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uma orquidea forma-se.

Carlos Drummond de Andrade



RESUMO

As abelhas Apis mellifera sdo insetos ecologicamente e economicamente importantes.
Elas asseguram a polinizagdo de diversas plantas contribuindo para a manutencdo da
biodiversidade. Seu valor econémico resulta ndo somente de seus produtos diretos mas
também pela ativa polinizacdo que exercem em culturas. A polinizagdo feita por animais é
importante para a reproducdo sexuada de muitas culturas e para a maioria das plantas nativas,
as quais também podem ser importantes como fonte de calorias e micronutrientes para 0s
seres humanos. Além do mais, o declinio no nimero de polinizadores pode acarretar uma
reducdo concomitante no nimero de espécies vegetais. A abelha A. mellifera, destaca-se como
polinizador economicamente mais valioso para culturas em todo o mundo. Por outro lado, a
agricultura moderna cada vez mais depende do uso de produtos quimicos para controlar
plantas daninhas, fungos e insetos-praga para assegurar a produtividade. Abelhas meliferas
podem entrar em contato com tais agentes quimicos devido suas atividades de coleta de agua,
resinas vegetais, polen e néctar. A intoxicacao resultante desta exposi¢do pode ser letal, o que
é facilmente identificavel, ou causar efeitos na fisiologia e no comportamento do inseto. Tais
efeitos, ocasionados por doses subletais, sdo dificeis de serem mensurados, como paralisia,
desorientacdo ou mudangas comportamentais; porém, podem comprometer toda a estrutura
social da colbnia. Visando um melhor conhecimento dos efeitos de doses subletais de
inseticidas em abelhas, estudou-se a acdo dos ingredientes ativos Acetamiprido, Tiametoxam
e Fipronil na sobrevivéncia e nos comportamentos de reflexo de extensdo da proboscide e da
atividade locomotora em operarias de A. mellifera. Preliminarmente, observou-se a DLsq vinte
e quatro horas ap6s o tratamento topico do Acetamiprido, Tiametoxam e Fipronil foram
registrados os valores de 9,3ug/abelha, 17 ng/abelha e 1,9 ng/abelha respectivamente.
Também estimou-se uma TLsy nos valores de 1,4 horas, 3,8 horas e 19,8 horas para
Acetamiprido, Tiametoxam e Fipronil respectivamente. Os comportamentos foram analisados
1, 4 e 24 horas apds a aplicacdo dos inseticidas com doses que correspondem a DLsg, DLso/10
e DLsy/100. No comportamento de reflexo de extensdo da proboscide, houve
comprometimento do comportamento nas seguintes situacdes: Acetamiprido nas doses de
0,93 e 9,3 pg/abelha nos testes realizados 1 e 4 horas apos a aplicacdo; Tiametoxam na dose
de 17 ng/abelha nos testes de 1, 4 e 24 horas; a dose de 1,7 ng/abelha também influenciou no
teste de 4 horas; Fipronil na dose de 1,9 ng/abelha no teste de 24 horas. Ja no comportamento
de locomocéao houve as seguintes alteragdes: Acetamiprido na dose de 9,3 pg/abelha no teste

realizado 1 hora ap6s a aplicacdo e nas doses 0,93 e 9,3 pg/abelha no teste de 4 horas;



Tiametoxam na dose de 17 ng/abelha nos testes de 1 e 4 horas; Fipronil na dose de 1,9
ng/abelha nos testes de 4 e 24 horas. Constatou-se que 0 maior comprometimento dos
comportamentos ocorreu nas analises feitas proximas aos periodos determinados pela TLsp. A
formacdo de possiveis metabdlitos toxicos pode estar relacionada com o tempo de acdo de
cada inseticida. No campo, além de provocarem danos individuais, tais alteragdes podem ser
extremamente nocivas para toda a colbnia, considerando que todos os individuos estdo

interligados por relacGes de eussocialidade.

Palavras chaves: Acetamiprido; Tiametoxam; Fipronil; Comportamento; Dose Letal;
Dose Subletal; Apis mellifera.



ABSTRACT

Honey bees Apis mellifera are ecologically and economically important insects. They ensure
the pollination of many wild flowers, and thus contributing to plant biodiversity. Their
economic value derives not only from their direct products but also from their pollinating
activity in crop plants. Animal pollination is important to sexual reproduction of many crops
and the majority of wild plants, which can also be important for providing calories and
micronutrients for humans. Furthermore, the decline of pollinating species can lead to a
parallel decline in number of plant species. A. mellifera stands out as the most economically
valuable crop pollinator in the world. Modern agriculture increasingly depends on the use of
chemicals substances to control weeds, fungi and insect pests to ensure high yields. Honey
bees may frequently become exposed to such chemicals as a consequence of their foraging
activities collecting water, natural resins, pollen and nectar. Intoxication resulting from this
exposure can be lethal, which is easily identifiable, or cause effects on the physiology and
insect behavior. These effects, caused by sublethal doses are difficult to measure (such as
paralysis, disorientation or behavioral changes), and can compromise the entire social
structure of the colony. To improve the knowledge about the effects of insecticides sublethal
doses effects in honey bees, we studied the action of the active ingredients Acetamiprid,
Thiamethoxam and Fipronil on survival and behavior of the proboscis extension reflex (PER)
and locomotor activity in workers of A. mellifera. Twenty-four hours after topic application,
the LDso values of Acetamiprid, Thiamethoxam and Fipronil were 9,3 pg/bee, 17 ng/bee and
1,9 ng/bee, respectively. We also estimated a LTso with values of 1,4 hours, 3,8 hours and
19,8 hours to Acetamiprid, Thiamethoxam and Fipronil respectively. The behaviors were
analyzed 1, 4 and 24 hours after topical application of active ingredients at doses
corresponding to LDsg, LDso/10 and LDse/100. The behavior of the proboscis extension reflex
was impaired in the followings situations: Acetamiprid with the doses of 0,93 and 9,3 pg/bee
in 1 and 4 hours tests; Thiamethoxam with the dose of 17 ng/bee in 1 and 24 hours tests and
with the doses of 1,7 and 17 ng/bee in 4 hours test; Fipronil with the dose of 1,9 ng/bee in 24
hours test. The behavior of locomotion activity was impaired in the following experimental
conditions: Acetamiprid with the dose of 9,3 pg/bee in 1 hour test and the doses of 0,93 and
9,3 pg/bee in 4 hours tests; Thiamethoxan with the dose of 17 ng/bee in 1 and 4 hours tests;
Fipronil with dose of 1,9 ng/bee in 4 and 24 hours tests. The greater impairment was found
when the analyses were made close to the periods determined by LTso. The formation of

possible toxic metabolites may be related to the time of action for each insecticide. In the



field, such changes may cause damage not only to the individual but for the entire colony,

considering that all individuals are interconnected by relations of eusociality.

Keywords: Acetamiprid; Thiamethoxan; Fipronil; Behavior; Lethal Dose; Sublethal Dose;
Apis mellifera.
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1. INTRODUCAO

As abelhas em geral sdo insetos importantes no ponto de vista ecoldgico, pois
asseguram a polinizacéo de diversas flores contribuindo para a manutencéo da biodiversidade.
As abelhas meliferas especificamente também apresentam uma elevada importancia
econdmica, pois além da exploracao de seus principais produtos diretos como o mel, a cera, a
prépolis e a geléia real também sdo utilizadas em manejo para atividade polinizadora em
culturas comerciais

Estima-se que 86% dos cultivares na Europa dependem da polinizagdo realizada pelas
abelhas e que somente nos EUA sua atividade foi responsavel por US$ 14 bilhGes (GALLAI
et al., 2009; MORSE; CALDERONE, 2000).

A agricultura moderna é cada vez mais depende do uso de produtos quimicos para
controlar plantas daninhas, fungos e insetos pragas para assegurar a produtividade. E é neste
contexto que as abelhas meliferas podem ficar expostas a tais agentes quimicos devido suas
atividades de coleta de agua, resina de plantas, polen e néctar (DESNEUX; DECOURTYE;
DELPUECH, 2007; THOMPSON, 2003;).

Mesmo considerando que apenas individuos de uma classe particular de operérias, as
que realizam a atividade de forrageamento, entram em contato com tais produtos, toda a
colbnia esta exposta a sua acdo, pois 0s demais individuos se alimentam de polen e néctar que
podem estar contaminados. Esses produtos podem apresentar um efeito letal ou subletal, que é
dificilmente detectavel, que pode influenciar tanto a fisiologia quanto no comportamento das
abelhas comprometendo assim toda estrutura social da colénia (PHAM-DELEGUE et al.,
2002).

A intoxicacdo por inseticidas pode ser determinada através do efeito letal que o
produto causa ao entrar em contato com o individuo e também através de efeitos mais sutis,
relacionados, por exemplo, com a fisiologia ou comportamento das abelhas (como paralisia,
desorientacdo ou mudangas comportamentais) que sdo bem menos detectaveis, mas podem
afetar toda populacdo (DECOURTYE et al., 2004; GUEZ; ZHANG; SRINIVASAN, 2005;
HAYNES, 1988; PHAM-DELEGUE et al., 2002; vanENGELSDORP; MEIXNER, 2010).

Quando é observada a diminuicdo de abelhas, sem mortalidade aparente, uma das
hipdteses a ser analisada é a intoxicacdo por doses subletais de inseticidas. Esses produtos
podem prejudicar o véo de retorno ao ninho ou a informacdo dada pela forrageira para as

outras operérias, através da danca e do som. A medi¢do de tais pardmetros podem ser
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ferramentas valiosas para obtencdo de dados sobre efeitos comportamentais devido a
exposicao a agrotoxicos (PHAM-DELEGUE et al., 2002).

Outro método para avaliar o efeito de doses subletais de inseticidas é através do estudo
do condicionamento do reflexo de extensdo da probdscide. Tal método, que visa reproduzir
em laboratdrio a interacdo entre a abelha e uma fonte de alimento, € bastante utilizado em
estudos com A. mellifera e leva em consideragdo o processo de memorizac¢do da abelha a um
determinado estimulo odorifero e tem—se mostrado eficiente nos estudos sobre os efeitos dos
produtos no comportamento deste inseto (DECOURTYE et al., 2005).

Soma-se o fato de que as abelhas meliferas apresentam um baixo nimero de enzimas
desintoxicadoras quando comparadas a outros insetos (CLAUDIANOS et al., 2006). Os
Apoidea constituem um grupo extremamente diversificado, e as abelhas de diferentes grupos
taxondmicos apresentam diferentes vulnerabilidades aos inseticidas (DESNEUX;
DECOURTYE; DELPUECH, 2007).

Recentemente varios paises tém reportado uma queda acentuada no numero de
coldnias de abelhas meliferas. Diversas podem ser as causas listadas para tal desaparecimento
ja que ndo sdo encontradas abelhas mortas. Porém os resultados ndo se apresentam de forma
satisfatoria. Acredita-se que ndo exista um Unico fator atuando nesta sindrome, mas um
conjunto de fatores internos como problemas nutricionais, a presenga de parasitas e doencas e
externos como a predacdo, condi¢cBes climaticas desfavordveis e até mesmo o uso de
inseticidas como 0s neonicotinoides que somados desencadeiam um processo que culmina
com o enfraquecimento da colénia e morte da mesma (OLDROYD, 2007).

Apesar da toxicidade dos neonicotinoides e pirazéis ser bem documentada em diversos
organismos terrestres e aquaticos, pouco se sabe sobre seus efeitos fisioldgicos e
comportamentais em doses subletais nas abelhas meliferas que, durante a atividade de
forrageamento, pode entrar em contato com esses produtos.

Alguns paises como a Franca tém considerado esses produtos pela excessiva
mortalidade observada em seus apiarios, que se torna mais evidente apés a florada de
determinadas culturas cujas sementes foram tratadas com essas substancias.

