s UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
Ny “JULIO DE MESQUITA FILHO”

u nesp v INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO

CLARO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR)

EFEITOS DAS DOSES SUBLETAIS DO FIPRONIL PARA ABELHAS
AFRICANIZADAS (Apis mellifera L.), POR MEIO DE ANALISES
MORFOLOGICAS E COMPORTAMENTAIS.

TIAGO FAVARO DE SOUZA

Dissertacdo/tese apresentada ao
Instituto de Biociéncias do Campus
de Rio Claro, Universidade
Estadual Paulista, como parte dos
requisitos para obtencido do titulo
de Mestre em Ciéncias Biolégicas

(Biologia Celular e Molecular)

Junho - 2009



TIAGO FAVARO DE SOUZA

EFEITOS DAS DOSES SUBLETAIS DO FIPRONIL PARA ABELHAS
AFRICANIZADAS (Apis mellifera L.), POR MEIO DE ANALISES
MORFOLOGICAS E COMPORTAMENTAIS.

Orientador: Osmar Malaspina

Dissertacao apresentada ao Instituto de
Biociéncias do Campus de Rio Claro,
Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho, como parte dos
requisitos para obtencgéao do titulo de
Mestre em Ciéncias Bioldgicas
(Biologia Celular e Molecular).

Rio Claro
2009



595.799 Souza, Tiago Favaro de
S729¢ Efeito das doses subletais do fipronil para abelhas
africanizadas (Apis mellifera L.), por meio de analises
morfoldgicas e comportamentais / Tiago Favaro de Souza. —
Rio Claro : [s.n.], 2009
47 f. . il., figs., grafs., tabs, fots.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Estadual Paulista,
Instituto de Biociéncias de Rio Claro
Orientador: Osmar Malaspina

1. Abelha. 2. Inseticida. 3. Toxicidade. I. Titulo.

Ficha Catalografica elaborada pela STATI — Biblioteca da UNESP
Campus de Rio Claro/SP






i

Folha de Aprovagao

TIAGO FAVARO DE SOUZA

EFEITOS DAS DOSES SUBLETAIS DO FIPRONIL PARA ABELHAS
AFRICANIZADAS (Apis mellifera L.), POR MEIO DE ANALISES
MORFOLOGICAS E COMPORTAMENTAIS.

Dissertagdo apresentada ao
Instituto de Biociéncias do
Campus de Rio
Claro,Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho,
como parte dos requisitos para
obtencéao do titulo de Mestre em
Ciéncias Bioloégicas (Biologia
Celular e Molecular).

Comissdo Examinadora

Rio Claro, de de




il

Dedico ao meu pai, exemplo de carater, dignidade, solidariedade,
forga, serenidade e amor pela vida. Ele sempre foi o elo

de ligacdo em nossa familia de personalidade tao forte

e a pessoa em que todos podiam contar a qualquer

hora e em qualquer circunstancia.



v

“Ndao deixe que a saudade o sufoque, que a rotina o
acomode, que o medo impega-o de tentar. Desconfie
do destino e acredite em vocé. Gaste mais horas
realizando que sonhando, fazendo que planejando,
vivendo que esperando, porque embora quem quase

morre esteja vivo, quem quase vive ja morreu."



AGRADECIMENTO

Ao prof. Dr. Osmar Malaspina pela orientacdo e amizade durante todos esses anos
de trabalho. Certamente, grande parte da minha formagao profissional deve-se a
ele.

Ao CEIS (Centro de Estudos de Insetos Sociais) e UNESP que me deram suporte e
condi¢gbes para a realizagdo de minhas pesquisas e desenvolvimento profissional.
Aos técnicos do laboratorio, Ita e Olivia, assim como a secretaria ou mae de todos,
Necis, por todos os meus pedidos atendidos.

Ao Departamento de Biologia, principalmente ao laboratério de histologia e seu
técnico Gerson, pelo auxilio no desenvolvimento das pesquisas.

Ao técnico do Biotério, profundo conhecedor sobre o comportamento das abelhas,
pelas coletas e principalmente pela amizade.

A prof. Dra Roberta Nocelli e a Dra Thaisa Roat, que foram pessoas-chave no
desenvolvimento do projeto, pela orientacao e amizade.

A mestranda Caroline Rossi pelo auxilio em alguns testes realizados.

A minha companheira Nathalia, sempre presente em todos os momentos da minha
vida, pelo apoio, dedicagao, carinho, amor, paixao, amizade.

Aos meus pais, pelo apoio, carinho, dedicagédo e seus esforgcos desmedidos para
minha educagéo e trajetéria profissional e pessoal.

A todos aqueles que direta ou indiretamente contribuiram para a realizacao deste
trabalho e que deram mais sabor a esta etapa da historia da minha vida.

A FAPESP pelo financiamento da pesquisa realizada.



vi

Resumo

Muitos inseticidas atuam inibindo a ag¢do de neurotransmissores especificos,
causando a super atividade dos neurdnios, como por exemplo, aqueles ligados ao
aprendizado e a memoria e, como conseqliéncia, podem alterar estruturas cerebrais.
Atualmente, o inseticida fipronil é muito utilizado como defensivo agricola,
principalmente em culturas como cana-de-agucar, soja e citrus, sendo que sua
pulverizacdo, que visa o controle de insetos-praga, vem causando sérios danos aos
insetos nao-alvo, como os polinizadores. Embora alguns estudos tenham sido
realizados para os efeitos das doses subletais de inseticidas em abelhas A. mellifera,
nao existe nenhum trabalho documentado sobre esses efeitos para as abelhas
africanizadas, hibrido predominante no pais. Assim, esse projeto teve como objetivo
estabelecer as doses subletais para o inseticida fipronil, administrado oralmente e
por contato; os efeitos no comportamento de forrageamento das abelhas; e as
possiveis alteragdes na morfologia do cérebro das abelhas (A. mellifera). Para isso,
previamente foi calculado a DLsy oral e por contato, para que posteriormente
estabelecesse os valores das doses subletais. Para as abelhas tratadas foram
avaliados teste da atividade locomotora durante o forrageamento e de sensibilidade
ao alimento, através da metodologia de Resposta e Extensdo da Probéscide (REP),
que € uma reproducdo no que ocorre na interagdo abelha-planta. Por fim, foram
realizados cortes histolégicos no cérebro das abelhas tratadas a fim de detectar as
possiveis alteracbes morfoldégicas destas estruturas e utilizar a técnica de
imunohistoquimica para marcar e mapear as regides cerebrais de atuagdo do
inseticida. Os resultados mostraram-se promissores para as avaliagbes sobre o
efeito de baixas doses do inseticida fipronil para as abelhas africanizadas, embora

mais estudos deverao ser realizados e os testes melhores adaptados.
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Abstract

