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ZAGO, Rebeca Natal. Avaliagao de biomarcadores bioquimicos de operarias
campeiras da espécie Scaptotrigona depilis (Apidae, Meliponini) expostas ao
geraniol e nanogeraniol. 2025. 35 fls. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduagao
em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2025.

RESUMO

As abelhas-sem-ferrdo (Apidae, Meliponini) sédo polinizadoras essenciais nos
ecossistemas naturais e agricolas. Como outros grupos de abelhas, suas populagdes
estdo sob inumeras ameacas antropicas. Dentre as principais delas, estdo os
pesticidas quimicos sintéticos. Na agricultura, novas alternativas sustentaveis surgem,
como os biopesticidas naturais e formulagcdes nanoencapsuladas, buscando otimizar
seu sistema de entrega. O presente estudo avaliou os efeitos do geraniol (GER) e do
nanogeraniol (NANO) sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) em
operarias campeiras da abelha-sem-ferrao Scaptotrigona depilis, através da analise
de tecidos da cabeca e térax. As abelhas coletadas foram submetidas, oralmente, a
doses subletais dos contaminantes, e os possiveis efeitos na atividade da AChE nos
grupos expostos ao geraniol ou nanogeraniol foram mensurados por meio de
espectrometria apds os intervalos de 24 h e 72 h. Os resultados revelaram um efeito
téxico inicial no térax, com inibigdo significativa da AChE em ambos os grupos. No
entanto, apés 72 h, o grupo do composto nanoencapsulado exibiu
uma reversao notavel, com atividade enzimatica significativamente superior a dos
demais. Esse padrdo sugere uma recuperagao ou supercompensagao enzimatica,
indicando a viabilidade da ativacdo de um mecanismo adaptativo. Conclui-se que a
formulacdo nanoencapsulada, ao permitir uma entrega gradual do principio ativo,
mostrou-se menos impactante a médio prazo, permitindo a recuperacao fisioldgica
das abelhas. Dessa forma, os biopesticidas combinados com a nanotecnologia trazem
um duplo beneficio para as culturas agricolas: mantém o potencial de controle de
pragas enquanto reduzem os impactos sobre polinizadores essenciais, representando
uma ferramenta promissora para agricultura sustentavel.

Palavras-chave: Abelhas-sem-ferrao. Ecotoxicologia. Acetilcolinesterase.

Nanotecnologia.



ZAGO, Rebeca Natal. Assessment of biochemical biomarkers in forager bees
Scaptotrigona depilis (Apidae, Meliponini) exposed to geraniol and
nanogeraniol. 2025. 35 pgs. Final Dissertation (Biological Sciences Undergraduation)
— Londrina State University. Londrina. 2025.

ABSTRACT

Stingless bees (Apidae, Meliponini) are essential pollinators in natural and agricultural
ecosystems. Like other bee groups, their populations face numerous anthropogenic
threats. Among the main threats are synthetic chemical pesticides. In agriculture, new
sustainable alternatives are emerging, such as natural biopesticides and
nanoencapsulated formulations, aiming to optimize their delivery system. This study
evaluated the effects of geraniol (GER) and nanogeraniol (NANO) on the activity of the
enzyme acetylcholinesterase (AChE) in forager workers of the stingless
bee Scaptotrigona depilis, through the analysis of head and thorax tissues. The
collected bees were orally administered sublethal doses of the contaminants, and the
potential effects on AChE activity in groups exposed to geraniol or nanogeraniol were
measured using spectrometry after intervals of 24 h and 72 h. The results revealed an
initial toxic effect in the thorax, with significant inhibition of AChE in both groups.
However, after 72 h, the nanoencapsulated compound group exhibited a notable
reversal, with enzymatic activity significantly higher than the others. This pattern
suggests enzymatic recovery or supercompensation, indicating the feasibility of
activating an adaptive mechanism. It is concluded that the nanoencapsulated
formulation, by allowing a gradual release of the active ingredient, proved to be less
impactful in the medium term, enabling the physiological recovery of the bees. Thus,
biopesticides combined with nanotechnology offer a dual benefit for agricultural crops:
they maintain pest control potential while reducing impacts on essential pollinators,
representing a promising tool for sustainable agriculture.

