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RESUMO: Scaptotrigona postica (Hymenoptera, Apidae, Trigonini) sdo abelhas
sociais, conhecidas popularmente como “Mandaguari” e destaca-se por ser
polinizadora de diversas plantas nativas e cultivadas. Entretanto, devido a expansao
da agricultura brasileira e do uso de medidas de controle de artropodes-praga,
verifica-se 0 aumento no uso de inseticidas. O inseticida Fipronil atua no sistema
nervoso central como um antagonista ndo competitivo aos receptores GABA, em
canais de cloro. Em funcdo da sua acao téxica, FP tém sido associado com o
declinio de insetos polinizadores. Partindo da premissa que existem atualmente
poucos dados sobre os efeitos ecotoxicolégicos de FP em abelhas sem ferrdo, o
presente trabalho teve por objetivo, avaliar a toxicidade de FP em S. postica. Em
vista do beneficio econdmico e ambiental prestados pelas abelhas, avaliar os efeitos
de diferentes pesticidas é fundamental no intuito de estimar os riscos reais destas
moléculas, bem como permitir a ado¢cdo de medidas ambientalmente pautadas na
protecdo de organismos polinizadores. Abelhas da espécie S. postica foram
coletadas na entrada dos ninhos e posteriormente foram transportadas para o
laboratério, onde foram anestesiadas e submetidos ao tratamento tépico com
diferentes concentracbes de FP. Decorrido 24 e 48h apds exposi¢cao, as abelhas
foram quantificadas e a toxicidade foi avaliada por meio da determinacao das DLso
geradas. Nas condi¢cdoes experimentais testadas em S. postica, FP demonstrou ser
altamente toxico. As DLso calculadas em 24 e 48h apds exposi¢cao foram de 0,56 e
0,47 ng i.a/abelha. Mais estudos devem ser conduzidos com abelhas nativas do
Brasil, buscando identificar as concentracbes de uso de pesticidas que nao
coloquem em risco a vida dos organismos polinizadores.
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ABSTRACT: Scaptotrigona postica (Hymenoptera, Apidae, Trigonini) are social
bees, popularly known as “Mandaguari” and stand out for being pollinators of several
native and cultivated plants. However, due to the expansion of Brazilian agriculture
and the use of measures to control arthropod pests, there has been an increase in
the use of insecticides. The insecticide Fipronil acts on the central nervous system as
a non-competitive antagonist to GABA receptors in chloride channels. Due to its toxic
action, FP has been associated with the decline of pollinating insects. Based on the
premise that there is currently little data on the ecotoxicological effects of FP on
stingless bees, the present study aimed to evaluate the toxicity of FP on S. postica.
Given the economic and environmental benefits provided by bees, evaluating the
effects of different pesticides is essential in order to estimate the real risks of these
molecules, as well as to allow the adoption of environmentally-oriented measures to
protect pollinating organisms. Bees of the species S. postica were collected at the
entrance of the nests and were subsequently transported to the laboratory, where
they were anesthetized and subjected to topical treatment with different
concentrations of FP. After 24 and 48 hours after exposure, the bees were quantified
and the toxicity was evaluated by determining the LDso generated. Under the
experimental conditions tested in S. postica, FP proved to be highly toxic. The LDso
calculated at 24 and 48 hours after exposure were 0.56 and 0.47 ng a.i./bee. Further
studies should be conducted with native bees from Brazil, seeking to identify the
concentrations of pesticide use that do not endanger the lives of pollinating
organisms.

Keywords: Native Brazilian bees; Insecticide; LDso

1. INTRODUGAO

Abelhas realizam a maior parte da polinizagdo cruzada entre as angiospermas
(CASTRO et al., 2006) e a agado mutualistica € garantida, devido a necessidade de
obtencdo de recursos florais pelas abelhas, uma vez que estes recursos
correspondem a maior fonte de obtencdo de proteinas (pdlen) e carboidratos
(néctar), garantindo a sobrevivéncia da colénia e ao mesmo tempo o sucesso
evolutivo das angiospermas (BRITTAIN et al., 2011).

