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CONSIDERACOES INICIAIS

1. Abelhas Apis mellifera: histdrico, castas e produtos.

Acredita-se que as abelhas surgiram ha& 30 milhdes de anos, e que seu
surgimento esteja intimamente ligado a evolucdo das plantas angiospermas (Pirani;
Cortopassi-Laurino, 1993; Tautz, 2010). Durante o desenvolvimento da vida na Terra
havia insetos, semelhantes as vespas atuais, que visitavam as flores para coletar néctar, a
sua principal fonte de energia, e cacavam pequenos animais como fonte de proteina.
Quando algumas dessas vespas substituiram a proteina animal de sua dieta pela proteina
vegetal, isto €, passaram a consumir polen, também iniciaram uma histéria de vida
prépria. Dessas vespas originaram-se as abelhas (Pirani; Cortopassi-Laurino, 1993).

A interacdo entre seres humanos e abelhas da espécie Apis mellifera L. é muito
antiga. Gravuras em cavernas datadas de 7.000 anos a.C., mostram o homem colhendo
mel de ninhos silvestres. A colheita era feita de modo extrativista, sem qualquer cuidado
com a fragilidade dos ninhos, causando injarias a longevidade dos enxames (Crane,
1999). Com o passar dos anos, e devido a demanda por mel, as abelhas foram sendo
cultivadas pelo homem, e gradativamente, tecnologias foram inseridas nessa atividade.
Deste modo, atualmente, a criacdo de abelhas Apis mellifera L. é denominada
apicultura, e é realizada de modo racional, ou seja, busca o aproveitamento de seus
produtos com o uso de tecnologias que visam manter a integridade dos enxames.

A Apis mellifera L. originou-se na Africa e, em seguida, em pelo menos dois
eventos diferentes e anteriores & chegada do Homo sapiens, migraram para Asia e
Europa, diferenciando-se em pelo menos duas dizias de subespécies fisiologicamente,
comportamentalmente e morfologicamente distintas. O cultivo das abelhas pelo homem,
no entanto, também minou diferentes subespécies por meio de hibridacdo
intraespecifica, especialmente em regibes como o Continente Americano, onde Apis
mellifera L. ndo era nativa (Parker et al., 2010).

No Brasil, as abelhas chegaram no século XIX junto com a imigracdo europeia.
Foi no ano de 1839 que o Padre Antonio Carneiro trouxe para o Rio de Janeiro as
primeiras abelhas europeias da subespécie Apis mellifera mellifera (abelhas pretas). Em

1879, imigrantes alemdes trouxeram para o Rio Grande do Sul as abelhas Apis mellifera



ligustica. Outras subespécies também foram trazidas por imigrantes europeus,
disseminando-se, assim, as abelhas Apis mellifera L. por todo territério brasileiro
(Wiese, 2005).

Desde a entrada das abelhas Apis mellifera L. a apicultura nacional tem
apresentado crescente desenvolvimento, favorecido pela extensdo da area brasileira,
floradas diversificadas e clima propicio que possibilitam elevada producdo e manejo
durante todo o ano (Couto; Couto, 2002). Porém, foi com a introducdo da abelha Apis
mellifera scutellata (abelha africana), em 1956, que a apicultura nacional obteve
significativo avango tecnolégico e produtivo. Em 1957, 26 enxames, com suas
respectivas rainhas africanas, escaparam e acasalaram, naturalmente, com as abelhas
europeias, gerando populacdes poli-hibridas, denominadas abelhas africanizadas. Essas
abelhas dispersaram-se por toda Ameérica do Sul (com excecdo do Chile) e América
Central, chegando ao México em 1986 e ao sul da Califérnia em 1994 (Mello et al.,
2003).

Um enxame de abelhas Apis mellifera L. é constituido, em média, por milhares
de abelhas operérias, algumas centenas de zangdes e apenas uma abelha rainha. Essas
trés diferentes castas apresentam um nivel extraordinario de organizacdo para o
trabalho. Cabe a abelha rainha a manutencdo da coesdo do enxame, a copula com o
zangdo durante o voo nupcial e a postura diaria de milhares de ovos, garantindo o
nascimento de novos individuos. O zangdo € o responsavel por fecundar a abelha
rainha. E a maior parte dos trabalhos da colmeia é responsabilidade das abelhas
operarias, que dividem as tarefas de acordo com sua idade fisiolégica. Do 1° ao 3°dia de
vida fazem a limpeza de qualquer sujidade que exista dentro da colmeia. Do 4° ao 12°
dia alimentam as larvas, produzem geleia real e alimentam a rainha, providenciam a
criacdo de novas rainhas, caso seja necessario. Do 13° ao 18° dia produzem cera e
constroem os favos. Do 19° ao 20° dia ficam de guarda no alvado, defendendo seu
territdrio contra qualquer invasdo. E, finalmente, do 21° dia em diante as abelhas
operarias fazem os servigos externos no campo, colhem resinas, pélen, néctar e 4gua, 0s
quais sdo recursos de manutencdo dos enxames e tornam-se produtos importantes para a
producédo apicola (Weise, 2005).

Atualmente, além do mel, outros produtos também podem ser obtidos por meio
da apicultura, como o polen, a prépolis, a geleia real, a cera e 0o veneno. Além de



fornecer todos os produtos citados, as abelhas ainda contribuem ao meio ambiente com
seus servicos de polinizacdo. Por possuirem habito generalista, ou seja, visitam uma
ampla variedade de flores, as abelhas Apis mellifera L. polinizam as mais variadas
culturas, sendo considerada a principal espécie polinizadora de culturas agricolas no
mundo, capazes de forragear uma area de 712 ha. E, portanto a espécie mais indicada
para a polinizagdo de culturas de interesse comercial (Seeyle, 1985; Whitfield et al.,
2006).

2. Importancia da Apis mellifera para polinizacao

Ao forragear as plantas, em busca de alimento (pdlen e néctar), as abelhas
operarias campeiras promovem a reproducao cruzada dos vegetais, aumentando o vigor
das espécies, possibilitando novas combinagdes de fatores hereditarios e melhorando a
producdo de frutos e sementes (Couto; Couto, 2002). A polinizacdo trata-se de um
processo fundamental para a perpetuacdo das mais variadas espécies vegetais. Nesse
sentido, a presenca de polinizadores é imprescindivel para o sucesso da reproducdo das
plantas em qualquer ecossistema, incluindo os agricolas (Chambo et al., 2010). Em
torno de 75% das espécies vegetais existentes sdo dependentes de agentes polinizadores
(agua, vento, animais, etc); no entanto, as abelhas sdo consideradas os principais
polinizadores, sendo responsaveis por realizar a reproducéo cruzada de 73% de todas as
espécies vegetais cultivadas no mundo (Ricketts et al., 2008).

Nesse contexto, 0 homem desenvolveu técnicas que Ihe permitiram aproveitar o
servico de polinizacdo das abelhas. Através da apicultura migratoria, grande nimero de
enxames pode ser transportado para as culturas de interesse econémico, onde melhoram
consideravelmente a producédo dos frutos (Souza et al., 2007). A natureza e a extensdo
desses beneficios podem variar entre as culturas, os quais vdo desde aumento em
quantidade e qualidade de frutos e/ou sementes, como também da diversidade genética
entre vegetais (Breeze et al., 2011).

Embora algumas culturas sejam totalmente independentes da polinizacdo
promovida por insetos, ou seja, sdo auto-férteis, como a colza (Brassica napus) e pepino
(Cucumis sativus), outras, no entanto, sdo dependentes de polinizadores para sua
frutificagdo, como por exemplo, a macd (Mallus comunis) e 0 meldo (Cucumis melo);



portanto, na auséncia de polinizadores essas culturas tornam-se improdutivas (Potts et
al., 2010; Breeze et al., 2011).

Muitos trabalhos relatam os beneficios da polinizacdo promovida por abelhas
em diversas culturas. Trindade et al. (2004) mostraram que a presenca de abelhas Apis
mellifera L. na cultura do meloeiro é muito importante, sendo que na sua auséncia nao
houve producdo. Malerbo-Souza et al. (2003) observaram alta atratividade da flor de
laranjeira (Citrus spp.) para as abelhas meliferas e que a polinizacdo realizada por elas
influenciou quantitativamente e qualitativamente a producdo de laranjas, sendo os frutos
avaliados mais pesados, menos acidos e com maior quantidade de sementes por gomos.
Neste mesmo trabalho, verificaram que a polinizagcdo por abelhas Apis mellifera em
cultura de café (Coffea ardbica L., var. Novo Mundo) provocou aumento quantitativo
na producdo de grdos. Chiari et al. (2005) estudaram a polinizacdo por abelhas em
cultura de soja (Glycine max L. Merril), e constataram que o tratamento com 0s
polinizadores aumentaram a producdo de sementes e 0 nimero de vagens em 50,64% e
61,38%, respectivamente, quando comparados ao tratamento sem a presenca das
abelhas meliferas.