Keywords: Stingless bees. Ecotoxicology. Acetylcholinesterase. Nanotechnology.
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1. INTRODUGAO

Com cerca de 20.900 espécies catalogadas atualmente (Ascher e
Pickering, 2024), as abelhas desempenham um processo fundamental para a saude
e manutencgao dos ecossistemas: a polinizagdo. As abelhas dependem de produtos
das angiospermas para sua alimentacdo e durante suas atividades de forrageio
desempenham o trabalho de polinizar (Pollinators Fact Sheet, 2012). Esse trabalho
permite as plantas com flores, também conhecidas como angiospermas, a capacidade
de transferir suas células reprodutivas entre outras plantas da mesma espécie. Em
regides tropicais, como é o caso do Brasil, cerca de 94% das plantas sao polinizadas
por animais (Ollerton; Winfree; Tarrant, 2011).

Ainda segundo Potts et al. (2016), esses insetos polinizadores estao
ligados ao bem-estar ndo apenas dos ecossistemas, mas também da vida humana,
pois sdo importantes para as produg¢des agricolas que garantem a seguranga
alimentar. De acordo com McGregor (1976), levando em consideragdo o consumo
total de alimentos de origem animal e vegetal pela populagdo mundial, cerca de 1/3
da dieta humana é dependente do processo de polinizagdo. Além disso, esse
processo esta também ligado a qualidade e a eficiéncia das plantagdes.

Mesmo que a polinizagdo seja essencial para manutencdo da
biodiversidade e da vida humana, Potts et al. (2010) evidencia um declinio no numero
de polinizadores e, consequentemente, na diversidade das plantas que dependem

desse servigo. Além do impacto ambiental, segundo Smith et al. (2015), a perda dos



polinizadores pode resultar no aumento de quadros de deficiéncia de vitamina A e
anemia, além do aumento de mortes por doengas relacionadas a ma nutrigao.

Dentre os principais motivos para o declinio das abelhas em todo o
mundo, podemos citar diversas atividades antrdpicas, a perda de habitats naturais
para conversdo da terra em areas agricolas, e o uso intensivo de pesticidas na
agricultura, que pode levar a contaminagao de uma das principais fontes de alimentos
das abelhas: o pdlen. Ao contrario das abelhas meliferas, que ingerem pdlen
processado, as abelhas-sem-ferrao tém uma dieta fundamentada em pdélen em seu
estado menos processado, elevando sua vulnerabilidade a contaminagao. Esse fator
€ agravado pela sua estratégia de nidificacdo, que frequentemente ocorre no solo ou
envolve a coleta de materiais terrosos para a constru¢éo dos ninhos, estabelecendo
uma via de contaminagao direta (Cham et al., 2019).

Nesse contexto, passaram a ser investigados os biopesticidas de
origem natural, como o geraniol, oriundo de 6leos essenciais, e a estratégia de seu
nanoencapsulamento, buscando otimizar as aplicagcbes. Os compostos
nanoencapsulados possuem um processo de entrega mais eficaz, diminuindo o
numero de aplicagdes, o efeito sobre organismos nao-alvo e podem ser
biodegradaveis (Kah, 2018), sendo considerados uma alternativa sustentavel para o
uso dos defensivos bioldgicos.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do
geraniol — em sua forma livre e nanoencapsulada — sobre abelhas Scaptotrigona
depilis Moure, 1942. Para isso, foi realizado um bioensaio que utilizou a atividade da
enzima acetilcolinesterase como biomarcador de toxicidade deste composto nos

organismos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 As abelhas-sem-ferrao

As abelhas-sem-ferrdo fazem parte da tribo Meliponini, considerado o
maior e mais diverso grupo de abelhas que possuem corbicula, uma estrutura concava
no ultimo par de pernas utilizada para armazenamento de pélen e demais produtos
coletados em campo. Esses meliponineos vivem, majoritariamente em regides
tropicais e subtropicais do planeta (Gruter, 2020). De acordo com Menezes et al.
(2023), as abelhas-sem-ferrao se destacam por conta de seu ferrao nao funcional e
aspectos relacionados aos seus ninhos, como os lugares que escolhem para
nidificacao, tendo preferéncias por cavidades preexistentes.

Nas areas onde vivem, as abelhas-sem-ferrdo proporcionam, além da
produgao do mel, a polinizagdo das espécies nativas, como é o caso da maioria das
espécies de arvores das florestas tropicais, que dependem da polinizagcado destes

animais (Michener, 2007).

