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RESUMO

RESENDE, Matheus Tudor Candido Santos de, D.Sc., Universidade Federal de
Vicosa, fevereiro de 2025. Interacao patégeno-abelha-pesticida: a supressao de
apoptose pelo patégeno Nosema ceranae no intestino médio suceptibiliza o
hospedeiro Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) na acao toxica e
histopatolégica do inseticida ciantraniliprole. Orientador: Jose Eduardo Serrao.
Coorientador: Jamile Fernanda Silva Cossolin.

As populacdes de abelhas estdo ameacadas por estressores como pesticidas,
reducédo de diversidade de recursos e patdgenos. Alguns estressores podem atuar
fragilizando as abelhas a acdo de outros estressores. Dentre os inseticidas,
ciantraniliprole atua em canais de calcio ligantes de rianodina das células
musculares, causando a morte do inseto. O microsporideo Nosema ceranae é
patdbgeno da abelha Apis mellifera responsavel pela nosemose, sendo parasita
intracelular do epitélio do intestino médio, causando danos a s células, com
capacidade de reduzir a morte celular por apoptose, um mecanismo de defesa
contra patégenos intracelulares. A reducdo de apoptose por N. ceranae pode
inviabilizar um dos mecanismos fisiolégicos pelos quais as abelhas contrapéem a
acao de pesticidas. O objetivo foi testar a hipétese da supressdo da apoptose do
epitélio do intestino médio das abelhas por N. ceranae como mecanismo causal
responsavel pela fragilizagdo das abelhas a acdo do inseticida ciantraniliprole.
Especificamente foram avaliadas supressdo da apoptose e danos histopatol6gicos
no intestino médio de operarias de A. mellifera. Abelhas infectadas por N. ceranae
tiveram sobrevivéncia reduzida ap6s a exposicao a apenas uma das concentracoes
subletais testadas de ciantraniliprole. Abelhas infectadas e expostas a concentracéao
subletal deletéria de ciatraniliprole apresentaram menor ativagdo da via apoptoética
na porgao anterior do intestino médio que abelhas apenas expostas ao inseticida e
maior ativacdo da via na porcao posterior que abelhas apenas apenas infectadas. As
porcoes medial e posterior do intestino médio de abelhas infectadas e expostas ao
inseticida em concentracao subletal deletéria apresentaram menor ativacao da via
apoptética que abelhas apenas expostas ao inseticida. Esses resultados evidenciam
que o padrao diferencial de colonizagdo do epitélio intestinal pelo patdgeno
influencia a capacidade de redugdo de apoptose e o processo de interagdo do
hospedeiro com o pesticida, onde em regides de maior colonizacao o epitélio é
incapaz de mitigar, com impactos histopatoldégicos, comprometendo a fisiologia do
orgao. Além disso, a associacao deletéria entre patégeno-pesticida é concentragao-
dependente. As implicacées histopatolégicas do trabalho indicam tanto que as
porcoes do intestino



médio precisam ser consideradas quanto que alguns parametros histopatolégicos
como a vacuolizacdo citoplasmatica sdo responsivas ao efeito de ambos os
estressores associados, enquanto a fragmentacao celular ndo. O indice de lesédo se
mostrou uma meétrica eficiente para avaliar o estresse do 6rgao, porém seu
significado & dependente da interpretacao de cada um dos parametros utilizados em
seu célculo. Em concluséo , N. ceranae tem potencial de fragilizar as abelhas a acéo
do ciantraniliprole, tornando esse patégeno de abelhas chave em contextos de
multiplos estressores nos quais as abelhas podem se encontrar inseridas .

Palavras-chave: Microsporidio; Intestino médio; Caspase-3; Histopatologia;
Associacao patdgeno-pesticida.



ABSTRACT

RESENDE, Matheus Tudor Candido Santos de, D.Sc., Universidade Federal de
Vicosa, February, 2025. Pathogen-bee-pesticide interaction: suppression of
apoptosis by the pathogen Nosema ceranae in the midgut susceptibilizes the
host Apis mellifera (Hymenoptera: Apidae) to the toxic and histopathological
action of the insecticide cyantraniliprole. Adviser: Jose Eduardo Serrao. Co-
adviser: Jamile Fernanda Silva Cossolin.

Bee populations are threatened by stressors, including pesticides, reduced resource
diversity, and pathogens. Some stressors may weaken bees to the action of others .
Among insecticides, cyantraniliprole acts on ryanodine-binding calcium channels in
muscle cells, causing the death of the insect. The microsporidium Nosema ceranae is
a pathogen of the honeybee Apis mellifera responsible for nosemosis, being an
intracellular parasite of the midgut epithelium, causing damage to cells, with the
ability to reduce cell death by apoptosis, a defense mechanism against intracellular
pathogens. The reduction of apoptosis by N. ceranae may render unviable one of the
physiological mechanisms by which bees have to mitigate the action of pesticides.
The objective was to test the hypothesis that the apoptosis suppression in the midgut
epithelium of host bees by N. ceranae is a causal mechanism responsible for
increase the honeybee susceptibility to the insecticide cyantraniliprole. More
specifically, the apoptosis suppression and the histopathology in the midgut of the
bees were evaluated . Bees infected with N. ceranae present reduced survival after
exposure to only one of the tested sublethal concentrations of cyantraniliprole. Bees
both infected and exposed to a deleterious sublethal concentration of cyantraniliprole
have activation of the apoptotic pathway in the anterior midgut portion than bees only
exposed to the insecticide and higher apotosis activation o in the posterior midgut
than bees only infected. The medial and posterior midgut portions of bees infected
and exposed to the insecticide at a deleterious sublethal concentration present lower
apoptosis than bees only exposed to the insecticide. These results reveal that the
differential pattern of colonization of the midgut epithelium by N. cerananae
influences the ability to reduce apoptosis and the host interaction process with the
insecticide , where in regions of hig pathogen colonization the midgut is unable to
mitigate it effects, with histopathological impacts, compromising the physiology of the
organ. In addition, the deleterious association between pathogen and pesticide is
concentration-dependent. The histopathological implications of the study indicate that
the midgut portions need to be considered and that some histopathological
parameters such as cytoplasmic vacuolization are



responsive to the effect of both associated stressors, while cellular fragmentation is
not. The lesion index proved to be an efficient metric for assessing organ stress, but
its significance depends on the interpretation of each of the parameters used in its
calculation. Therefore, N. ceranae has the potential to weaken honeybees to the
action of cyantraniliprole, making this pathogen key in contexts of multiple stressors
in which bees may find themselves.

Keywords: Microsporidium; Midgut; Caspase-3; Histopathology; Pathogen-pesticide
association
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1. Introducio

As abelhas sdo responsaveis por fornecer servigos de polinizagdo criticos para os
ecossistemas naturais, sendo agentes fundamentais na conservagdo dos ecossistemas e
suas biodiversidades, dado que o declinio de polinizadores afeta negativamente a
qualidade dos ecossistemas (Kearns e Inouye, 1997, Ollerton et al., 2011, Giannini et
al., 2015, Doeke et al., 2015). Esses servi¢os sao fundamentais para a flora, sendo
responsaveis pela reproducdo de diversas espécies, nas quais em torno de 75%
(Ricketts et al., 2008) a 87,5% (Ollerton et al., 2011) das angiospermas sao
dependentes de polinizadores. A relevancia das abelhas se estende para ecossistemas
agricolas, uma vez que Apis mellifera Linnaeus (Hymenoptera: Apidae) € a espécie
mais utilizada na polinizagdao de cultivares comerciais, sendo responsavel por até um
terco da alimenta¢do humana dependente de polinizagdo (McGregor, 1976; Williams,
1995; Williams, 2002; Johson, 2010). Além disso, essa abelha contribui com produtos
de importancia econdmica como mel, cera, propolis, geleia real e apitoxinas por meio
do setor apicola (Atkins, 1992; Danforth, 2007, Wolff, L. F., & Gomes, J. C. C., 2015;
Pires et al., 2016; Potts et al., 2016; Ismail, M. M., & Ismail, W. I. W. 2018,
Vapa-Tankosi¢, J. et al, 2020), indicando sua importincia ecologica, econdmica e
social.

O atual declinio das populacdes e da diversidade de polinizadores ¢ causa de
preocupagdo, ocorrendo em abelhas tanto manejadas quanto silvestres (Stokstad, 2007;
Henry et al., 2012; Lee et al., 2015; Pires, et al., 2016; Seitz et al., 2016), incluindo
abelhas meliferas (Seitz et al., 2022). Os fatores responsaveis pelo declinio sdo de
natureza ecologica como competi¢do interespecifica, qualidade do alimento coletado
no forrageio, perda e fragmentagdo de habitats, alteracdes climaticas, patdogenos,
assim como o uso frequente de pesticidas na atividade agricola (Goulson et al., 2015;
Lee et al., 2015). Um fendmeno contiguo ¢ a Desordem do Colapso de Colonias
(CCD), inicialmente observado em 2006 nos Estados Unidos em regides de manejo
agricola intensivo, caracterizado pelo abandono das colmeias contendo a rainha, crias
e alimento pelas operarias e, portanto, sendo responsavel por perdas massivas de
coldonias sem causa evidente e sem presenca de abelhas mortas ( van Engelsdorp et al.,
2009; Pires et al., 2016).

O CCD possui causa multifatorial (Henry et al., 2012), configurando-se como uma

sindrome de estresse (vanEngelsdorp et al 2009) em decorréncia de multiplas
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interagdes ecoldgicas negativas, como parasitismo pelos adcaros Varroa spp., infeccao
por patdgenos (DeGrandi-Hoffman et al., 2015), declinio da diversidade e qualidade
de polen (Di Pasquale et al., 2013) e contato com pesticidas (Johnson et al., 2010; Zhu
et al.,, 2015). Esses fatores estressantes podem atuar individualmente ou em
concomitancia, com a¢do aditiva ou sinérgica, o que intensificaria reciprocamente
seus efeitos, contribuindo para o estabelecimento da CCD, a redugao da sobrevivéncia,
o aumento de mortalidade e declinio das populacdes de abelhas (Nazzi et al 2012;
Henry et al., 2012; Pettis, et al., 2012; Lee et al., 2015, Goulson, et al. 2015; Doublet
et al, 2015; Sanchez-Bayo, et al. 2016; Grassl, Julia, et al. 2018; T O’Neal et al., 2018;
Meeus et al., 2018; Harwood & Dolezal, 2020).

As abelhas estdo expostas a diversos pesticidas aplicados proximos a seus locais
de nidificagdo ou a matrizes apicolas (Bogdanov, 2006) como também, em
decorréncia de seus habitos de forragear amplas areas buscando recursos como néctar,
polen e 4gua, entrando em contato com pesticidas e transportando-os para a colmeia
onde contaminam as demais abelhas, as crias, mel e cera. O comportamento das
abelhas refor¢a, portanto, a hipdtese da relagcdo causal dos pesticidas com o declinio
das populagdes de abelhas ¢ CCD (revisado por Blacquiere et al., 2012;
Calatayud-Vernich, 2018).

A agricultura intensiva ¢ dependente do uso de pesticidas, uma vez que a pratica
ampla da monocultura torna os campos de cultivo particularmente susceptiveis a
pragas e doengas (Sattle, 2007). Além disso, contaminagdes por pesticidas foram
reportadas em diversas localidades onde nao foram diretamente aplicados, incluindo
aguas superficiais, pluviais, fluviais e subterraneas (Ritter et al., 1990; Sankhla et al.,
2018), e at¢é mesmo em regides atmosféricas distantes de campos agricolas
(Espallardo et al., 2012; Galon et al., 2021; Mayer et al., 2024).

Dentre os pesticidas, os inseticidas sao amplamente usados, e quando utilizados
em quantidades letais afetam as colonias, dado que causam reducao das populagcdes
totais de abelhas em campo (Johnson et al., 2010; Zhu et al., 2015; Seitz et al., 2022).
Os efeitos subletais também causam impacto gerando alteragdes de curto e longo
prazo na morfologia, fisiologia e comportamento das abelhas por meio de
perturbagdes olfativas, capacidade de aprendizado, memoria, paralisia, reducao da
sobrevivéncia e desorientagdo, fenOmenos que comprometem os servicos de
polinizagdo e manuten¢do da coldnia (Basu & Chakrabarti et al., 2019). Outros efeitos

verificados sdo aumento de estresse oxidativo (Di Noi et al., 2021) e aumento da

13



susceptibilidade a patégenos com redug¢do de imunocompeténcia (Desneux et al.,
2007, Brandt et al., 2016, Tarek et al., 2018). Os efeitos subletais decorrentes de
baixas concentragdes de pesticidas por exposicdo aguda e cronica estdo recebendo
cada vez mais foco dos pesquisadores (vanEgelsdorp e Meixner, 2010; de Castro et al.,
2020), uma vez que estudos utilizando quantidades ndo campo-realistas, geram
incerteza sobre a relevancia de seus dados (Blacquiere, 2012), de modo que estudos
com concentragdes campo-realistas em exposicdes cronicas sdo cada vez mais
prementes.

A despeito das causas de declinio das abelhas ndo terem sido inequivocamente
estabelecidas, o uso em larga escala de pesticidas tem sido implicado como um dos
principais contribuintes (Hienry et al. 2012; Fairbrother et al., 2014, Woodcock et al.,
2016). Dentre os pesticidas, uma nova classe de inseticidas foi proposta para um
controle eficiente de pragas, a das diamidas antranilicas ou antranilamidas (Lahm et.
al., 2005). Dentre as diamidas antranilicas, a ciantraniliprole, ¢ sist€mico e com
eficiéncia para controle de Bemisia tabaci, Anticarsia gemmatalis e Leucoptera
coffeella, importantes pragas das culturas da soja e do café, ambas polinizadas por
abelhas meliferas. Esses compostos possuem como alvo primario o receptor de
rianodina dos canais de calcio, abrindo-os como um novo alvo para desenvolvimento
de inseticidas, o que ¢ fundamental para a ampliagdo da rotacdo de inseticidas no
controle de resisténcia no manejo integrado de pragas (Lahm et. al., 2005).

Os canais de calcio possuem particular importancia na fisiologia da contragdo
muscular, havendo os canais de célcio dependente de voltagem e os canais de cdlcio
com receptor de rianodina (Lahm et. al., 2005). Os canais de calcio dependentes de
voltagem regulam a entrada de célcio na célula pela membrana plasmatica, e os canais
de calcio com receptor de rianodina regulam a passagem de célcio interno do limen
de organelas para o citosol, portanto presentes no reticulo sarcoplasmatico de células
musculares (Cordoba et al., 2006). Por consequéncia, células musculares sao
consideradas o alvo primadrio, pois os canais no reticulo sarcoplasmatico sdo um dos
alvos onde as diamidas antranilicas se ligam e liberam descontroladamente os ions de
calcio desregulando a homeostase (Lahm et. al., 2005; Cordoba et al., 2006). A
sintomatologia em insetos inclui interrup¢ao da alimentacado, paralisia e morte (Lahm
et. al., 2005).

Embora os canais de calcio sejam elementos centrais na contracdo muscular, a

homeostase do célcio participa de multiplas fungdes celulares essenciais (Lahm et. al.,
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2005), e sua atuagdo se estende por diversos tipos e funcoes celulares (Patel et al.,
2010; Stiber et al, 2011; Morio et al., 2021; Malci et al., 2022). Nesse sentido,
apresenta papel na sinalizagdo celular (Patel et al., 2010) ou mesmo nas fungdes
neuronais (Malci et al., 2022) com sua desregulacdo implicada em neurodegenerago
(Lim et al., 2021). Além disso, canais de calcio com receptores de rianodina estdo
presentes em outras organelas além do reticulo endoplasmético, como mitocondrias,
outro importante compartimento de armazenamento do calcio nas células (Lim et al.,
2021; Morio et al., 2021; Rosenberg, 2022). As caracteristicas morfologicas das
mitocondrias e suas distribui¢cdes e co-localizagdes com reticulo endoplasmatico estdo
relacionadas a homeostase do célcio celular (Sanchez-Véazquez et al., 2022). A quebra
da homeostase de calcio desregula diversos outros eletrélitos intracelulares, como o
cloro, devido as interrelagdes entre os gradientes eletroquimicos e suas influéncias
celulares mutuas, principalmente em contexto de lesdo celular (Buja et al., 1998).
Assim, ha evidéncias que o modo de agdo das diamidas antranilicas ¢, embora um
alvo molecular muito especifico, amplo, devido as multiplas funcionalidades em
diversos tipos celulares desse mesmo alvo, diferentemente do que ocorre em alvos de
inseticidas neonicotindides (Lundin et al., 2015; Nauen et al., 2019), por exemplo.
Portanto, reduzir o alvo primario ao musculo ou células musculares pode representar
um recorte tedrico precario e uma interpretacao superficial das evidéncias disponiveis
desse grupo de inseticidas. De fato, efeitos citotoxicos devido a diamidas antranilica
clorantraniliprole foram evidenciados em o6rgdos e tecidos considerados como
ndo-alvos como o epitélio do intestino médio em Anticarsia gematalis (Castro e
Castro et al., 2021).

Danos em 6rgaos ndo-alvos, como intestino médio sdo preocupantes, uma vez que
esse participa, além da digestdo e absor¢do, do sistema de detoxificagdo das abelhas
(Smagghe et al., 2001; Gong & Diao, 2017). Esse sistema ¢ importante para a
metabolizacdo de compostos toxicos endogenos e exodgenos (Gong & Diao, 2017),
com a agdo de familias de enzimas carboxilesterases (COEs) e monooxigenases do
citocromo P450 (P450s) atuando na fase I, e glutationa transferase (GSTs) na fase
tanto I quanto fase II, além da contribui¢do central do tubulo de Malpighi na fase III.
Estudos apontam as familias das enzimas P450, COE ou GST na biotransformacao de
pesticidas (Johnson et al. 2010, 2015; Feyereisen, 2012; Gong & Diao, 2017; Lu et al,

2021). Entretanto, embora o sistema deos processos de detoxificacdo podem nao ser
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capazes de impedir toxicidade de pesticidas em alguns 6rgdos de insetos (Martinez et
al., 2018; Santos-Junior et al., 2019).

O intestino médio, ou meséntero, ¢ parte do sistema digestorio junto com o0s
intestinos anterior (estomodeu) e posterior (proctodeu), apresentando como fungdes,
além da detoxificacdo (Smagghe et al., 2001; Gong & Diao, 2017), a digestdo e
absorcao de nutrientes (Caccia et al., 2019). Para tanto, produz enzimas digestivas e
possui microvilosidades em seu epitélio para aumento da area de superficie absortiva
(Cruz Landim, 2009; Caccia et al. 2019). Diferentemente dos intestinos anteriores ¢
posteriores, ¢ de origem endodérmica, ndo apresentando intima quitinosa, em
contrapartida apresenta a matriz peritrofica, formada por uma rede de quitina
associada a proteinas, gerando compartimentalizacdo funcional da digestdo no limen
em espago endoperitrofico e ectoperitrofico (Hegedus et al., 2019; Liu et al., 2019),
além de atuar como mecanismo de defesa para patdogenos cuja infec¢do se da por via
oral, como o microsporideo Nosema ceranae (Oliveira et al., 2023). Embora nao
exista significativa distingdo morfoldgica ao longo do intestino médio, existem
suficientes evidéncias metabolicas, bioquimicas e ultraestruturais a nivel epitelial de
ser pacialmente regionalizado no desempenho de suas fungdes, apresentando assim
uma por¢do ou regido anterior, medial e posterior. Isso significa que absorc¢do,
secrecdo e digestdo ¢ algo observado em todo o seu epitélio, mas alguns fendémenos
celulares e histologicos ocorrem mais intensamente em uma ou mais dessas por¢des
do intestino médio (da Cruz Landim, 2009).

Efeitos toxicos foram verificados no intestino médio como 6rgdo nao-alvo, uma
vez que ¢ o primeiro e principal 6rgdo a entrar em contato com pesticidas por via oral,
dado que estes precisam atravessar a barreira intestinal para alcangar seus respectivos
alvos — frequentemente tecido neural (revisado por Denecke et al., 2018). A
penetracdo do pesticida através do epitélio pode se dar por via paracelular, ou seja,
entre as células, e por via transcelular, isto €, intracelularmente as células do epitélio,
em particular as células digestivas (Denecke et al., 2018). Assim, células do intestino
médio com nucleo picnético, indicativo de eliminagdo celular, e intensificacdo da
vacuolizacdo celular, j4 foram reportadas (Oliveira et al., 2024), sendo importantes
indicadores celulares de citotoxicidade (Malaspina & Zacarin, 2006). Evidéncias de
respostas histopatologicas decorrentes de agentes citoestressores ocorrerem somente
ou mais intensamente em uma por¢do especifica do intestino médio ja foram

verificadas, como o maior numero de protusdes citoplasmaticas e liberacdo de
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fragmentos celulares na por¢ao epitelial posterior (de Castro et al., 2020). Além disso,
danos ultraestruturais decorrentes de pesticidas ja foram verificados, como alteracdes
do labirinto basal (Serra et al., 2021), degeneracdo de reticulo endoplasmatico e
desgaste de organelas, processos vinculados a autofagia (Rost-Roszkowka, 2008;
Gomez-Virgilio et al., 2022). Alteragdes ultraestruturais especificas, também ja foram
verificadas regionalmente no intestino médio, como lesdes mitocondriais em células
digestivas apenas da porc¢ao posterior (de Castro et al., 2020). O conjunto de danos
dessa natureza podem eliciar morte celular programada apoptotica, € o que alguns
autores consideram como morte celular autofagica (Liu & Levine, 2015).

A apoptose no intestino médio dos insetos possui diversas funcdes tanto no
desenvolvimento (Hakim et al, 2010), como na manuteng¢do do tecido (Elmore, 2007,
Martin-Hernandezet et al., 2017). Neste aspecto, a apoptose ¢ fundamental na
eliminagdo e descarte de células senescentes em decorréncia do estresse por suas
atividades metabdlicas intrinsecas no que ¢ considerado como regeneragao
homeostatica do tecido (Kurze et al, 2018). Soma-se a isso o importante desempenho
na eliminagdo de células em decorréncia de estressores exdgenos, como agressores
mecanicos, patdogenos ¢ moléculas toxicas (Hakim et al, 2010; Liu & Levine, 2015;
Farder-Gomes et al, 2021).