Os testes de avaliacdo de efeitos de tais produtos em organismos ndo alvos e
pertencentes a fauna local mostram-se de grande importancia pois podem conduzir discussdes

sobre a comercializagdo desses produtos dentro dos paises.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a toxicidade de inseticidas modernos em
operarias de Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) — abelha africanizada. Para tal foram
analisados os ingredientes ativos: Acetamiprido, Tiametoxam e Fipronil. Basicamente dois
parametros foram considerados:

1. Efeito agudo — andlises toxicologicas realizadas segundo protocolos internacionais,

porém utilizando abelhas africanizadas e em condicdes climaticas brasileiras;

2. Efeito crénico - utilizacdo de subdosagens dos ingredientes ativos e avaliacdo das

alteracOes provocadas nos comportamentos basicos da manutencdo da colméia.

Especificamente, foram analisados 0s seguintes aspectos para cada um dos

ingredientes ativos utilizados:

l. Estabelecimento da DLs, em 24 horas para as operarias campeiras pela
aplicacgdo topica;

. Estabelecimento da TLs para as operarias campeiras pela aplicagéo topica;

M. Existéncia de alteracdo na habilidade do reflexo de extensdo da proboscide das
operarias apds administracdo tdpica de doses subletais dos ingredientes ativos
(DLsg, DLso/10 e DLso/100), avaliados nos tempos 1, 4 e 24 horas ap6s a
aplicagéo;

IV.  Ocorréncia de alteracdo na atividade motora nas operarias ap6s administragcdo
topica de doses subletais dos ingredientes ativos (DLsp, DLso/10 e DLso/100),

avaliados nos tempos 1, 4 e 24 horas ap06s a aplicacao.
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3. REVISAO DE LITERATURA

O mel foi o Unico adocante disponivel para os povos africanos, do Oriente Médio e
civilizagBes européias, e a demanda por este produto levou a domesticacdo das abelhas pelos
egipcios por volta do ano 2600 aC. Esta pratica foi passada para os gregos em 650 AC, que
transmitiu para os romanos (150 aC) que por fim atingiu toda Europa medieval. Foram os
descendentes dos europeus medievais que difundiram a apicultura e também foram
responsaveis pela distribuicdo das abelhas ao redor do mundo (RANSOME, 1937 apud
vanENGELSDORP; MEIXNER, 2010).

O mel deixou de ser o adocante mais utilizado pelos europeus ap6s o desenvolvimento
das técnicas de refinamento do agucar a partir da beterraba e da cana (VOORHIES, 1933 apud
vanENGELSDORP; MEIXNER, 2010). Porém o mel continua sendo uma importante
commodity internacional com uma produc¢do mundial estimada em 1,49 milhdo de toneladas
em 2008, um aumento de 120 % desde 1961 (FAO, 2009; vanENGELSDORP; MEIXNER,
2010).

A polinizacdo feita por animais é importante para a reproducdo sexuada de muitas
culturas e para a maioria das plantas nativas, as quais podem ser importantes também por
providenciar calorias e micronutrientes para o ser humano (SUNDRIYAL; SUNDRIYAL,
2004). Esta polinizacdo contribui para a reproducdo de mais de 90% de aproximadamente
250,000 espécies de angiospermas (KEARNS; INOUYE; WASER, 1998).

Do total de 115 principais culturas praticadas pelo homem, 87 apresentam
dependéncia pela polinizacdo animal. Levando-se em consideracdo o consumo alimentar
humano, 35% advém de culturas com dependéncia de polinizacdo animal, porém
considerando-se apenas o consumo de frutas e sementes, os polinizadores sdo essenciais para
13 culturas (KLEIN et al., 2007).

Nem toda polinizagdo animal é providenciada pelas abelhas meliferas, e em muitas
culturas elas ndo sdo os polinizadores mais eficientes, porém elas permanecem como 0 mais
importante e mais valioso polinizador mundial de monoculturas (DELAPLANE; MAYER,
2000; WATANABE, 1994).

A producdo de 84% das espécies cultivaveis na Europa depende diretamente de insetos
polinizadores, especialmente das abelhas (GALLAI et al., 2009). Diversas espécies de abelhas
tem se tornado uma ferramenta importante para o manejo, sendo alugadas ou compradas por
agricultores para aumentar a fauna polinizadora local (FREE, 1993; DAG; ZIPORI; PLESER,

2006). Esta préatica sugere que ndo existem polinizadores nativos suficientes que garantam a
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polinizacdo de todas as culturas durante o ano. Soma-se o fato de que a abundancia e
diversidade de abelhas nativas bem como a abundancia de abelhas meliferas estdo declinando
e algumas espécies estdo claramente em risco (OLDROYD, 2007; STOKSTAD, 2007).

Na auséncia de abelhas nativas, o manejo de coldnias de abelhas meliferas é
frequentemente a Unica solugdo para os agricultores garantirem sua produgdo. Comparadas
com o manejo de abelhas nativas, as abelhas meliferas apresentam varias vantagens (preco,
transporte, versatilidade), mas para algumas culturas elas ndo sdo os polinizadores mais
efetivos (KLEIN et al., 2007).

A biologia das abelhas meliferas também as torna bem preparadas para a polinizagdo
comercial. Sdo generalistas, visitam uma ampla variedade de flores e sdo capazes de
polinizarem uma cultura numa area de 6.360 ha. Adiciona-se a isto a grande habilidade de
comunicar a localizacéo das fontes alimentares (SEELEY, 1985).

Aproximadamente um terco da alimentacdo humana estd relacionado com a
polinizagdo mediada por animais, principalmente abelhas (KASINA et al., 2009; KLEIN et
al., 2007). Em 2005 o valor da polinizagdo feita por insetos na produgdo mundial de alimentos
foi de 153 bilhGes de euros destacando os legumes, frutas e 6leos comestiveis o que
representa 9,5% do valor da produgdo agricola mundial (GALLAI et al., 2009).

A polinizacéo realizada por abelhas meliferas nos EUA gerou commodities proximas a
US$ 14,6 bilhdes (MORSE; CALDERONE, 2000), enquanto que as abelhas nativas sdo
responsaveis por US$ 3,07 bi de frutas e legumes produzidos nos EUA (LOSEY;
VAUGHAN, 2006).

PlantacGes ndo dependentes da polinizacdo por animais representam a maior fonte de
calorias da dieta humana (KLEIN et al., 2007). Enquanto a area total cultivada tem crescido
mundialmente nos Gltimos 46 anos, a proporgdo de terras dedicadas a producéo de culturas
ndo dependentes de polinizadores tem diminuido consideravelmente quando comparada aos
cultivares dependentes de polinizadores (AIZEN et al., 2008). Em parte, esta mudanca €
motivada pelo fato de culturas dependentes de polinizadores terem um maior valor de
mercado do que as ndo dependentes (GALLAI et al., 2009). Entre os anos de 1961 e 2006, a
agricultura dependente de polinizadores tem crescido proximo de 62% (AIZEN et al., 2009).
Esta razdo de crescimento ultrapassa o crescimento global de manejo de abelhas meliferas,
sugerindo que polinizadores poderdo limitar a producdo agricola no futuro (AIZEN;
HARDER, 2009).

A perda de todos os polinizadores poderia reduzir a produgéo agricola em torno de 8%

(AIZEN et al., 2009), enquanto que determinadas plantacdes podem diminuir mais de 90 %
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sem a presenca de abelhas (SOUTHWICK; SOUTHWICK, 1992). Porém, como muitas
culturas ndo sdo 100% dependentes dos insetos para polinizacdo, algumas perdas poderiam
ser compensadas pelo aumento da area cultivada. Em paises em desenvolvimento, este
aumento corresponderia em torno de 42% da area cultivada (AIZEN et al., 2009). Além do
mais, o declinio no nimero de polinizadores pode acarretar um paralelo declinio no nimero
de espécies vegetais (BIESMEIJER et al., 2006).

De 1961 a 2007, o nimero de colbnias de A. mellifera para manejo aumentou em torno
de 64%. Em contra partida, nem todas as regides do globo tem demonstrado este aumento.
Neste mesmo periodo as coldnias decresceram na Europa (-26,5%) e América do Norte (-
49,5%), enquanto que grandes crescimentos tém sido observados na Asia (426%), Africa
(130%), América do Sul (86%) e Oceania (39%) (vanENGELSDORP; MEIXNER, 2010).

Muitos fatores podem estar relacionados com a perda de col6nias nos EUA e na
Europa. Um Unico fator ndo pode ser o responsavel por todas as perdas. Estes fatores podem
ocorrer simultaneamente e até influenciar mutuamente (vanENGELSDORP; MEIXNER,
2010). Salienta-se o fato de que muitas doencas relacionadas com as abelhas meliferas
(bactérias, fungos, virus, microsporidio), parasitas (a&caros), predadores (ursos, aves, homens)
e pragas (besouros, mariposas) podem afetar sua produtividade e também sua sobrevivéncia
(MORSE; FLOTTUM, 1997).

O éacaro Varroa destructor é o ectoparasita mais prejudicial para as abelhas meliferas
em todo 0 mundo (ROSENKRANZ; AUMEIER; ZIEGELMANN, 2010). Tanto as fémeas do
acaro quanto sua prole se alimentam das pupas de abelhas causando danos pela ingestdo da
hemolinfa, resultando uma severa deficiéncia nutricional para seu desenvolvimento
(GAREDEW; SCHMOLZ; LAMPRECHT, 2004). Porém o nivel de infestacdo nas colénias
tem-se reduzido com o passar dos anos (BOECKING; GENERSCH, 2008). Muitas doengas
transmitidas por virus tém sido relatadas j& que o sistema imune estd prejudicado pela
presenca do &caro (YANG; COX-FOSTER, 2005), destacando-se o virus da deformacédo das
asas e 0 virus da paralisia aguda (vanENGELSDORP; MEIXNER, 2010) e o virus Kashmir
(SHEN et al., 2005). Outro virus encontrado nas abelhas, mas sem uma correlagdo clara com a
presenca de &caros é o virus israelense da paralisia aguda (COX-FOSTER et al., 2007).

Embora nem sempre apresentem sintomas evidentes, as infec¢fes causadas pelo
microsporidio Nosema spp. estdo relacionadas com as mais importantes perdas econdmicas
para a apicultura (FRIES, 2010). Tanto o N. apis quanto o N. ceranae sdo transmitidos

horizontalmente entre as abelhas pela ingestdo de esporos no ambiente, germinando no
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ventriculo, causando inflamagdo e danos nas células epiteliais do intestino
(vanENGELSDORP; MEIXNER, 2010).

A cria ensacada americana, causada pela bactéria Paenibacillus larvae, é altamente
contagiosa e se espalha rapidamente pela col6nia, entre as coldnias e entre 0s apiarios.
Colbnias infectadas sdo queimadas para prevenir futuras infeccbes (GENERSH, 2010). J& a
cria ensacada européia é causada pela bactéria Melissococcus plutonius e considerada menos
virulenta (FORSGREN, 2010). No ano de 2000, nos EUA, atribui-se a perda de US$ 5
milhdes devido a infecgdes causadas por estas bactérias (EISCHEN; GRAHAM; COX, 2005).

Somam-se fatores ndo patogénicos que podem influenciar a dindmica populacional de
uma colbnia como, por exemplo, o uso de inseticidas possivelmente perigosos para as
abelhas, residuos de antibidticos para tratamento de doencas, qualidades das rainhas e fatores
climaticos (vanENGELSDORP; MEIXNER, 2010). Muitas coldnias recebem tratamentos
quimicos para prevencao das diversas doengas e parasitas e entre as substancias destacam-se
os piretroides e organofosforados. Apicultores, devido as resisténcias a estes produtos, tém
aumentado as doses ou utilizado um cocktail destes produtos. Estes produtos podem, de certa
maneira, contribuir para a intoxicacdo das abelhas (OLDROYD, 2007).