2.2 A polinizagao

A polinizacao € um tipo de relacdo mutualistica. As plantas com flores
disponibilizam diversos recursos que podem beneficiar animais polinizadores:
alimento (néctar e pdélen), materiais para constru¢ao de ninhos (resina) e fragrancias
que podem atrair mais parceiros. Enquanto isso, os polinizadores também trazem
beneficios para as plantas: ao visitar as flores, ficam carregados de graos de podlen,
0s gametas masculinos, e os dispersam para as estruturas femininas. Desse modo,
garantem a autofecundacdo, quando o grao de pdlen é carregado para a estrutura

feminina da mesma planta, e a fecundagédo cruzada, quando o grao de pdlen é



carregado para outra planta da mesma espécie (Rech et al., 2014).

Além do importante trabalho polinizando espécies nativas, as abelhas
também sao importantes para as culturas brasileiras, influenciando a qualidade e a
produtividade das mesmas. A polinizacdo também garante a variabilidade genética

das espécies, auxiliando sua perpetuacao (Caetano et al., 2024).

2.3 A Revolugao Verde

Com o aumento da populagcdo mundial e, consequentemente, a
demanda por alimentos, foi necessario o desenvolvimento de mecanismos que
garantissem plantagées mais rentaveis, buscando atender novas necessidades e
garantir a seguranca alimentar de toda a populagao, cenario que recebeu 0 nome de
“‘Revolugao Verde” (Hamdan et al., 2022).

Dentre as inovagdes trazidas por essa revolugao, € possivel citar
técnicas para melhora da irrigacédo, automacao dos processos e o0 desenvolvimento e
a introdugdo de agrotdoxicos nas plantagbes, processos que possibilitaram as
producdes agricolas ultrapassarem, em crescimento, a populagdo mundial. Apesar de
ser responsavel pela seguranga alimentar de bilhdes de pessoas, a revolugéo trouxe
inimeros impactos ambientais, com a contaminacdo da biodiversidade pelo uso

intensivo de agrotdxicos (Ameen, 2018).

2.4 Uso de agrotoxicos em culturas brasileiras

Nos anos de 2007 a 2016, os agrotéxicos ocuparam o segundo lugar
dentre os maiores responsaveis pelos casos de intoxicagao no Brasil, representando
16% das ocorréncias totais, o que equivaleu a 26 pessoas contaminadas por dia
durante esse periodo. Os agrotoxicos agricolas sdo apontados como os maiores

agentes definidores desses numeros (De Lara et al., 2019).



Durante os ultimos doze anos, foi possivel observar um aumento no
uso de agrotdxicos nas producdes agricolas (Gaboardi; Candiotto; Panis, 2023). E
possivel identificar que o governo brasileiro, em acordo com os interesses do
agronegocio, tem afrouxado as normas que regem a produgdo € o0 uso desses
compostos nas monoculturas. Dentre os agrotoxicos mais utilizados no nosso pais,
alguns deles sao banidos por paises que possuem rigida legislagao, pois apresentam

um risco para insetos polinizadores (Gaboardi; Candiotto; Panis, 2023).
2.5 O disturbio do colapso das col6nias (CDC)

O termo “disturbio do colapso das colénias” surgiu nos Estados
Unidos, apds um declinio em massa de coldnias de abelhas entre o inverno e
primavera de 2006 e 2007. Os principais sintomas de colbnias afetadas por esse
disturbio sdo: auséncia de abelhas adultas nos ninhos, seguida por pouca ou
nenhuma evidéncia de morte das mesmas, além de crias abandonadas, ainda com
alimento guardado. As causas ainda sado discutidas, mas entre elas, os termos
‘contaminagdo quimica” e “agrotoxicos” se repetem. O uso impréprio desses
contaminantes sao o principal fator que ameacga os polinizadores atualmente e, no
caso das abelhas, evidéncias mostram que a contaminacgao parte dos alimentos, como
0 néctar e o pdlen, posteriormente sendo carregados até as colbnias, causando um
colapso em toda a sua estrutura (Kluser e Peduzzi, 2007).

No Brasil, relatos de enfraquecimento ou perda de col6nias também
tem se tornado mais frequentes e, através da analise de dados obtidos em pesquisas
desenvolvidas sobre as ameacgas a saude das abelhas, podemos concluir que esse
fendmeno é uma resposta a uma causa previamente conhecida: a intoxicagao (Pires

et al., 2016).