Patogenos intracelulares infectam as células, que podem ativar o programa de
morte celular obliterando tanto a célula comprometida quanto os microrganismos
infectantes internos antes do término de seu ciclo e multiplicacdo, a fim de
descarta-los para o laumen do intestino (Hakim et al, 2010; Demarco et al., 2020). A
morte celular ¢ relevante ndo s6 na defesa contra patdogenos, mas em contextos
toxicologicos, onde o tecido possui trés niveis de defesa. Cada nivel possui uma
preponderancia funcional, sendo mais requisitado quando o nivel anterior teve sua
eficacia suplantada. Estes niveis de defesa sdo compostos por mecanismos alostaticos,
sendo o primeiro o sistema de detoxificacdo e o sistema antioxidante, o segundo nivel
composto pelo sistema autofagico, e o terceiro nivel constitui os programas de morte
celular (Moore et al., 2008a, 2008b). Células em contato com to6xicos ou toxinos,
como pesticidas e fitoquimicos deletérios, usualmente utilizam o sistema de
detoxificagdo para metabolizar e elimina-los, entretanto dependendo da toxicidade e,
ou, quantidade, pode ter esse primeiro sistema de defesa suplantada (Moore et al.,
2008a, 2008b; Martinez et al., 2018; Santos-Junior et al., 2019). Neste cenario, a

célula apresenta caracteristica citotoxicas, com danos ultraestruturais que podem, se
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acumulados em diversas células, repercutir em danos estruturais no tecido que
comprometem a homeostase tecidual (Martinez et al., 2018; Santos-Junior et al.,
2019). Assim, o sistema celular autofagico apresenta preponderincia funcional para a
reciclagem de macromoléculas, estruturas supramoleculares e organelas danificadas
(Moore et al., 2008a, 2008b; Morishita & Mizushima, 2019). Todavia, na falha desse
sistema e o comprometimento celular, a apoptose € acionada como ultimo mecanismo
de defesa, a fim de descartar as células comprometidas resguardando a capacidade
funcional do tecido (Elmore, 2007; Moore et al., 2008a, 2008b; Hakim et al., 2010;
Morishita & Mizushima, 2019; Bertherloot et al., 2021). Esse processo atua nio sé na
manutenc¢ao das funcdes do epitélio, pois também representa um importante processo
de defesa contra toxicos, uma vez que participa da eliminagdo desses agentes toxicos
ao eliminar as células contaminadas, intoxicadas e inviaveis, contribuindo para o
retorno da homeostase do tecido (Elmore, 2007; Moore et al., 2008a, 2008b;
Morishita & Mizushima, 2019; Bertherloot et al., 2021).

A reducao de imunocompeténcia das abelhas € outro ponto preocupante (Tarek et
al., 2018), uma vez que os patdgenos estdo entre as hipoteses para explicar a redugdo
das populagdes de abelhas, principalmente pela associacdo com os pesticidas,
susceptibilizando-as aos efeitos toxicos nas abelhas. Diversos patogenos infectam as
abelhas e estdo relacionados ao seu declinio, e suas interagdes com pesticidas tem sido
elencadas como uma forte hipdtese explicativa do declinio destes insetos (Tarek et al.,
2018). Dentre os varios patdégenos que infectam abelhas, o microrganismo unicelular
Nosema ceranae ¢ de emergéncia global (Klee et al., 2007; Grupe II & Quandt, 2020;
Marin-Garcia et al., 2022), uma vez que pode acarretar na nosemose, alteracdes
comportamentais ¢ de voo, reducdo de sobrevivéncia, causa de estresse oxidativo e
citotoxicidade (Keeling, 2009; Fries, 2010; Dussaubat et al., 2012; Goblirsch et al.,
2013). Esse patogeno pertence ao grupo monofilético Microsporidia, que por muito
tempo foi considerado um Protista, mas atualmente & pertencente ao reino
monofilético Fungi (Capella-Gutierrez et al., 2012), tendo sido reclassificada por
meio de filogenia molecular no género Vairimorpha (Tokarev et al., 2020), todavia no
presente trabalho sera tratada por Nosema como ¢ tradigdo na literatura especializada,
procedimento declarado por outros autores (Grupe II & Quandt, 2020).

Originalmente a nosemose era atribuida a espécie Nosema apis, entretanto
investigagdes em Apis ceranae identificaram uma nova espécie, Nosema ceranae

(Fries et al., 1996), capaz de infectar Apis mellifera (Martin-Hernandez et al, 2018;
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Marin-Garcia et al., 2020). Apesar de infecgdes em A. mellifera tenham sido
originalmente detectadas no sec. XXI como infec¢do natural (Higes et al, 2000) e
induzida laboratorialmente (Higes et al, 2007), amostras historicas analisadas
posteriormente identificaram abelhas infectadas a partir da década de 70
(Martin-Hernandez et al, 2018). Conquanto ambas as espécies, N. apis ¢ N. ceranae,
causem a mesma doenca, implicaram na classificagdo de dois subtipos da doenca, a
nosemose tipo A e a nosemose tipo C, respectivamente (Martin-Hernandez et al,
2018), uma vez que o tipo A ¢é considerada oportunista por ocorrer somente em
colonias enfraquecidas, além de outras diferencas clinicas (Martin-Hernandez et al,
2018; Marin-Garcia et al., 2020). Embora N. ceranae apresente maior multiplicagdo
que N. apis em culturas de células (Gisder et al, 2017), essa distingdo ndo ¢
considerada relevante in vivo a ponto de explicar os maiores danos causados pelo tipo
C, uma vez que possuem viruléncia e causam mortalidade semelhantes em seus
hospedeiros (Forsgren & Fries, 2010). Infecgdes concomitantes sdo relatadas no leste
asidtico (Marin-Garcia et al., 2020), sendo N. ceranae o agente infeccioso
considerado predominante em A. mellifera globalmente, mas em regides como o norte
da FEuropa, N. apis ainda permanece prevalente. Nosema neumanii € outro
microsporidio descoberto recentemente em Uganda, porém ndo ha quadro clinico e
sintomatologia associada, portanto ainda ndo se considera causador de nosemose
(Martin-Hernandez et al, 2018).

A transmissdo de Nosema spp. entre as abelhas é por via fecal-oral, trofalaxia,
allogroming (autolimpeza) e contato com fOmites em agua, mel, geleia real e polen
(Marin-Garcia et al., 2020). Trata-se de simbionte parasita intracelular obrigatério,
infectante do epitélio do intestino médio (Keeling, 2009), sendo amplamente
encontrada em abelhas adultas, embora possam infectar larvas (Eiri et al., 2015;
BenVau & Nieh, 2017). No limen do intestino médio, os esporos evertem uma
estrutura chamada filamento polar pela qual introduzem seu esporoplasma nas células
digestivas, manipulando o metabolismo do hospedeiro de onde obtém recursos
energéticos (Keeling, 2009). No epitélio do intestino médio, apresentam preferéncia
pela porcdo posterior do 6rgdo, ndo sendo normalmente encontradas na por¢do
anterior, e restringindo a infeccdo as células digestivas, ndo ocorrendo nas células
regenerativas (Panek et al., 2018). No curso da infec¢do, ocorrem outras alteragdes na
fisiologia do hospedeiro como manipulagdo de niveis de vitelogenina e hormdnio

juvenil, supressdo da imunocompeténcia e alteracdo de producdo de feromodnios (Fries,
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2010; Paris et al., 2018). A alteracdo dos titulos de vitelogenina e hormoénio juvenil
bem como de feromonios sdo responsaveis por regular e avangar as abelhas nutrizes
para as func¢des seguintes dentro da divisdo de trabalho por polietismo etdrio dentro da
colmeia (Marin-Garcia et al., 2020), e a redu¢do de imunocompeténcia representa
uma adaptacdo a fim de driblar a imunidade do hospedeiro (Kurze et al, 2015; Tarek
etal., 2018).

Um mecanismo de imunidade que ¢ comprometido pelo patdogeno, ¢ a reducdo de
apoptose no intestino médio, principalmente na por¢do posterior, uma vez que a
apoptose ¢ um dos mecanismos de defesa da imunidade inata de 4. mellifera a
patogenos intestinais. Acredita-se assim, que a reducdo da apoptose ¢ uma das
principais estratégias de N. ceranae para estabelecer uma infeccdo bem sucedida
(Higes et al., 2013; Kurze et al., 2015; Sinpoo et al., 2018; Paris et al., 2018; Kurze et
al. 2018), pois supressao de apoptose também ocorre em células de cultura de Bombyx
mori infectadas por Nosema bombicis (He et al., 2015). De fato, linhagens de A.
mellifera produzidas e que sdo tolerantes a N. ceranae nao apresentam reducgdo de
apoptose nas células do intestino médio (Kurze et al., 2015; Kurze et al., 2018),
evidenciando a centralidade da manipulag¢do de apoptose por parte do microsporidio
para o sucesso da infec¢do intracelular. Tal descoberta ¢ de alta relevancia, uma vez
que a apoptose contribui para a detoxificacdo e homeostase do tecido (Elmore, 2007,
Moore, 2008; Morishita & Mizushima, 2019; Bertherloot et al., 2021). Portanto a
supressao de apoptose por N. ceranae encerra potencial de fragilizar as abelhas ou
mesmo amplificar o efeito de pesticidas por via oral. Entretanto, isso ndo esta
totalmente claro uma vez que o estimulo a apoptose pelos proprios pesticidas (Moore,
2008; Liu et al., 2017; Carneiro et al., 2023; Sun, 2024) pode ser superior a supressao
exercida pelo microsporidio.

O processo de morte celular programada apoptoético pode ser dependente ou
independente de caspase, que sdo zimogénios (as procaspases) com propriedade
proteolitica (caspases clivadas e dimerizadas) quando ativadas (Lockchin e Zackeri,
2004; Madeo et al., 2009; Bertherloot et al., 2021; Sun, 2024). A apoptose suprimida
por N. ceranae em abelhas ¢ dependente de caspase (Higes et al., 2013) e acredita-se
que da via intrinseca (Martin-Hernandez et al., 2017).

As caspases sdao funcionalmente distinguidas entre caspases iniciadoras a
montante das capases efetoras, onde estas sdo ativadas por aquelas (Sun, 2024). A via

de sinaliza¢do de apoptose dependente de caspase ¢ funcionalmente distinguida em
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uma porcao reguladora a montante e uma por¢do efetora a jusante. A por¢do
reguladora recebe os estimulos, os integra e processa, seguindo para a por¢do efetora,
onde ha execuc¢do de apoptose propriamente dita (Sun, 2024). Canonicamente a
apoptose possui duas vias de ativagdo, a via extrinseca, onde sinais extracelulares
atuam em receptores na superficie celular, e a via intrinseca ou via mitocondrial, onde
sinalizagdes intracelulares por dano celular iniciam a via e desdobram-se no aumento
da permeabilidade da membrana externa mitocondrial e liberacdo de proteinas
pro-apoptoticas, principalmente o citocromo ¢, no citosol (Arancibia et al., 2021; Sun,
2024). Ambas as vias desembocam nas caspases iniciadoras, que sdo recrutadas para
plataformas de sinalizagdo multiproteicas, € em uma cascata proteolitica ativam as
caspases efetoras, executoras da apoptose como a caspase-3 (Sun, 2024).

A importancia da apoptose na regeneragdo tecidual homeostatica, sua fungdo na
regulacdo da homeostase, seja na reversao tecidual de danos por estresse oxidativo,
bem como combate a diversos patogenos intracelulares, regulacdo da autofagia, sua
atuacdo como mecanismo de resposta a pesticidas e mecanismo celular de
detoxificagdo do tecido, torna relevante a sua supressdo por N. ceranae. Esse
fendmeno ¢ mais grave no contexto de risco que as abelhas A. mellifera enfrentam,
dado a exposicdo a pesticidas, quando nao todos esses fatores somados. Por
representar um dos mecanismos centrais na manutencao da homeostase tecidual do
intestino médio e demais 6rgaos, sua supressio ou reducdo fragiliza os tecidos, 6rgaos
e organismos. Qualifica-se, portanto, como potencial mecanismos subjacentes ao
fendomeno da CCD, possivelmente mediando a relagdo patdogeno e pesticidas de
diversas classes ¢ modos de acdo. Essa mediacdo pode ser responsavel por tornar
susceptivel abelhas a pesticidas, ou aumentar a susceptibilidade, magnificando
alteracdes letais e subletais em nivel celular, tecidual e fisioldgico, fragilizando as
abelhas diante de outros multiplos estressores bioticos e abidticos presentes em
habitats atuais, configurando uma sindrome de estresse.

Devido a importancia ecoldgica, econdmica e social das abelhas meliferas e o
declinio populacional das abelhas polinizadoras, tem se tornado premente
compreender os fatores e impactos que os pesticidas e suas relacdes com patdgenos
podem exercer sobre elas. A possibilidade do efeito deletério pela associagdao
patoégeno-pesticida e sua complexa rede de relagdes fisiologicas ainda ¢ amplamente
desconhecida, de modo que investigar o mecanismo de apoptose das células

intestinais das abelhas e sua supressao por N. ceranae, ¢ um importante passo para
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compreender como esse patdogeno pode fragilizar as abelhas aos pesticidas,
contribuindo para a compreensao de como esse fendmeno pode estar relacionado com
a sindrome de estresse que acomete abelhas.

Este estudo tem como objetivo investigar se o patdgeno N. ceranae fragiliza A.
mellifera a agdo subletal do inseticida ciantraniliprole, avaliando a hipdtese da
supressao da apoptose do epitélio do intestino médio das abelhas hospedeiras como
um mecanismo causal de mediagdo responsdvel pela fragilizacdo das abelhas ao
pesticida.

2. Material e Métodos
2.1. Insetos

Abelhas operarias recém-emergidas de A. mellifera africanizada foram obtidas de
quadros de crias de cinco coldnias no Apidrio Central da Universidade Federal de
Vigosa (Vicosa, Minas Gerais, Brasil). As colonias foram criadas ¢ manipuladas em
caixas Langstroth de ninho e sobreninho, totalizando por colonia 20 quadros padrao
com favos contendo mel operculado e ndo operculado, polen, ovos, crias em estagios
larval e pupal, com rainhas fisiogastricas jovens e de idade aproximada entre as
colmeias. Os quadros foram avaliados quanto a qualidade da cera e idade das crias em
estagio de pupas em alvéolos operculados, e transferidos em estufa incubadora BOD a
34,5 °C e 60-70% de umidade relativa para a emergéncia das abelhas adultas apos 24h
(Williams et al., 2013).

As operarias adultas recém emergidas foram coletadas em gaiolas plasticas
ventiladas transparentes, mantidas a 30 °C em 60-70% de umidade relativa e total
auséncia de luz, condigdes em que os experimentos foram realizados para mimetizar o
ambiente interno da colonia (Fries et al., 2013; Williams et al., 2013). A alimentagao
foi com solucdo de sacarose 50% (m/v) e agua destilada, assim como polen coletado
das corbiculas das operarias (Williams et al., 2013). Os experimentos de inoculagao
de N. ceranae foram realizados com abelhas de 2 dias de idade adotando protocolo
Standard methods for Nosema research (Fries et al., 2013), enquanto os toxicologicos
foram conduzidos em abelhas de trés dias de idade seguindo padronizagdo sugerida
pelas diretrizes do teste n° 213 da OECD (1998). Abelhas com malformagdes,
amputagoes ¢ alteragdes de caminhamento e coloragdo nao foram utilizadas. Por fim,
foi realizada amostragem aleatdria de 50 abelhas entre as operarias recém emergidas
para analisar a possivel presenca de N. ceranae para verificar auséncia de infec¢ao

prévia das abelhas utilizadas. O pdlen fornecido para as abelhas foi armazenado em
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congelador em frasco vedado para eliminar a infectividade e viabilidade de possiveis
esporos (Fries et al., 2013).
2.2. Bioensaio de concentracio-mortalidade

O inseticida ciantraniliprole (100g.L"!, Benevia®) foi diluido em 4gua destilada
contendo 50% (m/v) de sacarose. A seguir, procedeu-se com a feitura da concentragao
da calda de campo recomendada na bula contra Bemisia tabaci para a cultura da soja
por aplicacdo aérea [SOL ha' de calda com dose de 1250 mL .ha’'; 2500 ppm de
ingrediente ativo (i.a.)] e, a partir dela, realizou-se as dilui¢cdes seriadas com fator 2
para a conducdo do experimento piloto de 24h a fim de encontrar a faixa de
concentragdo entre 90% e 10% de mortalidade, aproximadamente (Abbott, 1925). A
partir dessa faixa de concentracdo se estabeleceu uma série de diluicdo com 10
concentragdes com fator de diluicdo 2 (1,25 mg/L; 0,62 mg/L; 0,31mg/L; 015mg/L;
0,078mg/L; 0,039mg/L; 0,019mg/L; 0,009mg/L; 0,004mg/L) e o controle para
correcdo de mortalidade (Abbott, 1925), a fim de avaliar a toxicidade aguda por 24h,
permitindo assim determinar os pontos toxicologicos relevante do inseticida. Nao foi
observado mortalidade superior a 10% dos controles em tempos superiores a 24h até
96h (OECD, 1998).

Para o experimento, abelhas foram confinadas em grupos de 10 individuos em
gaiolas de plastico transparentes de uso Unico com 250 cm?® (Williams et al., 2013).
Cada grupo de abelha foi submetido a jejum de 2h, seguido de alimentagdo com uma
das 10 concentragdes do inseticida em solu¢ao de 50% de sacarose para exposicao per
os ad libitum por 4h (OECD, 1998). Experimento contou com cinco repeti¢des, cada
uma advinda de uma colonia distinta. O controle foi realizado com alimentagao com
solu¢do de sacarose com dagua destilada 50%. O nimero de abelhas mortas foi
contabilizado por 24h apos exposi¢do ao pesticida, sendo a morte estabelecida pela
inexisténcia de movimento apds repetidamente estimuladas por pingas.

2.3. Extracao, purificacio, contagem e analise de viabilidade para inoculacio de
Nosema

Esporos frescos de N. ceranae foram obtidos de 45 operarias campeiras de trés
coldonias, maceradas em 1 mL/abelha de agua destilada e o material entdo filtrado.
Para obter uma suspensao purificada, as amostras foram centrifugadas a 5000 g por 5
min por trés vezes. Em cada centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o
precipitado homogeneizado. Apods a ultima ressuspensdo em 20 mL de dgua, aliquotas

foram analisadas para quantificacdo do niumero de esporos em camara de Neubauer. A
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seguir foi preparada uma suspensdo de esporos frescos vidveis com concentracio de
10000 esporos/pL de solugdo de sacarose 50% em agua destilada, segundo protocolo
Standard methods for Nosema research (Fries et al., 2013).

A viabilidade foi testada por teste de coloragdo fluorescente, o que permite
avaliacdo antes do uso. Aliquotas de esporos foram incubadas com iodeto de propidio
(PI) a Img/mL por 30 min e posteriormente com 4',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) a 2
mg/mL, por 30 min a 25°C ( adaptado de Fries et al., 2013; McGowan et al., 2016).

Para inoculagdo de uma dose de 50000 esporos maduros frescos e viaveis por
abelha nas operarias (Kurze et al., 2018), a administragdo individual foi feita por meio
de micropipeta, fornecendo SuL da suspensdo de esporos com 10000 esporos/pL. As
abelhas foram mantidas em gaiolas individuais de 1,5 cm? e jejum de 2h; apds a
administracdo mantidas separadas por 20 min, a fim de evitar trofalaxia e, entdo,
transferidas para as gaiolas (Fries et al., 2013).

2.4. Bioensaio de sobrevivéncia a exposi¢ao cronica

Estabelecidas as concentragdes letais foi realizada a analise de sobrevivéncia por 8
dias (192h) para avaliar a exposi¢do cronica do pesticida ciantraniliprole ¢ a agdo
concomitante sobre a abelha entre esse pesticida e o patdogeno N. ceranae ao longo do
intercurso da infeccao.

O numero de abelhas mortas por gaiola foi registrado a cada 12h apds o inicio do
experimento. Um total de sete tratamentos ¢ o controle foram analisados: Clsoio,
Clsonoo, Clsoiooo, ClsosiorNosema, ClsonootNosema, ClsonoootNosema, apenas com
inoculagdo com Nosema e o controle com solugdo de sacarose 50%. Todos os
tratamentos foram preparados com solugdes de sacarose 50% e administrados per os
ad libitum a partir do terceiro dia de idade por oito dias, sendo que o tratamento com
N. ceranae recebeu solugdo de sacarose 50% ad libitum, assim como o controle. A
inoculac¢do do patdgeno seguiu o modelo indicado neste estudo (secdo 4.4): indculo
individual per os com 50000 esporos maduros frescos vidveis em 5 pL. de solugdo de
sacarose 50%, totalizando 50 abelhas inoculadas individualmente para o tratamento
somente com Nosema ¢ 150 abelhas para avaliar o efeito Nosema e pesticida em trés
concentracdes acima descritas. Cada tratamento € o controle contaram com cinco
potes de 250 ¢cm?® com 10 abelhas cada, totalizando 400 abelhas. Para segregar o
momento da inoculacdo do inicio da exposicdo ao pesticida a fim de reduzir
interferéncias diretas entre ambos, a inoculagdo foi realizada em abelhas recém

emergidas com dois dias, e o inicio da exposi¢ao ao pesticida apds 24h da inoculagao,
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o que completa trés dias mantendo a padronizagdo adotada para estudos toxicoldgicos.
Esse procedimento foi necessario, pois inocular abelhas conjuntamente com a solucgao
de pesticida, preparando uma unica suspensao, poderia afetar a viabilidade dos
esporos, além de exigir alimentacao coletiva dos esporos aumentando sobremaneira o
erro amostral (Fries et al., 2013).