A CCD (Colony Collapse Disorder) é uma condi¢do da col6nia que primeiro foi
relatada nos EUA no outono de 2006. As colbnias apresentam sintomas claramente diferentes
dos demais sintomas classicos de doengas, 0 que inclui a total auséncia de abelhas mortas na
colénia ou apiério, a rapida perda de abelhas adultas e a falta de cleptoparasitas apesar da
presenca de mel e polen nas coldnias. Acredita-se que diversos fatores estressantes, atuando
sozinhos ou em conjunto, contribuem para o enfraquecimento da colénia e permitam a agéo
de patégenos oportunistas (COX-FOSTER; vanENGELSDORP, 2009). A mortalidade de
abelhas apos a estacdo do inverno é comum, porém em 2007, apicultores chegaram a perder
de 80 a 100% de suas colénias (OLDROYD, 2007).

A agricultura moderna é cada vez mais depende do uso de produtos quimicos para
controlar plantas daninhas, fungos e insetos pragas para assegurar a produtividade. Abelhas
meliferas podem ficar expostas a estes agentes quimicos devido suas atividades de
forrageamento (DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007; THOMPSON, 2003). Com
isso novas classes de inseticidas surgem para aumentar a produtividade das culturas, e podem
estar relacionadas com o CCD (OLDROYD, 2007).

A grande parte dos inseticidas e acaricidas (aproximadamente 90%) sdo neurotdxicos,
ou seja, atuam no sistema nervoso central podendo agir nos canais de so6dio voltagem-

dependente como o DDT e os piretroides, nos receptores do acido y-aminobitirico (GABA)
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como os policlorocicloalcanos e Fipronil e no sistema colinérgico como inibidores da
acetilcolinesterase representados pelos organofosforados e metilcarbamatos, ou como
agonisitcos dos receptores nicotinicos de acetilcolina como os nicotinoides e neonicotinoides
(CASIDA; QUISTAD, 1998; TOMIZAWA; CASIDA, 2003). O grande uso desses inseticidas
se deve a sua rapida acdo no combate as pragas e por atuar em locais ultra-sensiveis que
mesmo 0 menor dano pode resultar em efeitos letais (CASIDA; QUISTAD, 2004). A selecéo
de inseticidas com baixos danos aos mamiferos e potencialmente eficazes para pragas € o
requerimento essencial para seguranca e efetividade dos pesticidas.

A nicotina (classica agonista dos receptores nicotinicos da acetilcolina) foi usada por
séculos para o controle de insetos sugadores apesar da baixa eficiéncia e alta toxicidade para
0s humanos. Ja os neonicotinoides sdo também agonistas dos receptores de acetilcolina sendo
mais toxicos para os insetos e porém mais seguros para mamiferos, provendo um bom
exemplo de seletividade de inseticida (YAMAMOTO et al., 1995).

Os neonicotinoides sdo 0s mais novos e a maior classe de inseticidas desenvolvidos
nas ultimas trés décadas. Representam de 11 a 17% do faturamento anual do mercado de
inseticida (em torno de US$ 1 bilhdo). Sdo prontamente absorvidos pelas plantas e agem
contra um numero variado de insetos-pragas como sugadores, afideos, moscas brancas, tripes,
minadores de folhas, besouros e alguns lepiddpteros e séo efetivos no tratamento de sementes.
Sdo principalmente utilizados como sistémicos de plantas, ou seja, quando aplicados nas
sementes, solo ou folhagens eles se deslocam no interior da planta promovendo uma protegédo
a longo prazo contra tais insetos-pragas (ELBERT; NAUEN; LEICHT, 1998 apud NAUEN et
al., 2003; FORD; CASIDA, 2008; MAIENFISCH et al., 2001a; MATSUDA et al., 2001;
TOMIZAWA; CASIDA, 2005).

Neonicotinoides e nicotinoides apresentam estruturas semelhantes, porém diferentes
estados de protonacdo em pH fisiologico. O neonicotinoide nao é protonado (e apresenta um
agrupamento negativo nitro ou ciano) o que confere seletividade aos receptores nicotinicos de
acetilcolina dos insetos, enquanto que 0s nicotinoides sdo catibnicos e consequentemente
seletivos aos receptores de mamiferos (TOMIZAWA,; LEE; CASIDA, 2000; TOMIZAWA;
CASIDA, 2005; TOMIZAWA et al., 2003).

Os atuais neonicotinoides e seus anos de patente sd@o os heterociclicos Nitiazina
(1977), Imidacloprido (1985), Tiacloprido (1985) e Tiametoxam (1992) e os aciclicos
Nitempiram (1988), Acetamiprido (1989), Clotianidina (1989) e Dinotefuram (1984)
(TOMIZAWA; CASIDA, 2005).
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Assim como os piretroides os neonicotinoides apresentam uma maior seletividade para
0s insetos do que para os mamiferos, ao contrario dos organoclorados, organofosforados e
metilcarbamatos. Os neonicotinoides agem nos receptores nicotinicos da acetilcolina dos
insetos (receptores nicotinicos de acetilcolina) e dos mamiferos (particularmente subtipos
o452 (TOMIZAWA; CASIDA, 2003, 2005).

Quando neonicotinoide € metabolizado, seus subprodutos podem aumentar ou
diminuir sua atividade dependendo do composto e de sua especificidade com o receptor de
acetilcolina (TOMIZAWA; CASIDA, 2003, 2005).

O Acetamiprido (NZ1-[(6-chloro-3-pyridyl)methyl]-N2-cyano-N1-methylacetamidine;
figura 1) é um neonicotinoide sistémico largamente empregado tanto na agricultura quanto
domesticamente contra uma variedade de insetos (BRUNET; BADIOU; BELZUNCES,
2005).

Os maiores metabdlitos do Acetamiprido nas plantas sdo os N-demetil Acetamiprido,
6-cloro-3-piridilmetanol e o acido 6-cloro-nicotinico (TOKIEDA et al., 1997). Porém, lwasa
et al. (2004) observaram que tais metabdlitos ndo sdo altamente toxicos quando aplicados
topicamente nas abelhas na dose de 50 pg/abelha.

Brunet, Badiou e Belzunces (2005) estudaram o metabolismo do Acetamiprido em
operarias de A. mellifera. Operéarias adultas receberam oralmente Acetamiprido contendo
radioisotopo. Os autores verificaram que mais de 50% do Acetamiprido foi metabolizado em
diferentes partes do corpo do inseto (cabega, torax, abdome, hemolinfa, intestino médio e
reto) em menos de 30 minutos, indicando uma meia-vida bastante curta. Foram encontrados
sete metabolitos: N*-(6-cloro-3piridil)metil-N*-cianoacetamidina (IM 2-1), N*-(6-cloro-
3piridil)metil-N'-metilacetamidina (IM 1-3), N-metil-(6-cloro-3piridil)metilamina (IM 1-4),
(6-cloro-3piridil)metanol (IM 0), acido 6-cloronicotinoico (IC 0) e mais dois metabolitos que
ndo puderam ser identificados chamados de U1 e U2. Os metabdlitos IC 0, IM 1-4, Ul e U2
foram os mais abundantes e o0 menos expressivo foi o IM 0. Durante as primeiras horas os
autores verificaram maior freqiéncia do Acetamiprido nos receptores nicotinicos de
acetilcolina do abdome, térax e cabeca. Resultados similares obtidos com Imidacloprido
estudado também em abelhas (SUCHAIL et al., 2004).

O Acetamiprido pode ser utilizado na aplicacdo foliar nas culturas de algoddo, batata,
feijdo, melancia, meldo, tomate e trigo; aplicacdo em sementes de algoddo; aplicacdo em
troncos de café e citrus (ANVISA, 2008a). Esse produto é comercializado no Brasil pela
Iharabras S.A. Industrias Quimicas nas seguintes formulagdes: concentrado solavel -
Convence® (200g/L); p6 solavel - Mospilan® (200g/kg); p6 molhavel — Piramide® (700g/Kg).
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A Bayer CropScience apresenta um Unico produto: Saurus® (200g/kg) - p6 soltvel. Com
excecdo do produto Piramide®, utilizado em tratamento de sementes, os demais séo utilizados
em aplicacdo terrestre e aérea por meio de pulverizacéo.

O neonicotinoide Tiametoxam (3-(2-chloro-1,3-thiazol-5-ylmethyl)-5-methyl-1,3,5-
oxadiazinan-4-ylidene(nitro)amine; figura 2), da mesma forma que os demais neonicotinoides
apresenta amplo espectro de atuacdo contra insetos praga (principalmente sugadores) sendo
utilizado tanto para tratamento foliar quanto no tratamento de sementes (TOMIZAWA,
CASIDA, 2005) e apresenta uma importante caracteristica sisttmica (MAIENFISCH et al.,
2001b).
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Figura 1. Estrutura quimica do Acetamiprido.
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Figura 2. Estrutura quimica do Tiametoxam.
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Tiametoxam €é o neonicotinoide que apresenta a menor afinidade aos receptores de
acetilcolina nos insetos. No entanto a eficiéncia bioldgica do Tiametoxam é comparavel a de
outros neonicotinoides (WIESNER; KAYSER, 2000). Os mesmos autores constataram que o
metabolito N-desmetil-tiametoxam apresenta uma afinidade aos receptores de acetilcolina dos
insetos na ordem de 1000 vezes maior que o proprio Tiametoxam. Porém, estudando o
metabolismo do Tiametoxam em plantas produtoras de algoddo, Nauem et al. (2003)
verificaram a formacao do neonicotinoide Clotianidina, como o principal metabdlito enquanto
que N-desmetil-tiametoxam foi encontrado em baixissimas quantidades. Os mesmos autores
também verificaram as mesmas propor¢des ao analisarem o metabolismo do Tiametoxam em
larvas de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), sugerindo que a Clotianidina
desempenha um papel importante entre os metabdélitos do Tiametoxam.

Por outro lado, Wiesner e Kayser (2000) trabalhando com afideos (Aphis craccivora e
Myzus persicae) e Kagabu et al. (2005) trabalhando com baratas (Periplaneta americana)
concluiram que a toxicidade do Tiametoxam € devida a sua propria a¢ao atuando em um sitio
especifico diferente dos outros neonicotinoides.

O Tiametoxam pode ser empregado pela aplicacdo direta no solo nas culturas de
abacaxi, abobrinha, alface, arroz, batata, berinjela, café, cana-de-agUcar, citros, feijao-vagem,
fumo, macd, mamé&o, melancia, meldo, morango, pepino, péssego, pimentao, repolho, tomate
e uva; aplicacdo em sementes de algoddo, amendoim, arroz, batata, feijdo, milho, soja e trigo;
aplicacdo foliar nas culturas de alface, algoddo, amendoim, arroz, batata, cana-de-agucar,
cebola, citros, crisantemo, ervilha, eucalipto, feijdo, fumo, melancia, meldo, milho, morango,
pastagens, pepino, repolho, sorgo, tomate, trigo e soja (ANVISA, 2008b). Ele ¢é
comercializado no Brasil pela Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda nas formulagdes: po
dispersivel - Cruise® (700g/kg); granulado — Actara® 10 GR (10g/kg); granulado dispersivel -
Actara® 250 WG (250g/kg). O produto Cruise® é utilizado para o tratamento de sementes, 0
Actara® 10 GR é utilizado em tratamento terrestre e o Actara® 250 WG ¢ utilizado em
aplicagdes terrestres e aéreas.

Iwasa et al. (2004) observaram que o neonicotinoide Imidacloprido é em torno de 400
vezes mais toxico que o Acetamiprido. Esta diferenca pode ser explicada pela menor
afinidade aos receptores nicotinicos de acetilcolina que o Acetamiprido apresenta quando
comparado ao Imidacloprido (TOMIZAWA; LEE; CASIDA, 2000; TOMIZAWA; CASIDA,
2003).

Os principais metabolitos do Imidacloprido identificados em mamiferos e plantas sdo

5-hydroxy-imidacloprido, 4,5-dihydroxy-imidacloprido, acido 6-cloronicotinico, olefina,
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guanidina e derivados de uréia (SUCHAIL et al., 2004). Alguns dos metabdlitos do
Imidacloprido apresentam toxicidade para invertebrados, principalmente os derivados de
olefina e 5-hydroxy-imidacloprido. Contra espécies de afideos e Bemisia tabaci, a olefina e o
5-hydroxy-imidacloprido sdo, respectivamente, 16 e 10 vezes mais ativo do que o
Imidacloprido propriamente dito (NAUEN et al., 1999).