Oz et al. (2009), pesquisaram a polinizacdo por abelhas Apis mellifera em
cultura de girassol (Helianthus annuus L.) tendo registrado aumento de 206 a 226% no
rendimento de sementes quando comparado com tratamentos sem a presenca de abelhas.
Ish-Am; Lahav (2011) em trabalho comparativo da polinizacdo promovida pelo vento e
por abelhas Apis mellifera em cultura de abacate (Persea americana Mill), verificaram
correlagdo altamente positiva entre produgéo de frutas e densidade de abelhas na
cultura, enquanto que apenas a presenca de vento ndo resultou em nenhuma correlacao.

Devido aos muitos beneficios gerados aos frutos, a polinizacdo das culturas
comerciais feita por abelhas Apis mellifera resulta em valores importantes para a
economia agricola mundial. Potts et al. (2010) descreveram a polinizacdo promovida
por abelhas como um importante insumo agricola. Os autores relataram que em 2005 o
valor econémico global da polinizacdo por insetos gerou cerca de 153 bilhdes de euros
(9,5% do valor total da producédo agricola mundial). Nos Estados Unidos a polinizacao
por Apis mellifera gerou US$ 14,6 bilhdes e, no Reino Unido, estimou-se o ganho de

400 milhdes de euros por ano com 0s servigos de polinizagéo (Breeze et al., 2011).



Em numeros globais, desde 1961, as areas ocupadas com culturas dependentes
da polinizacdo por abelhas aumentaram em 300%, enquanto o ndmero mundial de
colmeias aumentou 45%, no mesmo periodo. Esses dados demonstram que a demanda
mundial por polinizagdo cresce mais que a oferta de polinizadores, sugerindo que a
auséncia destes pode limitar a producdo agricola no futuro, trazendo serios prejuizos
econdmicos e ainda causar declinio paralelo de muitas espécies vegetais (Aizen; Harder,
2009).

Embora seja constatado um aumento global no nimero de colmeias de abelhas
Apis mellifera L., em termos regionais, observa-se a diminuicdo desses polinizadores.
Em determinadas regides esse desaparecimento das abelhas é bem documentado. Na
Europa, dentro do periodo que compreende de 1985 a 2005, observou-se a perda de
25% das col6nias de Apis mellifera L., sendo que na Espanha, dados decorrentes da
Gltima década apontam perdas de 80%. Nos Estados Unidos os dados apontam severas
perdas; entre os anos de 1947 a 2005, o numero de colbnias decresceu 59% (Bernal et
al., 2010; Potts et al., 2010).

Muitos fatores podem ser associados ao declinio das abelhas Apis mellifera L.,
um Unico fator ndo pode ser responsavel por todas as perdas observadas (Pereira, 2010).
Dentre eles, pode-se destacar: 1- queimadas e desmatamento de areas com vegetacao
nativa para implantacdo e/ou expansdo de cidades ou areas agricolas, intensificando a
agricultura e levando a perda do habitat das abelhas; 2- uso inadequado de praticas de
cultivo, como a utilizacdo abusiva de agrotoxicos, principalmente nas areas de
monoculturas, sendo este Gltimo o fator mais impactante para os polinizadores. A
implementacdo desse método de cultivo elimina consideravelmente muitas espécies de
plantas nativas, as quais fornecem néctar, pélen, locais de descanso, nidificagcdo e
reproducdo aos insetos (Freitas et al., 2009). Normalmente, as monoculturas florescem
por um curto periodo de tempo, reduzindo a disponibilidade de alimento e promovendo
queda no nimero e diversidade de polinizadores (Larsen et al., 2005).

Outro fator que € vinculado a perda dos polinizadores é a DCC (Colony Collapse
Disorder ou em portugués “Distiurbio de Colapso das Colonias”), caracterizada por
grande perda de abelhas operérias, sem a presenca de abelhas mortas no interior ou nas
proximidades da colmeia, presenca de alimento dentro do ninho e abandono das crias. A
DCC foi relatada pela primeira vez por apicultores dos Estados Unidos no inverno de



2006-2007, os quais perderam em meédia 45% de suas colmeias (Cox-Foster et al.,
2007). A DCC também foi identificada na Alemanha, Suica e Peninsula Ibérica (Souza,
2009). Desde entdo, muito se especula sobre as causas que levam ao aparecimento da
DCC nas colmeias. Acredita-se que muitos fatores estressantes atuam sozinhos ou em
conjunto, enfraquecendo a colbnia (Pereira, 2010). As explicacdes vao desde radiagédo
emitida por telefones celulares, culturas geneticamente modificadas, pragas, doencas
ocasionadas por virus e bactérias, fatores ambientais e uso abusivo de agrotoxicos,
sendo essa Ultima explicagdo a que recebeu mais atencdo da ciéncia mundial (Ratnieks;
Carreck, 2010). Mullin et al. (2010) relataram haver uma associa¢do direta entre a
exposi¢do das abelhas aos agrotoxicos, a ocorréncia da DCC e o declinio dos
polinizadores. Segundo Souza (2009), uma das hipoteses ao surgimento da DCC é a

intoxicacdo das abelhas por inseticidas, cada vez mais utilizados na agricultura.

3. Agrotoxicos

A ocupacdo dos campos de cultivo por uma Unica espécie vegetal favorece o
aparecimento de pragas e doencas, 0 que torna a agricultura moderna cada vez mais
dependente do uso de agrotéxicos (Coutinho et al., 2005). Estes produtos podem entrar
na cadeia solo-agua-planta, representando uma perigosa fonte direta e indireta de
contaminacdo para as abelhas e outros seres vivos. A apicultura, no entanto, € uma
atividade dependente das plantas cultivadas ou da mata local como fonte de néctar e
polen, ficando as abelhas expostas aos poluentes que sdo liberados no ambiente em que
vivem, causando intoxicacdo e contaminacdo de seus produtos. Com isso, devido a
dependéncia da producdo agricola por agrotoxicos, novos defensivos surgem para
aumentar a produtividade das culturas, e podem estar relacionados com a CCD (Pereira,
2010).

Os agrotdxicos cumprem o papel de proteger as culturas agricolas das pragas,
doencas e plantas daninhas. Entretanto, quando disseminados no ambiente, podem
causar sérios danos, levando até mesmo a alteracdo da dinamica natural de pressdo de
selecdo exercida sobre os organismos, tendo como consequéncia, mudancas no
ecossistema afetado (Spadotto, 2006). Apesar da seriedade dessa afirmacgédo, o0s

agrotoxicos sdo encontrados hoje em diversas partes do planeta, em locais onde nédo



foram diretamente aplicados, como também em aguas superficais, subterraneas, pluviais
(Vighi; Funari, 1995), na atmosfera (mesmo distante de areas agricolas) (Laabs et al.,
2002), orvalho, neve do artico e névoa do oceano (Glotfelty et al., 1987). Esses
fendmenos ocorrem devido ao transporte do agrotoxico pelo vento durante a aplicacéo.
No entanto, a auséncia de vento também pode ser prejudicial pelo fato das gotas muito
finas ficarem presas no ar devido a estabilidade atmosférica, dispersando-se até varios
quilémetros do local da aplicacdo, sendo, muitas vezes, somente removidas da
atmosfera pela agéo da chuva (Spadotto, 2006).

O Brasil é um dos maiores consumidores de agrotdéxicos do mundo. Em 2006
atingiu o patamar de terceiro maior consumidor mundial, e em 2008 assumiu a
lideranca, superando os Estados Unidos (Lira, 2010). Neste mesmo ano, o Brasil
consumiu 730 milhdes de toneladas de agrotdxicos (Nocelli et al., 2010).

De acordo com o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para a Defesa
Agricola (SINDAG), as vendas de agrotoxicos em 2011 aumentaram 10% em relagdo
ao ano de 2010, impulsionadas principalmente pelas culturas de soja, cana, milho,
algoddo, café e pastagem. Dentro do segmento dos herbicidas, 0 consumo cresceu nos
mercados de cana-de-agUcar, soja, algoddo, milho, feijdo e pastagem; no segmento dos
fungicidas o crescimento ocorreu nos mercados das culturas de café, soja, algoddo, trigo
e feijdo; e para os inseticidas a maior venda foi para culturas de soja, cana-de-acUcar,
algodéo, café e citros.