2.6 Neurotransmissao em abelhas

O modo de vida das abelhas é baseado em sua memdria e seu olfato.
As memorias associativas das abelhas sdo formadas a partir da ligagao entre as
atividades de forrageio e uma boa experiéncia, que surgem como uma espécie de
recompensa. E assim que as abelhas escolhem sua fonte de alimento, mantendo uma
constancia de flores a serem visitadas. Esses sentidos, indispensaveis para sua
sobrevivéncia, estdo ligados ao sistema nervoso desses insetos, e diversas pesquisas
buscam analisar os impactos de contaminantes sob suas fungdes motoras (Paoli e
Giurfa, 2024).

O sistema colinérgico, sistema de neurotransmissores que utiliza a
acetilcolina como principal neurotransmissor, € essencial para garantir a sobrevivéncia
dos insetos, ja que os sentidos estao ligados as transmissdes e impulsos transmitidos
por ele. Isso acontece, pois, a acetilcolina (Ach) € um neurotransmissor excitatério no
sistema nervoso dos insetos, responsavel por induzir os estimulos nervosos entre os
neurénios através das sinapses colinérgicas, replicando a mensagem de um para o
outro. Os receptores colinérgicos desses animais estao ligados a memdria e ao olfato,
previamente apresentados como capacidades essenciais para o sucesso do
forrageamento (Grinewald e Siefert, 2019).

A acetilcolinesterase (AChE) € uma enzima inibidora da acetilcolina,
atuando através da hidrélise da Ach, quebrando-a em colina e acido acético. Apds
essa quebra, a colina liberada (Ch) é reutilizada na formacgéo de mais Ach (Figura 1)
(Petronilho e Figueiroa-Villar, 2024).

Essa quebra da acetilcolina resulta na interrupg¢ao dos estimulos nos
neurdnios, cessando a transmissdo do sinal através das sinapses. Os

organofosforados e os carbamatos representam uma classe de inseticidas que agem



na inibicdo da AChE, se ligando ao sitio ativo da enzima e impedindo que ela bloqueie
a producgao de acetilcolina. Esta inibigcdo faz com ocorra o acumulo de Ach nos tecidos,
produzindo impulsos nervosos continuos, podendo afetar o comportamento dos
animais contaminados e causar contragdes prolongadas nos musculos, resultando em

sobrecarga do sistema nervoso, paralisias e até morte (Umar e Aisami, 2020).

Figura 1. Transmissao neuronal e hidrélise da acetilcolina (Ach) pela acetilcolinesterase (AChE),
resultando na liberagéo de colina (Ch).
Fonte: Petronilho e Figueiroa-Villar, 2014

H4, ainda, outra classe de inseticidas amplamente comercializados
que também afetam o sistema colinérgico dos insetos: os neonicotinoides, originados
da nitiazena. Mimetizando a acetilcolina, sdo responsaveis por se ligar aos seus
receptores nicotinicos (nNAChR) e ativa-los, inibindo a acdo da acetilcolinesterase,
resultando em outro tipo de superestimulacdo descontrolada, que pode se manifestar

em tremores e paralisias, até levar o inseto a morte (Ilhara e Matsuda, 2018).

2.7 Biomarcadores bioquimicos

Os biomarcadores sao respostas bioldégicas mensuraveis a quimicos

ambientais, podendo ser medido a niveis individuais (alteragbes no organismo) ou



abaixo deles (alteragdes moleculares). Podem ser respostas bioquimicas, fisioldgicas,
histolégicas, morfolégicas ou comportamentais (Walker et al., 2005).

Quando tratamos de toxicologia ambiental, hd a necessidade de se
utilizar biomarcadores precisos, que podem ser reproduzidos em ambiente controlado,
para avaliar efeitos fisiolégicos causados por contaminantes. Os organofosfatos,
carbamatos e neonicotinoides agem diretamente no sistema colinérgico, responsavel
por manter a transmissao de informagdes por todo o sistema nervoso, mantendo seu
bom funcionamento. Tendo em vista a importancia das enzimas acetilcolina e
acetilcolinesterase, e o modo de acdo dos contaminantes citados, a analise de
atividade da AChE é considerada um biomarcador relevante para estudos da

contaminagao por essa classe de pesticidas (Nunes, 2014).