Suchail et al. (2004) estudaram o metabolismo do Imidacloprido em operérias adultas
de A. mellifera. Operarias receberam oralmente Imidacloprido contendo radiois6topo. Os
autores verificaram que o Imidacloprido foi metabolizado em diversas partes da abelha e
apresentou uma meia-vida de 5 horas. Foram encontrados cinco metabolitos: 4/5-hidroxi-
imidacloprido, 4,5-dihidroxi-imidacloprido, olefina, acido 6-cloronicotinico, e derivados de
uréia, sendo estes dois ultimos os mais abundantes. O rapido aparecimento dos metabdlitos
nas diversas partes da abelha sugere a existéncia de metabolismo do Imidacloprido nédo
somente no intestino médio, que é o principal local de metabolismo, mas também em outros
compartimentos das abelhas (SUCHAIL et al., 2004).

Todos os metabolitos nas abelhas resultam da biotransformacdo do Imidacloprido
realizada pelas oxidases de funcdo mista. Estas enzimas permitem a conversdao do
Imidacloprido em metabdlitos mais hidrofilicos, que sdo mais rapidamente excretados, através
de diversas reacdes incluindo hidroxilacdo, epoxidacdo e outras oxidacdes (SUCHAIL et al.,
2004).

O inseticida Imidacloprido e seus metabdlitos sdo extremamente toxicos para abelhas.
Freqlientemente estes produtos tém sido relatados como responsaveis pela depreciacdo de
varias coldnias. Uma alta mortalidade a baixas concentracGes pode ser explicada pela alta
toxicidade dos seus metabdlitos (FAUCON et al., 2005). Diversas alteracoes
comportamentais tém sido relatadas em abelhas meliferas expostas a diversas concentragdes
de Imidacloprido: mudancas na atividade de forrageio e coleta de alimento (COLIN; LE
CONT; VERMANDERE, 2001) e perda de comunicagéo da localizagdo da fonte alimentar e
orientacgdo no voéo de retorno ao ninho (DECOURTYE et al., 2001). Pelo fato de ser
considerado um inseticida sisttmico, acredita-se que o Imidacloprido possa migrar dentro do
néctar da mesma forma que outros inseticidas como o Dimetoato e Aldicarbe (TASEI;
LERIN; RIPAULT, 2000). Pesquisas apontam a presenca do composto no néctar de diversas
plantas entre elas o girassol e a canola (SCHMUCK et al., 2001).

A toxicidade tépica de inseticidas neonicotinoides em abelhas meliferas pode ser
classificada em dois grupos baseados na presenca do agrupamento nitro ou do agrupamento

ciano. Os inseticidas com agrupamento nitro sdo os mais toxicos com Imidacloprido
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apresentando uma DLso no valor de 17,9 ng/abelha, Clotianidina com valor de 21,8 ng/abelha
e Tiametoxam com 29,9 ng/abelha. J& 0s neonicotinoides que apresentam 0 agrupamento
ciano apresentam uma toxicidade menor sendo que Acetamiprido apresenta um valor de 7,1
pg/abelha e o Tiacloprido 14,6 pg/abelha (IWASA et al., 2004). Stark, Jepson e Mayer (1995)
e Suchail et al. (2004) observaram que a DLsy do Imidacloprido variou de 6,7 a 23,8
ng/abelha. Senn et al. (1998 apud IWASA et al., 2004) estimou a DLsy do Tiametoxam em 24
ng/abelha e Elbert et al. (2000 apud IWASA et al., 2004) reportou que o Tiacloprido
apresenta uma DLsg no valor de 24,2 pg/abelha.

Os canais de cloro em insetos sdo ativados por uma variedade de transmissores
(acetilcolina, GABA, glutamato, licina, histamina e serotonina) em diferentes tecidos de
diferentes grupos taxondmicos e apresentam estruturas similares aos receptores de acetilcolina
com a presenca de diversas subunidades (RANGANATHAN; CANNON; HORVITZ, 2000).
Apresentam também proteinas transmembrana que causam a ativacdo do canal e inicia a
entrada de ions cloro, o que hiperpolariza o potencial de membrana. Portanto, a abertura do
canal de cloro acaba por estabilizar o potencial de membrana (BLOOMQUIST, 2003).

Fipronil  (5-amino-1[2,6-dicloro-4-(trifluormetil)fenil]-4-[(trifluormetil)sulfinil]-1H-
pirazol-3-carbonitrila; figura 3), representa uma classe de inseticida (fenilpirazois) atuante
como bloqueador nos receptores acido y-aminobutirico (GABA) dos canais de cloro dos
insetos (COLE; NICHOLSON; CASIDA, 1993; HAINZL; COLE; CASIDA, 1998). E efetivo
no controle de diversas pragas economicamente importantes: bicudos, brocas, baratas,
gafanhotos, carrapatos e pulgas em seus estagios larvais ou adultos (AAJOUD; RAVANEL;
TISSUT, 2003; GUNASEKARA et al., 2007; HAINZL; COLE; CASIDA, 1998) e apresenta
um valor de mercado mundial estimado em 150 milhdes de dolares (BUCKINGHAM et al.,
2005). O Fipronil apresenta uma maior seletividade aos insetos do que aos mamiferos,
comparado com a primeira geracdo de inseticidas blogueadores dos canais de cloro como 0s
clorados ciclodienos e outros policlorocicloalcanos (BLOOMQUIST, 2003; CASIDA;
PULMAN, 1994 apud HAINZL; COLE; CASIDA, 1998). Fipronil é eficiente em baixas
concentragcdes contra insetos que Sao resistentes a outros inseticidas como os piretroides,
organofosforados e carbamatos (STEVENS; HELLIWELL; WARREN, 1998).

Os sitios ativados por glutamato dos canais de cloro que existem especificamente nos
invertebrados, mas ndo nos vertebrados, sdo reconhecidos como outro alvo crucial para o
Fipronil (HOROSZOK et al., 2001; IKEDA et al., 2003; ZHAO et al., 2004, 2005). Estes
autores também observaram que o metabodlito sulfona bloqueia tanto os receptores GABA

quanto os de glutamato.
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Fipronil pode ser formulado como sélido, spray, liquido ou como produto granulado,
sendo que Ngim e Crosby (2001) observaram que a formulacdo granulada foi a mais
persistente no meio ambiente com uma meia vida de 125 horas em meio aquoso e 438 horas
no solo. Os produtos de degradagdo do Fipronil no solo resultam da exposi¢cdo a luz
produzindo o fotoproduto desulfinil, oxidacdo produzindo sulfona, hidrélise produzindo
amida e processo de reducdo com a formagdo de sulfido. A meia vida do Fipronil e seus
metabdlitos no solo indicam que sdo persistentes, com a degradacdo variando de 111 — 350
dias dependendo das condi¢des do solo, sendo o desulfinil e o sulfido os metabdlitos mais
abundantes (NGIM; CROSBY, 2001; GUNASEKARA et al., 2007). A degradacdo do
desulfinil por acdo microbiana € de 630 a 693 dias dependendo do tipo de solo, indicando que
0 maior metabolito do Fipronil é persistente no solo (GUNASEKARA et al., 2007).

O desulfinil, embora ndo seja um metabdlito propriamente dito, é o principal
fotoproduto em plantas e no solo e, quando testado em ratos e moscas, mostra ser tdo potente
quanto (e até mesmo maior) o proprio Fipronil (HAINZL; CASIDA, 1996), sendo mais toxico
e mais potente blogueador dos canais de cloro do que o préprio Fipronil e seu metabdlito
sulfona (HAINZL; COLE; CASIDA, 1998).

Estudos in vivo e in vitro do metabolismo mostraram que o Fipronil é convertido pelas
monooxXigenases microssomais em sulfona, que é o principal metabdlito formado em insetos e
mamiferos (DURHAM; SIEGFRIED; SCHARF, 2002; HAINZL; COLE; CASIDA, 1998;
SCHAREF et al., 2000;). A sulfona apresenta uma toxicidade semelhante ao produto principal
agindo de forma competitiva no sitio de ligacdo do GABA (HAINZL; COLE; CASIDA,
1998).
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Figura 3. Estrutura quimica do Fipronil.
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Estudos utilizando inibidor do citocromo P450, o butoxido de piperonil (PBO), que
provoca a inibigdo da formacédo de sulfona, tém revelado resultados diversos. Quando tratado
com butdxido de piperonil, a toxicidade de Fipronil aumenta em camundongos (CABONI;
SAMMELSON; CASIDA, 2003; HAINZL; COLE; CASIDA, 1998) e moscas (COLE;
NICHOLSON; CASIDA, 1993; HAINZL; CASIDA, 1996), resultado que indica que a
conversdo em sulfona é um processo de desintoxicacdo. Entretanto, em outros estudos, apds o
tratamento com butoxido de piperonil, a toxicidade do Fipronil diminui em baratas
(VALLES; KOEHLER; BRENNER, 1997) e lagartas de Diabrotica virgifera (Coleoptera:
Chrysomelidae) (SCHARF; SIEGFRIED, 1999) indicando que a conversdo em sulfona ndo é
um processo de desintoxicacdo. Diversos trabalhos indicam que o metabolito sulfona é mais
toxico que o Fipronil. Outros mostram que os efeitos toxicoldgicos e neuroldgicos dos dois
séo semelhantes (ZHAO et al., 2005).

Fang et al. (2008) observaram que os metabdlitos sulfido e sulfona apresentam uma
toxicidade maior que o Fipronil quando aplicados topicamente em larvas de Chilo
suppressalis (Lepidoptera: Crambidae) e Sesamia inferens (Lepidoptera: Noctuidae). A
diferenca na suscetibilidade destas larvas ao Fipronil (118,5 vezes mais toxico para S.
inferens) é sugerida pelos autores devido a diferenca na permeabilidade pela cuticula, como
também diferencas no metabolismo. As diferentes respostas em diversas linhagens de moscas
domésticas também foram atribuidas a diferentes permeabilidades do Fipronil
(KRISTENSEM; JESPERSEN; KNOOR, 2004).

O Fipronil apresentou alta eficiéncia contra larvas de mosquito Aedes aegypti com
uma CLs (24 horas) de 17,7 pg/L. Seus metabdlitos também se mostraram altamente toxicos
com sulfido e sulfona apresentando uma CLsg de 3,19 pg/L (AAJOUD; RAVANEL,; TISSUT,
2003). Colonias de formigas Solenopsis invicta sdo eliminadas dentro de 8 a 11 semanas
utilizando iscas granuladas com Fipronil na concentracdo de 3-30 pg/mg (COLLINS;
CALLCOT, 1998). Costa e Rust (1999) reportaram uma mortalidade maior que 93% em
colbnias de Linepithema humile em menos de uma semana, com mortalidade das rainhas em
menos de 4 semanas apds entrar em contato com o Fipronil (5 ppm).

O Fipronil é altamente toxico para organismos aquaticos podendo apresentar
bioacumulacdo. Por exemplo, em concentracbes em pptr (ng/L), Fipronil afeta o camaréo
Americamysis Bahia e em ppb afeta Daphnia pulex e Lepomis macrochirus (GUNASEKARA
etal., 2007).

O inseticida Fipronil € muito eficiente em baixas concentragdes contra numerosos
insetos pragas de culturas (BALANCA; DE VISSCHER, 1997). Entretanto este inseticida é
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toxico para insetos ndo alvo e sua DLs, para abelhas é muito baixa: 4 ng/abelha (TINGLE et
al., 2003) e 6,2 ng/abelha (DECOURTYE, 2002 apud El HASSANI et al., 2005).

O Fipronil ndo provoca inibicdo da alimentagdo em abelhas mesmo em altas
concentragdes (FRANC; CADIERGUES, 1998; GAHLHOFF; MILLER; KOEHLER, 1999;
LE PATOUREL, 2000; MAYER; LUNDEN, 1999). Isto explicaria porque abelhas podem
absorver doses relativamente altas deste inseticida, consequentemente, mais tdxicas (COLIN
et al., 2004).