Dentre os principais tipos de agrotoxicos utilizados na agricultura, os mais
consumidos séo os herbicidas, seguidos dos inseticidas, fungicidas e acaricidas (Jardim;
Andrade, 2009). Embora os herbicidas sejam mais utilizados, em geral a toxicidade
deste grupo de substancias € inferior a dos inseticidas (Delgado; Paumgartten, 2004).

De modo geral, os inseticidas (aproximadamente 90%) sdo neurotdxicos, ou
seja, danificam o sistema nervoso central, especificamente na transmissédo dos impulsos
nervosos pelas células nervosas (Pereira, 2010).

A conducéo do impulso nervoso ao longo das células nervosas é dependente da
concentragdo dos ions Na', K™ e CI; entretanto, para os estimulos nervosos serem
propagados de uma célula para outra (sinapses) € necessdria a acdo de
neurotransmissores. A acetilcolina e o &cido gama-aminobutirico (GABA) sdo o0s
principais neurotransmissores dos insetos (Dowson, 1977).



A enzima acetilcolinesterase interrompe a transmissdo dos impulsos nervosos
por meio da hidrolise da acetilcolina em colina e acetato (Guiloski et al., 2010). Os
inseticidas das classes dos organofosforados e carbamatos sdo inibidores da
acetilcolinesterase, ocasionando acumulo de acetilcolina nas sinapses nervosas, sendo o
sistema nervoso superestimulado, ocorrendo impulsos continuos e descontrolados,
levando a hiperexcitagéo do sistema nervoso central e morte do animal (Lira, 2010).

Os inseticidas neonicotindides atuam na propagacdo do impulso nervoso. Essas
substancias competem com a acetilcolina. E, ao contrario da ligacdo natural da
acetilcolina com seu receptor, a ligagdo entre 0s neonicotinoides e o0s receptores de
acetilcolina é irreversivel, ja que os neonicotindides sdo insensiveis a acdo da enzima
acetilcolinesterase. A ativacdo dos receptores de acetilcolina é prolongada de modo
anormal, causando hiperexcitabilidade do sistema nervoso central devido a transmissédo
continua e descontrolada de impulsos nervosos. Os sintomas da intoxicacdo por
neonicotindides sdo semelhantes aos causados por carbamatos e organofosforados,
incluindo tremores, colapso do sistema nervoso e morte (Faria, 2009).

O GABA ¢ o neurotransmissor mais importante do sistema nervoso central, pois
cerca de 30% das sinapses neurais dos insetos sdo GABAérgicas (Mohler et al., 2004).
Os inseticidas piraz6is competem com 0 GABA, impedindo a transmissdo do impulso
nervoso normal, resultando em atividade neural excessiva, paralisia e morte do inseto
(Manrique, 2009).

Alguns inseticidas, como os piretroides, atuam alterando as propriedades de
propagacdo do ion Na’, o qual é essencial para a geracdo e propagacdo do impulso
nervoso, causando, assim, sintomas de envenenamento como hiperexcitacdo, ataxia,
convulsdes, hipersensibilidade, tremores e paralisias (Soderlund et al., 2002).

O uso desses inseticidas no campo se deve a sua rapida agdo no combate as
pragas, por atuarem em locais ultra-sensiveis, que mesmo o menor dano pode resultar
em efeitos letais (Pereira, 2010). Gill et al. (2012) afirmaram que a exposi¢do
simultdnea a diferentes inseticidas podem gerar efeitos combinatdrios das substancias,
com consequéncias ainda mais graves aos enxames. Deste modo, diversos autores
associaram essas classes de inseticidas ao desaparecimento das abelhas Apis mellifera.

Um método classico para avaliar a toxicidade de substancias tdxicas as abelhas €
por meio da determinacdo da DLsy (dose letal média capaz de exterminar 50% de uma
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populacdo) (Pereira, 2010). Métodos oficiais de conducéo desses testes sdo descritos por
protocolos da OECD (1998). Nesses testes, agrotoxicos podem ser aplicados
topicamente ou oralmente, e a mortalidade é registrada 24 e/ou 48 horas ap6s 0 inicio
das aplicacgdes (Pereira, 2010).

Comumente, observa-se na literatura, diferencas nos valores de DLsy obtidos
para um mesmo agrotoxico; essas diferencas podem ser atribuidas a diversos fatores que
influenciam os testes, como a variabilidade genética de cada populacdo de abelha
testada, variagOes climaticas locais e manipulagdo do pesquisador (Pereira, 2010).

Segundo Johansen; Mayer (1990), agrotoxicos com DLsg inferior a 2ug/abelha

sdo considerados extremamente toxicos as abelhas Apis mellifera.

3.1. Organofosforados

Os inseticidas organofosforados compdem uma das classes mais importantes
usadas no controle de pragas, juntamente com os carbamatos e piretroides, e respondem
por cerca de 40% do mercado de agrotoxicos. Sdo ésteres derivados dos acidos
fosforico, fosfonico, fosfinico e fosforamidico (Lira, 2010).

Os organofosforados apresentam toxicidade varidvel de baixa a alta para animais
superiores e sdo, normalmente, bem mais toxicos para vertebrados do que o0s
organoclorados. Esses agrotoxicos causam severos danos ao sistema nervoso dos
individuos  contaminados, inibindo irreversivelmente a acdo da enzima
acetilcolinesterase (Coutinho et al., 2005). Neste tipo de inibicdo as enzimas s&o
definitivamente inativadas, destruindo seus grupos funcionais essenciais, sendo
progressiva, ou seja, aumentando com o tempo, até atingir seu maximo (Lira, 2010).

A toxicidade dos agrotoxicos organofosforados as abelhas Apis mellifera L. é
relatada por diversas pesquisas. Smirle (1993) verificou que esses inseticidas interferem
na divisdo de trabalho da colmeia, diminuindo a longevidade do enxame em até 20%.
Pettis et al. (2004), aplicaram diferentes doses do organofosforado Coumafés em
realeiras contendo larvas de abelha rainha; aquelas que receberam a dose de 1000
mg/kg ndo se desenvolveram, 50% das realeiras tratadas com 100mg/kg foram
rejeitadas pelas operérias e o restante apresentou baixo peso corporal. Guez et al.

(2005) observaram que o inseticida organofosforado Metil Paration, aplicado
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topicamente na dose de 0,010ug/abelha, causou diminuicdo da frequéncia de visitagdo
a fonte de alimento. Freitas; Pinheiro (2010) relataram que os organofosforados afetam
a habilidade das abelhas em comunicar as outras abelhas da colmeia o local da fonte de
alimento por meio da “danca do oito”, por impedir a orientagdo do angulo.

Pertencente ao grupo dos organofosforados, o inseticida Acefato é classificado
como altamente perigoso ao meio ambiente; mesmo assim é utilizado na protec¢éo contra
pragas de muitas culturas agricolas, como algodao, amendoim, batata, brécolis, citros,
couve, couve-flor, crisantemo, fumo, meldo, pimentdo, repolho, rosa, soja e tomate, e
ainda é utilizado no tratamento de sementes de algodao e feijdo destinadas ao plantio
(Mapa, 2012).

Figura 1: Estrutura quimica do Acefato
Fonte: Anvisa, 2012

Alguns autores demonstraram a toxicidade do inseticida Acefato as abelhas Apis
mellifera. Batista et al. (2009) expuseram abelhas operarias & dose de 7,5ug do
inseticida Acefato por meio de contato, pulverizagdo e alimento contaminado. Os
autores verificaram, em todos os tratamentos, que apos 24h de exposi¢do, mais de 90%
das abelhas contaminadas foram mortas, concluindo que o Acefato foi altamente téxico.
Danka et al. (1992) forneceram xarope de agucar contaminado com inseticida para 16
colmeias de abelhas Apis mellifera; ao final de 3 semanas apenas 6 colmeias
sobreviveram aos tratamentos.

Johansen; Mayer (1990) testaram a dose letal média do agrotoxico Acefato as
abelhas Apis mellifera, encontrando o valor de DLsy 1,2ug/abelha, mostrando a alta

toxicidade desta substancia.



12

3.2. Piretréides

Os inseticidas da classe dos piretréides sdo derivados sintéticos das piretrinas,
que sdo ésteres toxicos isolados das flores de Chrysanthemum cinerariaefolium e
espécies relacionadas. As piretrinas naturais sdo instaveis a luz solar e ao sol, o que
diminui sua eficacia no controle de pragas da agricultura e outros insetos. As piretrinas
sintéticas foram originadas com o intuito de obter substancias com maior estabilidade e
potencial inseticida. Assim foram feitas mudancas na estrutura quimica desses
compostos, adicionando-se atomos de nitrogénio, enxofre e atomos de halogénios
(Chen; Wang, 1996).