2.5. Imunofluorescéncia

Objetivando avaliar a influéncia da infec¢do por N. ceranae sobre a ocorréncia de
apoptose no intestino médio, ¢ a interrelagao entre esses fendmenos e a influéncia de
pesticida, abelhas operarias foram submetidas a administragio do patogeno e
exposicao ao ciantraniliprole na concentracdo de CLso10 por ser nessa concentragcao
que se verificou reducao de sobrevivéncia por interagdo. Tanto a inoculagdo quanto a
exposicao seguiram procedimento descrito para a sobrevivéncia cronica (secao 4.5).
Assim, trés tratamentos foram realizados, a saber, exposi¢ao a Clso10, ClsoiotNosema
e apenas a Nosema, além do controle.

Para cada tratamento, cinco abelhas de diferentes gaiolas foram coletadas apos
oito dias de exposi¢do e crioimobilizados a - 4° C por 1 min. Ato continuo, os
intestinos médios foram dissecados em microscopio estereoscopico utilizando solugdo
fisioldgica para insetos (0,12 M de NaCl, 0,2M de KH>PO4 e 0,2 M de Na;HPO4; pH
7,2).

Para avaliar a intensidade da resposta celular de apoptose dependente de caspase
no intestino médio, os intestinos médios dissecados foram transferidos para solugdo
fixadora Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 1h. As amostras foram entdo lavadas 5
vezes por 10 min em tampao fosfato de s6dio (PBS) 0,12M pH 7,2 e transferidas para
PBS contendo Tween-20 1% (PBST) por 15 minutos, incubadas por 72 h a 5°C no
anticorpo primario anti-caspase-3 clivada (Aspl75, #9664; 1:500) (Cell Signaling
Technology, Inc., Beverly, MA, USA; produzido em coelho) em PBS 0,12M. As
amostras foram entdo lavadas em PBS e incubadas por 24h a 5°C com anticorpo
secundario anti-IgG de coelho conjugado a FITC (1:500) (Sigma-Aldrich Corp., St
Louis, MO, EUA), lavadas com PBS. Por fim, os nucleos serdo contracorados
fuorescentemente com a 2 pug/mL 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Os intestinos
foram analisados e fotodocumentados em montagem total com o microscopio EVO
M5000 (Thermo Fisher) em modo de fluorescéncia para elaboragdo de pranchas
representativas em aumento de 200 vezes, permitindo discernir na imagem a

morfoanatomia da regido.
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Para a contagem de marcagdes, cinco campos aleatorias para cada regido, a saber,
regides anterior, medial e posterior do intestino médio, foram consideradas em
aumento de 400 vezes, ¢ o nimero de marcag¢oes foi contabilizado manualmente em
montagem total ao longo de todos os planos das 15 areas selecionadas. Os tratamentos
foram comparados considerando as marcagdes totais por intestino médio, como
também segregado entre as por¢des anterior, medial e posterior do intestino médio
comparando cada regido entre os tratamentos; por fim, o nimero de marcagdes entre
as regides em cada tratamento também foi avaliado a fim de verificar a
homogeneidade da resposta do intestino médio.

2.6. Histopatologia
2.6.1. Preparacio de amostras e cortes histologicos

Visando avaliar os impactos histopatologicos da associacdo do pesticida
ciantraniliprole com o patdogeno N. ceranae no intestino médio de A. mellifera
africanizadas, abelhas operdrias foram submetidas a administragdo do patogeno e
exposi¢ao ao pesticida ciantraniliprole na concentracdo CLso10 onde se verificou
reducdo de sobrevivéncia. Além disso, abelhas operarias também foram expostas
somente ao pesticida, e somente infectadas, além de abelhas controle. A inoculagdo
do patogeno e a exposi¢do ao pesticida ciantraniliprole CLso/10 seguiram o mesmo
procedimento da experimentacdo para analise de sobrevivéncia cronica ¢ analise de
imunofluorescéncia.

Para cada tratamento, cinco abelhas operarias foram coletadas apos oito dias de
exposicao e crioimobilizadas a - 4°C por 1 min. Em seguida seus intestinos médios
foram dissecados em microscopio estereoscopico e solucdo fisioldogica para insetos
(0,12 M de NacCl, 0,2M de KH2PO4 ¢ 0,2 M de Na;HPOs; pH 7,2) e entdo embebidos
em solugdo fixadora Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 48 h a 5°C. Entdo, as
amostras foram lavadas em solucdo tampao fosfato de sodio (PBS) 0,12M pH 7.2,
desidratadas em série etandlica crescente (70, 80, 90, 95 e 99%), submetidas ao
processo de inclusdo e emblocadas em historresina (Leica Biosystem Nussloch GmbH,
Wetzlar, Alemanha). Por fim, cortes histoldgicos de 3 um de espessura foram obtidos,
corados com coloragdo padrao de hematoxilina e eosina, ¢ analisadas em microscopio
de luz Olympus BX-60.

2.6.2. Parametros histopatologicos e indice de lesao
Para analisar semiquantitativamente os danos histopatoldgicos e compara-los entre

0s grupos experimentais por regides do intestino médio, bem como comparar entre
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essas regides para cada grupo, um indice de lesdo foi calculado para o intestino médio
inteiro a partir de parametros histopatologicos (Bernet et al. 2001; Grella et al., 2019).
Além disso, um indice de lesao foi calculado para cada por¢ao do intestino médio, i.
e., anterior, medial e posterior, para avaliar o impacto localmente e comparar
semelhangas e diferencas com o estado de satde global do 6rgao.

O método de calculo do indice foi a adaptacdo para abelhas que Grella et al.(2019)
realizou do protocolo histopatoldgico para peixes de Bernet et al. (2001), porém
acrescido de alteragdes baseadas em Ribeiro et al.(2024) a partir de Velmuragan et al.
(2007), Monteiro et al. (2008) e Flores-Lopes ¢ Thomaz (2011). Através da seguinte
equacao lorg = Xalt (a x w), onde lorg ¢ o valor do indice de 6rgdo, “a” ¢ o valor da
pontuagdo ¢ “w” o fator de impacto ou importancia (Bernet et al. 2001), entretanto,
distintamente de Grella et al. (2019) e Bernet et al. (2001), o valor de pontuagdo
adotado foi a proporcao de células afetadas de um tipo célular em relagdo as células
totais desse mesmo tipo a semelhanga do método de Ribeiro et al.(2024).

Considerando os tipos de alteragcdes teciduais, o fator de impacto adotado
apresenta trés niveis de importancia, a saber: grau 1, lesdes patoldgicas menores e
facilmente reversiveis; grau 2, lesdes patoldogicas moderadas e com algum grau de
refratariedade em sua reversibilidade; grau 3, lesdes patologicas graves e irreversiveis
(Bernet et al., 2001; Grella et al, 2019). Assim, os seguintes parametros
histopatologicos usados como biomarcadores de estresse foram identificados neste
trabalho e classificados quanto ao seu grau de impacto: fragmentos celulares (grau 1),
vacuolizacdo (grau 2), picnose (grau 3) e eliminacdo celular (grau 3). Todos os
valores atribuidos seguiram Grella et al. (2019), com excecao de eliminagdo celular.

A identificacdo e quantificagdo consistiu em avaliar 8 cortes histologicos de cada
individuo selecionados a cada 4 cortes sequenciais em um total de 5 individuos.
Embora um niimero superior a 8 cortes pudesse ser selecionado para a regido medial
do intestino médio, a espessura nas por¢des anterior e posterior € inferior, limitando a
oito cortes nessas regides, portanto, a fim de equalizagdo, a regido medial seguiu o
mesmo padrdo numérico. Foram identificados e contados vacuolizagdo, fragmentos
celulares, picnose e eliminagdo celular em cada corte, e a propor¢do para os
parametros histopatologicos para cada tipo celular foi estabelecida para cada corte
histologico. A mediana dos valores dos 8 cortes foi adotada como medida de
tendéncia central para representar o individuo, pois sua maior refratariedade a valores

discrepantes observados em alguns cortes a torna um resumo do conjunto de dados
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mais representativo que a média, neste caso. Em decorréncia disso, conquanto se
tenha identificado células digestivas com nucleo picnético no epitélio, foram
encontradas em muito poucos cortes em todos os grupos experimentais, portanto seu
nimero ndo ¢ indicador representativo da satude geral do 6rgdo dos individuos e, por
consequéncia, nao sendo utilizado para o calculo do indice de lesdo, uma vez que a
mediana resultou em valores nulos.

A é4rea de contagem foi definida com campo de visdo de aumento de 200 vezes
estabelecendo um nucleo de uma celula epitelial como referéncia, sendo a contagem
realizada nessa area com o campo de visdo de 400 vezes de aumento. Elementos
liberados no limen, como fragmento celular e células eliminadas, s6 foram contados
na cercania luminal do epitélio.

2.7. Estatistica

Os dados de concentragdo-mortalidade foram avaliados quanto aos pressupostos
de normalidade (shapiro-wilk) e homocedasticidade (teste de Barret) e entdo
submetidos a analise Probit, gerando curva de concentracdo-mortalidade (Finney
1964), a concentracdo mais elevada ndo foi considerada por ter resultado em
mortalidade de todas as abelhas. As curvas de sobrevivéncia foram estimadas
utilizando o estimador de Kaplan-Meier e as diferencas entre as curvas foram
comparadas com o teste de Log-Rank com ajuste de Homer a significancia de 0.001.
A andlise de sobrevivéncia foi realizada utilizando os pacotes survival, survminer no
software R. Os dados de marcagdo de caspase-3 clivadas foram organizados com a
soma dos valores dos 5 campos de contagem de cada por¢do (anterior, medial e
posterior) do intestino médio e integralizados para o intestino médio ou apenas para
cada porcao do intestino médio, a depender da analise. Para comparar as marcagdes
entre os diferentes tratamentos no intestino médio inteiro, bem como as andlises
considerando suas diferentes porgdes, os dados foram submetidos ao teste de
normalidade de Skapiro-Wilk e avaliados quanto a homocedasticidade por meio do
teste de Levene, ambos com significancia de 0.05. A presenca de outliers também foi
verificada. Para identificar as diferencas, os dados foram testados para distintas
distribuicdes e por fim ajustados em modelo(glm) com distribui¢do Binomial
Negativa com corre¢do para overdispersdo. As comparacdes entre os tratamentos
foram feitas com o Teste Tukey com ajuste de Bonferonni utilizando o pacote
emmeans no software R. Para comparar as diferencas entre as por¢des do intestino

médio de cada tratamento em individuos do Controle e infectados por N. ceranae, os
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dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade, homogeneidade,
verificacdo de outiliers e modelagens anteriormente descritos, enquanto as diferencas
foram avaliadas com ANOVA e as comparagdes feitas com o teste TukeyHSD. Para
os dados dos individuos expostos a CLso/10 foi adotada uma anélise ndo paramétrica
pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pela comparagdo multipla com o teste de
Conover-Iman com ajuste de Bonferonni utilizando o pacote conover.test do software
R. Para os dados dos individuos expostos a CLso/10 € infectados com N. ceranae se
utilizou de ANOVA de Friedman seguida pela comparacdo por meio do teste de
Conover-Iman com ajuste de Bonferonni. Para avaliar os parametros histopatoldgicos,
se testou os dados para normalidade e homocedasticidade. Como os dados atenderam
o pressuposto de normalidade, se adotou andlise paramétrica - ANOVA e teste Tukey,
sendo que para a eliminacdo celular houve violagdo do pressuposto de
homocedasticidade (p<0.05), por consequéncia a ANOVA teve ajuste para

homocedasticidade Welch-ANOVA.
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3. Resultados
3.1. Bioensaio de concentracio-mortalidade

O modelo quantal de concentracdo-mortalidade Probit adotado foi adequado (y*=
12,20; P > 0,05), estimando as concentracdes letais de ciantraniliprole ap6s 24h (T

abela 1). Nao houve mortalidade no grupo controle.

Tabela 1. Concentragdes letais apos 24 horas da exposi¢dao (g.l.= 7; coeficiente
angular = 1,1063(~48°) £ ep = 0,1299856, inter.confi.inf. = 0,7989708, inter.confi.sup.
= 1,413803; coeficiente linear = 6,56113 + ep = 0,1848491, inter.confi.inf. =
6,123965, inter.confi sup. = 6,998302).

Concentragdo Concentragao Intervalos de confianga ¥
letal estimada (mgi.a. L") (95%) (mgi.a. L") (Valor P)
CL1o 0,002 0,001- 0,004
CLys 0,009 0,005 - 0,015

12,20
CLso 0,039 0,027 - 0,051

(0.90)
CL7s 0,16 0,110 - 0,249
CLoo 0,56 0,34-1,14

3.2. Bioensaio de sobrevivéncia em exposicdo cronica

A probabilidade de sobrevivéncia estimada por Kaplan-Meier revelou que o
tratamento com redu¢do significativa da probabilidade de sobrevivéncia das abelhas
em comparagdo ao controle consistiu nas abelhas infectadas com o patdégeno M.
ceranae ¢ expostas a concentragdo CLsoio do ciantraniliprole  (Figura 1) . O
tratamento com abelhas apenas infectadas com o patégeno, o tratamento com abelhas
apenas expostas ao ciantraniliprole CLso10 € os tratamentos com as demais
concentracdes do ciantraniliprole com abelhas infectadas e nao infectadas nao

apresentaram diferenga em relacdo ao controle (Figura 1).
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Figura 1: Curvas de sobrevivéncia de operdrias de Apis mellifera expostas a
diferentes concentragdes subletais do inseticida cinatraniliprole e infec¢dao por
Nosema ceranae obtidas pelo estimador Kaplan-Meier (p>0.001). As cores

sombreadas sdo os intervalos de confianga (95%) correspondentes.

3.3. Deteccao de Apoptose no intestino médio
3.3.1. Intestino médio total

A imunofluorescéncia para o marcador capase-3 clivada da ativacdo da via de
sinalizacdo para apoptose ao longo de todo o intestino médio apresentou diferenga
entre os tratamentos. As abelhas expostas a CLso/10 de ciantraniliprole apresentaram a
maior ativagdo da via de sinalizacdo para apoptose no intestino médio, seguido
daquelas expostas a CLso10tNosema, enquanto nas abelhas apenas com Nosema foi

similar ao controle (Figura 2).
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Figura 2: Quantifica¢do da ativagdo via de sinaliza¢do para apoptose pela caspase-3
clivadas no intestino médio de Apis mellifera expostas a diferentes tratamentos.
Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N:
abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CLso10. CL50/10:
abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CLso/10. Barras indicam erro-padrdo e letras

distintas indicam diferenca pelo teste Tukey com ajuste de Bonferonni.

3.3.2. Porcoes do intestino médio
Na porgdo anterior do intestino médio, as operarias expostas ao pesticida CLso/10
com e sem Nosema apresentaram maior quantidade de células em apoptose que nas
abelhas controle (Figuras 3 e 4). As abelhas apenas infectadas com N. ceranae
apresentaram menor quantidade de células em apoptose que aquelas expostas a CLso/10

de ciantraniliprole (Figuras 3 e 4).
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Figura 3: Quantifica¢do da ativagdo via de sinaliza¢do para apoptose pela caspase-3
clivadas na por¢ao anterior do intestino médio de Apis mellifera em condi¢ao controle
e expostas a diferentes tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas
infectadas com Nosema ceranae. CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e
expostas a ciantraniliprole CLso10. CL50/10: abelhas apenas expostas a
ciantraniliprole CLso10. Barras indicam erro-padrdo e letras distintas indicam

diferenca pelo teste Tukey com ajuste de Bonferonni.
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Figura 4: Montagem total da regido anterior do intestino médio de operarias de Apis

mellifera expostas a diferentes concentragdes subletais do inseticida cinatraniliprole e




infec¢do por Nosema ceranae mostrando imunomarcagdes positivas para caspase-3
clivada (setas). A-B: controle. C-D: infectado com Nosema. E-F: exposto a
concentracdo CLso/10 do pesticida. G-H: infectado com patdgeno e exposto a
CLso/10 do pesticida. Es: estomodeu. Nucleos em azul corados com DAPI. Barras de
escalas A,C,E,G: 150 um. Barras de escala B,D,F,H: 75 pum.

Na regido medial do intestino médio, as operarias submetidas ao tratamento
CLso/10 apresentaram niimero de células positivas para caspase-3 clivada superior a
todos os tratamentos e o controle, enquanto os demais tratamentos ndo apresentaram
diferenga entre si € com o controle (Figuras 5 e 6). Este mesmo padrao foi observado
para a regido posterior do intestino médio, onde as operdrias expostas ao tratamento
CLso10 apresentaram quantificagdo de caspases - 3 clivadas maior que todos os
tratamentos além do controle; os demais tratamentos € o controle ndo apresentaram

diferenca significativa entre si (Figuras 7 e 8).
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Figura 5: Quantifica¢do da ativagdo via de sinaliza¢do para apoptose pela caspase-3
clivadas na por¢ao medial do intestino médio de Apis mellifera em condig¢do controle
e expostas a diferentes tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas

infectadas com Nosema ceranae. CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e
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expostas a ciantraniliprole CLsoi0. CL50/10: abelhas apenas expostas a
ciantraniliprole CLso10. Barras indicam erro-padrdo e letras distintas indicam

diferenga pelo teste Tukey com ajuste de Bonferonni.
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Figura 6: Montagem total da regido medial do intestino médio de operarias de Apis

mellifera expostas a diferentes concentragdes subletais do inseticida cinatraniliprole e




infeccdo por Nosema ceranae mostrando imunomarcagdes positivas para caspase-3
clivada (setas).A-B: controle. C-D: infectado com Nosema. E-F: exposto a
CL50/10 do inseticida . G-H: infectado com patégeno e exposto a CL50/10 do

inseticida . Es: estomodeu. Nucleos em azul corados com DAPI. Barra de escala

A,C,E,G: 150 um. Barra de escala B,D,F,H: 75 um.
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Figura 7: Quantifica¢do da ativagdo via de sinaliza¢do para apoptose pela caspase-3
clivadas na por¢do posterior do intestino médio de Apis mellifera em condigdo
controle e expostas a diferentes tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas
infectadas com Nosema ceranae. CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e
expostas a ciantraniliprole CLso1o. CL50/10: abelhas apenas expostas a
ciantraniliprole CLso10. Barras indicam erro-padrdao e letras distintas indicam

diferenga pelo teste Tukey com ajuste de Bonferonni.
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Figura 8: Montagem total da regido posterior do intestino médio de operdrias de Apis

mellifera expostas a diferentes concentragdes subletais do inseticida cinatraniliprole e




infec¢ao por Nosema ceranae mostrando marcagao de caspase-3 clivada (setas). A-B:
controle. C-D: infectado com Nosema. E-F: exposto a CL50/10 do inseticida. G-H:
infectado com patogeno e exposto a CL50/10 do inseticida. Es: estomodeu. Tm:
tubulo de Malpighi. Nucleos em azul corados com DAPI. Barra de escala

A,C,E,G: 150 um. Barra de escala B,D,F,H: 75 pm.

3.3.3. Intestino médio comparando por¢oes em cada tratamento

A andlise comparando a intensidade da resposta da via de sinalizagdo de apoptose
entre as diferentes por¢des do intestino médio por grupo experimental evidencia
diferenca apenas em abelhas infectadas com N. cereanae e expostas a CLso10 de
ciantraniliprole. Nesse tratamento, a regido anterior do intestino médio apresentou
quantificagdo superior as por¢des medial e posterior, estas sem diferenga entre si. Os
demais grupos experimentais ndo apresentaram diferenca significativa entre as

porcdes anterior, medial e posterior do intestino médio (Figura 9).
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Figura 9: Quantifica¢do da ativagdo via de sinalizagdo para apoptose pela caspase-3
clivadas entre as porgdes anterior, medial e posterior do intestino médio de Apis
mellifera para o controle e os diferentes tratamentos. A: grupo controle. B: grupo

experimental de abelhas infectadas com N. ceranae. C: grupo experimental com
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abelhas expostas ao ciantraniliprole em concentragdo CLso/10. D: grupo experimental
com abelhas infectadas com N. ceranae e expostas ao ciantraniliprole em
concentracao CLso/10. Barras indicam erro-padrao e letras distintas indicam diferenca
estatistica pelos testes de Tukey (A, B), Kruskal-Wallis (C) e Friedman (D).
3.4. Histopatologia
3.4.1. Vacuolizacio
3.4.1.1. Intestino médio total
A quantificagdo de propor¢do de células digestivas com vacuolizagdo do epitélio

do intestino médio de operarias de A. mellifera revelou diferengas entre
todos os grupos experimentais. Abelhas com exposi¢ao ao ciantraniliprole CLso/10 €
infectadas com N. ceranae apresentaram maior propor¢ao de vacuolizacdo dentre
todos os tratamentos, seguido de abelhas apenas expostas ao ciantraniliprole CLsoi10 €

abelhas apenas infectadas por N. ceranae e abelhas do grupo controle (Figura

10). Nao foram identificadas células regenerativas com vacuolizacdo citoplasmatica.
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Figura 10: Quantificacdo da propor¢ao de células digestivas vacuolizadas para o
intestino médio total de Apis mellifera expostas a diferentes tratamentos. Nosema:
grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N: abelhas
infectadas com N. ceranae ¢ expostas a ciantraniliprole CLso10. CL50/10: abelhas
apenas expostas a ciantraniliprole CLso10. Barras indicam erro-padrdo e letras
distintas indicam diferenca por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).

3.4.1.2. Porcoes do intestino médio
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Na porcao anterior do epitélio do intestino médio de operarias de A. mellifera, a
proporcao de células digestivas com vacuolizagdo revelou diferencas entre
alguns dos grupos experimentais. As abelhas do tratamento com exposicdo ao
ciantraniliprole CLso10 sdo similares com aquelas do tratamento com exposi¢ao a
ciantraniliprole CLso10 e infeccdo com N. ceranae, mas ambos os tratamentos
possuem proporc¢des de células vacuolizadas superiores ao do controle e das abelhas

apenas infectadas com N. ceranae (Figura 11 ¢ Anexo B: figura B1).
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Figura 11: Quantificagdo da propor¢do de células digestivas vacuolizadas para a
porgdo anterior do intestino médio de Apis mellifera em condigdo controle e expostas
a diferentes tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com M.
ceranae. CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole
CLso/10. CL50/10: abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CLso/10. Barras indicam

erro-padrao e letras distintas indicam diferenca por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).