2.8 O surgimento e a ascensao dos biopesticidas

Os biopesticidas apresentam uma alternativa sustentavel e mais
segura em relagao aos pesticidas quimico sintéticos, uma vez que utilizam de produtos
naturais em sua composicdo. Sdo compostos eficientes em menores quantidades, de
rapida decomposi¢céo, com menor toxicidade, sendo menos danosos aos organismos
nao-alvos (Andrade et al., 2019). O aumento na sua utilizagdo esta previsto para
crescer, anualmente, cerca de 15%, sendo esperado que nos anos 2050, ja tenham
ultrapassado o mercado dos compostos sintéticos (Damalas e Koutoubras, 2018).

Os extratos de plantas tém sido testados como possiveis
componentes no desenvolvimento de biopesticidas, como é o caso dos O6leos
essenciais, que, além da sua natureza volatil, responsavel pela sua configuragéo
como substancias facilmente degradaveis, apresentam agdes eficazes contra pragas
e patégenos que podem afetar as plantagdes (Koul; Walia; Dhaliwal, 2008).

Os 6leos essenciais sdo compostos naturais aromatizados, como € o



caso do geraniol, um composto organico, com uma estrutura monoterpeno contendo
um grupo alcool (Figura 2), encontrado em diversas flores, possuindo um aroma
agradavel. Além de ser utilizado amplamente em fragrancias, possui propriedades
inseticidas, antifungicas, antimicrobianas e anti-inflamatérias. Devido a essas

configuracgdes, é considerado um 6leo essencial propicio para atuar como biopesticida

)\/\/K/\OH

Figura 2. Estrutura quimica do geraniol
Fonte: Lei et al., 2019

(De Lira et al., 2020).

2.9 Nanotecnologia

A nanotecnologia se refere ao encapsulamento de substancias em
escala nanométrica, utilizando polimeros ou dendrimeros, a fim de otimizar o
mecanismo de entrega e eficiéncia de algum composto. Essa técnica permite menos
aplicagdes, e, consequentemente, menor toxicidade, sendo considerada uma o6tima
alternativa quando se trata de aplicagbes de biopesticidas em areas agricolas,
diminuindo a chance de contaminacao de organismos nao-alvos (Ditta, 2016).

Por conta de sua natureza instavel e suscetibilidade a degradacao, €
ideal que os Oleos essenciais passem por um processo de encapsulamento para

melhora da sua performance (Bakry et al., 2016).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Modelo Biolégico
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A espécie de abelhas-sem-ferrao Scaptotrigona depilis Moure, 1942
(Figura 3), pertence a tribo Meliponini, que possui cerca de 550 espécies catalogadas
(Gruter, 2020). Essa espécie € encontrada no Sul e Sudeste do Brasil, pode chegar a
medir 5,5 mm e representa grande importancia para a meliponicultura brasileira. Seu
habito de nidificagdo sao ocos de arvores e os ninhos atingem a populagao média de
10.000 abelhas operarias, além de uma rainha (Menezes et al., 2023).

A espécie foi utilizada como exemplar neste trabalho pois, segundo o
Catalogo Moure de Espécies Neotropicais, pode ser encontrada nos estados de Mato
Grosso do Sul, Parana, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Tocantins e
Santa Catarina, onde, de acordo com o IBGE, estdo concentradas as maiores
produgdes agricolas do Brasil, 0 que aumenta a chance de contato dessa espécie com

plantas contaminadas (Rosa et al., 2015).

Figura 3. Scaptotrigona depilis
Fonte: Nascimento et al., 2022

3.2 Sintese de nanoparticulas

As nanoparticulas utilizadas neste trabalho foram sintetizadas em
laboratério localizado na UNESP, campus de Sorocaba, seguindo a metodologia de

Hu e McClements (2014), modificada por Rogerio et al. (2022). Foram produzidas
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através de emulsbes com nanocapsulas de zeina preenchidas com geraniol, a uma
concentracdo de 20 mg. mL-1, com o tensoativo Pluronic F-68 como meio de diluigao,
na concentragcdo de 2%. Além disso, emulsbes de apenas geraniol e apenas
nanocapsulas de zeina, sem conteudo em seu interior, também foram produzidas, na
mesma concentragao de 20 mg. mL-1 (Tavares, 2025).

A zeina é a proteina de reserva do milho, e é citada como um bom
material para encapsulamento por suas inumeras propriedades (Kasaai, 2018),
enquanto o pluronic € um polimero frequentemente utilizado na formulacdo de

nanocompostos devido a sua alta comercialidade e baixo custo (Khaliq et al., 2023).