Atualmente, os piretrdides sdo inseticidas largamente utilizados, devido ao fato
de apresentarem caracteristicas favoraveis, como por exemplo, baixa toxicidade em
mamiferos, baixo impacto ambiental, efetividade contra um largo espectro de insetos e
necessidade de baixas quantidades para exercerem sua agdo. No entanto, ensaios
laboratoriais demonstraram que os piretrdides sdo muito toxicos para peixes, abelhas,
camardes e lagostas, podendo agir em espécies ndo alvo, devido a erros durante a
aplicacdo nas culturas (Santos et al., 2007).

Os piretrdides sdo neurotoxinas lipofilicas, rapidamente absorvidas pelo trato
gastrointestinal ap6s a administracdo oral, ou pelo trato respiratério por meio da
inalacdo de pd ou spray. Apds absorvidos, os piretréides espalham-se por todo corpo. A
toxicidade e 0 mecanismo de ac¢do do piretroide dependerdo de sua estrutura quimica
(Soderlund et al., 2002).

A Cipermetrina e a Deltametrina sdo dois exemplos de piretrdides comumente

utilizados em culturas de interesse comercial (Figuras 2 e 3):
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Figura 2: Estrutura quimica da Cipermetrina
Fonte: Anvisa, 2012
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Figura 3: Estrutura quimica da Deltametrina
Fonte: Anvisa, 2012

Os piretroides sintéticos podem ser estruturalmente divididos em dois grupos
segundo a auséncia (tipo I) ou presenca (tipo Il) de um grupo ciano (CN) na porc¢édo
fenoxibenzil (Santos et al., 2007). A Cipermetrina e a Deltametrina sdo piretroides tipo
Il (Decourtye et al., 2004). Essas substancias agem preferencialmente no sistema
nervoso central, induzindo sintomas de intoxicacdo; em ratos observa-se
hipersensibilidade, salivacdo abundante, agitacdo das patas anteriores, movimentos de
escavar e tremores periddicos (Santos et al., 2007).

A Cipermetrina e Deltametrina séo utilizadas em muitas culturas de interesse
comercial. A Cipermetrina é aplicada na area foliar das culturas de algoddo, amendoim,
arroz, batata, café, cebola, ervilha, feijdo, feijdo-vagem, fumo, melancia, milho, pepino,
repolho, soja e tomate; também é aplicada no solo, na cultura do fumo. A Deltametrina
é utilizada nas partes aéreas das culturas de abacaxi, algoddo, alho, ameixa, amendoim,
arroz, batata, berinjela, brocolis, café, caju, cebola, citros, couve, couve-flor,
crisantemo, eucalipto, feijdo, feijdo-vagem, figo, fumo, gladiolo, magd, melancia,
meldo, milho, pastagem, pepino, péssego, pimentdo, repolho, soja, sorgo, tomate e trigo
(Mapa, 2012).

Devido a grande variedade de culturas em que a Cipermetrina e a Deltametrina
sdo aplicadas, a contaminacao das abelhas Apis mellifera com essas substancias é muito
comum. Assim, diversos autores relataram os efeitos desses piretréides na fisiologia,
comportamento e sobrevivéncia das abelhas.

Decourtye et al. (2004) investigaram os efeitos da Deltametrina em abelhas
operarias, e verificaram que o inseticida diminuiu a atividade de forrageamento, além de

apresentar efeito letal para abelhas operarias. Carvalho et al. (2009) constataram que a
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pulverizacdo de Deltametrina em abelhas (na concentracdo de 50mL de Deltametrina
em 100 mL de agua), fez com que os insetos ficassem no fundo das gaiolas com
movimentos desordenados e trémulos, caracteristicas atribuidas ao efeito de choque
denominado “knock down”, 0 qual também € caracterizado por agir com rapidez, causar
paralisia e mortalidade dos individuos contaminados. Esses mesmos autores observaram
que abelhas tratadas com alimento contaminado e abelhas que entraram em contato com
superficies contaminadas com Deltametrina, tiveram letalidade registrada de 67% e
64%, respectivamente, demonstrando a toxicidade deste piretrdide as abelhas Apis
mellifera. Dai et al. (2010), verificaram que a Deltametrina, em doses subletais reduziu
a fecundidade da abelha rainha e diminuiu o ritmo de desenvolvimento das abelhas
jovens até a idade adulta. Doses subletais de Deltametrina afetam a coordenacédo e a
musculatura das abelhas, comprometendo o retorno a colmeia (Freitas; Pinheiro, 2010).

Taylor et al. (1987) avaliaram o efeito do piretroide Cipermetrina no
aprendizado de abelhas meliferas, por meio do condicionamento classico de reflexo de
extensdo da proboscide, e constataram que as abelhas contaminadas com o agrotoxico
aprenderam em um ritmo mais lento e tiveram apenas 60% de respostas positivas,
enquanto o tratamento controle apresentou 90%. Bendahou et al. (1999) verificaram
aumento na taxa de reposicdo de rainhas em col6nias de abelhas Apis mellifera tratadas
com dietas contendo doses subletais de Cipermetrina, provavelmente devido a
interferéncia do inseticida sobre a capacidade das abelhas identificarem o feromonio
liberado pela rainha.

Alguns autores determinaram valores de dose letal média da Deltametrina para
as abelhas. Smart; Stevenson (1982) encontraram valor para DLsy de contato igual a
0,051ug/abelha. O relatério da European Commission (2002) registrou DLs de ingestéo
= 0,079ug /abelha e de contato igual a 0,0015ug/abelha.

Os resultados de DLsp de ingestdo para Cipermetrina variam de 0,020 a
0,160ug/abelha (Bendahou et al., 1999; European Comission, 2005). As DLsy de
contato variam entre 0,020 a 0,124ug/abelha (European Comission, 2005; Carrasco-
Letelier et al., 2012).
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3.3. Carbamatos

Os agrotdxicos da classe dos carbamatos séo ésteres do &cido carbamico. A acao
maneira reversivel (Guiloski et al., 2010).

A inibi¢do enzimatica do tipo reversivel leva a formagdo de um complexo em
um sistema em equilibrio, no qual a enzima apresenta um grau definido de inibicdo, que
depende da concentragéo e dos reagentes no meio (inibidor- inseticida e substrato-
acetilcolina), permanecendo constante a partir de um determinado tempo. Como o
processo € reversivel, a simples adicdo de maior quantidade de substrato (acetilcolina)
pode deslocar o equilibrio de modo a favorecer a formacdo enzima-substrato,
diminuindo a probabilidade do inibidor ligar-se a enzima (Lira, 2010).

Contudo, mesmo o0s carbamatos sendo inibidores reversiveis da
acetilcolinesterase, as intoxicacdes por essas substancias podem ser igualmente graves
como os organosforados (Funasa, 2003).

Entre os principais compostos carbamatos encontra-se o agrotoxico Carbaril (1-
naftil metilcarbamato), inseticida de largo espectro, usado para controlar mais de 100
espécies em culturas (como citrus, nozes e tomate), gramados e florestas, sendo também

usado como moluscicida e acaricida (Garbellini; Uliana, 2007).

Figura 4: Estrutura quimica do Carbaril
Fonte: Anvisa, 2012

Nation et al. (1986) submeteram abelhas meliferas & exposi¢do cronica por
carbamatos via dieta artificial, e constataram que o0s inseticidas afetaram a divisao de

trabalho nas colmeias. Helson et al. (1994) estudaram a toxicidade do Carbaril a quatro
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espécies de abelhas da ordem Hymenoptera e superfamilia Apoidea (Apis mellifera,
Andrena erythrontii, Megachile rotundata e Bombus terricola), e concluiram que a Apis
mellifera é mais susceptivel ao carbaril quando comparada com as outras espécies,
devido apresentarem o menor valor para DLso. Akca et al. (2009) fizeram um estudo
para examinar a toxicidade de sete inseticidas (Lambda-cialotrina, Furatiocarbe,
Carbaril, Carbosulfan, Benfurocarbe, Metiocarbe e Azadiractina) as abelhas Apis
mellifera; além de apresentar efeito nocivo aos animais testados, o Carbaril mostrou
efeitos tdxicos mais rapidamente que 0s outros inseticidas.

Embora existam poucas pesquisas na literatura, nacional e internacional, que
demonstrem os efeitos causados pelo Carbaril em abelhas Apis mellifera L., alguns
autores encontraram residuos desse inseticida no mel, cera e polen, evidenciando o
contato das abelhas com esse agrotdxico. Khan et al. (2004) encontraram residuos de
Carbaril em amostras de mel provenientes de colmeias de Apis mellifera na india.
Mullin et al. (2010) encontraram, entre os anos de 2007 e 2008, em apiarios de 23
estados Norte-Americanos, altos niveis de Carbaril na cera e no pdlen, inferindo que a

presenca desses venenos contribuem para o declinio dos polinizadores.