Em sua porcao medial do epitélio do intestino médio, a propor¢do de células
digestivas com vacuolizagdo do tratamento com exposi¢ao ao ciantraniliprole CLso/10
e infecgdo com N. ceranae apresentou o maior valor entre todos os tratamentos,

seguida do tratamento apenas com abelhas expostas ao ciantraniliprole CLsoio,

42



seguida do grupo controle e abelhas apenas infectadas com N. ceranae, que sio

similares (Figuras 12 e Anexo B: figura B2).

Vacuolizacao celular- Porgciao Medial

1001

\l
el

5
10
O

Vacuolizagao celular (%)
6)]
o

Controle Nosema CL50/10+N CL50/10
Tratamentos

Figura 12: Quantificagdo da propor¢do de células digestivas vacuolizadas para a
porcdo medial do intestino médio de Apis mellifera expostas a diferentes tratamentos.
Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N:
abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CLso10. CL50/10:
abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CLso/10. Barras indicam erro-padrdo e letras
distintas indicam diferenga por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).

Na porg¢ao posterior do epitélio do intestino médio, as propor¢des de células com
vacuolizacdo dos tratamentos com CLsoi0 com e sem infeccdo por N. ceranae nao
possuem diferenca estatistica entre si, e foram superiores a s abelhas apenas
infectadas com N. ceranae e do grupo controle. As abelhas somente infectadas por V.
ceranae apresentaram média de propor¢des de vacuolizagdo superior a ]

abelhas do grupo controle (Figuras 13 e Anexo B: figura B3).
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Vacuolizacao celular - Porcao Posterior
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Figura 1 3 : Quantificagdo da propor¢do de células digestivas vacuolizadas para
porcdo posterior do intestino médio de Apis mellifera expostas a diferentes
tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae.
CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CLso/10.
CL50/10: abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CLso10. Barras indicam
erro-padrao e letras distintas indicam diferenca por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).
3.4.2. Fragmentacio celular
3.4.2.1. Intestino médio total

A quantificagdo da propor¢do de fragmentos de células digestivas liberados na
cercania luminal do epitélio do intestino médio de operarias de A. mellifera,
revelou diferencas entre alguns grupos experimentais. Conquanto os tratamentos
expostos ao ciantraniliprole CLso10 tanto com abelhas infectadas quanto nao
infectadas por N. ceranae ndo tenham apresentados diferenca entre si, apresentaram
valores superiores em relacdo ao grupo controle e ao tratamento com abelhas apenas

infectadas por N. ceranae (Figura 14).
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Fragmentacao celular no intestino médio
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Figura 14: Quantificacdo da propor¢ao de fragmentacao de células digestivas para o
intestino médio total de Apis mellifera em condigdo controle e expostas a diferentes
tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae.
CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CLso/10.
CL50/10: abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CLso10. Barras indicam
erro-padrao e letras distintas indicam diferenca por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).
3.4.2.2. Porc¢oes do intestino médio

A propor¢do de fragmentos celulares liberados na por¢do anterior do intestino
médio de operarias de A. mellifera apresentou diferengas entre alguns tratamentos. Os
grupos experimentais com operarias expostas ao ciantraniliprole CLso/10 com € sem
infec¢do por N. ceranae foram similares, mas suas propor¢des foram superiores ao
dos grupos controle e abelhas apenas infectadas por N. ceranae (Figuras 15 e Anexo

B: figura B1).
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Fragmentacao celular - Porcdo Anterior
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Figura 15: Quantificagdo da propor¢do de fragmentagdo de células digestivas para a
porcdo anterior do intestino médio de Apis mellifera expostas a diferentes tratamentos.
Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N:
abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CLso10. CL50/10:
abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CLso/10. Barras indicam erro-padrdo e letras
distintas indicam diferenga por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).

Na por¢do medial do intestino médio, as proporcdes de fragmentos celulares
liberados pelos tratamentos com exposi¢ao o ciantraniliprole CLso0 com e sem
infecgdo pela N. ceranae ndo apresentaram diferenga entre si, mas foram superiores
ao controle. Além disso, o tratamento com infec¢do por N. ceranae e exposi¢do ao
ciantraniliprole Clso/10 também apresentou proporcao de fragmentos celulares superior
estatisticamente das abelhas somente infectadas por N. ceranae (Figuras 16 e Anexo

B: figura B2).
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Fragmentacao celular - Porcao Medial
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Figura 16: Quantificacdo da propor¢ao de fragmentagdo de células digestivas para a
por¢do medial do intestino médio de Apis mellifera expostas a diferentes tratamentos.
Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N:
abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CLso10. CL50/10:
abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CLso/10. Barras indicam erro-padrao e letras
distintas indicam diferenca por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).

A porcdo posterior do epitélio do intestino médio apresentou proporgdes de
fragmentos celulares diferentes estatisticamente entre alguns grupos experimentais.
As abelhas expostas ao ciantranilirole CLso/10 apresentaram maior média de propor¢ao
que o grupo controle e abelhas infectadas por N. ceranae, sem ter diferenga com
abelhas infectadas e também expostas ao pesticida em CLso/10 (Figuras 17 e Anexo B:

figura B3).
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Fragmentacao celular - Porcao Posterior
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Figura 17: Quantificagdo da propor¢ao de fragmentagdo de células digestivas para a
porcdo posterior do intestino médio de Apis mellifera expostas a diferentes
tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae.
CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CLso/10.
CL50/10: abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CLso10. Barras indicam

erro-padrdo e letras distintas indicam diferenca por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).

3.4.3. Eliminacio celular
3.4.3.1. Intestino médio total
A quantificag¢do da propor¢ao de células digestivas eliminadas na regido do limen
proxima ao epitélio, no intestino médio de A. mellifera, revelou diferengas estatisticas
entre alguns grupos experimentais. O tratamento de abelhas com ciantraniliprole
CLso/10 € infeccdo por N. ceranae apresentou propor¢ao superior aos demais grupos
experimentais. J4 o tratamento apenas com ciantraniliprole CLso/10 possui propor¢ao
superior de eliminagdo celular ao tratamento somente com infeccdo por N. ceranae ¢
o grupo controle (Figura 18). Em todos os grupos experimentais foram identificadas
células digestivas eliminadas no limen sem nucleo picndtico € com nucleo picnético

(embora raras), algumas com borda estriada residual e, ou, vacuolizacdes. As células
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sem nucleo picndtico apresentaram graus variados de cromatina condensada (Figura

19).

Eliminacao celular no intestino médio
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Figura 18 : Quantificacdo da propor¢ao de células digestivas eliminadas para o
intestino médio total de Apis mellifera em condigdo controle e expostas a diferentes
tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae.
CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CLso/10.
CL50/10: abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CLso10. Barras indicam
erro-padrdo e letras distintas indicam diferenca por Welch-ANOVA e teste Tukey
(p<0.05).
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Figura 19: Histologia de operarias de Apis mellifera evidenciando a presenga e

mostrando detalhe de células digestivas eliminadas para o limen do intestino médio
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com e sem nudcleo picndtico em todos os tratamentos. A-B: grupo experimental
controle. C-D: grupo experimental infectado com Nosema. E-F: grupo experimental
exposto a concentragdo CLso/10 do inseticida. G-H: grupo experimental infectado com
patégeno e exposto a CLso10 do inseticida . cep: células eliminadas com nucleo
picnético. ce: célula eliminada com nicleo com graus variados de condensacdo geral
da cromatina, porém ndo picnético. fc: fragmento celular. v: vacuolizagdo. ep: epitélio.

b: borda estriada. Barra: 10 pm.

3.4.3.2. Porcoes do intestino médio

O célculo da proporcao de células digestivas eliminadas para o limen na porcao
anterior do intestino médio de operarias de A. mellifera em diferentes grupos
experimentais apontou algumas diferengas estatisticas. As operarias dos tratamentos
com exposi¢do ao ciantraniliprole CLso10 com e sem infeccdo com N. ceranae nao
possuem diferenca entre si, mas apresentaram propor¢des superiores ao grupo
controle e as abelhas apenas infectadas por N. ceranae (Figuras 20 e Anexo B: figura

B1).
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Figura 20 : Quantificagdo da propor¢ao de células digestivas eliminadas para a

porcao anterior do intestino médio de Apis mellifera expostas a diferentes tratamentos.
Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N:

abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CLso10. CL50/10:
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abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CLso/10. Barras indicam erro-padrao e letras
distintas indicam diferenca por Welch-ANOVA e teste Tukey (p<0.05).

Na porcao medial e posterior do intestino médio, a média das propor¢des de
células eliminadas no tratamento com exposi¢do ao ciantraniliprole Clsoi10 € superior
aos demais grupos experimentais. As operarias infectadas por N. ceranae e expostas
ao ciantraniliprole CLso/10 possuem média superior a dos grupos controle e abelhas
apenas infectadas com N. ceranae, que nao possuem diferenga estatistica entre si

(Figuras 21 e Anexo B: figura B2; Figuras 22 e Anexo B: figura B3).
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Figura 21 : Quantificagdo da propor¢do de células digestivas eliminadas para a

por¢do medial do intestino médio de Apis mellifera, expostas a diferentes tratamentos.
Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N:
abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CLso10. CL50/10:
abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CLso/10. Barras indicam erro-padrao e letras

distintas indicam diferenca por Welch-ANOVA e teste Tukey (p<0.05).
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Eliminacao celular - Porcao Posterior
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Figura 22 : Quantificacdo da proporg¢ao de células digestivas eliminadas para a

por¢cdo posterior do intestino médio de Apis mellifera expostas a diferentes
tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas com N. ceranae.
CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a ciantraniliprole CLso/10.
CL50/10: abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CLsoi10. Barras indicam
erro-padrdo e letras distintas indicam diferenca por Welch-ANOVA e teste Tukey
(p<0.05).
3.4.4. indice de lesio
3.4.4.1. Intestino médio total

O calculo do indice de lesdo para o epitélio do intestino médio inteiro das
operarias de A. mellifera revelou valores com diferenca estatistica de todos os
tratamentos em relagdo ao grupo controle. As abelhas do tratamento com exposi¢do
ao ciantraniliprole CLso10 bem como as abelhas do tratamento com exposi¢cao do
ciantraniliprole CLso10 € inoculadas com o patdogeno N. ceranae nao apresentaram
diferenca estatistica entre si, ambos os tratamentos com os maiores valores de indice
de lesdo dentre todos os grupos experimentais. Ja as abelhas do tratamento apenas
com infec¢do por N. ceranae obtiveram valor superior de indice de lesdo em relagdo

ao grupo controle (Figura 23).
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Indice de lesao do intestino médio
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Figura 23: Calculo do indice de lesdo para o intestino médio total de Apis mellifera
expostas a diferentes tratamentos. Nosema: grupo experimental de abelhas infectadas
com N. ceranae. CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e expostas a
ciantraniliprole CLso/10. CL50/10: abelhas apenas expostas a ciantraniliprole CLso/1o0.
Barras indicam erro-padrdo e letras distintas indicam diferenca por ANOVA e teste
Tukey (p<0.05).
3.4.4.2. Porc¢oes do intestino médio

Nas porgdes anterior ¢ medial do epitélio do intestino médio, o calculo do indice
de lesdo de A. mellifera operarias obteve valores para cada um dos grupos
experimentais e foram identificadas diferengas estatisticas. As abelhas expostas ao
ciantraniliprole CLso/10 tanto do tratamento com infec¢do por N. ceranae quanto do
tratamento sem infec¢do ndo possuem diferenca entre si, mas possuem maior média
de indice de lesdo que as abelhas do grupo controle e aquelas apenas infectadas com

N. ceranae (Figura 24 e Anexo B: figura B1; Figura 25 e Anexo B: figura B2).
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Indice de lesao do intestino médio (Regiao Anterior)
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Figura 24: Calculo do indice de lesdo para a por¢ao anterior do intestino médio de
Apis mellifera expostas a diferentes tratamentos. Nosema: grupo experimental de
abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e
expostas a ciantraniliprole CLso1o. CL50/10: abelhas apenas expostas a
ciantraniliprole CLso10. Barras indicam erro-padrdao e letras distintas indicam

diferenga por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).
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Figura 25: Calculo do indice de lesdo para a por¢do medial do intestino médio de
Apis mellifera expostas a diferentes tratamentos. Nosema: grupo experimental de
abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e
expostas a ciantraniliprole CLso10. CL50/10: abelhas apenas expostas a
ciantraniliprole CLso10. Barras indicam erro-padrdo e letras distintas indicam
diferenca por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).

Na porgao posterior do epitélio do intestino médio, o indice de lesdo das operarias
expostas ao ciantraniliprole CLso/10 com e sem infeccdo com N. ceranae nao possuem
diferenga estatistica entre si, mas com valores superiores dos demais grupos
experimentais. O tratamento com abelhas apenas infectadas com N. ceranae possui
indice de lesdo intermediaria entre os valores das abelhas expostas ao ciantraniliprole
com e sem infeccdo com Nosema e o grupo controle, cuja o indice de lesdo é o menor

(Figuras 26 e Anexo B: figura B3).
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Figura 26: Célculo do indice de lesdo para a porg¢ao posterior do intestino médio de
Apis mellifera expostas a diferentes tratamentos. Nosema: grupo experimental de
abelhas infectadas com N. ceranae. CL50/10+N: abelhas infectadas com N. ceranae e
expostas a ciantraniliprole CLso10. CL50/10: abelhas apenas expostas a
ciantraniliprole CLso10. Barras indicam erro-padrdao e letras distintas indicam

diferenga por ANOVA e teste Tukey (p<0.05).
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4. Discussao

Neste estudo, o resultado obtido no bioensaio de mortalidade corrobora a
toxicidade aguda do ciantraniliprole em operarias de A. mellifera africanizadas. A
curva de concentragdo-resposta ¢ uma estimativa do comportamento sigmodide de
incremento da toxicidade com resposta de mortalidade a medida do incremento da
concentracao do ciantraniliprole, indicando seu carater dependente da concentragao.
O valor de concentragio letal mediana (CL50) 0,039 mg L'i.a. esta dentro da faixa de
concentracdo de aplicagdo desse pesticida na atividade agricola, sendo uma
concentragdo campo-realista para toxicidade aguda letal. Em Bombus impatiens, o
teste de toxicidade aguda com ciantraniliprole ndo encontrou ajuste ao modelo
dose-dependente em quantidades de ciantraniliprole aplicadas em campo, sugerindo
que esse pesticida ndo apresenta risco para abelhas no ambiente (Mundy-Heisz et al,
2022). Entretanto, teste de toxicidade aguda com ciantraniliprole ja foi realizado para
fase larval de Apis mellifera indicando a toxicidade do pesticida e seu ajuste ao
modelo dose-dependente em niveis praticados em aplicacdes de campo (Kim et al.,
2022), assim como para abelhas adultas A. mellifera e Bombus terrestris em
condi¢des de laboratdrio e campo (Dinter e Samel, 2014). Embora esses estudos junto
ao presente trabalho ndo permitam comparagdes quanto a sensibilidade das diferentes
populagdes de abelhas ao ciantraniliprole por ndao serem  todos
concentragdo-dependentes ou dose-dependentes, seus resultados convergem para a
relevancia da toxicidade aguda do ciantraniliprole para abelhas em contexto de
aplicacdes campo-realista.

A andlise de sobrevivéncia cronica indicou que o tratamento com o menor tempo
letal mediano consistiu na concentragao Clso/10 de ciantraniliprole associada a infecgao
pelo patdogeno N. ceranae. Assim, a exposi¢do cronica com concentracdo subletal
mais elevada de Clso10 em abelhas infectadas com N. ceranae ¢ onde se verifica uma
associacdo deletéria na sobrevivéncia de A. mellifera africanizada entre o pesticida e o
patdégeno, com os tratamentos com concentracdes inferiores ndo apresentando
diferenga significativa em relacdo ao controle. A associacdo deletéria entre o pesticida
e o patogeno sobre 4. mellifera pode ser explicada pela fragilizacdo das abelhas ao
pesticida por meio do patogeno. A fragilizagdo das abelhas a pesticidas por parte de V.
ceranae ja foi observado em outros estudos (Vidau et al., 2011; Pettis et al., 2012;
Retsching et al., 2015; Zheng et al., 2024), embora ndo seja um fendmeno que se

verifique em todos os casos (Gregorc et al., 2016; Tadei et al., 2020), possivelmente
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em decorréncia do grau de toxicidade de cada pesticida. Além disso, a presente
pesquisa demonstra que o efeito deletério associado entre o patdégeno e o
ciantraniliprole ¢ dependente da concentragdo do pesticida. Assim, o uso da
abordagem geométrica como a adotada nesta pesquisa para identificar faixas de
concentracdo onde ha associagdo deletéria ainda ndo € uma pratica adota na literatura
especializada, por conseguinte, as concentragdes utilizadas nesses estudos (Gregorc et
al., 2016; Tadei et al., 2020) podem ser valores onde nao ha efeito conjunto dos
estressores que seja discriminavel.

O elo causal entre os estressores N. ceranae e o pesticida ciantraniliprole
responsavel pela fragilizacdo das abelhas a acdo de pesticida tem sido investigado.
Alguns autores consideram que N. ceranae causa estresse energético, o que poderia
ser responsavel pela reducdo de suas sobrevivéncias e que esse fendmeno ¢
contornavel pela alimentacdo ad libitum (Mayack e Naug, 2009). Entretanto, ja foi
verificado reducdo de sobrevivéncia em abelhas europeias mesmo em contexto de
alimentacdao ad libitum (Dussaubat et al., 2012; Sinpoo et al., 2018), deste modo a
investigacdo do elo causal entre os dois estressores que explique a redugdo de
sobrevivéncia ainda estd em aberto. Embora os estressores, seja o pesticida, seja o
patogeno, isoladamente ndo tenham apresentado efeito significativo na sobrevivéncia,
a associacdo do patdgeno N. ceranae com a concentracdo Clsoio do ciantraniliprole
demonstra efeito deletério quando presentes em conjunto, além de indicar que a
associacdo deletéria ¢ dependente de concentragdo. Isso € preocupante, uma vez que
contextos campo realistas sdo caracterizados por grande variedade de situagdes de
estresse e a possibilidade de maultiplos estressores conjuntos em diferentes
concentragdes, representando um risco até mesmo para 4. mellifera africanizada,
como evidenciado pela acdo deletéria na sobrevivéncia de abelhas pela associagdo de
N. ceranae e ciantraniliprole.

As sobrevivéncias dos grupos experimentais de A. mellifera africanizada apenas
com a exposi¢do ao ciantraniliprole ndo possuem diferenga significativa do controle,
provavelmente decorrente da acdo do sistema de detoxificacdo (Rand et al., 2015; Gao
et al., 2022), enquanto o tratamento com abelhas apenas infectadas por N. ceranae
nao apresentou diferenca de sobrevivéncia em relagdo ao controle. A capacidade de
reducdo da sobrevivéncia em abelhas por parte de N. ceranae é fato estabelecido
(Panek et al., 2018), entretanto abelhas menos susceptiveis ndo possuem suas

sobrevivéncias afetadas em contextos laboratoriais (Huang et al., 2012). Assim, a ndo
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reducdo da sobrevivéncia no grupo experimental com abelhas apenas infectadas por V.
ceranae sugere que A. mellifera africanizada possui de fato menor susceptibilidade a
esse patdgeno. O menor impacto desse patdogeno em abelhas africanizadas quando
comparadas com abelhas europeias, ¢ comumente interpretado como decorrente de
fatores climaticos e de manejo (Guimaraes-Cestaro et al., 2020), porém a nao redugio
da sobrevivéncia a nivel laboratorial verificado na presente pesquisa indica que
caracteristicas intrinsecas das abelhas africanizadas precisam ser consideradas.

A analise de imunomarcagao da caspase-3 do grupo experimental com exposi¢ao
ao pesticida ciantraniliprole Clsoio em A. mellifera africanizada infectadas com M.
ceranae apresentou maior ativagao da via de sinaliza¢ao para apoptose que o controle
e o grupo com abelhas apenas infectadas, porém inferior a abelhas com exposi¢cdo ao
pesticida, mas sem infec¢do, considerando as marcag¢des de todo o intestino médio.
Esse resultado intermediario decorre de um balanco dos estimulos pro-apoptoticos
derivados do estresse celular pela a¢dao do inseticida, razdo pela qual foi superior ao
do grupo com abelhas apenas infectadas por N. ceranae e o controle, e os estimulos
anti-apoptoticos do patéogeno N. ceranae nas células hospedeiras (Martin-Hernandez
et al., 2017), razdo pela qual foi inferior ao grupo de abelhas apenas expostas ao
inseticida ciantraniliprole. Isso resulta de como o processo de ativagao da apoptose ¢
consequéncia de um balango molecular dos agentes reguladores pro- e anti-apopoticos
(Gyrd-Hansen e Meier., 2010; Liu et al., 2017; Arancibia et al., 2021). Desta forma, a
natureza quantitativa da tomada de decisdo pela apoptose ou sobrevivéncia pelas
células do epitélio do intestino médio das abelhas ¢, portanto, modulada
quantitativamente, onde a prevaléncia de estimulos pr6 ou antiapoptoticos desloca o
balanco molecular para a consecugdo ou ndo da apoptose, respectivamente. O estresse
celular pelo inseticida tende a deslocar o balango molecular para maior ativagdo da
via de sinalizagdo para apoptose como resposta a esse estresse, que por sua vez €
contrabalanceado pela a¢do inibitoria que o patdgeno exerce, reduzindo a magnitude
da resposta apoptotica.