Many pesticides act as an inhibitor of the action of specific neurotransmissors,
causing a super activity of neurons, for example, those linked with learning and
memory and, as consequence, they can alter cerebral structures. Nowadays, the
pesticide fipronil is largely used as an agricultural defense, manly in sugar cane, soy
and citrus cultures. Its use that targets the control of plague insects has been causing
serious effects on other insects, such as pollinators. Although some studies have
been done on the effects of sublethal doses of pesticides on bees Apis mellifera,
there are no documented work on those effects on Africanized bees, a hybrid very
abundant in this country. Therefore, this project has the objective of establishing the
sublethal doses of the pesticide fipronil, administrated orally and by contact; the
effects of the foraging behavior of work bees; possible alterations on the brain
morphology of Africanized bees (A. mellifera). For that, the oral and by contact DLsg
were calculated previously, so that the values of sublethal doses could be
established later. For bees treated with sublethal doses of fipronil, tests of dislocation
activity during foraging and sensitivity to food were evaluated through the PER
methodology, which is a reproduction of what happens in the interaction bee/plant. At
last, histological cuts were made in the brains of treated bees to detect possible
morphological alterations on these structures and to use the imunehistochemistry
technique to mark and map the cerebral regions affected by the pesticide. The results
showed themselves very promising for the evaluations of small doses of fipronil
pesticide on Africanized bees, although further studies should be made and tests

more adapted.
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1. Introducao e Revisao Bibliografica.

Os agentes polinizadores e a reprodugéo vegetal proporcionada por sua agéo
sdo elementos cruciais no funcionamento de quase todos os ecossistemas
terrestres, incluindo aqueles dominados pela agricultura (KEVAN, 1999). No entanto,
0 uso irracional de inseticidas nos agroecossistemas pode ocasionar o desequilibrio
da populagao de abelhas que visitam estes locais.

O desaparecimento de varias espécies de abelhas dos campos de cultivo
vem, preocupando muitos pesquisadores no mundo todo, o que pode ser
demonstrado pela publicagdo de artigos na Europa (OSBORNE et al. 1991;
WILLIANS, 1988; PORRINI et al., 2002; CELLI e MACCAGNANI, 2003), Estados
Unidos (BATRA, 1995; MAYER, LUNDEM, 1999), América Central (ROUBIK, 1978)
e na América do Sul (AIZEN, FEISINGER, 1994; MORAES et al., 2000,
MALASPINA, SILVA-ZACARIN, 2006).

Delabie et al. (1985) avaliaram a toxicidade e efeito repelente da cipermetrina
para a subespécie de abelhas A. mellifera ligustica. Esse estudo foi conduzido em
condicbes de laboratério, com testes de ingestdo, avaliando que a ag¢do quimica
desse inseticida nas abelhas é muito rapida, cerca de 2 dias. No entanto, em
experimentos de campo, com pulverizagdes do inseticida em cultivo de algodao, ndo
houve diminuicdo do numero de visitas das abelhas. Andlises residuais no pélen
coletado nas culturas de algoddo pelas abelhas mostraram a presenca de

cipermetrina, corroborando os riscos detectados pelo estudo.



Mais recentemente, Fletcher e Barnett (2003) realizaram um levantamento
sobre os freqlientes acidentes com envenenamento de abelhas por pesticidas, no
Reino Unido. O trabalho foi feito em conjunto com apicultores e agricultores, para a
obtencdo de informagbes necessarias na investigacdo sobre onde estavam
ocorrendo os acidentes por envenenamento, através de substancias que eram
utilizados no controle de pragas. Os principais componentes encontrados em
amostras de abelhas mortas foram organofosforados (42%) e carbamatos (29%). Os
acidentes causados deram-se através do uso incorreto dos inseticidas (32%) e
principalmente pelo uso de inseticidas proibidos ou nao-especificados (48%).

Em 2002, nos apiarios franceses, foram realizados monitoramentos de
pesticidas através de colbnias de abelhas A. mellifera. Os estudos foram realizados
em cinco apiarios, distribuidos ao acaso. Para cada apiario, cinco colénias de
abelhas receberam coletores de polen, que foram visitados quatro vezes por ano.
Nessas visitas, o polen capturado foi enviado para analises residuais, onde foram
encontrados 19 compostos de elevada toxicidade para as abelhas (CHAUZAT et al.,
2006).

Uma metodologia classica de para estimar os efeitos dos produtos quimicos
para os insetos benéficos €& determinar a DLsy (dose média letal) e a Clsg
(concentracdo média letal). De acordo com Johansen e Mayer (1990), pesticidas
com DLsg < 2.0ug/abelha sdo considerados altamente téxicos. Mayer e Lunden
(1999) realizaram avaliagbes com testes de ingestdo e de aplicagdo tépica em
pulverizacdo de alfafa (Medicago sativa) e encontraram efeitos elevados de

toxicidade do fipronil para as abelhas das espécies Nomia melanderi (DLsy =



1.130ug/abelha), A. mellifera (DLsg = 0.013ug/abelha) e Megachile rotundata (DLsg =
0.004pug/abelha).

Além dos efeitos de toxicidade aguda levando a morte das abelhas, os
inseticidas podem também provocar alteragdes comportamentais nos individuos, que
ao longo do tempo acarretara sérios prejuizos na manutengéo da colénia. Segundo
para Medrzychi et al. (2003), em algumas circunstancias, o efeito de inseticidas nas
abelhas ndo pode ser imediatamente notado, sendo necessarias avaliacbes em
doses subletais de seus compostos quimicos para que seja possivel observar sua
influéncia na sobrevivéncia e comportamento destas.

Apicultores italianos relataram elevada mortalidade em suas colbnias de
abelhas, que foram afetadas pela aplicagdo do inseticida imidaclopride a agricultura
da regiao, na provincia de Bologna. Uma das hip6teses para este fato foi sugerida
por Bortolotti et al. (2003), estudando os efeitos das doses subletais de imidaclopride
sobre as abelhas, verificou que estes inseticidas atuam sobre o as atividades de
comportamento de forrageamento, alterando-as e dificultando o seu retorno a
colénia.