3.4. Pirazéis

O Fipronil € um inseticida que pertence a classe dos pirazéis, 0s quais Sao
compostos heterociclicos aromaticos (Neto et al., 2008).

A elevada toxicidade dessa substancia para as abelhas é devida sua alta afinidade
pelos receptores dos insetos quando comparado aos receptores GABA de mamiferos, o

que resulta em maior toxicidade para os primeiros que para os ultimos (Martins, 2009).
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Figura 5: Estrutura quimica do Fipronil
Fonte: Anvisa, 2012



17

Em paises europeus, como a Franca, o inseticida Fipronil foi proibido por
apresentar alta toxicidade para muitos animais, especialmente as abelhas, causando
baixas de até 40% nos apiarios franceses (Souza, 2009). Contudo, no Brasil, o Fipronil
ainda é muito utilizado em culturas de batata, cana-de-agucar, milho, algodao, arroz,
eucalipto, soja, cevada, feijao, pastagens e trigo (Mapa, 2012).

Diversos autores demonstraram a toxicidade do Fipronil para as abelhas Apis
mellifera L. Hassani et al. (2005) estudaram a influéncia de doses subletais de fipronil
na aprendizagem olfativa de abelhas Apis mellifera L., e verificaram reducdo
significativa a dose de 0,001 ug/abelha, aplicada topicamente. Os autores evidenciaram
que o neurotransmissor GABA esté intimamente relacionado com a percepgdo olfativa
das abelhas. Abelhas recém-nascidas expostas a doses subletais de Fipronil (0,0001 e
0,00001pg/abelha), por contato e ingestdo, apresentaram comprometimento na
aprendizagem olfatéria; aquelas tratadas com 0,0001 pg/abelha morreram apos 7 dias de
exposicdo e com 0,00001ug/abelhas ingeriram mais dgua que 0s outros tratamentos e
apresentaram seus movimentos comprometidos, permanecendo muito tempo imovel
(Aliouane et al., 2009).

Existem trabalhos que demonstraram efeitos sinérgicos da contaminagéo
simultanea por agentes quimicos (Fipronil) e bioldgicos em abelhas Apis mellifera,
cujos autores enfatizaram que a combinacdo desses fatores torna-se muito severa, e que
esta intrinsecamente ligada ao declinio da populacdo de abelhas observado nos ultimos
anos. Vidau et al. (2011) e Aufavre et al. (2012) realizaram pesquisas com abelhas
infectadas simultaneamente com doses subletais de Fipronil e com o parasita Nosema
ceranae. Constataram efeito sinérgico dos estressores (quimico e biolégico) na
sobrevivéncia das abelhas, principalmente em recém-nascidas.

O nplantio de culturas com sementes tratadas com Fipronil também
demonstraram efeitos negativos para abelhas. Bernal et al. (2011) verificaram que as
colmeias que coletaram poélen de girassol plantado com sementes tratadas com Fipronil
ficaram mais susceptiveis ao acaro Varroa destructor, sugerindo que a combinacgéo
desses agentes patologicos pode aumentar o risco de morte das colénias infectadas.

Cruz et al. (2010) em busca de maior compreensdo da toxicologia desse

inseticida, estudaram as alteragdes morfoldgicas em abelhas tratadas com doses
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subletais do Fipronil, verificando morte das células do intestino médio em abelhas
alimentadas com 0,1 e 1nug/g.

O comportamento de locomogéo das abelhas é uma atividade importante para o
forrageamento em busca de recursos para a colonia. Souza (2009) estudou os efeitos do
inseticida Fipronil no comportamento de locomocdo de abelhas tratadas topicamente
com doses letais e subletais, verificando que apenas o0 grupo tratado com
0,001ng/abelha de Fipronil (dose letal) diferiu. Contudo, Hassani et al. (2005) néo
encontraram diferengas significativas na atividade locomotora de abelhas tratadas com
doses subletais de Fipronil (0,001, 0,0005 ou 0,0001ug/abelha, aplicadas topicamente
Ou por ingestdo).

Valores de DLsp de ingestdo do inseticida Fipronil em abelhas meliferas variam
de 0,00327 a 0,013 pg/abelha (Mayer; Lunden, 1999; Decourtye, 2002; Souza, 2009); e
as DLs de contato encontradas estdo entre 0,000157 a 0,013ug/abelha (Mayer; Lunden,
1999; Tingle et al. 2003; Souza, 2009).

3.5. Neonicotindides

Os neonicotinoides representam o principal grupo de inseticidas lancado nas
Gltimas trés décadas. Assim como a nicotina, 0s neonicotindides atuam como agonistas
da acetilcolina. Entretanto, ao contrario da nicotina eles sdo seletivos dentro da classe
Insecta, ou seja, a afinidade entre os receptores colinérgicos e neonicotindides € muito
maior em insetos que em mamiferos, sendo o produto mais toxico para 0s primeiros
(Carvalho, 2008).

O Imidacloprido é um exemplar do grupo dos inseticidas neonicotindides. Desde
sua introducdo nos anos 1990, seu uso aumentou consideralvelmente (Blaquiere et al.,
2012). Atualmente, talvez seja o inseticida mais utilizado no mundo no controle de
pragas e doencas agricolas (Freitas; Pinheiro, 2010). No Brasil, o Imidacloprido €
registrado para uso em grande numero de culturas, podendo ser utilizado em sementes
de algoddo, amendoim, arroz, aveia, cevada, feijdo, milho, soja e trigo. Também ¢é
aplicado na area foliar de abacaxi, ab6bora, abobrinha, alface, algodao, alho, almeiréo,

batata, berinjela, brocolis, cebola, chicdria, citros, couve, couve-flor, crisantemo, feijao,
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fumo, gérbera, girassol, jild, melancia, meldo, pepino, pimentao, repolho, soja, sorgo e

tomate, e ainda no solo das culturas de cana-de-acucar, café, fumo e uva (Mapa, 2012).

Figura 6: Estrutura Quimica do Imidacloprido
Fonte: Anvisa, 2012.

A aplicacdo do Imidacloprido em sementes e nas areas foliares das culturas
deixa residuos no polen e néctar; dessa maneira, as abelhas meliferas estéo
potencialmente expostas a essa perigosa contaminacao (Blacquiére et al., 2012).

A literatura internacional traz inimeras pesquisas demonstrando os maleficios
que os neonicotindides em geral causam as abelhas meliferas. Isto significa que existe
uma grande preocupa¢do mundial com esses produtos toxicos, os quais vém sendo cada
vez mais utilizados por diversos paises, e certamente estdo associados ao sumico das
abelhas pelo mundo.

Muitos trabalhos tratam dos efeitos causados por doses subletais dos inseticidas.
Esses estudos sdo de fundamental importancia para a compreensdo da interferéncia
desses produtos toxicos no desempenho comportamental e na vitalidade das abelhas. Os
neonicotindides sdo caracterizados por afetar a mobilidade das abelhas, causar tremores,
movimentos descoordenados e hiperatividade (Blaquiere et al., 2012).

Com o intuito de contribuir como ferramenta no monitoramento dos efeitos de
doses subletais do Imidacloprido Skerl; Gregorc (2010) fizeram avaliacdes histologicas
nas glandulas hipofaringeanas de abelhas operérias, verificando que o inseticida induziu
uma necrose extensa apds 48 horas do tratamento, com 50% das células em apoptose e
aumento gradativo para 100% ap0s 72 horas. Gregorc; Ellis (2011) investigaram as
células do intestino médio de larvas de Apis mellifera L. e observaram 66% de morte
celular apoptdtica em larvas que receberam alimento contaminado com o inseticida.

Heylen et al. (2011) constataram que o consumo de alimento com doses subletais de
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Imidacloprido causou diminui¢do no volume das glandula hipofaringeanas em abelhas
operarias ap6s 7 dias de tratamento.

Schmuck et al. (2001) estudaram o efeito da exposicdo cronica de doses
subletais de Imidacloprido, via dieta, e constataram que 0,004pg/abelha afetou o ciclo
de postura de ovos da rainha e a quantidade de larvas e pupas de Apis mellifera. Lambin
et al. (2001), por meio do teste de locomocdo, verificaram que abelhas tratadas
topicamente  com  0,0025ug/abelha  apresentaram  atividade  locomotora
significativamente diminuida. Decourtye et al. (2004) relataram que o Imidacloprido
reduziu a percepcdo olfativa e a atividade de voo em abelhas operarias expostas a doses
subletais. O Imidacloprido também afetou o tempo de desenvolvimento de larvas até a
fase adulta, quando houve consumo de alimento contaminado na dose de 5ug
(Decourtye et al., 2005). Shneider et al. (2012) observaram reducéo significativa de voo
e da atividade de forrageamento em abelhas meliferas operérias tratadas com alimento
contaminado com dose subletal de 0,0015ug/abelha.