A redugdo da resposta apoptodtica nas abelhas infectadas por N. ceranae e
expostas ao ciantraniliprole quando comparada ao grupo de abelhas apenas expostas
ao ciantraniliprole, considerando a funcao apoptética de manutencao da homeostase e
detoxificagdo a nivel tecidual (Elmore, 2007; Moore, 2008; Morishita & Mizushima,
2019; Bertherloot et al., 2021), desdobra-se em uma possivel maior absor¢ao do

pesticida por via oral por se tratar de um epitélio absortivo do sistema digestivo
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(Denecke et al., 2018; Caccia, S., 2019). Por consequéncia, pode-se ocorrer ou
intensificar os efeitos injuriantes, uma vez que os efeitos toxicoldgicos sdo
dependentes da intensidade do estimulo estressor (Calabrese e Baldwin, 2001), com o
risco de suplantar o sistema de detoxificagdo (Martinez et al., 2018). Assim, essa
reducdo da resposta apoptotica de defesa ao pesticida em abelhas infectadas e
expostas ao ciantranliprole provavelmente contribui causalmente pela maior
susceptibilidade a acdo do ciantraniliprole. Isso se justifica na reducdo de
sobrevivéncia nesse mesmo grupo experimental quando comparado ao grupo de
abelhas apenas expostas ao ciantraniliprole Clsoi0 € 0 grupo controle, que ndo
diferiram entre si. Este cenario torna a infeccdo de N. ceranae em contexto de
multiplos estressores um fator de particular importancia, pois a redugdo da resposta
apoptdtica a estressores quimicos causada pelo patdgeno pode atuar como mecanismo
mediador da relagdo entre o patdogeno e pesticida, uma vez que N. ceranae fragiliza a
abelha a agdo de estressores quimicos de via oral.

O grupo experimental com exposicdo cronica subletal ao pesticida
ciantraniliprole Clso/10 apresentou intensa ativagao da via de sinalizacdo para apoptose,
considerando as marcacdes de todo o intestino médio, sendo superior e
significativamente distinto do controle e demais tratamentos. Usualmente esse
resultado ¢ relatado como marcador de citotoxicidade e interpretado como condigdo
patoldgica de dano celular, além de comprometimento da atividade epitelial e fungdo
do 6rgao (Farder-Gomes et al., 2021; Carneiro et al., 2022; Carneiro et al, 2023).
Assim, pode ser situado na cadeia causal da redugdo da sobrevivéncia das abelhas
(Chakrabarti et al, 2020). De fato, ja se verificou que clorantraniliprole, diamida
antranilica tal qual ciantraniliprole, portanto com o mesmo mecanismo de agdo,
apresenta toxicidade por danos no intestino médio de insetos (Castro ¢ Castro et al.,
2021). Entretanto, o presente resultado decorrente da a¢do do ciantraniliprole para a
via da apoptose junto a ndo redu¢do da sobrevivéncia das abelhas desse mesmo grupo
experimental, evidenciam que a apoptose diante da exposi¢do cronica subletal se
configurou como um importante mecanismo de resposta tecidual para a manutengao
da homeostase. Por atuar na eliminacao das células comprometidas quanto por ser um
fenomeno de detoxificacao tecidual (Elmore, 2007; Moore, 2008; Hakim et al., 2010;
Morishita & Mizushima, 2019; Bertherloot et al., 2021; Carneiro et al., 2022;

Carneiro et al., 2023), a apoptose possui a capacidade de ser um mecanismo
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reestabelecedor da homeostase tecidual, atuando em conjunto com o sistema de
detoxificagdo enzimatico.

O grupo experimental com A. mellifera africanizada apenas infectadas com N.
ceranae nao apresentou diferenca de ativagdo da via de sinalizacdo para apoptose em
relagdo ao grupo controle, sendo inferior aos demais tratamentos considerando
marcacdes de todo o intestino médio. Apesar de N. ceranae manipular a maquinaria
imune celular do hospedeiro em decorréncia de seu forte processo coevolutivo
(Lourengo et al., 2021; Fowler et al., 2022), suprimindo a apoptose do epitélio
intestinal (Higes et al., 2013; Kurze et al., 2015), neste estudo ndo foi identificada
diferenca entre abelhas infectadas e controle. A reducdo da apoptose ¢ usualmente
interpretada como uma estratégia eficiente de infeccdo no o6rgao (Higes et al., 2013;
Kurze et al., 2015; Sinpoo et al., 2018; Paris et al., 2018). De fato, abelhas europeias
que foram selecionadas para tolerdncia a nosemose nao tiveram sua capacidade de
defesa por apoptose suplantada pelo patdgeno, sendo uma caracteristica conspicua de
sua tolerancia, portanto a supressao ou nao da apoptose € central ao curso infeccioso
(Kurze et al., 2015). Entretanto, mesmo abelhas tolerantes ha infec¢do em suas células
e altos titulos de esporos por abelha (Kurze et al., 2015; Kurze et al., 2016), todavia o
ndo comprometimento da capacidade de renovacdo epitelial junto ao menor estresse
energético (Kurze et al., 2016), provavelmente repercute no curso global da infeccao
explicando a sobrevivéncia superior de abelhas tolerantes a nivel individual (Huang et
al., 2012). Logo, parte da menor susceptibilidade observada em A. mellifera
africanizada a nosemose pode ser atribuida ndo somente a condigdes exogenas de
clima e manejo (Guimaraes-Cestaro et al., 2020), mas também pela caracteristica
intrinseca de menor capacidade de seu mecanismo de defesa celular apoptético ser
suprimido pela N. ceranae, dificultando uma evolugdo agressiva da doenga ao nivel
tanto individual quanto da colonia.

A ativacdo da via de sinalizacdo apoptoética considerando a por¢ao anterior do
intestino médio, o grupo experimental com exposi¢ao ao ciantraniliprole Clso/10 em A.
mellifera africanizada infectadas com o patégeno N. ceranae apresentou maior
ativagdo da via que o controle, porém sem diferenca do grupo de abelhas apenas
infectadas nem do grupo de abelhas apenas expostas ao ciantraniliprole. Embora se
trate de resultados envolvendo o mesmo tipo de marcagdo como varidvel resposta e os
mesmos tipos de tratamento como variavel explicativa, a por¢do anterior apresentou

padrao de resultado distinto das marcac¢des no intestino médio inteiro das abelhas.
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Sabe-se que N. ceranae possui tropismo pelo epitélio do intestino médio que ¢
diferencial em relagdo as porg¢des desse intestino que o epitélio pertence, com
preferéncia pela por¢ao medial e sobretudo a posterior em detrimento da anterior
(Kurze et al., 2018). Por consequéncia, ha supressao crescente da apoptose da porgao
anterior para a medial e a posterior (Kurze et al., 2018). Maior colonizacdo do
patoégeno implica em maior prevaléncia de moléculas antiapoptoticas produzidas pela
N. ceranae (Kurze et al., 2015; Martin-Hernandez et al., 2017). Assim, ¢
compreensivel a por¢do anterior do intestino médio, pouco colonizada por N. ceranae,
apresentar ativagdo superior da via para apoptose no grupo infectado pelo patogeno e
exposto ao ciantraniliprole quando comparado ao controle, como ocorreu no intestino
médio inteiro, mas ndo ser distinguivel do grupo de abelhas apenas expostas ao
ciantraniliprole, diferentemente do que ocorreu quando se considerou a marcagao para
o intestino médio inteiro.

Para a ativacao da via de sinalizacdo para apoptose considerando a por¢ao medial
e posterior do intestino médio, o tratamento com exposicdo ao pesticida
ciantraniliprole Clsoii0 em A. mellifera africanizada infectadas com N. ceranae ndo
apresentou diferenca em relagdo ao controle e para o tratamento de abelhas apenas
infectadas. Apenas o tratamento com abelhas expostas somente ao ciantraniliprole
Clso10 apresentou diferenca do controle ¢ de todos os demais tratamentos, possuindo
maior ativagdo da via. O padriao de resultados das por¢des medial e posterior sdo
distintos do observado para a por¢ao anterior por refletirem seus maiores niveis de
coloniza¢do de N. ceranae (Kurze et al., 2018). Assim, o grupo experimental com
abelhas infectadas com N. ceranae e o grupo com abelhas infectadas e expostas a
ciantraniliprole, apresentaram baixa ativag¢ao da via de sinalizagdo nas por¢des medial
e posterior provavelmente decorrente da maior quantidade de moléculas
anti-apoptoticas derivadas da maior presenca do patogeno (Kurze et al., 2015;
Martin-Hernandez et al., 2017). Devido a func¢dao da apoptose na manutencdo da
homeostase e resposta a dano (Lieberthal & Levine, 1996; Elmore, 2007; Hakim et al.,
2010), o resultado de reducdo da resposta apoptotica nas abelhas infectadas e expostas
ao ciantraniliprole pode ser a explicacao para a redug¢ao da sobrevivéncia, sendo esse
efeito provavelmente causado apenas pela reducdo observada na por¢ao medial e
posterior, com pouca ou nenhuma contribuicdo da por¢do anterior. Deste modo,
considerar as por¢des do intestino médio e a colonizag¢do diferencial do patégeno M.

ceranae ¢ crucial na compreensdo da fisiopatologia do patogeno N. ceranae em
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contexto de exposi¢do a pesticida. Por conseguinte, a hipotese aqui verificada de que
a reducdo da apoptose pode participar da fragilizagdo da abelha frente a acdo de
pesticida €, portanto, decorrente da a¢do do patégeno na por¢ao medial e posterior do
intestino médio.

A ativac¢do da via de sinalizacdo da via apoptotica considerando as diferentes
por¢cdes comparadas entre si para cada tratamento, indicou que apenas o grupo
experimental de abelhas A. mellifera africanizadas infectadas por N. ceranae e
expostas ao ciantraniliprole Clso/10 apresentou diferenga entre por¢des, com a por¢ao
anterior com maior ativa¢ao da via em relagdo a por¢do medial e posterior, que nao
diferiram entre si. A analise da intensidade de ativagdo da via apoptodtica dentro de
cada grupo comparando as diferentes por¢des entre si envidencia o padrdo de resposta
das diferentes regides do intestino médio, indicando se o intestino médio possui ou
ndo uma resposta homogénea ou heterogénea a um mesmo tratamento. As abelhas
infectadas com N. ceranae ¢ expostas ao ciantraniliprole apresentaram
heterogeneidade em relagdo a por¢do anterior comparada a por¢do medial e posterior,
por consequéncia da colonizagdo diferencial do patdégeno (Kurze et al., 2018). Apesar
disso, as abelhas apenas infectadas tiveram resposta homogénea do intestino médio,
provavelmente devido a A. mellifera africanizada ser menos susceptivel a reducao da
apoptose causada por N. ceranae como os resultados anteriores para intensidade da
via apoptotica apontam, dado que nao indicaram diferencas entre abelhas apenas
infectadas e o controle nos niveis da via apoptdtica para nenhuma por¢ao do intestino.

Uma provavel explicagdo para a divergéncia entre o resultado de abelhas apenas
infectadas por N. ceranae e o grupo infectado e exposto ao ciantraniliprole, decorre da
natureza quantitativa da tomada de decisdao pela apoptose, fruto de um balango entre
moléculas pré e antiapoptoticas (Liu et al., 2017; Arancibia et al., 2021). Estimulos
antiapoptoticos ou proapoptdticos implicam em mais moléculas anti ou
proapoptdticas, respectivamente, sendo responsaveis por deslocar o balango para a
tomada de decisdo pela ocorréncia de apoptose ou sobrevivéncia celular (Liu et al.,
2017; Arancibia et al., 2021). Abelhas mais tolerantes sio menos suceptiveis a
manipulagdo desse balango em condicdes de apenas infec¢dao (Kurze et al., 2018),
porém as moléculas antiapopdticas produzidas por N. ceranae (Kurze et al., 2015;
Martin-Hernandez et al., 2017) possivelmente tornam recalcitrante o deslocamento do

balango molecular rumo a consecucao da apoptose quando estimulos proéapoptoticos
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surgem, como no contexto de exposi¢do a estressores quimicos como o pesticida
ciantraniliprole.

A andlise histopatologica do tratamento com exposi¢do ao pesticida
ciantraniliprole CLso10 em operdrias de 4. mellifera africanizada infectadas com o
patégeno N. ceranae apresentou maior propor¢do de células digestivas vacuolizadas
do intestino médio inteiro que todos os demais grupos experimentais. Além disso, o
tratamento com operarias somente expostas ao ciantraniliprole CLsoi10 apresentou
maior propor¢ao que as operarias apenas infectadas com N. ceranae, com as abelhas
do grupo controle possuindo a menor quantidade de células digestivas vacuolizadas.
Estes resultados indicam que, conquanto isoladamente os estressores exercem agao
citoestressora, com o ciantraniliprole sendo um indutor de vacuolizagdo superior ao
patoégeno, suas agdes concomitantes nas células digestivas resultam em um maior
fenotipo de estresse a nivel tecidual. Além disso, a intensificagdo de vacuolizagdo
citoplasmatica evidencia que, embora a via transcelular ndo seja a Unica que um
pesticida pode percorer para atravessar o epitélio do intestino médio (Denecker et al.,
2018), ¢ uma via presente na toxicocinética de ciantraniliprole em A. mellifera e
provavelmente de outras abelhas.

O ciantraniliprole gera niveis de vacuoliza¢do provavelmente dependentes de sua
concentracdo, dado que a vacuolizagdo ¢ um bioindicador de estresse celular
(Malaspina & Zacarin, 2006, Chen et al., 2008; Grella et al., 2019), o efeito toxico de
pesticidas é concentragdo-dependente (Calabrese e Baldwin, 2001; Dai et al., 2019;
Castro e Castro et al., 2021; Calabrese et al, 2022; Guedes et al, 2022) e citotdxico
(Rost-Roszkowka, 2008; Castro e Castro et al., 2021; Gomez-Virgilio et al., 2022).
Nosema ceranae também ¢ um citoestressor isoladamente de A. mellifera, com
estresse celular e processos de vacuolizagdo ja reportados (Higes et al., 2007; Tadei et
al., 2020). Por ser um indicador de estresse celular e responder a sua intensidade, ¢ o
grau de infeccdo de N. ceranae variar, ¢ provavel que o grau de vacuolizacdo decorra
do nivel de infeccdo. A vacuolizagdo, portanto, ¢ um bioindicador da a¢do tanto
isolada quanto associada entre pesticida e N. ceranae, indicando histopatologicamente
que o nivel de infeccdo e a concentragdo de um dado pesticida possuem agdo
estressora concomitante e superior a elas atuando isoladamente.

A vacuolizagdo ¢ um processo de intensa formacgdo de vesiculas luscentes no
citoplasma celular, que possuem ultraestrutura com limen eletroluscente. Embora

existam outras explicacdes para o processo de vacuolizagdo (Aki et al., 2012; Aki et
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al., 2013; Shubin et al., 2016), em abelhas a interpretagdo corrente ¢ a intensificacao
de processos autofagicos (Grella et al., 2019). Isso ocorre em razdo do vulto de
evidéncias em microscopia correlativa de luz e eletronica (Carneiro et al., 2022; Serra
et al., 2023; Lu et al., 2023), luz tradicional e fluorescéncia (Araujo et al., 2019;
Farder-Gomes et al., 2022; Gomes et al., 2024; Wang et al., 2024), além de resultados
de expressdo génica e, ou, abundancia proteica da via autofagica (Carneiro et al., 2022;
Lu et al., 2023; Wang et al., 2024), indicando incremento de macroautofagia em
contexto de exposicdo a pesticidas. A autofagia do tipo macroautofagia é uma via
lisossomal ativada para manutengdo celular, mas que pode ser intensificada sob
condi¢des de estresse celular onde hd abundincia de macromoléculas e organelas
danificadas e disfuncionais, a fim de reciclé-las autodigestivamente (Cao et al., 2021;
Li et al., 2022; Yamamoto et al., 2023). Nesse processo, os componentes danificados
sdo englobado por meio de fagéforo, formando autofagossomos e autolisossomos
(Cao et al., 2021; Li et al., 2022). Embora os autofagossomos sejam de menor
tamanho, podem formar autolisossomos de grande tamanho visiveis em microscopia
de luz (Fedorko et al., 1968), o que possui congruéncia com os dados histopatoldgicos
de vacuolizacao.

Vacuolizagdo citoplasmatica por processos autofidgicos que reciclam
macromoléculas e organelas danificadas em contexto de alto estresse celular possui
funcdo citoprotetora, impedindo que a célula evolua para ativagdo de morte celular
programada como ultimo mecanismo de defesa (Moore et al., 2008a, 2008b; Chiarelli
et al., 2016). Neste contexto, a resposta do sistema autofdgico ¢ um mecanismo
alostatico que atua contra a perda da homeostase ou promove retorno a condi¢ao
homeostatica. Diante de injurias danosas os quais os sistemas de detoxificagdo e
antioxidante de primeiro nivel de citoprotecdo, e sistema autofagico de segundo nivel
de citoprotegdo, nao reestabelecem a homeostase, os danos acumulados
comprometem a viabilidade celular, e o sistema de morte celular programada ¢
acionado (Moore et al., 2008a, 2008b; Fairlie et al., 2020; Sorice, 2022), o qual a
intensa vacuolizacdo autofagica pode contribuir na eliciagdo da via de sinalizagdo
apoptdtica (Fairlie et al., 2020; Sorice, 2022). Deste modo, o significado biologico da
vacuoliza¢dao s6 pode ser adequadamente compreendido em associagdo com outros
parametros histoldgicos e analises como letalidade e, ou, sobrevivéncia, permitindo

avaliar o impacto das respostas celulares e teciduais na satde do organismo.
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O resultado de proporcao de células digestivas com vacuolizacdo considerando a
por¢ao anterior do intestino médio, indicou o mesmo nivel de vacuoliza¢ao para os
tratamentos de operarias de 4. mellifera expostas ao ciantraniliprole CLso/10 tanto
infectadas quanto ndo infectadas por N. ceranae, mas superior ao controle e abelhas
apenas infectadas. Este resultado indica que a infec¢do por N. ceranae nao influiu na
propor¢ao de células vacuolizadas na por¢do anterior, apenas o estresse ocasionado
pelo pesticida ciantraniliprole. Isso ¢ compreensivel, uma vez que a colonizagao por N.
ceranae ao longo do epitélio do intestino médio ndo é equanime, mas diferencial,
apresentando pouca infec¢do do epitélio da por¢do anterior ¢ maior infecgdo do
epitélio medial e posterior (Kurze et al., 2018). Por consequéncia, o fator estressante
decorrente de N. ceranae nao € significativo na por¢ao anterior e a vacuolizacdo nessa
por¢do nao ¢ um bioindicador de estresse representativo para todo o intestino médio
da interagdo pesticida-abelha-patogeno.

O resultado da proporcao de células digestivas com vacuolizacdo considerando a
por¢ao medial do intestino médio, indicou maior vacuolizagdo do tratamento com
operarias A. mellifera expostas ao ciantraniliprole e infectadas com N. ceranae do que
abelhas apenas expostas ao ciantraniliprole e o controle. Além das operarias apenas
expostas terem vacuolizacdo superior ao controle. Estes resultados sao importantes,
pois indicam que a maior colonizagdo do epitélio da por¢do medial pelo patdgeno
(Kurze et al., 2018) implicou em maior vacuolizacdo, entretanto, este fator de estresse
s0 foi detectavel na presenga do pesticida. Esse fenomeno, embora ndo aponte efeitos
aditivos, multiplicativos ou sinérgicos entre o patdgeno e o pesticida na abelha, indica
susceptibilizagdo das células digestivas das abelhas a intensificacdo da vacuolizagao
citoplasmatica.

O resultado da proporc¢ao de células digestivas vacuolizadas da porgdo posterior
do intestino médio apresentou as operdrias de A. mellifera com o mesmo nivel de
vacuolizacdo entre os tratamentos com exposicao ao pesticida ciantraniliprole CLso/1o0,
tanto infectadas quanto nao infectadas pelo patdgeno N. ceranae, ambos superiores ao
controle e abelhas apenas infectadas. As operarias apenas infectadas por N. ceranae
apresentaram uma propor¢do de células digestivas superior as abelhas do grupo
controle. Estes resultados, distintamente do observado da por¢ao medial, evidenciam
que o epitélio da porgao posterior infectado com N. ceranae apresentou vacuolizagido
adicional, provavelmente decorrente da maior preferencia de colonizagdo do patogeno

pela por¢do posterior em relagdo a por¢ao medial e seu efeito estressor (Higes et al.,
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2007; Kurze et al., 2018; Tadei et al., 2020). Entretanto, diferentemente do esperado,
abelhas infectadas e nao infectadas expostas ao pesticida ndo obtiveram diferenca
significativa mesmo com a maior colonizacdo de N. ceranae nessa por¢ao do epitélio
intestinal (Kurze et al., 2018), incongruentemente do resultado da por¢do medial para
abelhas infectadas e expostas. Considerando que o epitélio de cada porg¢do do
intestino médio possui diferengas celulares funcionais de natureza bioquimica,
metabolica e ultraestruturais (da Cruz Landim, 2009), provavelmente essa diferenca
entre o resultado observado e o esperado se deve a caracteristicas intrinsecas do
epitélio de cada por¢ao ainda ndo elucidadas.

O resultado de proporcao de fragmento celular das células digestivas para todo o
intestino médio de operarias de A. mellifera expostas ao pesticida ciantraniliprole
CLso0 tanto infectadas quanto ndo infectadas ao patdogeno N. ceranae foram
semelhantes estatisticamente e superiores ao controle, que nao diferiu das abelhas
apenas infectadas pelo patogeno. Foram observados fragmentos celulares com
vacuolizagdo citoplasmatica nos tratamentos com abelhas expostas ao pesticida, tanto
infectadas quanto ndo infectadas. Essa vacuolizagdo nos fragmentos celulares
provavelmente ¢ um fenomeno colateral da intensa vacuolizacdo decorrente da agdo
do pesticida, sem ter uma relagdo causal com a fragmentacdo. A intensificacdo da
liberacdo de fragmentos celulares pode ser interpretada como um marcador de
estresse celular e tecidual no intestino médio de abelhas, respondendo com
incremento de liberagdo a um estressor toxico como pesticidas (Grella et al, 2019;
Santos-Junior et al., 2019; Motta et al., 2024; Reis et al., 2024). Assim, o resultado
indica que a fragmentacdo celular das células digestivas liberadas no limen do
intestino médio quando considerado integralmente o 6rgdo, ndo ¢ um bom
bioindicador histopatoldogico da associagdo do pesticida com o patogeno. Nao
apresenta resposta a infec¢do pela N. ceranae, mas ¢ intensificado pela agdo do
pesticida, razdo pela qual, quando ambos os estressores estdo presentes, seu efeito &
semelhante a a¢do isolada do pesticida no epitélio.