No Brasil, as abelhas sem ferrdo sao responsaveis pela polinizagdo de 30 a
90% da flora nativa do pais (KERR et al., 1996; IMPERATRIZ-FONSECA e NUNES-
SILVA, 2010), podem ainda realizar a polinizagdo em diversos cultivares agricolas
(IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2006; ROSELINO et al., 2010; MOMMAERTS et al.,
2011; MOUTON, 2011; ROCHA, 2012; BARTOMEUS et al., 2014).
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Embora as abelhas tenham um grande apelo econémico e ambiental, nos
ultimos anos varios relatos por parte de apicultores tém apontado para a redugao
desenfreada destes organismos no ambiente. Entre 2006/2008 uma grande perda
de abelhas Apis mellifera foi registrada nos Estados Unidos, caracterizada pelo
desaparecimento de abelhas operarias adultas, em um fendbmeno que ficou
mundialmente conhecido como Desordem do Colapso da Colénia (DCC)
(VANENGELSDORP et al, 2009). Varias hipoteses foram levantadas por
pesquisadores para explicar o fenbmeno, que inclui fragmentagcdo vegetal,
patdgenos, precaria condi¢do nutricional da colénia e subsequente desenvolvimento
de doencgas, aquecimento global e contaminantes ambientais. Neste ultimo caso,
destaque-se os pesticidas como, por exemplo, os inseticidas, herbicidas, fungicidas,
acaricidas, etc (CORNMAN et al., 2012).

Apesar desse fendmeno estar relacionado com a espécie A. mellifera, as
abelhas sem ferrdao também sao susceptiveis a efeitos deletérios por agao antropica,
principalmente por meio da intoxicagdo com produtos fitossanitarios (JOHNSON,
2010).

Muitos trabalhos tém demonstrado a relagdo de pesticidas a diversos efeitos
negativos em abelhas nativas do Brasil (LOURENCO et al., 2012ab; TOME et al.,
2012; JACOB et al., 2013; JACOB et al., 2014). No entanto, poucos dados estao
disponiveis sobre os efeitos ecotoxicoldgicos de inseticidas em S. postica (JACOB et
al., 2013; FERREIRA et al., 2013; JACOB et al., 2015; SOARES et al., 2015).

0] fenilpirazol 5-amino-1-[2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)phenyl]-
[(trifluoromethyl)sulfinyl]-1H-pyrazole-3-carbonitrile), conhecido como Fipronil (FP) é
um inseticida comumente utilizado no combate de pragas em sistemas agricola e
também na saude animal (ANVISA, 2005). FP surgiu na década de 1990,
descoberto por May e Baker e desenvolvido por Rhéne — Poulenc, sendo introduzido
no mercado agricola nos Estados Unidos em 1996 (BOBE et al., 1998).

FP apresenta acdo nao-competitiva e antagonista aos receptores do GABA
(COLE et al., 1993; DAS et al., 2006) em canais de cloro, bloqueando o influxo de
ions de CI- em sinapses inibitérias de neurénios (CONNELLY, 2001; AAJOUD et al.,
2003; STENERSEN, 2004).

Como consequéncia do bloqueio das vias de entrada de cloro, o impulso

nervoso € comprometido, resultando em uma atividade neural excessiva (COLE et
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al.,, 1993). Quando expostos ao inseticida, os insetos contaminados passam
apresentar problemas de hiperexcitagdo dos musculos e nervos, paralisia severa e
morte (BOBE et al., 1998; GUNASEKARA e TROUNG, 2007).

Mesmo sendo considerado um inseticida eficaz, FP é altamente toxico para
abelhas (LOURENCO et al, 2012), sendo apontado, em conjunto com inseticidas da
classe dos neonicotindides, o0s principais contribuintes quimicos para o
desaparecimento desses insetos.

Partindo da premissa que existem atualmente poucos dados sobre os efeitos
ecotoxicologicos de FP em abelhas sem ferrdo, o presente trabalho teve por
objetivo, avaliar a toxicidade de FP em S. postica.

Em vista do beneficio econbmico e ambiental prestados pelas abelhas, avaliar
os efeitos de diferentes pesticidas € fundamental no intuito de estimar os riscos reais
destas moléculas, bem como permitir a ado¢do de medidas ambientalmente

pautadas na protegao de organismos polinizadores.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material Biolégico

Foi utilizado como material bioldgico, abelhas operarias forrageiras da espécie
S. postica. Todas as abelhas foram coletadas de ninhos naturalmente instalados em
regides de mata destinada a reserva legal em propriedade de pequeno porte,
situada na cidade de Monte Carmelo, MG, Brasil. Na propriedade rural de coleta de
abelhas ndo existe atividade agricola, sendo a unica atividade da propriedade a
criacdo de gado leiteiro.