Valores de DLsp de contato do inseticida Imidacloprido para abelhas meliferas
variam entre 0,00125 a 0,013ug/abelha (Mayer; Lunden, 1999; Schmuck et al., 2001;
Tingle et al. 2003; Decourtye et al., 2004) . Enquanto que os valores para DLs, de
ingestdo estdo entre 0,000157 a 0,041ug/abelha (Mayer; Lunden, 1999; Lambin et al.,
2001; Decourtye, 2002).

Diante do exposto, 0s objetivos do presente trabalho foram determinar a DLs de
contato e ingestdo dos inseticidas Acefato, Carbaril, Cipermetrina, Deltametrina,
Fipronil e Imidacloprido, e quantificar possiveis alteracbes comportamentais em Apis

mellifera africanizadas.

A presente pesquisa resultou no artigo intitulado “Toxicidade de inseticidas
para Apis mellifera L.”, o qual serd submetido a revista Apidologie, conforme as suas

regras de publicacao.
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TOXICIDADE DE INSETICIDAS PARA Apis mellifera L.

Resumo: Este trabalho teve por objetivos estabelecer a Dose Letal (DLsg) de inseticidas
em abelhas campeiras de Apis mellifera africanizadas e verificar a ocorréncia de
alterag6es comportamentais. O experimento foi desenvolvido no Setor de Apicultura da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Fazenda Experimental Lageado,
UNESP, Campus de Botucatu. Foram utilizadas abelhas campeiras e testados os
agrotoxicos Acefato, Cipermetrina, Deltametrina, Carbaril, Fipronil e Imidacloprido,
por meio de testes de contato (2uL na regido dorsal do torax) e ingestdo (1 mL de mel),
ambos contendo as diferentes doses dos inseticidas. O controle dos testes de contato e
ingestdo receberam apenas agua destilada e mel, respectivamente. Apos 30, 60, 90, 120
e 150 minutos do inicio dos testes quantificou-se 0 niumero de abelhas com alteracGes
comportamentais. Para calculo da DLso, 24 horas ap6s o inicio dos testes, os resultados
foram submetidos a anélise Probit, utilizando-se o programa BioStat. Os dados de
alteracdo de comportamento foram analisados por meio do teste de Tukey para
comparacao entre médias (P<0,05). As DLsp de contato e ingestdo (ug/abelha) foram,
respectivamente, Acefato 0,0037+0,0012 e 0,0147+0,0045; Carbaril 0,2456+0,1254 e
0,3633+0,1680; Cipermetrina 0,0004+0,0001 e 0,0103+0,0087; Deltametrina
0,0042+0,0021 e 0,0486+0,01; Fipronil 0,0080+0,0021 e 0,2316+0,0626; Imidacloprido
0,0308+0,0218 e 0,1079+0,0375. Os testes de contato para Acefato, Carbaril,
Cipermetrina e Deltametrina e o0s testes de ingestdo para Carbaril, Fipronil e
Imidacloprido mostraram alteragbes comportamentais significativas, em relacdo ao
controle. Conclui-se que todas as substancias foram prejudiciais as abelhas, devido aos

baixos valores de DLs, obtidos, e a ocorréncia de alteragbes comportamentais.

Palavras-chave: abelhas/ agrotdxicos/ alteracdes comportamentais/ dose letal.
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TOXICITY OF INSECTICIDES TO Apismellifera L.

Abstract: This research aimed establishes the lethal dose (LDsp) of insecticides in
africanized foraging bees Apis mellifera and verify the occurrence of behavioral
changes. The research was conducted in the Sector of Apiculture, Veterinary Medicine
and Animal Science University, Lageado Experimental Farm, UNESP, Botucatu. Were
used foraging bees and tested the pesticides Acephate, Cypermethrin, Deltamethrin,
Carbaryl, Fipronil and Imidacloprid through contact test (2uL in dorsal region of the
chest) and food intake (1mL of honey), both containing different doses of pesticides.
The control group test of contact and food intake received only distilled water and
honey, respectively. After 30, 60, 90, 120 and 150 minutes of the test starting were
quantified the numbers of bees with behavioral changes. For calculation of LDs,, 24
hours after the starting of tests, the results were submitted to Probit analysis using the
program BioStat. Data behavioral changes were analyzed by Tukey test for comparison
of means (P<0.05). The LDsy of contact and food intake (ug/bee) were, respectively,
Acephate  0.0037+£0.0012 and 0.0147+0.0045; Carbaryl 0.2456+0.1254 and
0.3633+0.1680; Cypermethrin  0.0004+0.0001 and 0.0103+0.0087; Deltamethrin
0.0042+0.0021 and 0.048640.01; Fipronil 0.0080+0.0021 and 0.231640.0626;
Imidacloprid 0.0308+0.0218 and 0.1079+0.0375. The tests contact to Acephate,
Carbaryl, Cipermethrin and Deltamethrin and the food intake tests for Carbaryl, Fipronil
and Imidacloprid showed significant behavioral changes, compared to control. It can be
concluded that all the substances were harmful to bees, due to low LDsg values

obtained, and the occurrence of behavioral changes.

Keywords: bees/ behavioral changes/ lethal dose/ pesticides.
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1. INTRODUCAO

As abelhas Apis mellifera L. sdo insetos sociais importantes para a economia
agricola mundial. Além de produzirem mel, pélen, propolis, cera e veneno, elas ainda
contribuem ao meio ambiente com seus servicos de polinizagdo, sendo, a Apis mellifera
L. considerada a principal espécie polinizadora de culturas agricolas no mundo
(Whitfield, et al., 2006). Ao forragear as plantas em busca de recursos (pdélen, néctar,
resinas e agua), as abelhas campeiras promovem a reproducdo cruzada dos vegetais,
aumentando o vigor das espécies, possibilitando novas combinagdes de fatores
hereditarios e melhorando a producéo de frutos e sementes (Couto; Couto, 2002).

Segundo Potts et al. (2010) a polinizacdo promovida pelas abelhas em 2005
gerou cerca de 153 bilhGes de euros (9,5% do valor total da producéo agricola mundial).
Nos Estados Unidos a polinizacdo por Apis mellifera L. gerou US$ 14,6 bilhGes e no
Reino Unido estimou-se, por ano, um ganho de 400 milhdes de euros com 0s Servigos
de polinizacdo (Breeze et al., 2011).

Entretanto, atualmente, é registrado severo declinio das abelhas meliferas em
diversas regides do planeta. Na Europa, por exemplo, de 1985 a 2005, observou-se a
perda de 25% das colbnias de Apis mellifera L., sendo que na Espanha, dados
decorrentes da Ultima década, apontam perdas de 80% do total de suas colmeias. Nos
Estados Unidos, os dados apontam severas perdas, com decréscimo de 59% no namero
de col6nias, entre 0s anos de 1947 a 2005 (Bernal et al., 2010; Potts et al., 2010).

Segundo Freitas et al. (2009), tal perda pode ser atribuida a diversos fatores,
como queimadas, desmatamentos, doengas, uso abusivo de agrotoxicos (principalmente
em monoculturas) e o Disturbio de Colapso das Col6nias (DCC), o qual é caracterizado
por grande perda de abelhas operarias, sem a presenca de abelhas mortas no interior ou
nas proximidades da colmeia, presenca de alimento dentro do ninho e abandono das
crias. Mullin et al. (2010) relataram haver uma associacgao direta entre a exposicao das
abelhas aos agrotoxicos, ocorréncia do DCC e declinio dos polinizadores.

Dentre os principais tipos de agrotdxicos utilizados na agricultura, os mais
consumidos séo os herbicidas, seguidos dos inseticidas, fungicidas e acaricidas (Jardim;
Andrade, 2009). Embora os herbicidas sejam mais utilizados, em geral a toxicidade

deste grupo de substancias € inferior a dos inseticidas (Delgado; Paumgartten, 2004).
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Aproximadamente, 90% dos inseticidas sdo neurotdxicos, podendo ocasionar
efeitos letais as abelhas (Pereira, 2010). Entre os sintomas de envenenamento por
inseticidas observam-se alteracbes comportamentais, hiperexcitagéo, ataxia, convulsoes,
tremores e paralisias (Soderlund et al., 2002).

