são abelhas da 

colônia 1 e (D, E e F) são abelhas da colônia 2. Foram registradas simultaneamente a atividade 

de caminhada de 10 minutos de quatro operárias forrageiras e analisadas mantendo a identidade 

individual com o software Ethoflow®. Cada cor indica uma identidade individual. 
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Apêndice 2. Faixas representativas em 3D do grupo controle e tratado com fluazinam durante 

24h. Foram registradas simultaneamente a atividade de caminhada de 10 minutos de quatro 

forrageiras e analisadas mantendo a identidade individual com o software Ethoflow®. Cada cor 

indica uma identidade individual. 

 

 