ApoOs a coleta de abelhas, as mesmas foram conduzidas para o Laboratoério
de citologia e microbiologia do Centro Universitario Mario Palmério (UNIFUCAMP),
onde foi realizada a experimentagao e analise dos resultados. As colbnias foram
inspecionadas quanto a presencga ou auséncia de sinais que confirme uma qualidade

saudavel do ninho.

2.2 Compostos quimicos
O inseticida FP (99%) (Figura 1) foi fornecido pela empresa Dalian Raiser
Pesticides (China). Para o preparo das doses, o FP foi diluido em acetona P.A

(Merck) (99%) na proporgao 1:1 obtendo-se uma solugao estoque de 1000 ng i.a/uL
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acetona, mantida em frasco de vidro protegido da luz e preservado a -10°C. A partir
da solugao estoque foram preparadas as demais solugdes de trabalho.

Acetona (CAS 67-64-1) foi obtido pela empresa SIGMA ALDRICH®.e usada
nestes experimentos como controle solvente conforme metodologias internacionais
(OECD, 1998, ROAT et al.,2012.; LOURENCO et al., 2012a., OLIVEIRA et al., 2013;
JACOB et al., 2013; MEDRZYCKI et al., 2013). Acetona é comumente usada como
controle solvente, devido a sua alta capacidade de volatizagdo, sendo por tanto,

usada nesse trabalho como controle negativo.

Cl
N_ _CN

JF =

FaC N 0

S
Cl NH, cF,

Figura 1. Estrutura quimica do inseticida Fipronil

2.3 Preparo dos bioensaios e calculo da DLso

As abelhas S. postica foram coletadas na entrada de trés colmeias durante o
periodo da manha, priorizando a coleta de abelhas que estivessem retornando a
colmeia com pdlen nas corbiculas.

Em laboratério as abelhas foram anestesiadas por 10 segundos com uso de
gas carbbnico (CO2) (MORAES et al., 2000; LOURENCO et al., 2012) e pesadas em
balanca analitica de precisao.

Para cada grupo experimental foram utilizadas 30 abelhas de cada espécie
(10 forrageiras de cada col6nia), as quais foram expostas topicamente a um volume
de 1 uL (regido dorsal do térax das abelhas) nas diferentes concentragdes de FP e
aos grupos controles. Apos aplicagdo, as abelhas serdo acondicionadas em gaiolas
plasticas (500 mL) na auséncia de tampa por 5 minutos, respeitando o tempo para
melhor volatilizacdo do solvente. Posteriormente, as gaiolas foram tampadas e

mantidas em estufa a 31£2°C e 65+5% de umidade relativa. Foram fornecidos agua
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e alimento (solugdo de mel de A. mellifera + agua) embebido em algodao durante
todo o experimento.

Abelhas que apresentaram comportamentos anormais tais como tremores,
letargia, bater de asas e paralisia, foram previamente descartadas na fase inicial do
experimento.

A partir da solugdo mae, 8 concentragdes foram selecionadas para
determinacdo da DLso. O calculo da DLso foi calculado nos tempos de 24 e 48h de
exposicdo de acordo com a OECD (1998). Em ordem para validagdo dos testes, a
taxa de mortalidade dos grupos controles nao excedeu a 10%, seguindo o nivel de

confianga de 95%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foi avaliado a toxicidade do inseticida FP em abelhas
sem ferrdo nativas do Brasil pertencentes a espécie Scaptotrigona postica.
Conforme apresentado na Figura 2A e B a DLso obtida de FP em S. postica em 24 e
48h apos exposicao foi de 0,56 e 0,47 ng i.a/abelha, respectivamente.