A fragmentagdo das células digestivas é um fenomeno intimamente associado a
secrecdo apocrina. Granulos de secre¢do contendo enzimas digestivas podem estar
presentes na regido apical do citoplasma das protusdes citoplasmaticas, no citosol e
nas membranas, além de produtos de excrecdo (da Cruz Landim, 2009). Quando as
protusdes citoplasmaticas se projetam para o limen e se depreendem do epitélio, por

conseguinte se configuram como fragmentos celulares, eventualmente se rompendo e
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liberando o contetido enzimatico e, ou, de excre¢ao no lumen (da Cruz Landim, 2009).
Entretanto, a liberacao de enzimas de detoxificacdo no limen também esta associada
aos fragmentos celulares, tendo sido identificado enzimas desse sistema no contetido
citoplasmatico dos fragmentos liberados (Ferreira et al., 1990; Cristofoletti et al.,
2001). Baseado neste fato e na observagdo do incremento de fragmentos celulares em
Podisus nigrispinus expostos a pesticida, Martinez et al.(2018) arguiu que a
fragmentacdo pode ter funcionalidade na detoxificacdo via secre¢do apocrina de
enzimas. Grella et al.(2019) extendeu essa interpretagdo para os casos de incrementos
de fragmentacdo em abelhas expostas a pesticida, o que foi subscrito por outros
estudos histopatologicos e ultraestruturais em toxicologia envolvendo A. mellifera
(Reis et al.,, 2024) e Partamona helleri (Motta et al., 2024). Desta forma, a
fragmentacdo celular se qualifica como um biomarcador de estresse celular,
funcionando em contraposicdo a ag¢do de toxicos ao atuar conjuntamente com o
sistema de detoxificagao.

O resultado da proporcao de fragmento celular para a por¢ao anterior do intestino
médio foi semelhante de operarias de A. mellifera tanto infectadas quanto ndo
infectadas com patdgeno N. ceranae, mas superiores a das abelhas apenas infectadas
pelo patdégeno e as abelhas controle. Embora a semelhanga deste resultado com o
resultado global para o intestino médio sugere que a fragmentagdo na porgdo anterior
ndo ¢ bioindicadora de estresse para a associacdo pesticida-patégeno, ¢ necessario
considerar as demais porgdes, pois a por¢do anterior possui pouca colonizagdo de M.
ceranae (Kurze et al., 2018), o que por si s6 explica porque nao ocorreu efeito
associado.

O resultado da por¢do medial do intestino médio para propor¢do de fragmentos
celulares liberados, foi superior no grupo experimental com exposi¢cdo ao pesticida
ciantraniliprole CLso10 em A. mellifera operarias infectadas com o patéogeno M.
ceranae do que no grupo controle, entretanto sem diferenga com as abelhas apenas
expostas ao pesticida. Por sua vez, as operdrias apenas expostas ao pesticida
apresentaram valor superior a propor¢ao de fragmentos celulares do grupo controle,
mas nao das abelhas apenas infectadas. Apesar deste resultado apresentar um padrao
de diferengas distinto da por¢do anterior, nao indica claramente uma interpretagao
diferente. Todavia, a ndo distingdo entre abelhas somente expostas ao pesticida e
aquelas apenas infectadas sugere um incremento de estresse advindo da acdo de M.

ceranae, pois interpreta-se o incremento de fragmentacdo celular como biomarcador
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de estresse (Grella et al, 2019; Santos-Junior et al., 2019; Motta et al., 2024; Reis et
al., 2024). E possivel que a ndo peremptoriedade do resultado quanto a possibilidade
de interpretacdo decorra do aumento gradual de colonizag¢do por parte de N. ceranae
das células digestivas do epitélio, uma vez que a por¢cao medial estd entre a anterior e
a posterior, pouco colonizada e muito colonizada, respectivamente.

O resultado da propor¢ao de fragmento celular na por¢ao posterior do tratamento
com operarias de A. mellifera expostas ao pesticida ciantraniliprole CLso10 foi
superior a todos os demais tratamentos, com excecao das operarias tanto expostas ao
pesticida quanto infectadas por N. ceranae. Ja as operarias tanto expostas quanto
infectadas também apresentaram mesma propor¢ao que abelhas somente infectadas e
aquelas do grupo controle. A por¢do posterior do intestino médio apresenta
naturalmente maior nivel de protusdes citoplasmaticas e fragmentagdo celular do que
a regido medial (da Cruz Landim, 2009), razdo pela qual a diferenga entre o controle e
as abelhas apenas infectadas observada na por¢ao medial pode ter desaparecido na
regido posterior, mesmo com o maior nivel de infeccdo do patdégeno (Kurze et al.,
2018). Entretanto, a validade da fragmentacdo celular como biomarcador de estresse
de acdo do pesticida observado na porcao anterior ¢ medial, permanece valida para a
regido posterior do intestino médio.

O resultado da propor¢do de células digestivas eliminadas no limen ao longo de
todo o intestino médio do tratamento com A. mellifera africanizada expostas ao
ciantraniliprole CLso10 em operdrias infectadas com N. ceranae foi inferior ao de
operarias apenas expostas ao ciantraniliprole CLso10, porém superior ao controle e
abelhas somente infectadas. Considerando que a eliminacdo celular ¢ nao s6 um
mecanismo de manuten¢do da homeostase via descarte de células senescentes ¢
desgastadas pela intensa atividade metabdlica, mas também uma resposta alostatica a
estressores (Hakim et al, 2010; Liu & Levine, 2015; Farder-Gomes et al, 2021;
Bertherloot et al., 2021;Carneiro et al., 2023; Sun, 2024), o resultado logico era uma
propor¢do superior de células eliminadas. Entretanto, a eliminag@o celular pode ser
considerada uma morte celular programada do tipo apoptotica (Jimenez e Gilliam,
1989), dente modo, a capacidade de N. ceranae suprimir apoptose dependente de
capase (Higes et al., 2013), provavelmente da via intrinseca (Martin-Hernandez et al.,
2017), permite concluir que o efeito supressor de N. ceranae nas células digestiva do
epitélio reduziu a eliminagdo celular. Apesar de ndo ter impedido o incremento de

apoptose decorrentes da acdo toxica do pesticida (Carneiro et al., 2023; Sun, 2024), o
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efeito supressor do patdgeno reduziu a resposta de eliminacdo celular ao pesticida,
razdo pela qual o padrao de resultado ¢ identico ao observado previamente para
marcacoes de caspase-3 no intestino médio inteiro.

O resultado da propor¢ao de células digestivas eliminadas no lumen pelo epitélio
da porcao anterior do intestino médio em A. mellifera operarias infectadas com M.
ceranae e expostas ao pesticida ciantraniliprole CLso/10 foi semelhante ao de operarias
apenas expostas ao pesticida, mas superior as abelhas do controle e operarias apenas
infectadas, sendo que estas ndo diferiram daquelas. Este resultado decorre da baixa
colonizagdo deste epitélio pelo patogeno N. ceranae (Kurze et al., 2018), razao pela
qual seus efeitos supressores de apoptose ndo sdo signficativos a semelhanca do
resultado anterior para imunomarcagdo de caspase-3 nesta mesma regido do intestino
médio. Tanto o resultado da propor¢do de células digestivas eliminadas pelo epitélio
da por¢do medial quanto da por¢do posterior do intestino médio em A. mellifera
operarias infectadas com N. ceranae e expostas ao ciantraniliprole CLso10 foram
inferiores ao de operarias apenas expostas ao ciantraniliprole e superiores ao de
operarias somente infectadas que, por sua vez, ndo diferiram do controle. Estes
resultados indicam que o aumento do patéogeno N. ceranae no epitélio, embora nao
tenha reduzido a eliminagdo celular natural desta regido, reduziu a resposta alostatica
do tecido a injaria causada pelo pesticida, corroborando a interpretacdao dos resultados
de imunomarcagao para caspase-3 observados previamente.

Os resultado histopatologico de células eliminadas indicam que tanto células com
nucleo picndtico quanto células sem nucleo picnotico sdo eliminadas de modo
programado, além de células eliminadas com e sem vacuolizagdo, embora tenha sido
raro encontrar células digestivas com nucleo picnético. A eliminagdo celular possui
semelhancas e diferengas com a visdo cléssica de apoptose onde ha picnose (Bortner
et al., 1995). A célula morta ndo tem os corpos apoptdticos fagocitados mas sim
eliminado no Iimen, sendo a propria cé€lula eliminada no limen considerada um corpo
apoptdtico por Jimenez e Gilliam (1989). Existe documentado na histologia do
intestino médio de abelhas, células eliminadas no limen com e sem nucleo picnotico
(da Cruz Landim, 2009), mas nao hd interpretacdo concernente a essa discrepancia
observada. Isso parece indicar que a condensa¢do de cromatina ¢ algo secundario na
eliminagdo celular em insetos, podendo estar ou ndo presente, por razdes ainda

desconhecidas.
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A relacdo entre as células epiteliais com ntcleo picnotico e as células eliminadas
com nucleo picnédtico ¢ evidente, onde se pressupde que as células eliminadas com
ndcleo picndtico eram células digestivas com picnose ainda no epitélio em processo
de apoptose, mas nao ha explicacdo para células eliminadas sem nucleo picnético.
Entretanto, existe a possibilidade da dinamica das caspases efetoras atuarem primeiro
e principalmente nas adjacéncias celulares, promovendo a perda de adesdo celular por
desorganizacao do citoesqueleto (Ndozangue-Touriguini et al., 2008), o que resultaria
na eliminacdo celular antes das picnose se tornar perceptivel em parte dos casos. A
favor dessa possibilidade estd o padrao de distribui¢do das mitocondrias nas células
digestivas, principalmente na por¢do apical logo abaixo das microvilosidades, e na
por¢ao basal associadas ou nao ao labirinto basal (da Cruz-Landim, 2009). Essa
distribuicdo torna razoavel que os apoptossomos se concentrem e tornem essa
localidade a regido inicial de disparo da cadeia proteolitica de caspases, de onde o
nulcleo € a regido mais distante. Antagonico a essa explicagcdo ¢ o numero de trabalhos
com pesticidas em que ha incremento de células com picnose nuclear ainda no
epitélio do intestino médio (Catae et al., 2017; Carneiro et al., 2020; Carneiro et al.,
2022; Reis et al., 2024), ao mesmo tempo em que ha nimero substancial de estudos
toxicologicos onde esse fendmeno nado ¢ observado (Castro et al., 2020; Carneiro et al.,
2023; Serra et al., 2023; Ibrahim et al., 2023; Motta et al., 2024; Reis et al., 2024).
Esta questdo permanece sem resposta determinante, mas avaliar o incremento de
propor¢ao de picnose no epitélio, bem como de eliminacdo celular com e sem picnose,
e se ha correlagdo entre esses resultados, podem fornecer subsidios empiricos para
uma interpretagao elucidativa desse fendmeno.

O resultado dos indices de lesdo do intestino médio inteiro para os tratamentos
com A. mellifera operarias expostas ao ciantraniliprole CLso10, tanto infectadas
quanto ndo infectadas por N. ceranae, ndo apresentaram diferenca entre si, mas
valores superiores aos indices do controle e abelhas apenas infectadas. O controle
obteve o menor indice de lesdo. Estes resultados indicam que em termos de nivel
global de comprometimento das celulas e do tecido, a infec¢do pelo patdogeno ndo
exerce influéncia no 6rgdo quando exposto ao pesticida. Pela capacidade de estimular
vacuolizacdo, fragmentacao celular e eliminacdo celular, ¢ razoavel que isoladamente
o pesticida seja capaz de elevar substancialmente o indice de lesdo do 6rgdo. Apesar
de o patégeno N. ceranae também atuar isoladamente, concomitante ao pesticida o

acumulo e impacto dos marcadores de estresse celular ¢ semelhante aos ocasionados
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somente pelo pesticida, aparentemente indicando que globalmente sua associacdo nao
afeta a saude do 6rgdo.

Embora o resultado de indice de lesdo global do intestino médio indique que nao
ha diferenca de impacto do pesticida entre o tratamento com abelhas expostas ao
ciantraniliprole CLso10 com e sem infec¢do pelo patogeno N. ceranae, apenas o
tratamento com a exposi¢cdo ao pesticida e a infeccdo pelo patdogeno se observou
reducdo de sobrevivéncia. Esse tipo de indice se baseia em biomarcadores de estresse
celular e tecidual, sendo utilizado para avaliar o nivel do fenotipo de estresse de um
6rgdo a um injuriante, frequentemente quimico, e assim inferir o nivel de lesdo de um
orgdo (Bernet et al. 2001). Entretanto, a inferéncia do biomarcador de estresse como
uma lesdo ¢ um salto dedutivo (Bernet et al. 2001), e depende da adequada
interpretagdo de seus parametros histologicos individuais, isto €, o corpo tedrico da
biologia celular subjacente ao biomarcador. E preciso considerar o signficado
biolégico dos biomarcadores, a fim de caracterizar como uma lesdo real ou uma
resposta alostatica. Isso evidencia a limitagdo do método de calculo de indice de lesdao
que, todavia, pode ser contornado por meio complementaariedade das analise dos
parametros histopatologicos analisados individualmente. Com essa conjuncdo de
resultados, fica evidente que parametros como o incremento da vacuolizagdo e a
reducdo da eliminagdo celular observados nas abelhas infectadas e expostas ao
pesticida, em relagdo a abelhas apenas expostas, se anularam mutuamente mascarando
qualquer diferenga. Conquanto o aumento da vacuolizacdo possa ter significado
alostatico, a redu¢ao da eliminagdo celular ¢ deletéria e pode contribuir para a
intoxicagao.

Todos os resultados de indice de les@o do intestino médio para cada porg¢do, seja
anterior, média ou posterior, apresentaram A. mellifera expostas ao ciantraniliprole,
tanto infectadas quanto nao infectadas por N. ceranae, com indices de lesdo
semelhantes, além de maiores em relagdo ao controle e abelhas apenas infectadas, que
ndo diferiram entre si, com exce¢do da por¢do posterior onde abelhas apenas
infectadas foram superiores ao controle. Isso indica que o nivel de fenotipo de estresse
de abelhas expostas ao pesticida tanto infectadas quanto nao infectadas ¢ superior a
abelhas ndo expostas e infectadas, mas ndo ¢ diferente entre si. Todavia, o significado
biolégico da distingdo ou semelhanga do nivel de fenotipo de estresse depende da
interpretagdo bioldgica dos fenémenos celulares subjacentes utilizados no calculo e

sua funcdo na relacdo causal com o(s) agente(s) injuriante(s), como previamente
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discutido. O maior tropismo de N. ceranae por parasitar as células digestivas da
por¢ao posterior do intestino médio (Kurze et al., 2018), provavelmente explica a
diferenga do indice de lesdo da por¢do posterior em relagdo ao indice de lesdo global
do intestino médio nas abelhas apenas infectadas pelo patdégeno. Assim, apesar de seu
nome, o indice de lesdo ¢ uma métrica eficiente para avaliar o fenodtipo de estresse
geral das porgdes do intestino médio, mas seu significado quanto a lesdo e feito
deletério depende da interpretacdo bioldgica de cada compontente.
5. Consideracoes finais

A letalidade do ciantraniliprole evidencia o potencial desse pesticida em contribuir
para o declinio global de abelhas. Apesar de isoladamente o pesticida ndo afetar as
abelhas em concentragdes subletais, associado ao patogeno Nosema ceranae apresenta
efeito deletério reduzindo a sobrevivéncia de Apis mellifera africanizada. A
capacidade de reduzir a apoptose representa um elo causal subjacente ao efeito
deletério da associacdo do patégeno com o pesticida, sendo um mecanismo
responsavel pela capacidade de N. ceranae fragilizar abelhas ao pesticida
ciantraniliprole. A ativagdo da via apoptotica, a propor¢do de células digestivas
vacuolizadas, a fragmentacdo celular, a eliminagao celular e o indice de lesdao de cada
por¢ao epitelial do intestino médio evidenciam que utilizar o intestino médio inteiro
para avaliar a resposta tecidual ndo ¢é representativo, com cada por¢ao apresentando
suas peculiaridades responsivas para cada um desses fenomenos celulares. Além disso,
¢ fundamental considerar dados de biomarcadores de estresse de cada porgao
independente de outras porgdes a fim de evitar enviesamento.

De modo geral, os estressores toxico e patogénico podem exercer acao
citoestressora vacuolizadora nas células digestivas isoladamente, dependendo da
concentragdo ¢ nivel de infec¢do, respectivamente, podendo ocorrer associagdo de
seus efeitos intensificando o nivel de vacuolizagdo, entretanto isso ira depender de
qual por¢ao do intestino médio o epitélio pertence por razdes intrinsecas ainda nao
compreendidas. A fragmentacdo das células digestivas indica a eficiéncia do
biomarcador de estresse para agdo do ciantraniliprole em todas as por¢des do intestino
médio. Entretanto, ndo possui responsividade consistente a infeccao por N. ceranae,
com ou sem exposicao ao pesticida. A propor¢ao de eliminacao celular evidencia o
efeito supressor da apoptose pelo patéogeno N. ceranae. Este efeito de redugao se torna
perceptivel quando o epitélio estd sob forte agdo toxica de pesticida, pois a eliminagdo

celular ¢ a resposta de morte celular programada do tipo apoptose-like com
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responsividade alostdtica a injiria. Embora seja interpretado como um parametro
histopatologico de estresse, onde maiores e menores niveis indicam maior € menor
estresse, respectivamente; seu declinio pode implicar em uma menor capacidade de
contraposi¢do aos efeitos deletérios dos pesticidas, resultando em maior toxicidade.
Portanto, a interpretagdo do significado bioldgico deste biomarcador ndo ¢é direta,
dependendo da contextualizacdo da cadeia de causa e efeito até a eliminacao celular,
isto ¢, que geram o fendmeno de seu incremento ou redugdo, e apds, ou seja, seus
desdobramentos fisiologicos na sobrevivéncia. Quanto ao indice de lesdo, apesar de
seu nome, ¢ uma métrica para fenotipo de estresse, e a depender da interpretacao
causal dos parametros individiduais utilizados nos calculos ¢ o impacto ou nio na
sobrevivéncia, inferéncias de lesdo podem ser realizadas.

Deste modo, o presente estudo fornece subsidios teoéricos, empiricos e
metodologicos para a compreensdo das relagdes entre o patégeno N. ceranae € o
pesticida ciantraniliprole, relacionados ao declinio global de abelhas e suas sindromes
de estresse. Por fim, aponta a necessidade de considerar os impactos da presenca de
mais de um estressor ¢ o potencial chave do patdogeno N. ceranae susceptibilizar
abelhas meliferas a estressores toxicos, na elaboragdo de manejo das abelhas e

politicas de conservagao.

74



6. Referéncias Bibliograficas
Abbott, W. S. (1925). A method of computing the effectiveness of an insecticide. J.
econ. Entomol, 18(2), 265-267.

Adl, S. M., Simpson, A. G., Farmer, M. A., Andersen, R. A., Anderson, O. R., Barta,
J. R., ... & Taylor, M. F. (2005). The new higher level classification of eukaryotes
with emphasis on the taxonomy of protists. Journal of Eukaryotic

Microbiology, 52(5), 399-451.

Almeida Rossi, C., Roat, T. C., Tavares, D. A., Cintra-Socolowski, P., & Malaspina,
O. (2013). Brain morphophysiology of Africanized bee Apis mellifera exposed to

sublethal doses of imidacloprid. Archives of environmental contamination and

toxicology, 65(2), 234-243

Aki, T., Nara, A., & Uemura, K. (2012). Cytoplasmic vacuolization during exposure
to drugs and other substances. Cell biology and toxicology, 28, 125-131.

Aki, T., Funakoshi, T., Unuma, K., & Uemura, K. (2013). Impairment of autophagy:
from hereditary disorder to drug intoxication. Toxicology, 311(3), 205-215.

Antinez, K., Martin-Hernandez, R., Prieto, L., Meana, A., Zunino, P., & Higes, M.
(2009). Immune suppression in the honey bee (Apis mellifera) following infection by

Nosema ceranae (Microsporidia). Environmental microbiology, 11(9), 2284-2290.

Arancibia, S. M. F., Grecco, H. E., & Morelli, L. G. (2021). Effective description of
bistability and irreversibility in apoptosis. Physical Review E, 104(6), 064410.

Atkins, E. L. (1992). Injury to honey bees by poisoning. The Hive and the Honey
Bee, Rev. Dadant and Sons, Hamilton, IL.

Basu, P., & Chakrabarti, P. (2015). Sub-Lethal Effects of Pesticides on Pollinators

with Special Reference to Honey Bees.

BenVau, L. R., & Nieh, J. C. (2017). Larval honey bees infected with Nosema
ceranae have increased vitellogenin titers as young adults. Scientific reports, 7(1),

14144.

Bernardes, R. C., Botina, L. L., Araujo, R. D. S., Guedes, R. N. C., Martins, G. F.,
& Lima, M. A. P. (2022). Artificial intelligence-aided meta-analysis of toxicological

assessment of agrochemicals in bees. Frontiers in Ecology and Evolution, 10.

75



Bertheloot, D., Latz, E., & Franklin, B. S. (2021). Necroptosis, pyroptosis and
apoptosis: an intricate game of cell death. Cellular & molecular immunology, 18(5),

1106-1121.

Bhadra, K. (2022). A mini review on molecules inducing caspase-independent cell

death: A new route to cancer therapy. Molecules, 27(19), 6401.