O Fipronil pode ser aplicado no solo nas culturas de batata, cana-de-agucar e milho;
aplicacdo foliar nas culturas do algodédo, arroz, cana-de-aglcar, eucalipto, milho e soja;
aplicacdo em sementes de algoddo, arroz, cevada, feijdo, milho, pastagens, soja e trigo;
aplicacdo foliar em mudas de eucalipto; aplicacdo no controle de formigas e cupins; aplicagéo
na agua de irrigacdo para o arroz irrigado (ANVISA, 2008c). Ele é comercializado no Brasil
pela Basf S.A. em diversas formulagdes: isca granulada — Blitz® (0,03g/kg) usado como
formicida com aplicacio terrestre; suspensdo concentrada - Standak® (250 g/L) usado no
tratamento de sementes; granulado — Regent® 20 G (20g/kg) com aplicacdo no solo;
granulado dispersivel - Regent® 80 WG (800 g/kg) com aplicagdo terrestre e aérea; suspensio
concentrada - Klap® (200g/L) com aplicacAo terrestre e aérea.

Quando se analisa os riscos que um inseticida pode causar em determinado inseto,
inicialmente deve-se levar em consideragéo a biologia de tal organismo. No caso das abelhas,
além de sua biologia, sua organizacao social também deve ser considerada. O comportamento
social implica na divisdo de trabalho executado pelos diversos membros da colonia. A
realizacdo de tais atividades esta relacionada com a idade do individuo, com o componente
genético e com fatores ambientais (CALDERONE; PAGE, 1992). Frequentementem, abelhas
jovens estdo envolvidas com atividades dentro da colénia (alimentagdo larval, limpeza e
construcdo de células), seguido pela atividade de guarda sendo que as mais velhas realizam
atividade de forrageamento (SEELEY, 1982).

As abelhas forrageiras ndo sdo as Unicas que estdo expostas aos pesticidas, mas
também aquelas que exercem atividades no interior da coldnia e os individuos imaturos que
sdo alimentados com poélen e néctar estocados. Isto significa que os diferentes estagios larvais
e os adultos de varias fases da vida ou que executam diferentes atividades podem entrar em
contato com esses produtos. A concentracdo e a duracdo da exposi¢do a determinado produto
também pode variar. A quantidade de produtos quimicos, a persisténcia dos residuos e a
freqliéncia de aplicacdo nas culturas ndo sdo as Unicas informag6es que devem ser avaliadas ja

que os produtos podem ser acumulados por longos periodos dentro da colméia. Por esta razéo,
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a determinacéo dos efeitos letais e subletais fazem-se necesséarios (PHAM-DELEGUE et al.,
2002).

A maneira classica para avaliar o efeito letal de um inseticida é através da
determinagdo da toxicidade aguda medida pela DLsg, ou seja, a dose capaz de induzir 50 % de
mortalidade em animais testados, ou pela LCsy que € a concentragdo capaz de induzir a
mortalidade de 50% da populagdo testada. Protocolos oficiais tém sido desenhados para
realizacdo de tais testes, como o protocolo da OECD (1998). Nesses testes, 0s inseticidas sao
administrados topica ou oralmente a fim de representar os diferentes tipos de exposicao que
ocorre no campo e a mortalidade ¢ registrada 24 e/ou 48 horas ap0s a exposic¢ao. A absor¢do
através do tegumento da abelha é a base para a toxicidade topica. As propriedades fisico-
quimicas dos inseticidas e sua formulagdo sdo largamente responsaveis pelos danos causados
por este modo de entrada. A ingestdo de pdlen e néctar contaminado oferece outra rota de
entrada. O trato digestivo pode se tornar alterado ou paralisado, prejudicando a alimentagéo
ou cessando as fungdes do intestino (DEVILLERS, 2002). Atkins et al. (1981, apud
DEVILLERS, 2002) classificaram os inseticidas de acordo com sua toxicidade aguda em
abelhas: altamente toxicos (DLsg < 2 pg/abelha). Neste caso, grandes perdas sdo esperadas se
estes produtos forem utilizados quando as abelhas estiverem presentes; moderadamente
toxicos (DLsp = 2 a 11 pg/abelha). Estes produtos podem ser utilizados préximos as abelhas
desde que a dosagem, tempo de exposi¢cdo e método de aplicacdo estiverem corretos;
relativamente ndo-toxicos (DLsp > 11 pg/abelha) que podem ser utilizados préximos as
abelhas com minimo de dano.

Enquanto o efeito letal é facilmente determinado, outros efeitos mais sutis,
relacionados, por exemplo, com a fisiologia ou comportamento das abelhas, como paralisia,
desorientacdo ou mudancas comportamentais, séo menos detectaveis, mas podem afetar toda
populacdo (DECOURTYE et al., 2004; GUEZ; ZHANG; SRINIVASAN, 2005; HAYNES,
1988; PHAM-DELEGUE et al., 2002; vanENGELSDORP; MEIXNER, 2010).

Em contraste do envenenamento direto pelas abelhas que é aparentemente facil de ser
observado, efeitos subletais dos inseticidas em abelhas e em outros polinizadores sdo muito
mais dificeis de serem demonstrados. Entretanto eles recebem um crescente aparato cientifico
nos ultimos anos. Tais efeitos frequentemente se tornam evidentes ap0s a exposicao
prolongada. Podem afetar varios estagios da vida e niveis organizacionais das abelhas, desde a
fisiologia celular ou o sistema imune de um Gnico individuo até afetar toda a vida da coldnia
como os comportamentos de aprendizagem e comunicacdo (DESNEUX; DECOURTYE;
DELPUECH, 2007).
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Pham-Delegue et al. (2002) detalha diversos estudos comportamentais em abelhas
para avaliar os efeitos de doses subletais de inseticidas. Entre eles o monitoramento de
atividade de abelhas na entrada da coldnia, onde a quantificagdo é também importante para a
pratica da apicultura. Varios mecanismos foram desenhados para a contagem de abelhas:
utilizacdo de pulsos elétricos, sinais fotoelétricos, aparatos mecanicos para distinguir os v60s
de entrada e saida da col6nia, contadores eletrdnicos, uso de sensores com luz infravermelha,
sensores para discriminar a direcdo do movimento da abelha e andlise das informagdes com
uso de softwares especificos. Estes constituem equipamentos adequados para levantamentos
das atividades das coldnias em condicOes de campo e laboratério e detectar as perdas de
abelhas devido a predadores, patdgenos ou envenenamentos. Outro comportamento que pode
ser estudado é o comportamento de orientagdo realizado pela anélise do véo de retorno de
uma fonte artificial de alimento para a col6nia. Neste caso, o tempo gasto no percurso pode
ser utilizado como pardmetro (PHAM-DELEGUE et al., 2002). Comportamentos como
comunicacdo pela danca, voos de retorno, orientacdo e eficacia durante visitas as flores sdo
conhecidos por serem afetados por inseticidas em doses subletais (COX; WILSON, 1984;
JOHANSEN; MAYER, 1990; SCHRICKER; STEPHEN, 1970; VANDAME et al., 1995).

Outro comportamento utilizado em testes para verificar a acdo de inseticidas é o do
reflexo de extensdo da probdscide (REP) em resposta ao estimulo da sacarose. Quando a
antena de uma abelha € estimulada com uma solugdo de sacarose a uma determinada
concentracdo, por reflexo, esta abelha estende sua proboscide na expectativa de se alimentar
(figura 4 A) (PAGE; ERBER; FONDRK, 1998; PANKIW; PAGE, 1999; SCHEINER, 2004).
As abelhas sdo expostas a concentrages crescentes de sacarose sendo que a menor
concentracdo que a abelha estende sua proboscide é considerada o limiar de sensibilidade a
sacarose (Mc CABE et al., 2007; PAGE; ERBER; FONDRK, 1998). Este comportamento
desempenha importante papel na divisdo de trabalho de uma colbnia (PAGE; ERBER;
FONDRK, 1998; PANKIW; PAGE, 2000). Por este motivo diversos autores tém estudado a
acdo de doses subletais de inseticidas no desempenho deste comportamento (ALIOUANE et
al. 2009; LAMBIN et al., 2001; EL HASSANI et al, 2005, 2008).

O condicionamento do reflexo de extensao da probdscide também vem sendo utilizado
para verificar a influéncia de inseticidas no comportamento das abelhas, mas neste caso visa o
aprendizado olfatorio. Quando uma abelha pousa em uma flor, ela esta sujeita a um processo
de condicionamento onde as caracteristicas florais (cheiro, cor, forma) sdo memorizados
sendo posteriormente associados com a recompensa alimentar (néctar e poélen) (MENZEL,
1993; MENZEL; MULLER, 1996). Em condicGes laboratoriais, o aprendizado olfatdrio pode
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ser estudado usando o bioensaio baseado no condicionamento do reflexo de extensdo da
probdscide aplicado em operarias (TAKEDA, 1961).

O bioensaio foi detalhado por Bitterman et al. (1983) e Sandoz, Roger e Pham-
Delégue (1995). Ele consiste em uma fase inicial de condicionamento onde um estimulo
condicionante (isto é, algum odor floral) é apresentado simultaneamente a um estimulo nédo
condicionante (solugdo de aglcar em contato com antena, tarso ou pecas bucais) seguido de
uma recompensa (a abelha se alimenta da solu¢do). Em seguida, uma fase de extin¢do é
aplicada onde somente o estimulo condicionante é aplicado. As abelhas podem entrar em
contato com substancias toxicas em diversas fases do processo do condicionamento: anterior
ao inicio do bioensaio, durante a fase de condicionamento ou entre a fase de condicionamento
e a fase de extingdo (figuras 4 B e C) (PHAM-DELEGUE et al., 2002).

Figura 4. Reflexo de extensdo da proboscide e condicionamento. A: teste do REP com
apresentacdo da sacarose (S) e consequente extensdo da probdscide (E). B: condicionamento do
REP pela apresentacdo do estimulo odorifero (EO) e simultanea apresentagdo da sacarose (S).
Apos a extensdo da probdscide (E) é oferecida a recompensa (R). C: teste de condicionamento
onde somente a apresentacdo do estimulo odorifero (EO) leva a extensdo da proboscide (E)
(modificado de DECOURTYE; PHAM-DELEGUE, 2002).



32

Ao pousar em uma flor, a operéaria estende sua probdscide como reflexo, pois
receptores gustativos localizados no tarso, antenas e partes da boca sdo estimulados pelo
néctar. Esse reflexo induz a memorizacdo da fonte. Desta forma, o reflexo de extensdo da
proboscide (REP) reproduz o que realmente acontece na interacdo inseto-planta. (MENZEL;
GREGGERS; HAMMER, 1993). Consequentemente, o processo de aprendizagem individual
¢ importante para um efetivo acompanhamento das atividades de forrageamento. O
aprendizado associativo das operarias estudado pelo condicionamento do REP, pode
apresentar um valor ecoldgico significativo por se tratar de um pré-requisito para o sucesso do
forrageamento de toda colénia (DECOURTYE et al., 2005).

O condicionamento do REP tem sido reproduzido com muito sucesso em condicGes
artificiais, e tem se tornado uma importante ferramenta no estudo de varios aspectos do
processo de aprendizado olfatério (BITTERMAN et al., 1983; SANDOZ; ROGER; PHAM-
DELEGUE, 1995).

Decourtye et al. (2005) utilizando Fipronil, Deltametrina, Endosulfan e Prochloraz, El
Hassani et al. (2005) utilizando Fipronil, Abramsom et al. (1999) utilizando Endosulfan,
Deltametrina, Cyfluthrin e Carbaril verificaram que o aprendizado olfativo de A. mellifera foi
prejudicado apds a administracao de tais inseticidas

O condicionamento do REP com operarias de abelhas meliferas também tem sido
usado para investigar os efeitos comportamentais de varios inseticidas (ABRAMSON et al.,
1999; ABRAMSON; BOYD, 2001; ABRAMSON et al., 2004; DECOURTYE; LACASSIE;
PHAM-DELEGUE, 2003; MAMOOD; WALLER, 1990; STONE; ABRAMSON; PRICE,
1997; TAYLOR; WALLER; CROWDER, 1987; WEICK; THORN, 2002).