Decourtye et al. (2003) verificou redugdo da movimentagédo, da mobilidade e
diminuigdo da capacidade de comunicagdo das abelhas, interferindo em suas
atividades sociais e dificultando retorno a colénia logo apo6s as coletas, quando
submetidas a doses subletais do inseticida “Gaucho”, cujo principio ativo é o
imidaclopride. Decourtye et al. (2004a, 2005) também verificaram que as abelhas
tratadas com doses subletais de inseticidas imidaclopride, fipronil e deltametrina,
apresentam alteracbes no desempenho de aprendizado e memoria durante o

processo de forrageamento



Esses trabalhos mencionam uma metodologia denominada de REP (Reflexo
e Extensdo da Proboscide) para estudos de comportamento com abelhas
forrageiras. A REP é uma reprodugdo do que ocorre na interagédo abelha-planta.
Quando a abelha forrageira chega ao botao floral, ela instintivamente estende sua
probéscide, como reflexo dos receptores gustativos na antena, tarso ou outras
partes que sdo estimuladas pelo néctar. Esse reflexo induz a abelha a coletar o
néctar e memorizar o odor floral ali presente. Uma vez memorizado, o odor toca
numa parte proeminente do reconhecimento da flor pelas abelhas, durante as
préximas viagens de coleta (DECOURTYE et al., 2005).

Ainda que alguns trabalhos sobre o comportamento desses animais tenham
sido realizados com doses subletais de inseticidas (DECOURTYE et al., 2003,
2004a, 2005; HASSANI et al., 2005; GUEZ et al., 2005; SCHUMUCK et al., 2001,
2004), eles foram realizados exclusivamente com abelhas de origem européia e
nenhum estudo desse tipo estd documentado para as abelhas africanizadas.

As abelhas da espécie A. mellifera, familia Apidae, subespécies européias,
foram introduzidas no Brasil em 1839. A subespécie africana foi introduzida em
1956. Atualmente ela é conhecida como africanizada, e € um poli-hibrido resultante
do cruzamento das subespécies A. mellifera scutellata (oriunda da Africa), A.
mellifera mellifera (vinda do norte da Europa), A. mellifera ligustica (originaria da
Italia e norte da lugoslavia) e Apis mellifera iberica (provinda da Europa Ocidental)
(RUTTER, 1988).

O fipronil, conhecido comercialmente como Regent, € um inseticida
fenilpirazdlico introduzido no controle de pragas, mas que afeta outros insetos nao-
alvo, causando a sua mortalidade. Para os insetos, o fipronil em elevadas

concentragdes age bloqueando os receptores GABA (acido gama-aminobutirico), um



importante neurotransmissor inibitorio desses animais que abre os canais de cloro
inibindo a despolariazacdo da membrana da célula p6s-sinaptica, levando o inseto a
morte (COLE et al., 1993; FAO, 1998). Em doses subletais, o fipronil pode afetar a
percepcao gustativa, o aprendizado olfatério e a atividade motora das abelhas que
sdo fungbes essenciais no forrageamento destes insetos (HASSANI et al., 2005). O
consumo anual de agrotéxicos no Brasil tem sido superior a 300 mil toneladas de
produtos comerciais. Expresso em quantidade de ingrediente-ativo (i.a.), séo
consumidas anualmente no pais cerca de 130 mil toneladas; representando um
aumento no consumo de agrotoxicos de 700% nos ultimos quarenta anos, enquanto
a area agricola aumentou 78% nesse periodo (SPADOTTO et al., 2004).

Pesquisas atuais realizadas na Europa revelam que o inseticida fipronil,
utilizado nos cultivares explorados pelas abelhas, provoca a morte de 10 a 65% dos
individuos depois de 10 dias da aplicagdo deste composto quimico (COLIN, 2004).
Além disso, ha evidéncias que o fipronil pode bioacumular nos tecidos dos
organismos, além de afetar o sistema nervoso central (TINGLE et al.,, 2003). Na
Franga, o inseticida Regent, que possui como principio ativo o fipronil, foi igualmente
proibido por apresentar-se altamente téxico para muitos animais, especialmente as
abelhas, causando baixas de até 40% nos apiarios franceses (GODOQY, 2005).

A molécula de fipronil devido a regido morfolégica de atuagdo nos insetos
pode alterar estruturas cerebrais muito importantes associados ao comportamento
de forragear e a polinizagdo. Dessa forma, estudos morfolégicos tornam-se
imprescindiveis para detectar essas possiveis alteracdes estruturais, para as
abelhas tratadas com doses subletais de inseticida. Por exemplo, o principio do
citocromo oxidase (CO) esta baseado na atividade metabdlica dos neurdnios, como

as mudancas na atividade neuronal que induzem um aumento na atividade



respiratéria celular, devido ao estresse causado por algum composto quimico. As
mudangas na atividade da CO no sistema nervoso central (SNC) das abelhas s&o
concomitantemente relacionadas a deficiéncia no aprendizado. Além disso, nos
invertebrados a histoquimica da CO é uma ferramenta valiosa para identificar
estruturas do cérebro (Lobulos Antenais, Calices Opticos, Corpos Pedunculados),
envolvendo os processos de meméria (ARMENGOUD et al., 2000; DECOURTYE et
al., 2004b). Outras técnicas também podem tornar-se igualmente importantes para a
avaliagdo das alteracbes cerebrais das abelhas. O gene fos expresso em neurdnios
vem sendo considerado um importante marcador metabdlico de estruturas do
sistema nervoso, e tem sido usado para avaliar alteragbes causadas por diversas
substancias no SNC. Sua transcrigdo pode ser alterada por estimulos variados,
como quimicos, elétricos ou fisiologicos. Em abelhas, a expressdo da proteina
semelhante a fos foi usada para o estudo da ontogénese e plasticidade do sistema
olfatério, através de técnicas de imunohistoquimica, imunocitoquimica e
imunoblotting (FONTA et al., 1995). Assim, técnicas como a imunohistoquimica do
cérebro das abelhas poderdo marcar e mapear as regides especificas, onde os
compostos quimicos estariam atuando, associados a uma possivel deficiéncia
apresentada nestas abelhas ap6s o tratamento.