Pesquisas demonstraram toxicidade dos inseticidas para as abelhas Apis
mellifera L., evidenciando os prejuizos causados aos enxames, como por exemplo,
interferéncia na divisdo de trabalho da colmeia, diminui¢do da longevidade do enxame,
interferéncia na comunicacdo e aprendizado, no desenvolvimento da rainha, diminuicao
da atividade de forrageamento, alteracdes na atividade de locomoc¢do e morfoldgicas
(Decourtye et al., 2004; Pettis et al., 2004; Hassani et al., 2005; Cruz et al., 2010;
Freitas; Pinheiro, 2010; Gill et al., 2012). Além disso, Gill et al. (2012) afirmaram que a
exposicdo simultanea a diferentes inseticidas utilizados nos campos de cultivos podem
gerar efeitos combinat6rios das substancias, com consequéncias ainda mais graves aos
enxames.

Sendo assim, o conhecimento da toxicidade de inseticidas as abelhas Apis
mellifera L. é de extrema importancia para nortear diretrizes de controle em seu uso,
aliadas a preocupacéo de preservacao ambiental. A presente pesquisa teve por objetivos
estabelecer as DLsy de contato e ingestdo dos inseticidas Acefato (organofosforado),
Cipermetrina e Deltametrina (piretroides), Carbaril (carbamato), Fipronil (pirazol) e
Imidacloprido (neonicotindide) em abelhas campeiras de Apis mellifera africanizadas e

verificar a ocorréncia de alteracbes comportamentais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local do experimento e abelhas utilizadas

O experimento foi desenvolvido no Setor de Apicultura da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, localizado na Fazenda Experimental Lageado,
UNESP, Campus de Botucatu, com as seguintes coordenadas geogréaficas: 22° 49" de
latitude sul e 48° 24" de longitude Oeste, com clima tipo Cfa e altitude média de 623
metros.

Foram utilizadas abelhas Apis mellifera africanizadas, com mais de 20 dias de
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idade, provenientes de cinco colmeias padronizadas quanto ao numero de quadros de
crias e alimento, contendo rainha jovem, acasalada livremente. Os alvados (entrada da
colmeia) foram fechados por um periodo de dez minutos e colhidas abelhas que
retornavam do campo, consideradas campeiras, em coletores de madeira contendo tela

para aeracdo. Estas abelhas foram conduzidas ao laboratorio para a realizacéo dos testes

de toxicidade.

2.2. Inseticidas pesguisados

Foram utilizados seis agrotoxicos da classe dos inseticidas (Tabela 1), cujas

doses foram estabelecidas por meio de experimentos prévios de nosso laboratorio.

Tabela 1: Grupos quimicos dos inseticidas, nome comercial e as doses utilizadas em

ug/abelha nos testes de contato e ingestao.

Inseticida/ Nome Comercial/ Contato Ingestao
Grupo Quimico Empresa (ug/abelha) (ug/abelha)
Acefato Orthene 750 Br 0,00; 0,0009; 0,00; 0,005; 0,01;
(Arysta) 0,0018; 0,0038; 0,021; 0,042;
(organofosforado) 0,0075: 0,0151 0,084
Carbaril A 4 . )
OABNKS g oos0r S000062
(carbamato) 0,2;0,4,0,8 ’ '1’0 R
Commanche 200 0,00: 0,00008: 0,00: 0,003125:

Cipermetrina
(piretroide)

Deltametrina
(piretroide)
Fipronil

(pirazol)

Imidacloprido
(neonicotindide)

EC (FMC Quimica
do Brasil)

Keshet 25 EC
(Milénia
Agrociéncias S.A.)

Regent 800 WG
(BASF)

Appalus 200 SC
(Consagro
Agrobusiness)

0,00016; 0,00033;
0,00066; 0,0013

0,00; 0,0005;
0,001; 0,002;
0,004; 0,008

0,00; 0,002; 0,004,

0,008; 0,016;
0,032

0,00; 0,005; 0,01;
0,02; 0,04; 0,08

0,00625; 0,0125;
0,025; 0,05

0,00; 0,01; 0,02;
0,05:0,1; 0,2

0,00; 0,05; 0,1;
0,2;04;0,8

0,00; 0,025; 0,05;
0,1;0,2;0,4
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2.3. Testes de toxicidade

2.3.1. Teste de ingestdo do inseticida

A DLsy é a dose letal capaz de exterminar 50% de uma populacdo (OECD,
1998). Nesse trabalho foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Miranda et al. (2003), com modificagbes. Para isto, 10 abelhas campeiras foram
anestesiadas em refrigerador (4°C). Em seguida, foram colocadas em caixas de madeira
contendo telas nas laterais (25,0 x 15,0 x 10,0 cm) onde foi fornecido 1 mL de mel em
alimentador (2cm x 1 cm) contendo as diferentes doses dos inseticidas; apds trés horas o
alimento contaminado foi substituido por outro sem contaminacdo. De acordo com
Thompson; Hunt (1999), a vesicula nectarifera das Apis mellifera tem volume de 50uL,
portanto as diluigdes do alimento com inseticidas foram calculadas para que em 50uL
contivesse as doses estimadas de cada principio ativo. As abelhas permaneceram em
temperatura ambiente. Um grupo controle recebeu apenas mel. Apds 24h foi
contabilizado o nimero de abelhas mortas em cada tratamento. Os experimentos foram

realizados em triplicata e os resultados utilizados para os calculos da DLsg

2.3.2. Teste de contato com o inseticida

A DLs, foi determinada através da metodologia descrita em Miranda et al.
(2003). Para isto, 10 abelhas adultas, com mais de 20 dias de idade, foram anestesiadas
em refrigerador (4°C). Em seguida, receberam 2uL das diferentes concentragdes dos
inseticidas, com auxilio de micropipetador, na regido dorsal do térax. Apds a aplicacéo
do agrotdxico, as abelhas foram transferidas para caixas plasticas (18,0 x 8,0 x 6,0 cm) e
mantidas em temperatura ambiente registrada. O grupo controle recebeu apenas agua
destilada, utilizada para dissolver os inseticidas. Apds 24h foi contabilizado o nimero
de abelhas mortas em cada tratamento. Os experimentos foram realizados em triplicata e

os resultados utilizados para os calculos da DLsy,
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2.4. Avaliacéo comportamental

Apobs inicio dos testes de contato e ingestdo dos inseticidas, foi contado durante
30, 60, 90, 120 e 150 minutos, o ndmero de abelhas que apresentaram alteracdes
comportamentais, tais como tremores, falta de coordenacdo motora, movimentos

desordenados e hiperexcitabilidade.

2.5. Andlise dos resultados

Para célculo da DLso, os resultados de mortalidade apds 24h do inicio dos testes
de contato e ingestdo foram submetidos a analise Probit, utilizando-se o programa
BioStat. Os dados de alteracdo de comportamento foram analisados por meio do teste de

Tukey para comparacao das médias, com nivel de 5% de significancia (Zar, 1996).

3. RESULTADOS

As DLs obtidas nos testes de contato e ingestdo para os agrotoxicos analisados
encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2: Medias e desvios padrao das doses letais (DLsp) inseticidas estudados para 0s
testes de contato e ingestdo de alimento contaminado (ug/abelha), para

abelha Apis mellifera africanizadas.

Agrotdxico DLy contato DL ingestdo
Acefato 0,0037+0,0012 0,0147+0,0045
Carbaril 0,2456%0,1254 0,3633+0,1680
Cipermetrina 0,0004+0,0001 0,0103+0,0087
Deltametrina 0,0042+0,0021 0,0486+0,0100
Fipronil 0,0080+0,0021 0,2316+0,0626
Imidacloprido 0,0308+0,0218 0,1079+0,0375
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Os resultados dos testes de contato mostraram que o0s inseticidas Fipronil e
Imidacloprido ndo causaram alteracGes significativas as doses estudadas. O Acefato
apresentou reagbes comportamentais apenas ap6s 120 minutos, na dose
0,0151pug/abelha. Para o Carbaril isso ocorreu com a dose 0,2ug/abelha, a partir de 30
minutos. No caso da Cipermetrina as alteragdes tornaram-se significativas a partir de 60
minutos, na menor dose estudada (0,0008ug/abelha); e com a Deltametrina, na dose de
0,008ng/abelha, apds 90 minutos.

Nos testes de ingestdo com os inseticidas Acefato, Cipermetrina e Deltametrina
ndo houve reacdes comportamentais significativas. O Carbaril apresentou reacoes
comportamentais apds 90 minutos, na dose de 1ug/abelha e, o Fipronil e Imidacloprido,
a partir de 120 minutos, nas doses 0,8ug/abelha e 0,025ug/abelha, respectivamente.
(Tabelas 3, 4,5, 6, 7 e 8).
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4. DISCUSSAO

Os valores de DLsy de contato encontrados nessa pesquisa para 0s inseticidas
Acefato e Carbaril foram menores que os verificados por Johansen; Mayer (1990), que
estimaram ser 1,2ug/abelha e 1,5ug/abelha, respectivamente.