Diversos trabalhos tém enfatizado o efeito de inseticidas no tamanho da populagdo e
na producdo de mel e cera (WALLER et al., 1984), na reducdo da média de vida das abelhas
(MACKENZIE; WINSTON, 1989), mudanca no comportamento forrageiro (GARY;
LORENZEN, 1989) e reducdo da area de cria (WEBSTER; PENG, 1989). A reducdo da area
de cria € uma maneira indireta de medir a suscetibilidade dos estgios imaturos aos
inseticidas. A mortalidade dos adultos, 0 abandono e a remocdo da cria e a diminuicdo da
postura podem contribuir para esta perda, mascarando os verdadeiros efeitos dos inseticidas
nos diferentes estagios de desenvolvimento que precedem a emergéncia do adulto (DAVIS,
1989). Figueiredo et al. (1996) observaram que o organofosforado DDVP (20 pg/uL), com
excecdo da Estl, provocou inibicdo de todas as esterases das larvas de 5° instar. Mas este fato

ndo impediu o desenvolvimento ontogenético dos individuos. Entretanto, quando foi aplicada
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a solucdo nas pré-pupas, estas foram severamente afetadas, ndo ocorrendo a transformacgédo em
pupas, sendo observada a morte de todos os individuos tratados.

Thompson (2003) também realizou uma ampla revisdo bibliografica envolvendo
trabalhos realizados para verificar a agdo de inseticidas em varios comportamentos de abelhas
meliferas como a divisdo de trabalho, forrageamento, desenvolvimento da col6nia, atividade
larval, reconhecimento entre operarias e repeléncia.

Outros trabalhos, porém ressaltam a importancia de se utilizar também as
modificacOes celulares e ultra-celulares para avaliar a agdo de doses subletais de inseticidas
em abelhas (CRUZ et al., 2010; FERREIRA, 2010; KAKAMAND; MAHMOUD; AMIN,
2008; MALASPINA,; SILVA-ZACARIN, 2006; SOUZA, 2009).

O uso indiscriminado de inseticidas pelo mundo levou as agéncias regulatorias a
prescreverem o limite residual maximo permitido destes produtos na maioria dos alimentos.
No entanto tais limites ndo existem para o mel. O mel, sendo um produto natural derivado das
plantas e manufaturado pelas abelhas pode ser contaminado por inseticidas em varios niveis
(AL-RIFAI; AKEEL, 1997). Com intuito de verificar a qualidade do mel na india, Khan et al.
(2004) analisaram o mel produzido por A. mellifera, A. dorsata e A. florea. Os autores
constataram que 83% dos exemplares de mel estavam contaminados por inseticidas
organoclorados. Grandes concentracfes de inseticidas foram mais frequentes no mel de A.
mellifera, que apresentou organoclorados e organofosforados, o que nao foi verificado no mel
das outras espécies. Os autores justificam que esta diferenca estd relacionada com os
diferentes recursos florais visitados por estas abelhas. Enquanto A. florea e A. dorsata visitam
flores selvagens com mais freqiiéncia, a A. mellifera visita as plantag@es e culturas onde os
inseticidas s&o mais comumente aplicados.

Em muitos paises, um quadro juridico tem sido implantado para proteger as abelhas e
outros polinizadores dos efeitos negativos dos pesticidas e outros produtos quimicos. Os mais
importantes sdo os European Council Directive 91/414 na Europa e o Federal Insecticide
Fungicide and Rodenticide Act nos EUA (DESNEUX; DECOURTYE; DELPUECH, 2007,
vanENGELSDORP; MEIXNER, 2010).

Os efeitos adversos ocasionados pela aplicacdo de pesticidas retomam para o inicio
dos anos 1900, quando a aspersao do arsénico em arvores frutiferas foi listada como uma das
cinco razdes para 0 nimero de coldnias na Califérnia estarem diminuindo. A aspersédo na
agricultura foi largamente utilizada nos anos 1960 e 1970, o que causou grandes danos nas
abelhas, com uma diminuicdo de 48% do numero de coldnias no estado do Arizona. No

estado da California, 62,500 colénias por ano (11,5%) foram perdidas devido a acdo de
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inseticidas. Apesar de muitas destas colonias terem sido repostas, o custo para a industria foi
significante. Em 1962, um estudo feito pelos apicultores de Washington concluiu que 3,2% do
investimento na apicultura foram perdidos devido aos inseticidas (vanENGELSDORP;
MEIXNER, 2010).

Em 2008, no sul da Alemanha, mais de 11 mil col6nias de A. mellifera sofreram
severos danos devido ao envenenamento causado por uma nuvem tdxica que se espalhou apés
plantacdo de sementes de milho tratadas com neonicotinoides, através do uso de maquinas
pneumaticas. A nuvem se espalhou pelos apiarios e para outras plantas que estavam sendo
visitadas pelas abelhas. O tratamento de sementes de milho com neonicotinoide (Clotianidina)
tinha se tornado obrigatorio (por decreto) no sul da Alemanha para prevencdo da broca D.
virgifera. Como consequéncia do acidente, o registro de Clotianidina na Alemanha foi
cancelado e os ingredientes ndo podem ser vendidos nem usados (vanENGELSDORP;
MEIXNER, 2010). Erickson et al. (1997) também relataram que o uso de inseticidas em
culturas de milho esta relacionada com a perda de 90% das col6nias de A. mellifera em alguns
apiarios nos EUA.

Em um estudo recente na Franca, residuos de diversos pesticidas, incluindo inseticidas
neonicotinoides e seus metabolitos, foram detectados em coldnias de abelhas meliferas.
Embora nenhuma correlacdo direta entre a mortalidade das coldnias tenha sido observada,
efeitos sinergistas entre os pesticidas e outros fatores afetando a salde da colénia ndo podem
ser descartadas (CHAUZAT et al., 2009).

Malaspina et al. (2010) relataram a mortalidade de diversas coldnias em algumas
cidades do interior do estado de Sdo Paulo. Apds a analise das abelhas mortas em um
laboratério especializado em residuos de pesticidas, os pesquisadores verificaram a presenca

de Tiametoxam no material coletado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta das abelhas

As abelhas utilizadas nos testes consistiram de operarias adultas de A. mellifera
coletadas de 3 colénias mantidas no apiario do Instituto de Biociéncias da Unesp de Rio
Claro. As coldnias escolhidas apresentavam condicdes fisiologicas normais, livre de doencas
e uma rainha em franca postura. As operarias foram coletadas diretamente dos favos que nédo
apresentavam individuos imaturos sendo descartados zang@es e operarias recém emergidas.
Apbs a coleta, as operarias foram acondicionadas em potes plasticos com 1 litro de volume
onde foram anestesiadas com CO; (aproximadamente 15 segundos). Todos os testes foram
realizados nos laboratérios do Centro de Estudos de Insetos Sociais do Instituto de
Biociéncias da UNESP de Rio Claro.

4.2. Preparacédo dos ingredientes ativos

4.2.1. Acetamiprido

O ingrediente ativo Acetamiprido utilizado nos testes foi fornecido pela empresa
Iharabras S.A. Industrias Quimicas. A solugdo mae, a partir da qual todas as demais
concentracdes foram feitas, constou da diluicdo de 5,0 g do ingrediente ativo em 50,0 mL de
acetona, ou seja, na concentracdo de 100 mg/mL. Até a sua utiliza¢do, a solucdo foi mantida

em vidro ambar e em camara fria (3,0 °C).

4.2.2. Tiametoxam

O ingrediente ativo Tiametoxam utilizado nos testes foi fornecido pela empresa
Syngenta. A solucdo principal, a partir da qual todas as demais concentragOes foram feitas,
constou da diluicdo de 0,01 g do ingrediente ativo em 100 mL de acetona, resultando na
concentracdo de 100 pg/mL. Até a sua utilizagdo, a solucdo foi mantida em vidro ambar e em

camara fria (3,0 °C).
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4.2.3. Fipronil

O ingrediente ativo Fipronil utilizado nos testes foi cedido pela empresa Basf. A
solucdo principal, a partir da qual todas as demais concentracfes foram feitas, constou da
diluicdo de 0,001 g do ingrediente ativo em 100 mL de acetona, formando uma concentracao
de 10 pg/mL. Até a sua utilizacdo, a solucdo foi mantida em vidro ambar e em camara fria
(3,0°C).

4.3. Determinacéo da DLs, para 24 horas

Os procedimentos para a determinacdo da DLsy (dose capaz de ocasionar a
mortalidade de 50% da populacdo) e TLsy (tempo capaz de ocasionar a mortalidade de 50%
da populacdo, ap6s a aplicacdo de uma determinada dose) seguiram o protocolo da OECD
(1998).

Para cada concentragdo testada e para o grupo controle, 3 repeticGes de 10 operarias,
foram transferidas para potes plasticos com volume de 500 mL perfurados na regido da tampa
para que ocorresse circulagdo de ar. Em cada pote existia um recipiente contendo algodéao
previamente umedecido e outro recipiente contendo pasta candi para que as abelhas se
alimentassem ad libitum.

Nas abelhas do grupo experimental foi feita uma aplicacdo tdpica (com auxilio de uma
micropipeta) de 1 pL da solucdo contendo a substancia a ser testada na parte dorsal do térax e
transferidas para os potes plasticos. Ja as abelhas do grupo controle receberam 1 uL de
acetona (figura 5).

A partir da primeira hora ap0s a aplicagdo da solugdo contendo os ingredientes ativos
foram contabilizadas as abelhas mortas para cada concentragéo ao final de 24 horas. Todos 0s
testes foram conduzidos em estufas bacterioldgicas (B.O.D.) com temperatura de 32,5 °C £
1,0 e com 70% £ 5 de umidade relativa (figura 6).

Inicialmente foi realizado um teste piloto para determinar as doses a serem utilizadas

nos testes.



Figura 5: Aplicacédo de 1 pl de solucéo na parte dorsal do térax de uma operaria.

Figura 6: Operarias de A. mellifera em potes plasticos acondicionados em B.O.D.
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Acetamiprido

Na tabela 1 encontram-se as concentragdes obtidas a partir da solugdo principal para
determinar a DLsp do Acetamiprido sobre as operéarias de A. mellifera. Encontram-se também

descritas as doses aplicadas nas abelhas, ja que foi aplicado 1 pL da solugéo.

Tabela 1. Concentragdes obtidas e respectivas doses de Acetamiprido aplicadas nas operéarias
de A. mellifera para determinacédo da DLs (24 horas).

Concentracédo Dose
0,75 mg/mL 0,75 pg/abelha
1,00 mg/mL 1,00 pg/abelha
2,25 mg/mL 2,25 pg/abelha
5,00 mg/mL 5,00 pg/abelha
7,50 mg/mL 7,50 pg/abelha
10,0 mg/mL 10,0 pg/abelha
12,50 mg/mL 12,50 pg/abelha
15,00 mg/mL 15,00 pg/abelha
15,50 mg/mL 15,50 pg/abelha
20,00 mg/mL 20,00 pg/abelha

Tiametoxam

Na tabela 2 encontram-se as concentra¢Ges obtidas a partir da solucdo principal para
determinar a DLso do Tiametoxam sobre as operarias de A. mellifera. Encontram-se também

descritas as doses aplicadas nas abelhas, ja que foi aplicado 1 pL da solugéo.



Fipronil
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Na tabela 3 encontram-se as concentragcdes obtidas a partir da solucdo principal para

determinar a DLsy do Fipronil sobre as operarias de A. mellifera. Encontram-se também

descritas as doses aplicadas nas abelhas, ja que foi aplicado 1 pL da solugéo.