O sistema nervoso das abelhas inclui o cérebro e o corddo nervoso ventral. O
cérebro apresenta trés massas ganglionares: o protocérebro, que € a maior e mais
complexa regido, constituida por corpos pedunculados, ponte protocerebral, corpo
central e lobos acessorios, além de receber os nervos dos lobos o6pticos; o
deutocérebro, que apresenta os lobos antenais e os axénios motores e sensoriais
das antenas; e o tritocérebro que contém os centros tritocerebrais (DALY; DOYEN;

PURCELL 111; 1998).



Os corpos pedunculados do protocérebro sdo também conhecidos como
corpos de cogumelo (“mushroom bodies”). Essas estruturas sdo as mais volumosas
e apresentam mais células e sinapses neurais nos insetos. Elas estao intimamente
relacionadas com o comportamento de forrageamento, pois € onde se forma um
centro complexo de neurénios ligados ao aprendizado e a memoria (DALY; DOYEN;
PURCELL IIl; 1998). As estruturas constituidas de numerosos neurbnios s&o
denominadas de células Kenyon e formam os calices com seus dendritos e o
pedunculo, e os lobos (a, B e y) com seus axbnios (FARRIS, 2005; FAHRBACH,
2006).

Diante dessas consideragbes, a associagdo de estudos morfolégicos das
estruturas cerebrais de operarias de abelhas africanizadas (A. mellifera) ligadas ao
aprendizado e memoéria e a marcacdo de genes de expressao imediata que
respondem a estimulos externos, como é o caso do gene fos, fornecem dados
importantes para a melhor compreensdo do efeito toxicoldgico de compostos
quimicos nestes 6rgdos e pode trazer possiveis subsidios para futura utilizagdo
destas abelhas como bioindicadores em estudos ecotoxicologicos.

Outro fato insere-se no contexto de que o fipronil € largamente utilizado como
defensivo agricola no pais, principalmente de culturas como, por exemplo, cana-de-
acucar, milho, soja, eucalipto e citrus (Ministério da Agricultura, 2006). E, mesmo
que, muitos trabalhos mencionem os efeitos da toxicidade aguda para esses
animais, os efeitos de doses subletais dos inseticidas sdo pouco estudados,
principalmente no Brasil. Esses estudos sdo importantes, pois os polinizadores
possuem grande valor econdmico na agricultura, principalmente para a conservagéo
das espécies de vegetais, além de afetar negativamente a industria apicola. Além

disso, o uso indiscriminado de inseticidas pode estar relacionado com os ultimos



acontecimentos sobre o desaparecimento das abelhas em campos de cultivo.
Segundo Spivak (2008), nos Estados Unidos, foi perdida uma quantidade muito
grande de colbnias de abelhas domésticas nos invernos de 2006 e de 2007.
Aproximadamente 90% das colméias foram perdidas. A desordem do colapso das
colénias €& diagnosticada como o n&o retorno das operarias campeiras,
encarregadas de coletar o néctar e o pélen nas flores, ndo retorna as colméias.
Trata-se de um conjunto de sintomas chamado “Colony Collapse Disorder” (CCD),
cujas causas estdo sendo investigadas intensivamente através dos 6rgaos oficiais
ARS (Agriculture Research Service) e USDA (United States Department of
Agriculture). O impacto tem sido tdo preocupante que em abril de 2007, o ARS
realizou um Workshop reunindo cerca de 80 pesquisadores da area, representantes
da industria e agentes de extenséo, com a finalidade de discutir um plano de agao
denominado “Colony Collapse Disorder Action Plan” para pesquisar as causas do
fendbmeno (USDA, 2008a; USDA, 2008b). A combinagdo de um conjunto de fatores
tem sido responsabilizada pela CCD. Esta combinag¢édo inclui: novas doengas,
parasitoses, genética, nutrigdo, pesticidas agricolas e alteragbes no
agroecossistema. No entanto, ainda nido existe um consenso definitivo sobre as
causas (De Jong e Message, 2008; Spivak, 2008). A CCD foi identificada também na
Alemanha, Suica e Peninsula Ibérica. Contudo as causas desta alta mortalidade
ainda nao estdo bem esclarecidas, sendo uma das hipo6teses a intoxicagdo das

abelhas por inseticidas, cada vez mais utilizados na agricultura.



2. Objetivos

O presente projeto teve por objetivo estabelecer as doses subletais de fipronil,
através da DLsg por ingestao e contato, para operarias de abelhas africanizadas (A.
mellifera), em condi¢gdes de laboratorio; verificar a ocorréncia de alteragdes no
comportamento de forrageamento das abelhas na presenca do inseticida; e detectar

as alteragdes morfologicas que ocorrem no cérebro das abelhas tratadas.

3. Materiais e Métodos

3.1 Testes de toxicidade

3.1.1 Coleta das abelhas.

Abelhas adultas recém-emergidas da espécie A. mellifera foram coletadas
diretamente dos favos, no apiario do Instituto de Biociéncias do Campus de Rio
Claro, com base na coloragédo e no tamanho das mesmas para a identificacdo. Para
a coleta das abelhas, foram verificadas as condi¢cdes de saude da colénia e o estado
fisiolégico. Os bioensaios para testes de mortalidade estiveram de acordo com o
Protocolo Internacional para Testes Quimicos (213: Abelhas, Teste de Toxicidade
Oral Aguda; 214: Abelhas, Testes de Toxicidade por Contato Aguda) da
Organizagao para Cooperagéo e o Desenvolvimento Econémico (OECD, 1998).

3.1.2 Teste de ingestéo.

As abelhas foram acondicionadas em trés caixas de madeira (10 abelhas por
caixa), medindo 11cm de comprimento x 11cm de largura x 7cm de altura e forradas
com papel-filtro. Os experimentos para as operarias foram conduzidos a estufa
B.O.D., com temperatura a 32°C + 1°C e umidade relativa de 70%. A dieta preparada,

uma solug¢ao de sacarose (50/50 v/v), foi oferecida as abelhas em tampas plasticas
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de 2,8cm de diametro, recoberta por uma tela de arame, a fim de que os insetos nao
se contaminassem por contato. Os grupos experimentais receberam os mesmos
suprimentos de agua dos controles, que consiste em algoddo embebido em agua e
colocado em tampa plastica. O inseticida fipronil foi adicionado a dieta das abelhas
em doses de 100puL diluidos em acetona, na concentracio inicial de 1ug/abelha.