Os resultados indicam que S. postica é altamente sensivel ao inseticida FP.
Conforme apresentado na Tabela 1, poucos dados estdo disponiveis sobre a
toxicidade do inseticida FP, principalmente em abelhas nativas do Brasil. Jacob et al.
(2012) via tratamento toépico por 24h verificou DLso-24n de 0,54 ng i.a/abelha, obtendo
resultados muito proximos aos observados no presente trabalho. Resultados de
toxicidade de FP em Melipona scutellaris foram gerados por Morais et al (2018)
(DLso-24n: 0,40 ng i.a/abelha) (Tabela 1).

Resultados de toxicidade usando como marcador de letalidade a DLso-24n
foram estudados em A. melifera. De acordo com a Tabela 1 os resultados de DLso-
24n calculados para A. melifera oscilaram de 1,06 a 9 ng i.a/abelha (ROAT et al.,
2012; ZALUSKI et al.,, 2015; BOVI; ZALUSKI; ORSI, 2018) e em Apis cerana
Japonica foi de 16 ng i.a/abelha (YASUDA et al., 2017). Resultados de DLso-48n foram
observados em A. mellifera oscilando de 3,38 a 5,83 ng i.a/abelha (LI et al., 2010;
CARVALHO et al., 2013) e em A. cerana japonica de 2,5 ng i.a/abelha (YASUDA et
al., 2017).
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Figura 2. Toxicidade do inseticida FP em S. postica apés 24h (A) e 48h (B) de

exposigao.

No Brasil, para a liberacdo e comércio de pesticidas no campo, estes passam
por regulamentagdo perante os érgdos competentes, a saber, Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
renovaveis (IBAMA) e Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
0s quais sao responsaveis por fornecer o dossié toxicoldgico, ecotoxicolégico e
técnico do produto (GODOQOY e OLIVEIRA, 2004).
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Tabela 1. Dose letal (DLso) do inseticida Fipronil em diferentes espécies de abelhas

Espécie Tempo de DL50 Referéncia
exposigao
Apis mellifera 24h 0,0080 + 0,0021 BOVI; ZALUSKI; ORSI,
Mg/abelha 2018
Apis melifera 24h 0,009 £ 0,003 yg/abelha ZALUSKI et al., 2015

Apis melifera 24h 1,06 ng/abelha ROAT et al., 2012

Apis melifera* 48h 3,45 + 0,53 ng/abelha Ll etal., 2010

Apis melifera™ 48h 3,38 + 0,80 ng/abelha Ll etal., 2010

Apis melifera™* 48h 3,86 + 0,58 ng/abelha Ll etal., 2010

Apis melifera 48h 5,83 ng/abelha CARVALHO et al,
2013

Apis cerana 48h 0,0025 pg/abelha YASUDA et al., 2017

Japonica

Apis cerana 24h 0,016 pg/abelha YASUDA et al., 2017

Japonica

Melipona 24h 0,40 ng i.a/abelha MORAIS et al., 2018

scutelaris

Scaptotrigona 24h 0,54 ng i.a/abelha JACOB et al., 2012

postica

*k*

* R()-enantiomer; ** S(p)-enantiomer; *** racemate

Os ensaios ecotoxicolégicos em abelhas sdo realizados tomando como
referéncia a OECD (OECD, 1987; 1998; 2017), sendo por tanto, os dados da DLso
(dose letal capaz de causar efeito deletério e 50% da populagédo testada) e CLso
(concentragdo capaz de causar efeito deletério em 50% da populagdo testada)
obtidos em A. mellifera, extrapolados para as abelhas nativas (EVANGELISTA-
RODRIGUES e MONDEGO, 2014).

No entanto, diversos trabalhos, tem demonstrado que abelhas nativas do
Brasil sao mais sensiveis a pesticidas, quando comparado com A. mellifera (ARENA
e SGOLASTRA, 2014), tornando os resultados gerados, insuficientes para estimar o
real risco de diferentes classes de pesticidas em abelhas sem ferrdo (MORAIS et al.,
2018).

No presente trabalho ao verificar as médias de DLso obtidas em A. mellifera
nos tempos de 24 e 48h apds exposicao é possivel verificar uma maior sensibilidade
das abelhas nativas brasileiras, sobretudo de S. postica ao inseticida Fipronil

(Figura 3).
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Figura 3. Comparacédo da DL50 obtida em S. postica com outras abelhas expostas
ao inseticida FP apds 24h (A) e 48h (B) de tratamento.

* Linha vermelha indica a DLso média em Apis mellifera.