Tabela 2. ConcentracGes obtidas e respectivas doses de Tiametoxam aplicadas nas operéarias de

A. mellifera para determinacdo da DLsg (24 horas).

Concentracédo

Dose

10,0 pg/mL
15,0 pg/mL
20,0 pg/mL
25,0 pg/mL
30,0 pg/mL
35,0 pg/mL

40,0 pg/mL

10,0 ng/abelha
15,0 ng/abelha
20,0 ng/abelha
25,0 ng/abelha
30,0 ng/abelha
35,0 ng/abelha

40,0 ng/abelha

Tabela 3. Concentracdes obtidas e respectivas doses de Fipronil aplicadas nas operéarias de

A. mellifera para determinacéo da DLs, (24 horas).

Concentracao

Dose

1,25 pg/mL
1,50 pg/mL
1,75 pg/mL
2,00 pg/mL
2,25 pg/mL
2,50 pg/mL
2,75 pg/mL

3,00 pg/mL

1,25 ng/abelha
1,50 ng/abelha
1,75 ng/abelha
2,00 ng/abelha
2,25 ng/abelha
2,50 ng/abelha
2,75 ng/abelha

3,00 ng/abelha
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4.4. Determinacgéo da TLsp

Em um grupo de 30 abelhas (com cinco repeti¢des) foi aplicado topicamente 1 pL de
solucdo na concentragdo estabelecida pela DLsy para cada um dos ingredientes ativos
avaliados. No grupo controle foi aplicado somente acetona. Ap6s a aplicacdo, as abelhas
foram acondicionadas em potes plasticos de 500 mL contendo algoddo umedecido e pasta
candi e transferidas para B.O.D. com temperatura de 32,5°C e com 70% de umidade relativa.

A partir da primeira hora ap6s a aplicacdo da solucdo contendo os ingredientes ativos,

as abelhas mortas foram contabilizadas, de hora em hora por um periodo de 24 horas.

4.5. Testes comportamentais

Para a realizacdo dos testes, doses subletais (DLso, DLso/10 e DLso/100) dos
ingredientes ativos foram aplicadas topicamente no térax de A. mellifera. As abelhas
receberam 1 pL da solucdo sendo que o grupo controle recebeu somente acetona. Testes
anteriores demonstraram auséncia de diferenca estatisticamente significativa entre abelhas que
receberam aplicacdo de acetona e aplicacdo de agua, motivo pelo qual esta Gltima aplicagdo
n&o foi utilizada nos testes comportamentais.

As avaliacbes comportamentais foram realizadas 1, 4 e 24 horas ap6s a aplicacdo dos

ingredientes ativos, sendo que os grupos de abelhas sdo independentes em cada periodo.

4.5.1. Reflexo de extensdo da probdscide (REP)

Apo6s a aplicagdo do ingrediente ativo nos tempos, de 1, 4 e 24 horas, as operarias
foram presas em tubos pléasticos (ponteiras cortadas de pipeta) de modo a permitir o livre
movimento das antenas e das pecas bucais. Para avaliar o reflexo de extensdo da proboscide
foram oferecidas concentracdes crescentes de sacarose para as operarias (Mc CABE et al.,
2007, PAGE; ERBER; FONDRK, 1998, PANKIW; PAGE, 1999; PANKIW;
WADDINGTON; PAGE, 1999).

Antes do inicio do bioensaio propriamente dito, foi oferecida somente agua para as
abelhas para verificar existéncia de pré-sensibilizacdo. Em seguida, foi oferecida a série de

concentragdes de 0,1, 0,3, 1,0, 3,0, 10,0, 30,0 e 50,0 % (peso/peso) de solucdo de sacarose.
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Entre cada solucdo foi apresentada agua como controle. Em cada concentracdo, a proporcao
de abelhas que apresentaram extensao da probdscide foi registrada.

Cada solucdo de sacarose foi aplicada na antena da abelha uma Unica vez, através de
uma zaragatoa embebida na solucdo, em intervalos de 3 minutos. Uma resposta foi
considerada positiva somente quando as abelhas estenderam completamente suas proboscides.
Apos a extensdo foi permitido que a abelha se alimentasse por 3 segundos (figuras 7 e 8). A
auséncia de apenas uma resposta entre as concentracbes foi tolerada. As abelhas que
apresentaram auséncia de resposta em concentragcdes consecutivas, ou as que responderam na
primeira apresentacdo de agua nao foram consideradas para anélise.

Foi realizada a comparacéao das proporgoes de respostas de extensdo da proboscide nos
grupos experimentais e controle para cada solugdo de sacarose apresentada, ou seja, foi
analisada a proporgéo de abelhas que responderam a concentracdo de 0,1%, depois as abelhas
que responderam a concentracdo de 0,3% e sequencialmente até finalizar com as abelhas que
responderam a concentracdo 50,0%.

Também foi analisada a mortalidade de abelhas durante a execucéo teste.

Em cada teste, foram utilizadas aproximadamente 100 abelhas para cada uma das trés
concentracdes (DLso, DLso/10 e DLso/100) mais o grupo controle, para cada um dos trés
periodos, resultando em 400 abelhas (aproximadamente) para cada ingrediente ativo por

periodo.

4.5.2. Atividade de locomocgéo

O teste de atividade motora foi feito em uma caixa de madeira (50 x 30 x 4 cm). Na
parte frontal foi colocado um vidro para permitir a visualizagdo das abelhas. A caixa também
apresentava 6 divisGes internas formando raias de 50 x 5 x 4 cm (figura 9). Apdés a aplicacéo
das doses dos principios ativos as abelhas foram liberadas nestas divisdes através de aberturas
na parte inferior. A caixa foi posicionada verticalmente e na parte superior foi colocada uma
lampada fluorescente o que levou as abelhas a subirem em direcdo a ela devido a fototaxia
positiva (LAMBIN et al., 2001) motivo pelo qual os testes foram realizados em ambiente com
auséncia de luz. Uma tela de nylon foi colocada apds a marca de 50 cm para impedir que as
abelhas chegassem até a lampada.

Em cada teste, foram utilizadas 36 abelhas para cada uma das 3 concentragdes (DLsy,

DLso/10 e DLso/100) mais o grupo controle, para cada um dos trés periodos, totalizando 144
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abelhas por ingrediente ativo por periodo. Simultaneamente eram liberadas 6 abelhas e seu
comportamento filmado. Posteriormente, foi estimada a velocidade de cada abelha para

percorrer 0s 50 centimetros.

SC

Figura 7: Apresenta¢do de uma solugdo de sacarose para uma abelha. A = Antenas;

SC = Solugéo de sacarose.

Figura 8: Abelha apresentando reflexo de extensdo da proboscide apos ter sido
estimulada na antena com uma solucéo de sacarose. P = Probdscide.



43

4.6. Analise estatistica

Para a determinacdo da DLsy e TLsp 0s dados foram analisados através do método
Probit (FINNEY,1952) utilizando o programa BioStat (AnalysSoft, 2008).

No teste de avaliacdo do reflexo de extensdo da probdscide foi realizada inicialmente,
uma comparagao entre os grupos de abelhas experimentais (DLso, DLso/10, DLs¢/100 e grupo
controle) através do teste do qui-quadrado para cada uma das concentragdes de sacarose. Nos
casos em que ocorreu diferenca significativa foi feito um teste a posteriori analogo ao teste de
Dunnett, onde houve as transformacdes das proporcdes em arcseno, para verificar qual dose

aplicada diferiu do grupo controle (ZAR, 1999).

<«

YE

Figura 9: Caixa utilizada no teste de locomocdo. R = raias; L =
lampada; E = entradas; T = tela de nylon; === =5cm
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No teste de locomocéo foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal — Wallis, ja
que os dados apesar de apresentarem distribuicdo normal, ndo apresentaram variancias
homogénias (ZAR, 1999). Nos casos em que ocorreu significancia nos resultados, foi
realizado um teste a posteriori utilizando o método Dunn para verificar qual concentragdo do

principio ativo que apresentava diferenca significativa em relacdo ao grupo controle.
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5. RESULTADOS

5.1. Determinacdo da DL

5.1.1. Acetamiprido

Os dados de mortalidade observados apds 24 horas para cada uma das doses testadas
foram submetidos a anéalise Probit, obtendo-se uma DLsy no valor de 9,3 pg/abelha com um
intervalo de confianga de 7,2 a 12,5 pg/abelha (tabela 4 e figura 10).

Tabela 4: Resultado da andlise Probit para a determinacdo da DLsy em 24 horas do
Acetamiprido aplicado em operarias de A. mellifera

Intervalo de
N a B v GL DLso Confianca

Inferior  Superior

30 3,6491 1,3932 3,104 8 9,325 17,2274 12,4837

N: nimero de individuos; a: coeficiente de regressdo; p: coeficiente angular; y*: qui-quadrado; GL: Graus de
liberdade; DLs, Intervalo de Confianga Inferior e Superior = pg/abelha

Figura 10: Regressdo realizada pela analise Probit a partir da mortalidade registrada para a
determinacédo da DLs, 24 horas apos a aplicacgao tépica do Acetamiprido.
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5.1.2. Tiametoxam

Os dados de mortalidade observados apds 24 horas para cada uma das doses testadas
foram submetidos a analise Prébit obtendo uma DLsy no valor de 17 ng/abelha com um

intervalo de confianca de 14,6 a 19,2 ng/abelha (tabela 5 figura 11).

Tabela 5: Resultado da andlise Probit para a determinacdo da DLsp do Tiametoxam aplicado
em operérias de A. mellifera.

Intervalo de

n o B e GL DLso Confianga
Inferior  Superior

30 0,3168 3,8011 0,2891 5 17,0642 14,5948 19,2515

N: nimero de individuos; a: coeficiente de regressdo; p: coeficiente angular; ¥% qui-quadrado; GL: Graus de
liberdade; DLsg, Intervalo de Confianga Inferior e Superior = ng/abelha

Figura 11: Regressdo realizada pela andlise probit a partir da mortalidade registrada para a
determinagdo da DLs, 24 horas ap6s a aplicacéo tdpica do Tiametoxam.
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5.1.3. Fipronil

Os dados de mortalidade observados apds 24 horas para cada uma das doses testadas
foram submetidos a analise Probit obtendo uma DLsy no valor de 1,9 ng/abelha com um

intervalo de confianca de 1,8 a 2,0 ng/abelha (tabela 6 e figura 12).

Tabela 6: Resultado da analise Probit para a determinagdo da DLsp do Fipronil aplicado em
operérias de A. mellifera.

Intervalo de
n o B e GL DLso Confianga

Inferior  Superior

30 2,6676 8,3306 0,7739 6 1,9054 1,7984 2,0082

N: nimero de individuos; a: coeficiente de regressao; B: coeficiente angular; ¥* qui-quadrado; GL: Graus de
liberdade; DLs, Intervalo de Confianga Inferior e Superior = ng/abelha

Figura 12: Regressdo realizada pela analise Probit a partir da mortalidade registrada para
a determinacédo da DLsy 24 horas ap0s a aplicagéo tdpica do Fipronil.
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5.2. Determinacdo da TLsp

5.2.1. Acetamiprido

Os dados de mortalidade observados em 24 horas, ap6s a aplicacdo da dose de 9,3
pg/abelha foram submetidos a analise Probit obtendo uma TLse no valor de 1,45 horas com
um intervalo de confianca de 1,2 a 1,6 horas (tabela 7 e figura 13).

Tabela 7: Resultado da analise Probit para a determinacéo da TLso do
Acetamiprido aplicado em operéarias de A. mellifera.

Intervalo de
n v GL TLso Confianca

Inferior  Superior

150 3,8481 6 1,4515 1,2428 1,6457

N: nimero de individuos; ¥*: qui-quadrado; GL: Graus de liberdade; TLs, Intervalo
de Confianca Inferior e Superior = Horas

==¢==Mortalidade Acumulada === Mortalidade por Hora
100

75

50 W

Mortalidade (%6)

25 1

0 +H———— W%

00 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Tempo (horas)

Figura 13: Mortalidade de operarias de A. mellifera observada em 24 horas ap6s a
aplicacdo de 9,3 pg/abelha do Acetamiprido.
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5.2.2. Tiametoxam

Os dados de mortalidade observados em 24 horas, apds a aplicacdo da dose de 17
ng/abelha foram submetidos a andlise Probit obtendo uma TLs no valor de 3,8 horas com um

intervalo de confianca de 3,6 a 4,0 horas (tabela 8 e figura 14).