Apds o consumo das abelhas (geralmente de 3 a 4 horas), os alimentadores
do tratamento foram retirados das caixas e recolocados somente com candi (mel e
acucar confeiteiro, na proporgao 1:5). Posteriormente, o experimento foi monitorado e
as abelhas mortas foram anotadas em fichas controle, durante 48 horas. Quando a
mortalidade aumentou (<10%), ap6s as primeiras 24 horas, o teste foi estendido até
96 horas de duracdo. As abelhas do controle atingiram a taxa de 10% de mortalidade
para a validacado do teste (OECD, 1998).

Os resultados do teste de ingestdo serviram para determinar a concentragéo
minima em uma dose capaz de causar a mortalidade de 50% das abelhas, quando
administrada oralmente (DLsp), obedecendo ao limite de confiangca de 95%. O valor

foi dado por ng de pesticida por abelha.

Figural: Estufa B.O.D, reguladora de
temperatura e umidade, com as caixas
de abelhas em experimento.
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3.1.3 Teste de aplicagéo topica

As abelhas recém-emergidas foram acondicionadas em caixas idénticas as
descritas para os testes de ingestao, respeitando o numero de 10 abelhas por caixa.
Foram oferecidos alimento e agua para as abelhas durante os testes de aplicacao
topica.

Os pesticidas foram adicionados a 1mL do solvente acetona. Para isso, foram
preparadas uma solugdo na concentracdo inicial de 1ug/abelha para fipronil e
realizadas sucessivas diluicdes em acetona até a concentracao a ser testada.

Para cada abelha foi adicionada 1uL da solug&o correspondente (1pg/uL) na
regido do pronoto com o auxilio de uma micropipeta automatica de 1pulL.

Apbs a aplicagao, as abelhas permaneceram por 15 minutos em uma bandeja
plastica para permitir a evaporagéo do solvente. Quando elas passaram a caminhar
na bandeja foram retiradas e distribuidas nas caixas de madeira. Nestes
experimentos foram utilizados dois controles: um controle sem solvente (SS) e outro,
o controle solvente (S) com o objetivo de verificar se a acetona, como solvente,
apresentou-se toxica as abelhas. A mortalidade das abelhas foi anotada 4 horas
apos aplicagdo do pesticida e depois disso, durante intervalos de 24 horas, até o
periodo maximo de 96 horas. A mortalidade do controle ndo pode exceder a taxa de
10%.

Os resultados do teste de aplicagdo topica serviram para determinar a
concentragdo minima em uma dose capaz de causar a mortalidade de 50% das
abelhas, quando administrada por contato (DLsp), obedecendo ao limite de confianca

de 95%. O valor foi dado por ng de pesticida por abelha.
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3.2 Efeito dos pesticidas no comportamento de forrageamento.

3.2.1 Atividade locomotora.

Foram utilizadas as abelhas operarias de colonias A. mellifera, provenientes
do apiario do Instituto de Biociéncias do Campus de Rio Claro.

Para os testes de locomocao foi utilizada uma caixa de madeira com 60 cm
de comprimento, 40 cm de largura e 4 cm de altura. A caixa formava uma gaveta na
qual a parte superior foi recoberta com uma placa de vidro, para a abertura e
fechamento da mesma e facilitar a observagao do experimento. Na parte posterior foi
colocada uma lampada fluorescente a fim de atrair os insetos para seu contato. A

caixa foi disposta com seis raias para observag¢ado das abelhas em locomogéao.

Figura ll: Caixa-gaveta com raias para os testes de locomocgao.

As abelhas tratadas topicamente com fipronil foram colocadas na parte
inferior da caixa e liberadas no ponto zero. Foi calculado o tempo percorrido pelas

abelhas desde o momento da largada até a chegada em contato com a lampada
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apos a aplicagéo do inseticida. Houve trés repeticbes para cada tratamento e para o
grupo controle. Os testes foram realizados em camara escura e a caixa esteve

inclinada em angulo de 45°.

3.2.2 Sensibilidade ao alimento, aprendizado olfatério e memoiria.

Para avaliar as respostas ao estimulo do alimento, foi utilizado o método
Reflexo de Extensdo da Probéscide (REP) (MENZEL, 1999; SCHEINER et al.,
2004). Para os experimentos, foram utilizadas 20 abelhas por tratamento (replicado
trés vezes). As abelhas foram colocadas individualmente em tubos plasticos, de
maneira que somente as antenas ficassem livres para o lado de fora.
Obrigatoriamente, as abelhas permaneceram sem alimento por um periodo de 4
horas, anterior ao inicio dos testes.

Posteriormente, as abelhas foram selecionadas para mostrarem o reflexo de
extensao da probdscide, apds a estimulagdo dos receptores gustativos na antena
com solugdo de xarope de acgucar (50% v/v). Entdo foi anotado o numero de
individuos que exibiram o reflexo em resposta a estimulagcdo (resposta e nao-
resposta). O grupo controle recebeu apenas a solugdo de xarope de acucar.
Inicialmente, o grupo tratamento recebeu o xarope de acgucar por 1 hora e logo em
seguida foi feita uma aplicagéo topica no térax do inseto com as concentragdes pré-
estabelecidas (01, 0,5 e 1ng de fipronil por abelha) nos testes de toxicidade.

Para os testes de desempenho de aprendizado e memodria, foi colocado em
contato com a antena da abelha um odor floral conhecido como citral, que foi
embebido em papel filtro e colocado em contato com a antena das abelhas através
de uma micropipeta automatica, a fim que estimulasse a extensdo da proboscide.

Cada abelha recebeu xarope de agucar, como recompensa, estimulando
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condicionamento a medida que recebam o citral nos receptores gustativos das
antenas. ApoOs o aprendizado e memorizagao do odor floral, foi administrado fipronil
nas mesmas concentragdes citadas anteriormente, junto a solu¢cao estimulante de
REP (citral), verificando o desempenho do aprendizado e contabilizando o numero
de abelhas que estenderam a probdscide (resposta positiva) e 0 nimero de abelhas

que nao estenderam (resposta negativa).

Foto: M.Giurfa
Figura lll:  Aplicag&o topica de inseticida nos testes de Resposta e Extenséo da
Probéscide (REP) para as abelhas.

3.3 Analises Microscopicas.

3.3.1 Analise Morfolégica.

Inclusdo em Resina e Coloragéo pela Hematoxilina de Harris — Eosina.