3.3 Local e método de coleta

Os exemplares de abelhas Scaptotrigona depilis utilizadas nos
experimentos foram coletadas de cinco colénias diferentes e independentes (Figura
4), alocadas no Meliponario Didatico da Universidade Estadual de Londrina, localizado
a cerca de 150m de onde os bioensaios aconteceram. Durante todo o periodo de
experimento, semanalmente, cada uma das colbnias recebeu uma mistura de agua e
mel de Apis mellifera (1:1, v/v) em alimentador artificial, a fim de oferecer
suplementacao alimentar, buscando manter a estabilidade das mesmas. Cada uma

das colbnias foi identificada com diferentes letras: A, B, C, D e E.
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Figura 4. Col6nia de Scaptotrigona depilis alocada no Meliponario Didatico
Fonte: a propria autora, 2025

Todas as coletas aconteceram no periodo da manha e, de acordo com
testes preliminares, foi mantido um intervalo de trinta minutos entre elas, garantindo,
assim, tempo suficiente para a execugao do trabalho necessario em cada um dos
tratamentos. Segundo adaptagdes feitas na metodologia de Botina et al. (2020), os
individuos foram coletados em frascos transparentes de 500mL (Figura 5), com o
fundo forrado por um disco de papel filiro e pequenas aberturas na tampa, permitindo
a respiragéo dos individuos e a introdugédo do alimentador, um microtubo plastico de

1,5mL com perfuracoes.
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Figura 5. Abelhas em recipiente plastico com alimentador
Fonte: a propria autora, 2025.

As abelhas operarias foram capturadas na entrada do ninho,
enquanto saiam para suas coletas em campo, e logo apds foram levadas, em um
recipiente escuro, até ao Laboratdrio de Genética e Ecologia Animal.

Foram, entdo, mantidas dentro dos frascos utilizados para captura, no
escuro, dentro de uma estufa de demanda bioquimica (BOD), a 28 £ 1°C e umidade
relativa de 70%, buscando simular as condi¢des naturais das colbnias (Silva et al.,

2016).

3.4 Delineamento experimental

De acordo com a metodologia adaptada por Tavares (2025), durante
0 experimento, a alimentagdo padrao das abelhas foi constituida por uma mistura de
mel de Apis mellifera e agua (1:1). Essa mistura foi oferecida aos individuos através
de microtubo plastico de 1,5mL, alocado em um orificio na tampa dos recipientes. A
partir das emulsdes produzidas, solugbes foram preparadas na concentragéo de 5 mg

L', decisdo baseada em uma padronizagdo de testes conduzidos em outros
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organismos (Santos, 2024). As solugdes foram preparadas com a diluicado de cada
uma das emulsdes nas misturas de mel e agua.

As abelhas passaram por cinco tratamentos alimentares ao longo dos
experimentos: 1) Controle (CTR), contendo apenas a mistura padrdao de mel e agua;
2) Pluronic (PLU), solugdo contendo Pluronic F-68® na concentragéo de 0,0005%; 3)
Zeina (ZEI), solugdo contendo nanoparticulas vazias de zeina; 4) Geraniol (GER),
solugdo contendo o geraniol livre; 5) Nanogeraniol (NANO), contendo o geraniol

nanoencapsulado.

A fim de padronizar a alimentag&o dos individuos e incentivar a busca
pelo alimento, antes do inicio dos testes, as abelhas ficaram sem acesso ao alimento
pelo periodo de uma hora (Botina et al., 2020). Completa a primeira hora, a exposi¢cao
oral foi iniciada, de acordo com os protocolos descritos pela Organizagdo para a

Cooperacéo e Desenvolvimento Econémico (OCDE 213, 1998).

Para cada tratamento, as abelhas receberam a solucédo de alimento
tratado, por um periodo de 6 horas. Apés esse periodo, foram alimentadas, por 18h,
com o alimento padrdo. Essa metodologia foi repetida até que se encerrassem os

tempos experimentais, de 24 h e 72 h (Figura 6).
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Padronizagdo Alimento padrao (mel Alimento padrdo (mel Alimento padrio (mel
alimentar e agua) e agua) e agua)

1H 6H 18H 6H 18H 6H 18H

Amostragem 24h Amostragem 72h

Captura das Alimento tratado Alimento tratado Alimento tratado
abelhas (solucédo) (solugdo) (solugdo)

Figura 6. Esquematizacao da exposigao oral
Fonte: modificado de Tavares, 2025

Cada um dos tratamentos (CTR, PLU, ZEI, GER e NANO) foi repetido
cinco vezes, resultando em 25 amostras dos tratamentos em cada tempo
experimental. Dentro dos recipientes, foram coletas, em média, 15 abelhas,
totalizando 375 individuos capturados.