Blacquiere, T., Smagghe, G., Van Gestel, C. A., & Mommaerts, V. (2012).
Neonicotinoids in bees: a review on concentrations, side-effects and risk

assessment. Ecotoxicology, 21, 973-992.
Bogdanov, S. (2006). Contaminants of bee products. Apidologie, 37(1), 1-18.

Brandt, A., Gorenflo, A., Siede, R., Meixner, M., & Biichler, R. (2016). The
neonicotinoids  thiacloprid, imidacloprid, and clothianidin  affect the
immunocompetence of honey bees (Apis mellifera L.). Journal of insect
physiology, 86, 40-47.

Buja, L. M., Burton, K. P., Chien, K. R., & Willerson, J. T. (1988). Altered calcium
homeostasis and membrane integrity in myocardial cell injury. In Cellular Ca2+

Regulation (pp. 115-124). Boston, MA: Springer US.

Caccia, S., Casartelli, M., & Tettamanti, G. (2019). The amazing complexity of
insect midgut cells: types, peculiarities, and functions. Cell and Tissue research, 377,

505-525.

Calabrese, E. J., & Baldwin, L. A. (2001). Hormesis: U-shaped dose responses and
their centrality in toxicology. Trends in pharmacological sciences, 22(6), 285-291.

Calatayud-Vernich, P., Calatayud, F., Simo, E., & Pico, Y. (2018). Pesticide
residues in honey bees, pollen and Dbeeswax: Assessing beehive

exposure. Environmental Pollution, 241, 106-114.

Capella-Gutiérrez, S., Marcet-Houben, M., & Gabaldon, T. (2012). Phylogenomics
supports microsporidia as the earliest diverging clade of sequenced fungi. BMC
biology, 10, 1-14.

Carneiro, L. S., Martinez, L. C., De Oliveira, A. H., Cossolin, J. F. S., De Resende,
M. T. C. S., Gongalves, W. G., ... & Serrdo, J. E. (2022). Acute oral exposure to
imidacloprid induces apoptosis and autophagy in the midgut of honey bee Apis
mellifera workers. Science of the Total Environment, 8§15, 152847.

76



Carneiro, L. S., Santos, C. G., de Resende, M. T. C. S., de Souza, D. L. L., dos
Santos Souza, D., da Cruz Souza, A. M., ... & Serrdo, J. E. (2023). Effects of the
insecticide imidacloprid on the post-embryonic development of the honey bee Apis

mellifera (Hymenoptera: Apidae). Science of The Total Environment, 905, 167278.

Castro e Castro, B. M. D., Martinez, L. C., Plata-Rueda, A., Soares, M. A., Wilcken,
C. F., Zanuncio, A. J. V., ... & Serrdo, J. E. (2021). Exposure to chlorantraniliprole
reduces locomotion, respiration, and causes histological changes in the midgut of
velvetbean caterpillar Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:

Noctuidae). Chemosphere, 263, 128008.

Cao, W., Li, J., Yang, K., & Cao, D. (2021). An overview of autophagy:
Mechanism, regulation and research progress. Bulletin du cancer, 108(3), 304-322.

Chakrabarti, P., Carlson, E. A., Lucas, H. M., Melathopoulos, A. P., & Sagili, R. R.
(2020). Field rates of Sivanto™(flupyradifurone) and Transform®(sulfoxaflor)
increase oxidative stress and induce apoptosis in honey bees (Apis mellifera L.). Plos

one, 15(5), €0233033.

Chen, T. S., Wang, X. P., Sun, L., Wang, L. X., Xing, D., & Mok, M. (2008). Taxol
induces caspase-independent cytoplasmic vacuolization and cell death through
endoplasmic reticulum (ER) swelling in ASTC-a-1 cells. Cancer letters, 270(1),
164-172.

Chiarelli, R., Martino, C., Agnello, M., Bosco, L., & Roccheri, M. C. (2016).
Autophagy as a defense strategy against stress: focus on Paracentrotus lividus sea
urchin embryos exposed to cadmium. Cell Stress and Chaperones, 21(1), 19-27.

Collison, E., Hird, H., Cresswell, J., & Tyler, C. (2016). Interactive effects of
pesticide exposure and pathogen infection on bee health—a critical analysis. Biological

Reviews, 91(4), 1006-1019.

Cordova, D., Benner, E. A., Sacher, M. D., Rauh, J. J., Sopa, J. S., Lahm, G. P., ...
& Tao, Y. (2006). Anthranilic diamides: a new class of insecticides with a novel
mode of action, ryanodine receptor activation. Pesticide Biochemistry and
Physiology, 84(3), 196-214.

Cristofoletti, P. T., Ribeiro, A. F., & Terra, W. R. (2001). Apocrine secretion of
amylase and exocytosis of trypsin along the midgut of Tenebrio molitor

larvae. Journal of Insect Physiology, 47(2), 143-155.

77



Da Cruz-Landim, C., Serrao, J. E., & SilvaDeMoraes, R. L. M. (1996). Cytoplasmic

protrusions from digestive cells of bees. Cytobios, 95-104.

Da Cruz-Landim, C., & Costa-Leonardo, A. M. (1996). Ultrastructure of cell
renewal in the midgut of termites. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, 91(1),
129-130.da

da Cruz-Landim, C. (2009). Abelhas. Unesp.

Danforth, B. (2007). Bees. Current biology, 17(5), R156-R161.

Deehan, M., Lin, W., Blum, B., Emili, A., & Frydman, H. (2021). Intracellular
density of Wolbachia is mediated by host autophagy and the bacterial cytoplasmic

incompatibility gene cifB in a cell type-dependent manner in Drosophila

melanogaster. MBio, 12(1), €02205-20.

De Castro, M. B. A., Martinez, L. C., Cossolin, J. F. S., Serra, R. S., & Serrao, J. E.
(2020). Cytotoxic effects on the midgut, hypopharyngeal, glands and brain of Apis
mellifera honey bee workers exposed to chronic concentrations of

lambda-cyhalothrin. Chemosphere, 248, 126075.

DeGrandi-Hoffman, G., & Chen, Y. (2015). Nutrition, immunity and viral

infections in honey bees. Current Opinion in Insect Science, 10, 170-176.

Demarco, B., Chen, K. W., & Broz, P. (2020). Cross talk between intracellular
pathogens and cell death. Immunological reviews, 297(1), 174-193.

Denecke, S., Swevers, L., Douris, V., & Vontas, J. (2018). How do oral insecticidal
compounds cross the insect midgut epithelium?. Insect biochemistry and molecular
biology, 103, 22-35.

Desneux, N., Decourtye, A., & Delpuech, J. M. (2007). The sublethal effects of
pesticides on beneficial arthropods. Annu. Rev. Entomol., 52, 81-106.

Di Noi, A., Casini, S., Campani, T., Cai, G., & Caliani, I. (2021). Review on
sublethal effects of environmental contaminants in honey bees (Apis mellifera),

knowledge gaps and future perspectives. International Journal of Environmental

Research and Public Health, 18(4), 1863.

Di Pasquale, Garance et al. Influence of pollen nutrition on honey bee health: do

pollen quality and diversity matter?. PloS one, v. 8, n. 8, p. €72016, 2013.

Dinter, A., & Samel, A. (2015). Cyantraniliprole: pollinator profile of the novel

insecticides under laboratory, semi-field and field conditions.

78



Doeke, M. A., Frazier, M., & Grozinger, C. M. (2015). Overwintering honey bees:

biology and management. Current Opinion in Insect Science, 10, 185-193.

Doublet, V., Labarussias, M., de Miranda, J. R., Moritz, R. F., & Paxton, R. J.
(2015). Bees under stress: sublethal doses of a neonicotinoid pesticide and pathogens
interact to elevate honey bee mortality across the life cycle. Environmental

microbiology, 17(4), 969-983.

Dussaubat, C., Brunet, J. L., Higes, M., Colbourne, J. K., Lopez, J., Choi, J. H,, ... &
Alaux, C. (2012). Gut pathology and responses to the microsporidium Nosema
ceranae in the honey bee Apis mellifera. PloS one, 7(5), e37017.

Eiri, D. M., Suwannapong, G., Endler, M., & Nieh, J. C. (2015). Nosema ceranae
can infect honey bee larvae and reduces subsequent adult longevity. PLoS One, 10(5),

€0126330.

Elmore, S. (2007). Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicologic

pathology, 35(4), 495-516.

Espallardo, T. V., Mufioz, A., & Palau, J. L. (2012). Pesticide residues in the

atmosphere. Pesticides: evaluation of environmental pollution, 203-232.

Fairlie, W. D., Tran, S., & Lee, E. F. (2020). Crosstalk between apoptosis and
autophagy signaling pathways. [International review of cell and molecular
biology, 352, 115-158.

Fairbrother, A., Purdy, J., Anderson, T., Fell, R. 2014. Risks of neonicotinoid

insecticides to honeybees. Environmental Toxicology and Chemistry 33: 719-731.

Farder-Gomes, C. F., Fernandes, K. M., Bernardes, R. C., Bastos, D. S. S., Martins,
G. F., & Serrdo, J. E. (2021). Acute exposure to fipronil induces oxidative stress,
apoptosis and impairs epithelial homeostasis in the midgut of the stingless bee
Partamona helleri Friese (Hymenoptera: Apidae). Science of the Total
Environment, 774, 145679.

Fedorko, M. E., Hirsch, J. G., & Cohn, Z. A. (1968). Autophagic vacuoles produced
in vitro: I. Studies on cultured macrophages exposed to chloroquine. The Journal of
Cell Biology, 38(2), 377-391.

Ferreira, C., Bellinello, G. L., Ribeiro, A. F., & Terra, W. R. (1990). Digestive

enzymes associated with the glycocalyx, microvillar membranes and secretory

79



vesicles from midgut cells of Tenebrio molitor larvae. Insect Biochemistry, 20(8),
839-847.

Feyereisen, R. (2012). Insect CYP genes and P450 enzymes. In Insect molecular
biology and biochemistry (pp. 236-316). Academic Press.

Finney, D. J. (1947). The estimation from individual records of the relationship
between dose and quantal response. Biometrika, 34(3/4), 320-334.

Formato, G., Rivera-Gomis, J., Bubnic, J., Martin-Hernandez, R., Milito, M.,
Croppi, S., & Higes, M. (2022). Nosemosis prevention and control. Applied
Sciences, 12(2), 783.

Forsgren, E., & Fries, 1. (2010). Comparative virulence of Nosema ceranae and
Nosema apis in individual European honey bees. Veterinary parasitology, 170(3-4),

212-217.

Fowler, A. E., Irwin, R. E., & Adler, L. S. (2020). Parasite defense mechanisms in
bees: behavior, immunity, antimicrobials, and symbionts. Emerging Topics in Life
Sciences, 4(1), 59-76.

Fries, 1. (2010). Nosema ceranae in European honey bees (Apis mellifera). Journal

of invertebrate pathology, 103, S73-S79.

Fries, 1., Chauzat, M. P., Chen, Y. P., Doublet, V., Genersch, E., Gisder, S., ... &
Williams, G. R. (2013). Standard methods for Nosema research. Journal of
apicultural research, 52(1), 1-28.

Galon, L., Bragagnolo, L., Korf, E. P., Dos Santos, J. B., Barroso, G. M., & Ribeiro,
V. H. V. (2021). Mobility and environmental monitoring of pesticides in the
atmosphere—a review. Environmental Science and Pollution Research, 28(25),

32236-32255.

Gao, L., Qiao, H., Wei, P., Moussian, B., & Wang, Y. (2022). Xenobiotic responses
in insects. Archives of Insect Biochemistry and Physiology, 109(3), €21869.

Giannini, T.C.; Boff, S.; Cordeiro, G.D.; Cartolano Jr, E.A.; Veiga, E.AK,;
Imperatriz-Fonseca, V.L.; Saraiva , A.M. Crop pollinators in Brazil: a review of

reported interactions. Apidologie. 46, 209-223, 2015.

Gisder, S., Mockel, N., Linde, A., & Genersch, E. (2011). A cell culture model for

Nosema ceranae and Nosema apis allows new insights into the life cycle of these

80



important honey bee-pathogenic microsporidia. Environmental microbiology, 13(2),

404-413.

Gisder, S., Schiiler, V., Horchler, L. L., Groth, D., & Genersch, E. (2017).
Long-term temporal trends of Nosema spp. infection prevalence in Northeast
Germany: continuous spread of Nosema ceranae, an emerging pathogen of honey bees
(Apis mellifera), but no general replacement of Nosema apis. Frontiers in cellular

and infection microbiology, 7, 301.

Goblirsch, M. (2018). Nosema ceranac disease of the honey bee (Apis
mellifera). Apidologie, 49(1), 131-150.

Gomez-Virgilio, L., Silva-Lucero, M. D. C., Flores-Morelos, D. S., Gallardo-Nieto,
J., Lopez-Toledo, G., Abarca-Fernandez, A. M., ... & Cardenas-Aguayo, M. D. C.
(2022). Autophagy: a key regulator of homeostasis and disease: an overview of

molecular mechanisms and modulators. Cells, 11(15), 2262.

Gomes, D. S., Miranda, F. R., Fernandes, K. M., Farder-Gomes, C. F., Bastos, D. S.
S., Bernardes, R. C., & Serrdo, J. E. (2024). Acute exposure to fungicide fluazinam
induces cell death in the midgut, oxidative stress and alters behavior of the stingless
bee Partamona helleri (Hymenoptera: Apidae). Ecotoxicology and Environmental
Safety, 282, 116677.

Gong, Y., & Diao, Q. (2017). Current knowledge of detoxification mechanisms of
xenobiotic in honey bees. Ecotoxicology, 26(1), 1-12.

Goulson, D., Nicholls, E., Botias, C., & Rotheray, E. L. (2015). Bee declines driven
by  combined  stress from  parasites, pesticides, and lack  of

flowers. Science, 347(6229).

Grassl, J., Holt, S., Cremen, N., Peso, M., Hahne, D., & Baer, B. (2018). Synergistic
effects of pathogen and pesticide exposure on honey bee (Apis mellifera) survival and
immunity. Journal of invertebrate pathology, 159, 78-86.

Grella, T. C., Soares-Lima, H. M., Malaspina, O., & Nocelli, R. C. F. (2019).
Semi-quantitative analysis of morphological changes in bee tissues: A toxicological

approach. Chemosphere, 236, 124255.

Gregorc, A., & Ellis, J. D. (2011). Cell death localization in situ in laboratory reared
honey bee (Apis mellifera L.) larvae treated with pesticides. Pesticide biochemistry

and physiology, 99(2), 200-207.

81



Gregorc, A., Silva-Zacarin, E. C., Carvalho, S. M., Kramberger, D., Teixeira, E. W.,
& Malaspina, O. (2016). Effects of Nosema ceranae and thiametoxam in Apis
mellifera: A comparative study in Africanized and Carniolan honey

bees. Chemosphere, 147, 328-336.

Grupe, A. C., & Quandt, C. A. (2020). A growing pandemic: A review of Nosema
parasites in globally distributed domesticated and native bees. PLoS pathogens, 16(6),
e1008580.

Guimardes-Cestaro, L., Martins, M. F., Martinez, L. C., Alves, M. L. T. M. F.,
Guidugli-Lazzarini, K. R., Nocelli, R. C. F., ... & Teixeira, E. W. (2020). Occurrence
of virus, microsporidia, and pesticide residues in three species of stingless bees

(Apidae: Meliponini) in the field. The Science of Nature, 107, 1-14.

Gyrd-Hansen, M., & Meier, P. (2010). IAPs: from caspase inhibitors to modulators

of NF-«B, inflammation and cancer. Nature Reviews Cancer, 10(8), 561-574.

Hakim, R. S., Baldwin, K., & Smagghe, G. (2010). Regulation of midgut growth,
development, and metamorphosis. Annual review of entomology, 55(1), 593-608.

Harwood, G. P., & Dolezal, A. G. (2020). Pesticide—virus interactions in honey bees:
challenges and opportunities for understanding drivers of bee declines. Viruses, 12(5),
566.

He, X., Fu, Z., Li, M., Liu, H., Cai, S., Man, N., & Lu, X. (2015). Nosema
bombycis (Microsporidia) suppresses apoptosis in Bm N cells (Bombyx mori). Acta
Biochimica et Biophysica Sinica, 47(9), 696-702.

Hegedus, D. D., Toprak, U., & Erlandson, M. (2019). Peritrophic matrix
formation. Journal of Insect Physiology, 117, 103898.

Henry, M., Béguin, M., Requier, F., Rollin, O., Odoux, J.-F., Aupinel, P., Aptel, J.,
Tchamitchian, S., Decourtye, A., 2012. A common pesticide decreases foraging
success and survival in honey bees. Science 336, 348-350.

Higes, M., Martin, R., & Meana, A. (2006). Nosema ceranae, a new microsporidian
parasite in honeybees in Europe. Journal of invertebrate pathology, 92(2), 93-95.

Higes, M., Garcia-Palencia, P., Martin-Hernandez, R., & Meana, A. (2007).
Experimental infection of Apis mellifera honeybees with Nosema ceranae

(Microsporidia). Journal of invertebrate pathology, 94(3), 211-217.

82



Higes, M., Martin-Hernandez, R., & Meana, A. (2010). Nosema ceranae in Europe:
an emergent type C nosemosis. Apidologie, 41(3), 375-392.

Higes, M., Meana, A., Bartolomé, C., Botias, C., & Martin-Hernandez, R. (2013). N
osema ceranae (Microsporidia), a controversial 2Ist century honey bee

pathogen. Environmental microbiology reports, 5(1), 17-29.

Huang, Q., Wu, Z. H., Li, W. F., Guo, R., Xu, J. S., Dang, X. Q., ... & Evans, J. D.
(2021). Genome and evolutionary analysis of Nosema ceranae: A microsporidian

parasite of honey bees. Frontiers in Microbiology, 12, 645353.

Ismail, Mohd Mansor, and Wan Iryani Wan Ismail. "Development of stingless
beekeeping projects in Malaysia." E3S Web of Conferences. Vol. 52. EDP Sciences,
2018.

Johnson, Reed M. et al. Pesticides and honey bee toxicity—USA. Apidologie, v. 41,
n. 3, p. 312-331, 2010.

Johnson, R. M. (2015). Honey bee toxicology. Annual review of entomology, 60(1),
415-434.

Kearns, Carol Ann; Inouye, David William. Pollinators, flowering plants, and

conservation biology. Bioscience, v. 47, n. 5, p. 297-307, 1997.

Keeling, P. (2009). Five questions about microsporidia. PLoS pathogens, 5(9),
¢1000489.

Kim, J., Chon, K., Kim, B. S., Oh, J. A., Yoon, C. Y., & Park, H. H. (2022).
Assessment of acute and chronic toxicity of cyantraniliprole and sulfoxaflor on honey

bee (Apis mellifera) larvae. Pest Management Science, 78(12), 5402-5412.

Klee, J., Besana, A. M., Genersch, E., Gisder, S., Nanetti, A., Tam, D. Q., ... &
Paxton, R. J. (2007). Widespread dispersal of the microsporidian Nosema ceranae, an
emergent pathogen of the western honey bee, Apis mellifera. Journal of invertebrate
pathology, 96(1), 1-10.

Kurze, C., Le Conte, Y., Dussaubat, C., Erler, S., Kryger, P., Lewkowski, O., ... &
Moritz, R. F. (2015). Nosema tolerant honeybees (Apis mellifera) escape parasitic
manipulation of apoptosis. PLoS One, 10(10), e0140174.

83



Kurze, C., Mayack, C., Hirche, F., Stangl, G. 1., Le Conte, Y., Kryger, P., & Moritz,
R. F. (2016). Nosema spp. infections cause no energetic stress in tolerant

honeybees. Parasitology Research, 115,2381-2388.

Kurze, C., Le Conte, Y., Kryger, P., Lewkowski, O., Miiller, T., & Moritz, R. F.
(2018). Infection dynamics of Nosema ceranae in honey bee midgut and host cell

apoptosis. Journal of invertebrate pathology, 154, 1-4.

Lahm, G. P., Selby, T. P., Freudenberger, J. H., Stevenson, T. M., Myers, B. J.,
Seburyamo, G., ... & Cordova, D. (2005). Insecticidal anthranilic diamides: a new
class of potent ryanodine receptor activators. Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters, 15(22), 4898-4906.

Lee, K. V., Steinhauer, N., Rennich, K., Wilson, M. E., Tarpy, D. R., Caron, D.
M., ... & Pettis, J. (2015). A national survey of managed honey bee 2013-2014 annual
colony losses in the USA. Apidologie, 46(3), 292-305.

Lieberthal, W., & Levine, J. S. (1996). Mechanisms of apoptosis and its potential
role in renal tubular epithelial cell injury. American Journal of Physiology-Renal
Physiology, 271(3), F477-F488.

Lim, D., Dematteis, G., Tapella, L., Genazzani, A. A., Cali, T., Brini, M., &
Verkhratsky, A. (2021). Ca2+ handling at the mitochondria-ER contact sites in
neurodegeneration. Cell Calcium, 98, 102453.

Liu, Y., & Levine, B. (2015). Autosis and autophagic cell death: the dark side of
autophagy. Cell Death & Differentiation, 22(3), 367-376.

Liu, B., Oltvai, Z. N., Bayir, H., Silverman, G. A., Pak, S. C., Perlmutter, D. H., &
Bahar, 1. (2017). Quantitative assessment of cell fate decision between autophagy and
apoptosis. Scientific reports, 7(1), 17605.

Liu, Y., Zhang, S., Wang, W., Tang, S., Zhu, Y., Wang, M., ... & Lu, H. (2023).
Swainsonine-induced vacuolar degeneration is regulated by mTOR-mediated

autophagy in HT22 cells. Toxicology Letters, 373, 41-52.

Liu, X., Cooper, A. M., Zhang, J., & Zhu, K. Y. (2019). Biosynthesis, modifications
and degradation of chitin in the formation and turnover of peritrophic matrix in

insects. Journal of insect physiology, 114, 109-115.

Lockshin, R. A., & Zakeri, Z. (2004). Caspase-independent cell
death?. Oncogene, 23(16), 2766-2773.