Para caracterizacao do cérebro de A. mellifera foram coletados pelo menos 5
individuos de cada grupo e os cérebros dissecados em solucao salina para insetos
tamponada (Nacl 7,5g/L, Na;HPO, 2,38g/L e KH,PO, 2,72g/L) e fixados em
paraformaldeido a 4% em tampéo fosfato de sédio 0,1M e pH 7,4. Em seguida foi

feita uma lavagem com o mesmo tamp&o e o material foi desidratado em
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concentragdes crescentes de etanol (70%, 80%, 90% e 95%), cada banho durando
30 minutos.

Apo6s o material ser desidratado, foi transferido para a resina de embebicéo,
onde permaneceu durante mais 24 horas e, posteriormente, foi incluido em moldes
plasticos contendo resina como polimerizador. A embebicdo e inclusdo foram
efetuadas com resina Leica. Os blocos foram mantidos em estufa a 37°C e depois
de polimerizados, foram colocados em suportes de madeira para a sec¢éo (5um de
espessura) em micrétomo.

As secgdes foram recolhidas em laminas de vidro, previamente limpas, e
coradas com hematoxilina de Harris durante 5 minutos, depois lavadas em agua
corrente por aproximadamente 5 minutos para que o excesso de corante seja
retirado e, em seguida, corado com eosina também por 5 minutos. As laminas foram
novamente lavadas em agua corrente para retirar o excesso de corante.
Posteriormente foram secas e diafanizadas em xilol, montadas em Balsamo do

Canada e cobertas com laminulas para a observagéo do microscopio.

3.3.2 Analise Histoquimica.

Técnica de marcacdo fluorescente para células mortas usando Hoescht
33342 e lodeto de Propideo.

Os cérebros foram dissecados em solugdo salina para insetos tamponada
(Nacl 7,5g/L, Na,HPO4 2,38g/L e KH,PO4 2,72g/L), e colocados em Iaminas de vidro.
Em seguida, o material foi incubado em Hoescht 10 mg/mL (Bisbenzimideo 33342,
Sigma), na auséncia de luz, por 5 minutos. Depois foi colocada uma gota da solugéo
de iodeto de propideo (960 uL de de citrato de sodio 3%, 10 yL de formalina 1:80, 20

ML de FDA 460 pg/mL, 10 pL de iodeto de propideo 125 ug/mL), reagindo por mais 5
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minutos. O material foi analisado em microscépio fluorescente Leica, usando filtro
UV 365 nm e filtro barreira 400 nm, e foto documentado.
As células marcadas em azul pelo Hoescht representam as células vivas,

enquanto as células mortas sdo marcadas em vermelho pelo iodeto de propideo.

3.3.3 Imunohistoquimica

Apbs a coleta dos animais e o tratamento topico de fipronil nas concentra¢des
ja mencionadas, os cérebros foram dissecados e fixados em formalina neutra
tamponada por 2 horas. Em seguida, os cérebros passaram pelos procedimentos
rotineiros para inclusdo em parafina ultra-pura (Histosec Merck). Os cortes do
cérebro foram realizados em micrétomo Leica com espessura aproximada de 10 um,
e colocados sobre laminas histologicas. Apbds secagem, as laminas foram
desparafinizadas para a realizagao da imunohistoquimica.

Uma serie de cortes do cérebro de cada um dos animais utilizados nos
experimentos foi submetida a marcagdo imunohistoquimica. Os cortes foram
tratados com 0,3% de peroxido de hidrogénio em solugdo tampéo de fosfato de
potassio (KPBS) + 0,3% de Triton, por cerca de 10 minutos, sendo em seguida,
incubados em soro normal de cabra para bloqueio. Decorrido o tempo necessario, os
cortes foram incubados, por 24 horas, com o anticorpo primario anti-fos (Ab-5
Calbiochem) feito em coelho, na concentragdo 1:20.000 e 3% de soro normal de
cabra em KPBS + 3% de Triton X-100, em refrigera¢do. Os cortes foram lavados em
KPBS e incubados, por 1 hora, em anticorpo secundario biotinilado, feito em cabra
contra coelho (Jackson Labs 1:1000) e por mais 1 hora em complexo de avidina-

biotina (Vector, 1:500). Apds esses procedimentos os cortes foram revelados com
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tetrahidroclorato de diaminobenzidina (DAB, Sigma) e 0,03% de peroxido de
hidrogénio dissolvidos em KPBS.

Os cortes permaneceram reagindo por cerca de 5 minutos, e para cessar as
reacdes foram realizadas lavagens sucessivas com KPBS.

As fotomicrografias foram adquiridas por meio de uma camara digital Spot RT
(Instrumentos Diagnosticos) adaptada a um microscopio Leica DMR e a um
computador PC Apple Macintosh Power. Para a aquisicéo foi utilizado o software
Adobe Photoshop 5.0. As imagens foram trabalhadas utilizando-se o programa Corel
Draw 11 ou Adobe Photoshop apenas para ajustes finos, como brilho, contraste e

balanco de cores.



18

4. Resultados

4.1 Teste de Toxicidade e calculo da DLsg.

A tabela 1 mostra os nimeros de mortalidade para os testes de ingestdo com

o inseticida fipronil para as abelhas A. mellifera.

Tabela1: Mortalidade das abelhas A. mellifera, apés administragéo

na dieta de doses do inseticida fipronil (ng/abelha).

Mortalidade
Concentragao Exposigao (horas)

(ng/abelha) 24 48 72 96 total
1,0 0 9
3,0 0 15
5,0 0 16 23 41
8,0 0 14 19 16 49
11 0 37 23 - 60

controle 0 0 0 0 0

A tabela 2 mostra as analises estatisticas obtidas apo6s os calculos de
regressao Probit, nos testes de ingestdo com o inseticida fipronil para as abelhas A.

mellifera.
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Tabela2: Toxicidade oral do inseticida fipronil e determinagcdo da
dose letal média (DLsg) para operarias de abelhas A.

mellifera.

Toxicidade oral de fipronil (ng/abelha)

Espécie n G X DL,

A. mellifera 300 3 22.809 3.27

Para os testes de toxicidade com aplica¢des topica de fipronil em operarias de
abelhas A. mellifera, as avaliagbes foram realizadas em até 48 horas, seguindo o
protocolo da OECD (1998). A tabela 3 mostra os nimeros de mortalidade para os

testes de aplicagéo topica com o inseticida fipronil para as abelhas A. mellifera.