Durante o tempo experimental de 24 h, o tratamento NANO foi
repetido apenas quatro vezes, devido a problemas relacionados com uma das coletas

durante este periodo.

3.5 Analise bioquimica

Apos o término do periodo de exposicdo, as abelhas foram
anestesiadas em gelo e eutanasiadas através de decapitacdo. Para as analises
bioquimicas, a cabecga e o térax foram os tecidos escolhidos, sendo retirados de um
tamanho amostral de 10 abelhas. Posteriormente, foram pesados, homogeneizados
em homogeneizador mecanico com adicado de Tampao Fosfato de Potassio 0,1 M, e

centrifugados por 20 min, a 4°C e 13000 rpm, em seguida o sobrenadante foi retirado
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e utilizado para analise da atividade da AChE, através da reacdo de DTNB e lodeto
de Acetilcolina em microplaca. Esta origina um composto de cor amarelada, que, logo
apo6s foi lido em espectrofotdbmetro, seguindo uma adaptagdo na metodologia de
Elmann et al. (1961). Além disso, a quantificagdo de proteinas nos tecidos também foi

analisada, segundo Bradford (1976).

3.6 Analise estatistica

As analises foram realizadas através de planilhas Excel e do software
GraphPad Prism (versao 10.1.2). O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para analisar a
normalidade dos dados. Em seguida, foi aplicado o teste de analise de variancia
paramétrica (ANOVA), seguido pelo poés-teste de Tukey para as multiplas
comparacgdes entre os grupos. Foram considerados valores significativos quando p <

0,05. Todos os graficos apresentados foram produzidos a partir do GraphPad Prism.

4. RESULTADOS

Na analise de variancia (ANOVA), houve uma auséncia de diferengas
significativas na atividade de acetilcolinesterase no tecido da cabega das abelhas nos
tempos de 24 h (p =0,0920) e 72 h (p = 0,3328) (Figura 7). Em contraste, a atividade no
tecido do térax apresentou um perfil distinto: foram observadas diferengas significativas
em24h(p=0.0016)eem 72 h (p =0.0096) (Figura 8). O teste de multiplas comparagdes
mostrou que, no tempo experimental de 24 h, a atividade da acetilcolinesterase foi
significativamente reduzida nos tratamentos GER (p = 0.0493) e NANO (p = 0.0006) em
comparagao com o tratamento PLU. Enquanto isso, no periodo de 72 h, o perfil se
alterou, e o tratamento NANO passou a exibir uma atividade enzimatica

significativamente superior a dos tratamentos ZEI (p = 0.0166) e GER (p = 0.0124).
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Figura 7. Grafico de atividade da acetilcolinesterase (AChE) na cabega de abelhas Scaptotrigona delipilis
Fonte: a propria autora, 2025
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Figura 8. Grafico de atividade da acetilcolinesterase (AChE) no térax de abelhas Scaptotrigona delipilis.
Letras diferentes indicam diferencga significativa entre os tratamentos.
Fonte: a propria autora, 2025

5. DISCUSSAO

O perfil de contaminacdo identificado neste estudo - alteracbes
significativas no térax e ausentes na cabega - direciona a hipétese para um efeito toxico
prioritario sobre a musculatura das abelhas. Esses dados encontram suporte na

literatura, como no estudo de Wiliamson (2023), que, a partir de analises
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comportamentais, foi capaz de associar a exposicao a inibidores da AChE a uma
diminuicdo da capacidade de voo. Essa evidéncia sugere que 0 mecanismo de agao
envolve ndo somente o sistema nervoso central, mas também o periférico, prejudicando
diretamente as fungdes musculares. Dados consistentes com a mudanga nos padroes
comportamentais locomotores das abelhas também foram encontrados em Colin et al.
(2014) e Ayoub et al. (2024).

A falta de diferengas significativas associadas a cabeca também é
consistente com descobertas recentes. Por exemplo, nos resultados apresentados por
Wang (2023), De Souza et al. (2024) e Gauthier et al. (2018), em analises de atividade
da AChE utilizando Tiametoxam, um neonicotinoide, em espécies distintas de abelhas,
nao foram detectadas diferencgas significativas nos grupos tratados em comparacao ao
controle, reforcando que esse padrao de resposta pode ser comum a diferentes
compostos e espécies.