84



Lourengo, A. P., Guidugli-Lazzarini, K. R., de Freitas, N. H., Message, D., Bitondi,
M. M., Simdes, Z. L., & Teixeira, E. W. (2021). Immunity and physiological changes
in adult honey bees (Apis mellifera) infected with Nosema ceranae: The natural

colony environment. Journal of Insect Physiology, 131, 104237.

Lu, K., Song, Y., & Zeng, R. (2021). The role of cytochrome P450-mediated
detoxification in insect adaptation to xenobiotics. Current Opinion in Insect

Science, 43, 103-107.

Lu, Q., Xu, S., Hao, Z., Li, Y., Huang, Y., Ying, S., ... & Wang, H. (2023).
Dinotefuran exposure induces autophagy and apoptosis through oxidative stress in
Bombyx mori. Journal of Hazardous Materials, 458, 131997.

Lundin, Ola et al. Neonicotinoid insecticides and their impacts on bees: a systematic

review of research approaches and identification of knowledge gaps. PLoS One, v. 10,

n. 8, p. €0136928, 2015.

Madeo, F., Carmona-Gutierrez, D., Ring, J., Biittner, S., Eisenberg, T., & Kroemer,
G. (2009). Caspase-dependent and caspase-independent cell death pathways in
yeast. Biochemical and Biophysical Research Communications, 382(2), 227-231.

Malaspina, O., & da Silva-Zacarin, E. C. M. (2006). Cell markers for
ecotoxicological studies in target organs of bees. Journal of Morphological
Sciences, 23(3), 0-0.

Malci, A., Lin, X., Sandoval, R., Gundelfinger, E. D., Naumann, M., Seidenbecher,
C. 1, & Herrera-Molina, R. (2022). Ca2+ signaling in postsynaptic neurons:
Neuroplastin-65 regulates the interplay between plasma membrane Ca2+ ATPases
and ionotropic glutamate receptors. Cell Calcium, 106, 102623.

Marin-Garcia, P. J., Peyre, Y., Ahuir-Baraja, A. E., Garijo, M. M., & Llobat, L.
(2022). The role of Nosema ceranae (Microsporidia: Nosematidae) in honey bee
colony losses and current insights on treatment. Veterinary Sciences, 9(3), 130.

Martin-Hernandez, R., Higes, M., Sagastume, S., Juarranz, A., Dias-Almeida, J.,
Budge, G. E., ... & Boonham, N. (2017). Microsporidia infection impacts the host
cell's cycle and reduces host cell apoptosis. PLoS One, 12(2), ¢0170183.

Martin-Hernéndez, R., Bartolomé, C., Chejanovsky, N., Le Conte, Y., Dalmon, A.,
Dussaubat, C., ... & Higes, M. (2018). Nosema ceranae in Apis mellifera: a 12 years
postdetection perspective. Environmental microbiology, 20(4), 1302-1329.

85



Martinez, L. C., Plata-Rueda, A., da Silva Neves, G., Gongalves, W. G., Zanuncio, J.
C., Bozdogan, H., & Serrdo, J. E. (2018). Permethrin induces histological and
cytological changes in the midgut of the predatory bug, Podisus
nigrispinus. Chemosphere, 212, 629-637.

Mayack, C., & Naug, D. (2009). Energetic stress in the honeybee Apis mellifera

from Nosema ceranae infection. Journal of invertebrate pathology, 100(3), 185-188.

Mayer, L., Degrendele, C., Senk, P., Kohoutek, J., Ptibylova, P., Kukucka, P., ... &
Lammel, G. (2024). Widespread pesticide distribution in the European atmosphere
questions their degradability in air. Environmental science & technology, 58(7),

3342-3352.

McGregor, Samuel Emmett et al. Insect pollination of cultivated crop plants.
Washington, DC: Agricultural Research Service, US Department of Agriculture,
1976.

McGowan, J., De la Mora, A., Goodwin, P. H., Habash, M., Hamiduzzaman, M. M.,
Kelly, P. G., & Guzman-Novoa, E. (2016). Viability and infectivity of fresh and

cryopreserved Nosema ceranae spores. Journal of microbiological methods, 131,

16-22.

Meeus, I., Pisman, M., Smagghe, G., & Piot, N. (2018). Interaction effects of
different drivers of wild bee decline and their influence on host—pathogen

dynamics. Current opinion in insect science, 26, 136-141.

Moore, M. N. (2008). Autophagy as a second level protective process in conferring

resistance to environmentally-induced oxidative stress. Autophagy, 4(2), 254-256. (b)

Motta, J. V. D. O., Carneiro, L. S., Martinez, L. C., Bastos, D. S. S., Resende, M. T.
C. S., Castro, B. M. C., ... & Serrdo, J. E. (2023). Midgut cell damage and oxidative
stress in Partamona helleri (Hymenoptera: Apidae) workers caused by the insecticide

lambda-cyhalothrin. Antioxidants, 12(8), 1510.

Motta, J. V., Gomes, D. S., da Silva, L. L., de Oliveira, M. S., Bastos, D. S. S.,
Resende, M. T. C. S., ... & Serrdo, J. E. (2024). Effects of sublethal concentration of
thiamethoxam formulation on the wild stingless bee, Partamona helleri Friese
(Hymenoptera: Apidae): Histopathology, oxidative stress and behavioral
changes. Science of The Total Environment, 957, 177626.

86



Moore, M. N., Allen, J. L., & Somerfield, P. J. (2006). Autophagy: role in surviving

environmental stress. Marine Environmental Research, 62, S420-S425.

Morio, B., Panthu, B., Bassot, A., & Rieusset, J. (2021). Role of mitochondria in
liver metabolic health and diseases. Cell Calcium, 94, 102336.

Morishita, H., & Mizushima, N. (2019). Diverse cellular roles of autophagy. Annu
Rev Cell Dev Biol, 35(1), 453-475.

Mundy-Heisz, K. A., Prosser, R. S., & Raine, N. E. (2022). Acute oral toxicity and
risks of four classes of systemic insecticide to the Common Eastern Bumblebee

(Bombus impatiens). Chemosphere, 295, 133771.

Nasuti, C., Cantalamessa, F., Falcioni, G., & Gabbianelli, R. (2003). Different
effects of Type I and Type II pyrethroids on erythrocyte plasma membrane properties
and enzymatic activity in rats. Toxicology, 191(2-3), 233-244.

Nauen, R., Slater, R., Sparks, T. C., Elbert, A., & Mccaffery, A. (2019). IRAC:
insecticide resistance and mode-of-action classification of insecticides. Modern crop

protection compounds, 3, 995-1012.

Nazzi, F., Brown, S.P., Annoscia, D., Del Piccolo, F., Di Prisco, G., et al., (2012).
Synergistic parasite-pathogen interactions mediated by host immunity can drive the

collapse of honeybee colonies. PLoS Pathogens 8(6), 1-16.

Ndozangue-Touriguine, O., Hamelin, J., & Bréard, J. (2008). Cytoskeleton and
apoptosis. Biochemical pharmacology, 76(1), 11-18.

OECD - Organization for Economic Cooperation and Development, 1998. Test No.
213.

Oliveira, A. H., Souza, A. M. D. C., de Resende, M. T. C. S., Carneiro, L. S., de
Oliveira, J. F., Serra, R. S., & Serrdo, J. E. (2023). The peritrophic matrix delays
Nosema ceranae infection in the honey bee Apis mellifera midgut. Physiological
Entomology, 48(2-3), 61-67.

Oliveira, M. S. D., Pereira, G. D. S., Martinez, L. C., Reis, A. B., Resende, M. T. C.
S. D, Silva, L. L. D, ... & Serrdo, J. E. (2024). Effects of chronic oral exposure to
insecticide teflubenzuron on the midgut of the honey bee Apis mellifera workers:
histopathological insights into pesticide toxicity. Environmental Science and

Pollution Research, 1-12.

87



Ollerton, Jeff; Winfree, Rachael; Tarrant, Sam. How many flowering plants are

pollinated by animals?. Oikos, v. 120, n. 3, p. 321-326, 2011.

Panek, J., Paris, L., Roriz, D., Mone, A., Dubuffet, A., Delbac, F., ... & El Alaoui, H.
(2018). Impact of the microsporidian Nosema ceranae on the gut epithelium renewal

of the honeybee, Apis mellifera. Journal of invertebrate pathology, 159, 121-128.

Paris, L., El Alaoui, H., Delbac, F., & Diogon, M. (2018). Effects of the gut parasite
Nosema ceranae on honey bee physiology and behavior. Current opinion in insect

science, 26, 149-154.

Patel, S., & Docampo, R. (2010). Acidic calcium stores open for business:
expanding the potential for intracellular Ca2+ signaling. Trends in cell biology, 20(5),
277-286.

Peng, Y. C., & Yang, E. C. (2016). Sublethal dosage of imidacloprid reduces the
microglomerular density of honey bee mushroom bodies. Scientific Reports, 6(1),

1-13.

Pettis, J. S., Johnson, J., & Dively, G. (2012). Pesticide exposure in honey bees
results in increased levels of the gut pathogen Nosema. Naturwissenschaften, 99(2),

153-158.

Pires, C.S.S., Pereira, F.M., Lopes, M.T.R., Noceli, R.C.F., Malaspina, O., Petis,
J.S., Teixeira, E.W. 2016. Enfraquecimento e perda de col6nias no Brasil: ha casos de

CCD? Pesquisa Agropecuaria Brasileira 51: 422-442.

Priyadarshini Chakrabarti, P. C., Santanu Rana, S. R., Sreejata Bandopadhyay, S. B.,
Naik, D. G., Sagartirtha Sarkar, S. S., & Parthiba Basu, P. B. (2015). Field
populations of native Indian honey bees from pesticide intensive agricultural

landscape show signs of impaired olfaction.

Potts, S. G., Imperatriz Fonseca, V., Ngo, H. T., Biesmeijer, J. C., Breeze, T. D.,
Dicks, L., ... & Viana, B. F. (2016). Summary for policymakers of the assessment
report of the Intergovernmental Science-Policy Platform on Biodiversity and

Ecosystem Services on pollinators, pollination and food production.

Rand, E. E. D., Smit, S., Beukes, M., Apostolides, Z., Pirk, C. W., & Nicolson, S.
W. (2015). Detoxification mechanisms of honey bees (Apis mellifera) resulting in

tolerance of dietary nicotine. Scientific reports, 5(1), 11779.

88



Retschnig, G., Williams, G. R., Odemer, R., Boltin, J., Di Poto, C., Mehmann, M.
M., ... & Neumann, P. (2015). Effects, but no interactions, of ubiquitous pesticide and
parasite stressors on honey bee (A pis mellifera) lifespan and behaviour in a colony

environment. Environmental Microbiology, 17(11), 4322-4331.

Ricketts, Taylor H. et al. Landscape effects on crop pollination services: are the

regeneral patterns?. Ecology letters, v. 11, n. 5, p. 499-515, 2008.

Ritter, W. F. (1990). Pesticide contamination of ground water in the United States-A
review. Journal of Environmental Science & Health Part B, 25(1), 1-29.

Rosenberg, P. (2022). VDAC2 as a novel target for heart failure: Ca2+ at the

sarcomere, mitochondria and SR. Cell calcium, 104, 102586.

Rost-Roszkowska, M. M. (2008). Ultrastructural changes in the midgut epithelium
of Acheta domesticus (Orthoptera: Gryllidae) during degeneration and
regeneration. Annals of the Entomological Society of America, 101(1), 151-158.

Sanchez-Bayo, F., Goulson, D., Pennacchio, F., Nazzi, F., Goka, K., & Desneux, N.
(2016). Are bee diseases linked to pesticides?—A brief review. Environment

international, 89, 7-11.

Sanchez-Vazquez, V. H., Martinez-Martinez, E., Gallegos-Gomez, M. L., Arias, J.
M., Pallafacchina, G., Rizzuto, R., & Guerrero-Hernandez, A. (2023). Heterogeneity
of the endoplasmic reticulum Ca2+ store determines colocalization with

mitochondria. Cell Calcium, 109, 102688.

Sankhla, M. S., Kumari, M., Sharma, K., Kushwah, R. S., & Kumar, R. (2018).
Water contamination through pesticide & their toxic effect on human

health. International journal for research in applied science and engineering

technology, 6(1), 967-970.

Santos-Junior, V. C., Martinez, L. C., Plata-Rueda, A., Bozdogan, H., Zanuncio, J.
C., & Serrao, J. E. (2019). Exposure to spinosad induces histopathological and
cytotoxic effects on the salivary complex of the non-target predator Podisus

nigrispinus. Chemosphere, 225, 688-695.

Sattler, C., Kichele, H., & Verch, G. (2007). Assessing the intensity of pesticide use

in agriculture. Agriculture, ecosystems & environment, 119(3-4), 299-304.

89



Seitz, N., Traynor, K. S., Steinhauer, N., Rennich, K., Wilson, M. E., Ellis, J. D., ...
& vanEngelsdorp, D. (2022). A national survey of managed honey bee 2014-2015
annual colony losses in the USA. Journal of Apicultural Research, 54(4), 292-304.

Serra, R. S., Cossolin, J. F. S., de Resende, M. T. C. S., de Castro, M. A., Oliveira,
A. H., Martinez, L. C., & Serrdo, J. E. (2021). Spiromesifen induces histopathological
and cytotoxic changes in the midgut of the honeybee Apis mellifera (Hymenoptera:

Apidae). Chemosphere, 270, 129439.

Serrdo, J. E., Plata-Rueda, A., Martinez, L. C., & Zanuncio, J. C. (2022).
Side-effects of pesticides on non-target insects in agriculture: A mini-review. The

Science of Nature, 109(2), 17.

Sinpoo, C., Paxton, R. J., Disayathanoowat, T., Krongdang, S., & Chantawannakul,
P. (2018). Impact of Nosema ceranae and Nosema apis on individual worker bees of
the two host species (Apis cerana and Apis mellifera) and regulation of host immune

response. Journal of insect physiology, 105, 1-8.

Shubin, A. V., Demidyuk, I. V., Komissarov, A. A., Rafieva, L. M., & Kostrov, S.
V. (2016). Cytoplasmic vacuolization in cell death and survival. Oncotarget, 7(34),
55863

Smagghe, G., & Tirry, L. (2001). Insect midgut as a site for insecticide
detoxification and resistance. In Biochemical sites of insecticide action and

resistance (pp. 293-321). Berlin, Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg.

Soderlund, D. M., & Bloomquist, J. R. (1989). Neurotoxic actions of pyrethroid

insecticides. Annual review of entomology, 34(1), 77-96.

Sorice, M. (2022). Crosstalk of autophagy and apoptosis. Cells, 11(9), 1479.
Stanley, D. A., Garratt, M. P., Wickens, J. B., Wickens, V. J., Potts, S. G., & Raine,
N. E. (2015). Neonicotinoid pesticide exposure impairs crop pollination services

provided by bumblebees. Nature, 528(7583), 548-550.

Stiber, J. A., & Rosenberg, P. B. (2011). The role of store-operated calcium influx
in skeletal muscle signaling. Cell Calcium, 49(5), 341-349.

Stefanini, M., Martino, C. D., & Zamboni, L. (1967). Fixation of ejaculated
spermatozoa for electron microscopy. Nature, 216(5111), 173-174.

Sun, G. (2024, March). Death and survival from executioner caspase activation.

In Seminars in Cell & Developmental Biology (Vol. 156, pp. 66-73). Academic Press.

90



Tadei, R., Menezes-Oliveira, V. B., & Silva-Zacarin, E. C. (2020). Silent effect of
the fungicide pyraclostrobin on the larval exposure of the non-target organism
Africanized Apis mellifera and its interaction with the pathogen Nosema ceranae in

adulthood. Environmental Pollution, 267, 115622.

Tarek, H., Hamiduzzaman, M. M., Morfin, N., & Guzman-Novoa, E. (2018).
Sub-lethal doses of neonicotinoid and carbamate insecticides reduce the lifespan and
alter the expression of immune health and detoxification related genes of honey bees
(Apis mellifera).

T O’Neal, S., Anderson, T. D., & Wu-Smart, J. Y. (2018). Interactions between

pesticides and pathogen susceptibility in honey bees. Current opinion in insect

science, 26, 57-62.

Tokarev, Y. S., Huang, W. F., Solter, L. F., Malysh, J. M., Becnel, J. J., &
Vossbrinck, C. R. (2020). A formal redefinition of the genera Nosema and
Vairimorpha (Microsporidia: Nosematidae) and reassignment of species based on

molecular phylogenetics. Journal of invertebrate pathology, 169, 107279.

VanEngelsdorp, D., Evans, J. D., Saegerman, C., Mullin, C., Haubruge, E., Nguyen,
B. K., ... & Underwood, R. (2009). Colony collapse disorder: a descriptive study.
PloS one, 4(8), e6481-e6481.

Vapa-Tankosi¢, J., Miler-Jerkovi¢, V., Jeremié, D., Stanojevi¢, S., & Radovi¢, G.
(2020) "Investment in Research and Development and New Technological Adoption

for the Sustainable Beekeeping Sector." Sustainability 12.14 (2020): 5825.

Vidau, C., Diogon, M., Aufauvre, J., Fontbonne, R., Vigues, B., Brunet, J. L., ... &
Delbac, F. (2011). Exposure to sublethal doses of fipronil and thiacloprid highly

increases mortality of honeybees previously infected by Nosema ceranae. PloS

one, 6(6), €21550.

Yamamoto, H., Zhang, S., & Mizushima, N. (2023). Autophagy genes in biology
and disease. Nature Reviews Genetics, 24(6), 382-400.

Wang, W., Su, Y., Qi, R, Li, H., Jiang, H., Li, F., ... & Sun, H. (2024). Indoxacarb
triggers autophagy and apoptosis through ROS accumulation mediated by oxidative
phosphorylation in the midgut of Bombyx mori. Pesticide Biochemistry and
Physiology, 200, 105812.

91



Williams, C. S. (1995). Conserving Europe's bees: why all the buzz?. Trends in
Ecology & Evolution, 10(8), 309-310.

Williams, G. R., Alaux, C., Costa, C., Csaki, T., Doublet, V., Eisenhardt, D., ... &
Brodschneider, R. (2013). Standard methods for maintaining adult Apis mellifera in

cages under in vitro laboratory conditions. Journal of Apicultural Research, 52(1),
1-36.
Wolff, Luis Fernando, and JoAO Carlos Costa Gomes. "Beekeeping and

agroecological systems for endogenous sustainable development." Agroecology and

Sustainable Food Systems 39.4 (2015): 416-435.

Woodcock, Ben A. et al. Impacts of neonicotinoid use on long-term population

changes in wild bees in England. Nature Communications, v. 7, p. 12459, 2016.

Woyciechowski, M. & Moron, D. Life expectancy and onset of foraging in the
honeybee (Apis mellifera)

Zheng, X., Wang, X., Yang, J., Peng, W., & Zhao, Y. (2024). Parasite-insecticide
interactions: The impact of Nosema ceranae and fenpyroximate on honeybees (Apis

mellifera). Journal of Asia-Pacific Entomology, 27(1), 102198.

Zhu, Y.C., Adamczyk, J., Rinderer, T., Yao, J., Danka, R.G., Luttrell, R., Gore, J.,
(2015). Spray toxicity and risk potential of 42 commonly used formulations of row

crop pesticides to adult honey bees (Hymenoptera: Apidae). Journal of Economic

Entomology 108, 2640-2647.

92



Anexo A:

Figura Al: Imagem de controle negativo da técnica de imunomarcagdo indireta para
caspase-3 clivada em montagem total da regido anterior do intestino médio de
operarias de Apis mellifera mostrando auséncia de imunomarcagdes positivas. A:
montagem com DAPI e GFP. B: DAPI. C: GFP. Nao houve diferenga entre as

porc¢des do intestino médio e entre os tratamentos. Barra de escala: 150 pm.
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Anexo B:

94



Figura B1: Histologia da porcdo anterior do intestino médio de operarias de Apis
mellifera africanizada mostrando os pardmetros histopatoldgicos epiteliais avaliados e
a infeccdo por Nosema ceranae (seta). A-B: grupo experimental controle. C-D: grupo
experimental infectado com Nosema. E-F: grupo experimental exposto a concentragao
CLso/10 do inseticida. G-H: grupo experimental infectado com patdgeno e exposto a
CLso10 do inseticida. Cabega de seta: eliminacdo celular. fc: fragmento celular. v:
vacuolizacdo. n: nicleo. ep: epitélio. b: borda estriada. m: musculo. L: lumen. Barra

imagens A,C,E,G: 20 um. Barra imagens B,D,F,H: 10 pm.
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Figura B2: Histologia da por¢dao medial do intestino médio de operérias de Apis
mellifera africanizada mostrando os pardmetros histopatoldgicos epiteliais avaliados e
a infeccdo por Nosema ceranae (seta). A-B: grupo experimental controle. C-D: grupo
experimental infectado com Nosema. E-F: grupo experimental exposto a concentragao
CLso/10 do inseticida. G-H: grupo experimental infectado com patdgeno e exposto a
CLso10 do inseticida . Cabega de seta: eliminagdo celular. fc: fragmento celular. v:
vacuolizagdo. n: nucleo. ep: epitélio. b: borda estriada. m: musculo. L: limen. Barra

imagens A,C,E,G: 20 um. Barra imagens B,D,F,H: 10 um.
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Figura B3: Histologia da por¢ao posterior do intestino médio de operarias de Apis

mellifera africanizada mostrando os parametros histopatologicos epiteliais avaliados e
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a infeccdo por Nosema ceranae (seta). A-B: grupo experimental controle. C-D: grupo
experimental infectado com Nosema. E-F: grupo experimental exposto a concentracao
CLso/10 do inseticida. G-H: grupo experimental infectado com patdgeno e exposto a
CLso/10 do inseticida. Cabeca de seta: eliminacgdo celular. fc: fragmento celular. v:
vacuolizacdo. n: ntcleo. ep: epitélio. b: borda estriada. m: musculo. L: lamen. Barra

imagens A,C,E,G: 20 um. Barra imagens B,D,F,H: 10 pm.

99