Tabela 3: Mortalidade das abelhas A. mellifera, apbés administracao

tépica do inseticida fipronil (ng/abelha).

Mortalidade
Concentragao Exposigao (horas)
(ng/abelha) 24 48 total

0.1 0 0 0
0.125 9 10 19
0.15 15 19 34

0.2 21 20 41
0.25 26 26 54
0.3 43 17 60
0.5 51 9 60
1 60 - 60

controle 0 0 0
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A tabela 4 mostra as analises estatisticas obtidas ap6s os caélculos de
regressao Probit, nos testes de aplicagéo topica com o inseticida fipronil para as

abelhas A. mellifera.

Tabela4: Toxicidade tdpica do inseticida fipronil e determinacdo da
dose letal média (DLsg) para operarias de abelhas A.

mellifera.

Toxicidade topica de fipronil (ng/abelha)

Espécie n G x2 DLs,

Apis mellifera 300 6 15.885 0.157

Através dos resultados estabelecidos com os testes de toxicidade, pode-se
afirmar que a DLsp tdpica do inseticida fipronil para abelhas adultas da espécie A.
mellifera € 0,157ng/abelha, podendo variar entre 0,139 e 0,175 ng/abelha. Assim, foi
estabelecido 0,1 ng/abelha como dose subletal, para posterior avaliagdo de seus
efeitos sobre a morfologia e comportamento desses insetos.

Para as analises morfolégicas foram utilizadas abelhas tratadas com a técnica

de aplicacdo tépica, simulando as condigbes de campo.
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4.2 Efeito no comportamento de forrageamento.
4.2.1 Atividade locomotora.
A avaliagdo motora das abelhas € apresentada na figura IV. Previamente, as
abelhas foram tratadas topicamente com fipronil nas concentra¢des 0,1, 0,5 e 1,0
ng/abelha de fipronil. Esta ultima apresentou resultados significativos (p=0,66) para a

deficiéncia atividade locomotora das operarias de A. mellifera.

12

10

m Concentragdo (ng/abelha)

@ Controle

tempo (s)
o

0,1ng/abelha 0,5ng/abelha 1ng/abelha)

Figura IV: Atividade locomotora para operarias de A. mellifera nas concentragdes
0,1, 0,5 e 1,0 ng/abelha de fipronil, comparadas ao grupo controle.

4.2.2 Sensibilidade ao alimento, aprendizado olfatério e memodria.

A figura V apresenta o condicionamento realizado nos testes de memoria e
aprendizado, através de Reflexo e Extensdo da Probéscide (REP) para abelhas
forrageiras de A. mellifera. Posteriormente ao condicionamento foram realizados

testes administrando fipronil nas doses 0,1, 0,5 e 1,0ng/abelha de fipronil.
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Figura V:

1,00 -
0,90 A ——Citral
0,80 A —s— Sacarose
o704 /\ —t— Sern resnnsta
. / \ ) A —
X 060 17 M /N /\ n VAN
N N N S\ R j =
o 9.5C A4 s\ J\. /
& 040 1, _ /N S AN
’ A} [~ L7 NN S »
0.30 4 \ =" / - = ~
~ \ O\ A A A
R I g e = 2N Y AU G\ A
o104 / ~OAY SN a /™
T ! V x y 4 A&k XK
000 ‘./lil T T T T T T T Iil T T T T T T T T T T T T 1
i 3 S 7 g i 3 i5 i7 i3 21 25

Condicionamento realizado em forrageiras A. mellifera através dos testes de
Resposta e Extensao da Proboscide (REP) (x*=24,327; P<0,5).

Figura VI:
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Condicionamento realizado em forrageiras A. mellifera através dos testes de
REP, apés tratamento com 1,0ng de fipronil/abelha (x?=1,977; P=0,854)
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Figura VII: Condicionamento realizado em forrageiras A. mellifera através dos testes de
REP, apds tratamento com 0,5ng de fipronil/abelha (x?=10,680; P=0,689).
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Figura VIII: Condicionamento realizado em forrageiras A. mellifera através dos testes de
REP, apos tratamento com 0,1ng de fipronil/abelha (x2=24,357; P<0,5).
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A figura IX mostra as curvas comparativas para o experimento de REP
realizado com a com inseticida fipronil para operarias de A. mellifera, nas

concentragdes 0,1, 0,5 e 1,0ng/abelha.
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Figura IX: Curvas comparativas para o tratamento de fipronil em abelhas forrageiras
A. mellifera através dos testes de REP, nas concentragdes 0,1, 0,5 e
1,0ng de fipronil/abelha (x?=4,819; P<0,05).

4.3 Analises Microscopicas

4.3.1 Analises Morfoldgicas

Na figura X encontram-se as fotomicrografias dos cortes histolégicos no
cérebro de abelhas A. mellifera. As estruturas evidenciadas s&o denominadas
corpos cogumelares e s&o sitios relacionados a meméria e aprendizado. Os cortes
nao apresentaram alteracbes morfoldégicas apds o tratamento com doses letais

(1,0ng/abelha e 0,5ng/abelha) e subletais do inseticida fipronil.
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4.3.2 Analises Histoquimicas
Na figura XI é apresentado fotomicrografias do cérebro de operarias de A.
mellifera em montagem total, preparadas com Hoescht e lodeto de Propideo,
tratadas com doses subletais do inseticida fipronil. Nao foi observado morte celular

nas partes ligadas a memoria e aprendizado.
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4.3.3 Analises Imunohistoquimica.

Na figura Xll encontram-se as fotomicrografias dos cortes histoldégicos no
cérebro das abelhas. As setas em detalhe evidenciam a marcagao da proteina-fos,
nos corpos cogumelares. Os cortes apresentaram um aumento na expressdo da
proteina-fos apds o tratamento, principalmente para as doses 1,0 e 0,5ng/abelha).
Embora o grupo controle e a dose (0,1ng/abelha) também tenham apresentado

expressdo da proteina-fos, a quantidade encontrada foi inferior as mais elevadas.
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5. Discussao

Os resultados obtidos na determinagao da toxicidade oral do inseticida fipronil
corroboraram com os resultados de Mayer e Lunden (1999) que realizaram
avaliagbes com testes de ingestdo e de aplicagao topica em pulverizacao de alfafa
(Medicago sativa) e encontraram efeitos elevados de toxicidade do fipronil para as
abelhas das espécies Nomia melanderi (DLsy = 1.130ug/abelha), A. mellifera (DLso =
0.013ug/abelha) e Megachile rotundata (DLsy = 0.004ug/abelha). Dessa forma, ap6s
as analises de calculo de regresséo Probit (ROLF, 1958), foi determinado que a DLsg
oral do inseticida fipronil para abelhas africanizadas A. mellifera é 3,27 ng/abelha e
para aplicacdo toépica de 0,157ng/abelha. Segundo Johansen e Mayer (1990) esse
inseticida pode ser considerado altamente toxico, pois seus valores estdo abaixo de
2 ug/abelha.