O Acefato é um inseticida organofosforado que causa severos danos ao sistema
nervoso central dos individuos contaminados, inibindo irreversivelmente a enzima
acetilcolinesterase, 0 que ocasiona hiperexcitabilidade neuronal (Funasa, 2003). Os
inseticidas da classe dos carbamatos, como o Carbaril, inibem a acéo acetilcolinesterase
de modo reversivel; no entanto, a intoxicacao por essas substancias pode ser igualmente
grave, comparados aos organofosforados (Funasa, 2003). Esses sintomas de toxicidade
foram evidenciados neste trabalho pelas altera¢cbes comportamentais observadas ap6s 30
e 90 minutos de contato e ingestdo, respectivamente, com o Carbaril, e apds 120
minutos de contato com o Acefato.

Os valores de DLsy de ingestdo encontrados na literatura para a Cipermetrina
variam entre 0,008 a 0,1600ug/abelha, e para a Deltametrina de 0,0015 a
0,079ug/abelha. A DLsy de contato esta entre 0,020 a 0,160ug/abelha para Cipermetrina
e de 0,0015 a 0,051 ug/abelha para Deltametrina (Smart; Stevenson 1982; Helson, 1994;
Bendahou et al.,1999; European Commission, 2005). Os resultados obtidos para
Deltametrina correspondem ao relatado por outros autores. No caso da Cipermetrina,
apenas a DLsp de ingestdo corrobora as outras pesquisas; o resultado de contato foi
menor que o verificado na literatura.

A Cipermetrina e a Deltametrina, além de causarem mortalidade em Apis
mellifera L., comprometem a atividade de forrageamento, diminuem a fecundidade da
rainha, alteram a coordenagdo motora, causam tremores musculares e comprometem a
aprendizagem (Decourtye et al., 2004; Freitas; Pinheiro, 2010; Dai et al., 2010). Os
testes de contato com esses inseticidas apresentaram alteracbes comportamentais
significativas, a partir de 90 e 60 minutos para Deltametrina e Cipermetrina,
respectivamente.

Os valores de DLso de ingestdo para o Fipronil encontrados na literatura variam
entre 0,00327 a 0,013ug/abelha (Mayer; Lunden, 1999; Decourtye, 2002); e de
0,000157 a 0,013ug/abelha para contato (Mayer; Lunden, 1999; Tingle et al., 2003).
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Dessa forma, a DLsy, de contato obtida nessa pesquisa esteve dentro do intervalo
proposto na literatura, enquanto o valor de ingestdo foi maior que o verificado em
pesquisas anteriores.

O Fipronil é altamente toxico as abelhas, devido competir com 0 GABA (acido
gama-aminobutirico), um neurotransmissor do sistema nervoso central, impedindo a
transmissdo do impulso nervoso normal, resultando em atividade neural excessiva,
paralisia e morte (Mohler et al., 2009). Efeitos negativos como alterages fisioldgicas e
morfoldgicas, comprometimento da aprendizagem olfativa e letalidade, sdo alguns
prejuizos que o Fipronil pode causar as Apis mellifera (Hassani et al., 2005; Aliouane,
2009; Cruz et al., 2010). A ingestdo dessa substancia, pelos animais testados, promoveu
alteracbes comportamentais significativas a partir de 120 minutos.

Para o Imidacloprido os valores para DLsy de ingestdo em abelhas meliferas
variam de 0,00157 a 0,013ug/abelha (Mayer; Lunden, 1999; Lambin et al., 2001;
Decourtye, 2002); e para contato, entre 0,000157 a 0,041ug/abelha (Mayer; Lunden,
1999; Schmuck et al., 2001; Tingle et al. 2003; Decourtye et al., 2004). Assim, o valor
encontrado para contato situa-se dentro do intervalo proposto por outros autores;
enquanto o de ingestdo foi maior ao observado em pesquisas anteriores.

Os neonicotindides competem com o neurotransmissor acetilcolina, promovendo
sintomas semelhantes aos causados por carbamatos e organofosforados, incluindo
tremores, colapso do sistema nervoso e morte (Faria, 2009).

Nos testes de ingestdo com o Imidacloprido, assim como nos testes de contato
com a Cipermetrina, as alteracdes comportamentais foram significativas na menor dose
utilizada. Estes resultados podem ser explicados devido a presenca e a agdo de
metabolitos que atuam no organismo do inseto. Desta forma, doses maiores
favoreceriam a agdo de enzimas desintoxicadoras, reduzindo ou retardando os efeitos
toxicos que poderiam aparecer nas abelhas. Por outro lado, doses menores demorariam
mais para ativar o sistema enzimatico, promovendo o aparecimento de efeitos toxicos
(Pereira, 2010).

Suchail et al. (2000) observaram que, apds a exposicdo oral ao Imidacloprido em
operarias de abelhas meliferas, a cinética da mortalidade sofreu um atraso quando foram
oferecidas doses maiores, sugerindo que padrGes metabolicos podem estar envolvidos

com a toxicidade deste neonicotindide.
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As variacdes nos valores de DLsy encontradas neste estudo, em comparacao a
outras pesquisas com 0s mesmos inseticidas, podem ser atribuidas a influencia de
fatores como variabilidade genética de cada populacdo de abelhas estudada, variacdes
ambientais dos locais de origem das populagdes, execucdo da metodologia empregada e
diferenca na capacidade de desintoxicacdo de um enxame para o outro (Suchail et al.,
2001), bem como, as diferentes formulagbes comerciais de insetidas com 0 mesmo
principio ativo, os quais variam quanto ao tipo e quantidade dos ingredientes inertes.

De acordo com Johansen; Mayer (1990), agrotdxicos que apresentam DLsg
inferior a 2pg/abelha s&o considerados extremamente toxicos as abelhas Apis mellifera.

Dessa maneira, conclui-se que os inseticidas avaliados nessa pesquisa foram
considerados extremamente toxicos as abelhas campeiras de Apis melifera
africanizadas, por apresentarem valores de DLsy abaixo de 2ug/abelha e promoverem

alteragGes comportamentais significativas durante os testes de contato e/ou ingestéo.
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IMPLICACOES

A atividade apicola tem crescido e se desenvolvido ao longo dos anos. Muitos
sdo0 0s produtos que podem ser explorados, e que trazem beneficios aos seus produtores
e consumidores. Aléem do mais, as abelhas Apis mellifera L. imperam numa atividade
extremamente importante a produtividade de muitas culturas agricolas, a polinizacao
cruzada dos vegetais.

Quando as abelhas visitam as culturas em busca de recursos para sua col6nia e,
consequentemente, promovem a polinizacdo entomofilica, podem entrar em contato
com agrotoxicos que protegem as culturas contra pragas e doengas. No entanto, tais
defensivos sdo deletérios as abelhas, promovendo injurias graves ao individuo e ao
enxame.

Dessa maneira, este estudo avaliou 0s riscos que 0s agrotoxicos Acefato,
Carbaril, Cipermetrina, Deltametrina, Fipronil e Imidacloprido oferecem as abelhas
meliferas, evidenciando alteracdes no comportamento dos individuos contaminados e
ainda a dose letal média capaz de induzir mortalidade em 50% da populacéo testada
(DLsp).

Todos os inseticidas utilizados mostraram ser extremamente prejudiciais as
abelhas campeiras de Apis mellifera africanizadas; dessa forma, ndo se recomenda a
aplicacdo dessas substancias em areas de cultivo de abelhas, devido ao fato de baixas
dosagens causarem expressiva mortalidade e alteracbes comportamentais que podem
comprometer o desenvolvimento dos enxames, além da possibilidade de contaminagédo
dos produtos apicolas.

Espera-se que esse trabalho possa contribuir com a avaliagdo dos impactos da
utilizacdo de inseticidas as abelhas meliferas, e ainda trazer informagfes que possam
contribuir no entendimento do declinio dos polinizadores registrado nos ultimos anos.

No entanto, mais estudos sdo fundamentais para o desenvolvimento dos métodos
de avaliacdo dos riscos, impactos ecoldgicos e econémicos do uso dos defensivos

agricolas, em geral, sobre a fauna polinizadora.



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	SUMÁRIO
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE FIGURAS
	I. CONSIDERAÇÕES INICIAIS
	1. Abelhas Apis mellifera: histórico, castas e produtos
	2. Importância da Apis mellifera para polinização
	3. Agrotóxicos
	Referências

	II. TOXICIDADE DE INSETICIDAS PARA Apis mellifera L.
	Resumo
	Abstract
	1. Introdução
	2. Material e Métodos
	3. Resultados
	4. Discussão
	Referências

	IMPLICAÇÕES