Em Decio et al. (2021), a atividade da AChE em tecidos da cabeca
apresentou diferencas estatisticamente significantes em apenas dois de cinco tempos
experimentais. O aumento observado na atividade da enzima pode estar ligado a uma
supercompensacao ocasionada pela contaminacdo por neonicotinoides. Com os
receptores nicotinicos preenchidos, a acetilcolinesterase ndo consegue agir por néo
reconhecer o inseticida ligado e aumenta sua atividade buscando interromper o impulso
gerado.

Os dois conjuntos de evidéncias se complementam: enquanto os danos
morfolégicos e comportamentais sdo mais evidentes no térax (musculatura), indicando
o local de maior prejuizo funcional, as respostas bioquimicas na cabeca sao ténues e

compensatorias, explicando por que alteragdes no cérebro nem sempre sao detectadas.
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A auséncia de efeitos significativos na cabega dos insetos pode ser
atribuida a sua morfologia. O sistema nervoso desses animais apresenta corddes
nervosos centrais e ganglios nervosos (Brusca; Moore; Shuster, 2016). Seus neurdnios,
encontrados nos ganglios, sao revestidos por uma camada de células da glia. Uma
estrutura especializada desse revestimento, o perineuro, forma uma barreira
hemolinfatica, ou “sangue-cérebro”, seletiva. Essa barreira € essencial para regular a
composi¢cao quimica e idnica do ambiente neural, uma vez que a hemolinfa sofre
variagdes significativas (Chapman, 2013).

Dessa forma, é plausivel que essa protecao tenha reduzido a difusao
dos contaminantes presentes na dieta até o tecido neural, explicando a falta de alteragao
significativa na atividade da acetilcolinesterase (AChE) observada na cabeca das
abelhas no presente estudo.

O aumento da atividade da AChE no térax no tratamento NANO no
segundo tempo experimental (72 h), em comparagdo com o primeiro (24 h), pode ser
um mecanismo adaptativo de resposta ao estresse. Essa hipdtese encontra suporte no
trabalho de Williamson (2013), conduzido com abelhas meliferas. Em seu estudo, ao
serem expostas a um inibidor de AChE, as abelhas A. mellifera exibiram uma notavel
adaptacao fisiolégica: um aumento na expressao do gene AChE-2, codificador da
enzima acetilcolinesterase, em ambos os tecidos analisados, cérebro e abddémen.
Segundo o autor, esse fendbmeno, associado a diminuigao da expresséo do gene AChE-
1, o principal alvo dos compostos citado ao longo do estudo, configura um mecanismo
de contra-ataque que permite aos insetos compensar a acao dos pesticidas.

Uma mudanga no padrao de transcricdo desses mesmos genes
também foi notada em Christen, Mittner e Fent (2016), e a observagdo de um padrao

similar em receptores de acetilcolina da barata Periplaneta americana (Benzidane et
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al., 2017) fortalece a hipdtese de que os insetos sdo capazes de ativar adaptagcdes
genéticas para sustentar seus processos fisiolégicos mesmo enquanto passam por

condi¢cdes de contaminacao.

6. CONCLUSOES

A auséncia de diferengas estatisticamente significativas entre o
tratamento controle (CTR) e os demais, durante a analise de atividade da AChE no
tecido da cabecga das abelhas, demonstra o sucesso da barreira hemolinfatica e sua
funcao na protecao do sistema nervoso dos insetos, corroborando para a hipotese de
maior toxicidade nos tecidos musculares. A baixa atividade da AChE no tecido do
térax nos tratamentos GER e NANO em 24 h, seguida por um aumento na atividade
do tratamento NANO em 72 h, demonstra um efeito toxico inicial seguido de uma
recuperacao ou supercompensacao enzimatica. A possibilidade de restabelecimento
da atividade de acetilcolinesterase no grupo tratado com nanoparticulas, padrao nao
observado no grupo tratado com geraniol livre, reforga a eficacia do mecanismo de
entrega gradual e menor toxicidade desse tipo de composto a organismos nao-alvo.

Esse resultado demonstra que os biopesticidas combinados com a
nanotecnologia representam uma ferramenta promissora para maior sustentabilidade
em culturas agricolas, contribuindo para menor risco ecotoxicolégico em agentes

polinizadores.
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