Estes resultados evidenciam que extrapolar os resultados de DLso obtidas em
A. mellifera, via tratamento agudo ou crénico, para abelhas nativas do Brasil, pode
negligenciar os reais efeitos dos pesticidas e favorecer o declinio destes
polinizadores.

Abelhas estdo constantemente expostas a diferentes classes de pesticidas
encontrados nas matrizes florais. A exposicao crénica de abelhas no campo a doses
letais e subletais sdo preocupantes do ponto de vista ecotoxicolégico, uma vez que a
coleta de matrizes com pesticidas pode resultar na contaminacéo interna da colénia,
e posteriormente, resultar em problemas na coesdo do ninho, bem como efeito
deletério (MORAIS et al., 2018).

Neste sentido, Chauzat et al. (2006) avaliaram a presencga de residuos de
pesticidas em abelhas, em cinco apiarios na Franca. Foram identificados residuos
de varias classes de pesticidas em 81 amostras de abelhas e dentre elas 10
continham residuos de FP (1,2 pg/Kg) e 9 com residuos de FP sulfona (0,3 pg/Kg),
um metabolito mais téxico do que a molécula original FP (HAINZL e CASIDA, 1996).
Nesse mesmo pais, durante trés anos de monitoramento, FP foi identificado em

amostras de abelhas e pdlen, com média de 0,5 e 1,2 ug/Kg respectivamente.
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Residuos de FP sulfona e FP desulfinil foram também encontrados nessas matrizes
(CHAUZAT et al., 2011). Em um estudo semelhante realizado por Colin (2004) foram
detectados 0,002 a 2 g de FP/IKg em 65% do pdlen de girassol e do milho
analisados.

Em um ano, cada col6nia de A. mellifera pode coletar até 55 Kg de pdlen e
precisam produzir de 60 a 80 Kg de mel para suprir as necessidades energéticas do
ninho (RORTAIS et al., 2005). Durante o ciclo de vida e em determinadas estacdes
do ano, as abelhas podem consumir de 59,4 a 792 mg de agucar e de 5,4 a 65 mg
de polen (RORTAIS et al., 2005). Em funcdo desse consumo de produtos obtidos
das matrizes florais, as abelhas estdo cotidianamente expostas a diferentes doses e
classes de pesticidas, por contato e ingestao.

Dependendo da monocultura ou do método de aplicacdo, os produtos
formulados a base de FP, podem apresentar concentragao de aplicacao de 400
pMg/mL (PEREIRA et al., 2010). Estas concentragdes correspondem a valores que
excedem em 714,28 e 851,06 vezes a DLso obtida em S. postica, nesse estudo.

Efeitos de doses subletais de FP podem resultar em mudancgas
comportamentais e moleculares, podendo afetar o desenvolvimento de colbnias,
atividade motora (ZALUSKI et al., 2015), aprendizagem e memoria olfatéria
(BERNADOU et al., 2009; EL HASSANI et al., 2009), redugao da atividade
mitocondrial (NICODEMO et al., 2014), citotoxidade de células dos corpos de
cogumelo (JACOB et al.,, 2014) e redugdo da imunidade por meio de eventos
sinérgicos entre o inseticida e patdégenos de abelhas (AUFAUVRE et al., 2012).

Por ultimo, levando em consideragdo os dados de DLso calculados em S.
postica e os observados por outros pesquisadores em A. mellifera, bem como a
constante exposi¢cao de abelhas nativas brasileiras em matrizes contaminadas com
pesticidas, incluindo FP, destacamos a necessidade de reformulagdo nos ensaios
ecotoxicolégicos com organismos polinizadores, sugerindo a inclusdo de abelhas
nativas brasileiras nas experimentagdes, visando a obtencdo de dados

ecotoxicologicos mais precisos e seguros.

4. CONCLUSAO
Nas condi¢cdes experimentais testadas em S. postica, Fipronil demonstrou ser

altamente toéxico. As DLso calculadas em 24 e 48h apds exposi¢cao foram de 0,56 e
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0,47 ng i.a/abelha. Mais estudos devem ser conduzidos com abelhas nativas do
Brasil, buscando identificar as concentracbes de uso de pesticidas que néao

coloquem em risco a vida dos organismos polinizadores.
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