Por considerar os valores dos testes de mortalidade do inseticida fipronil para
abelhas A. mellifera muito abaixo da média de toxicidade com relagdo a maioria dos
inseticidas, torna-se importante analises acima da DLsy. As analises morfologicas e
comportamentais foram realizadas com doses letais (1,0 e 0,5ng/abelha de fipronil) e
com doses subletais (0,1ng/abelha de fipronil), aplicadas topicamente. O fipronil é
fotoconvertido em outros subprodutos muitas vezes mais toxicos, o que pode levar a
diferenga de resultados das analises com aplicagédo topica e oral (TINGLE et al.,
2003).

Resultados semelhantes foram obtidos dos testes REP, que simulam a
interacdo abelha-planta em condi¢cdes de laboratério. As abelhas forrageiras
mostraram uma grande deficiéncia no aprendizado e memorizagdo apos o

tratamento com a dose de 1,0ng/abelha de fipronil, apesar de apresentarem



29

dificuldade para suportar todos os testes. Para as doses 0,5 e 0,1ng/abelha, as
abelhas forrageiras suportaram os testes e houve também uma diminuigdo, menos
acentuada, do aprendizado e memorizagado. Para a atividade locomotora destes
insetos, apenas a concentracdo 1,0ng/abelha de fipronil apresentou diferenca
significativa entre as abelhas tratadas e do grupo controle. O acumulo do
neurotransmissor excitador 1-glutamado nas membranas pés-sinapticas pode ter
aumentado a intensidade de seus movimentos.

Estes dados ndo corroboram com Hassani et. al.(2005), que mostraram em
seus estudos, que os efeitos do fipronil nas abelhas ndo sao lineares com relagéo as
concentragdes. Esses autores sugerem que o desempenho de aprendizado e
memorizagdo pode ser menor em abelhas tratadas com 0,5ng de inseticida com
relacdo as tratadas com 0,1 e 1,0ng de inseticida. Resultado ja observado em
abelhas para o inseticida imidaclopride (LAMBIM et al., 2001). O inseticida fipronil é
um bloqueador do neurotransmissor GABA, mas poderia afetar outros receptores e
ter diferentes afinidades com cada um deles. Em adicdo, o mecanismo
desintoxicagcao forma compostos como as sulfonas e o fotoproduto disulfil-fipronil,
que geralmente sdo muito mais toxicos e potentes que o produto quimico inicial
(HAINZL et al., 1998).

Os resultados das analises morfolégicas apresentaram distingdes, com
relacdo as técnicas empregadas. Embora os cortes histolégicos ndo tenham
apresentado alteragdes estruturais visiveis apdés o tratamento com o inseticida
(FIG.1), a marcagéo da proteina-fos foi facilmente identificada em todos os cortes
dos cérebros das abelhas (FIG.3). A diferenca entre o tempo de aplicacao tépica do
inseticida e a dissecagao dos cérebros das abelhas foi apenas de 4 horas, devido a

elevada taxa de mortalidade para a dose de 1,0ng/abelha de fipronil, mostrando que
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para estas andlises sdo necessarias observagbes dos cortes histolégicos também
para animais tratados com dosagem cronica de inseticidas. Diferente destes
resultados das analises morfologicas, Cruz et. al. (2009), encontrou alteragdes no
intestino médio das larvas tratadas com fipronil, nas concentrac¢des de 0,1 e 1mug/g.

A expressdo do gene fos aumenta dos estagios larvais para as operarias, a
medida que os estimulos s&o elevados na vida adulta do inseto (FONTA et.al.,
1995). O estresse causado pela agao tdxica do inseticida nas abelhas foi observado
com o aumento da marcagéo da proteina-fos, principalmente para as concentracbes
0,5 e 1,0ng/abelha de fipronil. O efeito também notado para a dose subletal
0,1ng/abelha, embora em menores proporgdes.

A técnica de marcagéao fluorescente com Hoescht e lodeto de Propideo nao
se mostraram eficiente nas abelhas para deteccdo de células em apoptose. Os
reagentes nao penetraram nos cérebros preparados, evidenciando que tal fato pode
ter ocorrido devido a presenga da neuroglia, barreira que envolve todo o cérebro e
que tem a fungdo de seletividade, a fim de manter a integridade i6nica do fluido
neuronal (CARLSON et al.,, 2000; FREEMAN; DOHERTY, 2006). No estudo
realizado por Vitt e Hartfelder (1998), o cérebro foi incubado em brometo de etideo
(BrdU) para provocar lesbes na neuroglia. Dessa forma, & possivel que uma
alteracdo de reagentes na preparacdo da técnica, indique as células em morte
celular, haja vista elevado grau de toxicidade do inseticida fipronil para as abelhas.

O inseticida fipronil mostrou-se com elevada toxicidade para as abelhas
meliferas. Embora em baixas concentracdes, apresentou grande mortalidade dos
insetos dificultando sua avaliagdo no comportamento e nas alteragbes morfologicas.
Esses resultados também confirmam a sugestdo de muitos pesquisadores, de que,

os inseticidas estariam contribuindo pelo desaparecimento das abelhas dos campos
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de cultivo e de muitos ecossistemas, atualmente apresentado com desordem e

colapso das col6nias (DE JONG e MESSAGE, 2008; SPIVAK, 2008).

6. Conclusao
Os resultados permitem sugerir a possibilidade do inseticida fipronil, afetar o
aprendizado e a memorizagédo das abelhas adultas da espécie A. mellifera. Através
da marcagéao da proteina-fos e dos testes de REP pode-se observar que a aplicagdo
do fipronil interfere no comportamento desses insetos. Embora, neste trabalho nao
tenha sido evidenciado a ocorréncia de morte celular nas estruturas relacionadas
com o aprendizado e memorizagao, a elevada mortalidade causada pelo inseticida

nas abelhas pode ter dificultado uma analise mais apurada.
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