Tabela 8: Resultado da analise Probit para a determinacéo da TLso do
Tiametoxam aplicado em operarias de A. mellifera.

Intervalo de
n X GL TLso Confianca

Inferior  Superior

150 1,4307 6 3,8678 3,6409 4,0884

N: ndmero de individuos; XZ: qui-quadrado; GL: Graus de liberdade; TLs,
Intervalo de Confianca Inferior e Superior = Horas

=== Mortalidade Acumulada =@ Mortalidade por Hora
100

75

50 S0 I e

L

W T T T T T T T T y y T T

Mortalidade (%6)

00 20 40 60 80 100 120 140 16,0 180 200 220 240

Tempo (horas)

Figura 14: Mortalidade de operarias de A. mellifera observada em 24 horas ap6s a
aplicacdo de 17 ng/abelha do Tiametoxam.
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5.2.3. Fipronil

Os dados de mortalidade observados em 24 horas, ap6s a aplicacdo da dose de 1,9
ng/abelha foram submetidos a anélise Probit obtendo uma TLsg no valor de 19,8 horas e um
intervalo de confianga de 19,6 a 20,1 horas (tabela 9 e figura 15).

Tabela 9: Resultado da analise Probit para a determinagédo da TLso do
Fipronil aplicado em operarias de A. mellifera.

Intervalo de
n X GL TLso Confianca

Inferior  Superior

150 2,4517 7 19,8684 19,6363 20,1006

N: nimero de individuos; y*: qui-quadrado; GL: Graus de liberdade; TLso, Intervalo
de Confiancga Inferior e Superior = Horas

=== \ortalidade Acumulada === Mortalidade por Hora
100
= 75
S
(<5}
Ei /
o 50
T /
o
1
o
E 25 %-
0 |ttt Sty Sl A

00 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Tempo (horas)

Figura 15: Mortalidade de operarias de A. mellifera observada em 24 horas ap0s a
aplicacdo de 1,9 ng/abelha do Fipronil.
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5.3. Testes comportamentais

5.3.1. Reflexo de extensdo da probdscide (REP)

5.3.1.1. Acetamiprido

Ao analisar as proporcGes de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
proboscide (REP) no teste realizado 1 hora apds a aplicagdo topica do Acetamiprido
verificou-se, através da analise do XZ, diferenca significativa entre os grupos de abelhas
testados (DLsp, DLso/10, DLso/100 e grupo controle) quando foram oferecidas as
concentragdes de 0,3, 1,0, 3,0, 10,0, 30,0 e 50,0% de sacarose (tabela 10).

Tabelal0: Resultado do teste do y° realizado entre os
grupos de abelhas que apresentaram reflexo de extensao
da probdscide e da mortalidade entre os grupos, no teste
realizado 1 hora apdés a aplicacdo das doses do
Acetamiprido. * = resultado significativo (GL = 3).

Sacarose )
(%) X Y
0,1 6,786 0,079
0,3 12,943 0,0048*
1,0 18,338 0,0004*
3,0 42,897 <0,0001*
10,0 83,813 <0,0001*
30,0 113,716 <0,0001*
50,0 109,318 < 0,0001*

Mortalidade 34,875 < 0,0001*
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Para verificar qual grupo tratado diferiu do grupo controle (entre aqueles que
apresentaram y° significativo), foi aplicado o teste estatistico analogo ao Dunnet e verificou-se
que o grupos de abelhas que receberam as doses de 0,93 e 9,3 pg/abelha do principio ativo
apresentaram diferenca significativa na proporcdo de REP quando foram oferecidas as
concentragdo de 1,0, 3,0, 10,0, 30,0 e 50,0 % de sacarose (tabela 11 e figura 16).

Tabela 11: Proporcdo de abelhas (%) que apresentaram reflexo de extensdo da proboscide nos
grupos que receberam as doses do Acetamiprido e grupo controle 1 hora apos a aplicagdo.

Também esté representada a mortalidade ocorrida nos grupos durante o teste. * = diferenca
significativa quando comparada com o grupo controle.

Doses do Acetamiprido (ug/abelha)
Sacarose
(%) Controle 0,093 0,93 9,3
(n=125) (n=110) (n=67) (n=94)
0,1 3,2 4,5 0 0
0,3 4,0 8,9 0 0
1,0 11,2 16,4 15* 2,1*
3,0 29,6 40,0 10,4* 5,3*
10,0 63,2 67,3 26,9* 13,8*
30,0 85,6 80 35,8* 26,6*
50,0 92,0 88,2 49,3* 37,2*
Mortalidade 5,3 16,5* 33* 21,7*

A tabela 10 também indica que a mortalidade durante a execucdo do teste de reflexo
de extensdo da probéscide foi significativa entre os grupos de abelhas testados (x> = 34,875; p
< 0,0001). No teste a posteriori verificou-se que todos os grupos experimentais (0,093, 0,93 e
9,3 pg/abelha) apresentaram mortalidade significativa em relacdo ao grupo controle (tabela

11, figural?).
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Figura 16: Proporcdo de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da probdscide
(REP) durante a apresentacdo das diferentes concentragbes de sacarose. As curvas
representam o grupo controle e as demais doses do Acetamiprido aplicados topicamente 1
hora antes do teste. * = diferenca significativa quando comparada ao grupo controle.
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Figura 17: Proporcéo de abelhas que morreram durante o teste de reflexo de extensdo da
proboscide. As barras representam o grupo controle e as demais doses do Acetamiprido
aplicados topicamente 1 hora antes do teste. * = diferenca significativa quando comparada
ao grupo controle.
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Ao analisar as proporcdes de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
probdscide (REP) no teste realizado 4 horas apds a aplicagdo topica do Acetamiprido
verificou-se, através da analise do x% diferenca significativa entre os grupos de abelhas
testados (DLsp, DLso/10, DLso/100 e grupo controle) quando foram oferecidas as
concentragdes de 3,0, 10,0, 30,0 e 50,0% de sacarose (tabela 12). Para verificar qual grupo
tratado diferiu do grupo controle (entre aqueles que apresentaram % significativo), foi
aplicado o teste estatistico anadlogo ao Dunnet e verificou-se que o grupo de abelhas que
recebeu a dose de 0,93 pg/abelha do principio ativo apresentou diferenca significativa na
proporcdo de REP quando foram oferecidas as concentracdo de 10,0, 30,0 e 50,0% de
sacarose. J& o grupo de abelhas que recebeu a dose de 9,3 pg/abelha apresentou diferenca
estatistica significativa na propor¢do de REP quando foram oferecidas as concentragdo de 3,0,
10,0, 30,0 e 50,0% de sacarose (tabelal3 e figura 18).

Tabela 12: Resultado do teste do y° realizado entre os
grupos de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo
da proboscide e da mortalidade entre os grupos, no teste
realizado 4 horas apés a aplicacdo das doses do
Acetamiprido. * = resultado significativo (GL = 3).

Sacarose )

(%) X p

0,1 3,250 0,3546
0,3 1,742 0,6277
10 5,464 0,1408
3,0 21,833 <0,0001*
10,0 34,037 <0,0001*
30,0 33,317 <0,0001*
50,0 25,725 <0,0001*

Mortalidade 17,231 0,0006*
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Tabela 13: Proporg¢do de abelhas (%) que apresentaram reflexo de extensdo da probdscide nos
grupos que receberam as doses do Acetamiprido e grupo controle 4 horas ap6s a aplicacéo.
Também estd representada a mortalidade ocorrida nos grupos durante o teste. * = diferenca
significativa quando comparada com o grupo controle.

Doses do Acetamiprido (ug/abelha)
Sacarose
(%) Controle 0,093 0,93 9,3
(n=109) (n =125) (n=95) (n=76)

0,1 0 0 1,0 0
0,3 0 0,8 1,0 0
1,0 3,7 4,8 1,0 0
3,0 23,9 31,2 12,6 6,6*
10,0 56,0 53,6 33,7* 19,0*
30,0 72,5 70,4 50,5* 36,5*
50,0 82,6 79,2 68,4* 51,3*

Mortalidade 2,7 6,0 17,4* 11,9*

A tabela 12 também indica que a mortalidade durante a execucdo do teste de reflexo
de extensdo da probéscide foi significativa entre os grupos de abelhas testados (x> = 17,231; p
= 0,0006). No teste a posteriori verificou-se que 0s grupos experimentais que receberam as
doses 0,93 e 9,3 pg/abelha apresentaram mortalidade significativa em relacdo ao grupo

controle (tabela 13 e figura 19).
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Figura 18: Proporcdo de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da probdscide
(REP) durante a apresentacdo das diferentes concentragcBes de sacarose. As curvas
representam o grupo controle e as demais doses do Acetamiprido aplicados topicamente 4
horas antes do teste. * = diferenga significativa quando comparada ao grupo controle.
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Figura 19: Proporcéo de abelhas que morreram durante o teste de reflexo de extensdo da
proboscide. As barras representam o grupo controle e as demais doses do Acetamiprido
aplicados topicamente 4 horas antes do teste. * = diferenca significativa quando comparada
ao grupo controle.
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Ao analisar as proporcGes de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
probdscide (REP) no teste realizado 24 horas ap6s a aplicacdo topica do Acetamiprido
verificou-se, através da analise do x% diferenca significativa entre os grupos de abelhas
testados (DLso, DLso/10, DLsp/100 e grupo controle) quando foi oferecida a concentragéo de
50,0% (tabela 14). Para verificar qual grupo tratado diferiu do grupo controle (entre aqueles
que apresentaram x> significativo), foi aplicado o teste estatistico analogo ao Dunnet e n&o foi

verificada diferenca significativa (tabela 15 e figura 20).

Tabela 14: Resultado do teste do * realizado nos grupos
de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
proboscide e da mortalidade observados no teste realizado
24 horas apos a aplicacdo das doses do Acetamiprido. * =
resultado significativo (GL = 3).

Sacarose 5

(%) X p

0,1 2,131 0,5457
0,3 0,226 0,9734
1,0 1,031 0,7937
3,0 2,572 0,4623
10,0 1,176 0,7588
30,0 6,098 0,1069
50,0 7,899 0,0481*

Mortalidade 9,064 0,0285*
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Tabela 15: Proporcao de abelhas (%) que apresentaram reflexo de extensdo da probdscide nos
grupos que receberam as doses do Acetamiprido e grupo controle 24 horas apds a aplicacao.
Também esta representada a mortalidade ocorrida nos grupos durante o teste. * = diferenca

estatistica quando comparada com o grupo controle.

Doses do Acetamiprido (ug/abelha)

Sacarose
(%) Controle 0,093 0,93 9,3
(n =100) (n=284) (n=86) (n=281)

0,1 50 4,8 35 1,2
0,3 6,0 4,8 4,6 4,9
1,0 12,0 143 13,9 17,3
3,0 32,0 39,3 41,9 33,3
10,0 66,0 70,2 62,8 64,2
30,0 81,0 84,5 69,8 79,0
50,0 92,0 96,4 89,5 83,9

Mortalidade 13,0 16,0 6,5 21,72

A tabela 14 também indica que a mortalidade durante a execucdo do teste de reflexo

de extensdo da probéscide foi significativa entre os grupos de abelhas testados (y° = 9,064; p

= 0,0285). Porém, no teste a posteriori verificou-se que ndo é significativa a mortalidade

ocorrida nos grupos experimentais em relacdo ao grupo controle (tabela 15 e figura 21).
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Figura 20: Proporcdo de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da probdscide
(REP) durante a apresentacdo das diferentes concentragbes de sacarose. As curvas
representam o grupo controle e as demais doses do Acetamiprido aplicados topicamente 24
horas antes do teste.
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Figura 21: Proporgdo de abelhas que morreram durante o teste de reflexo de extensdo da
proboscide. As barras representam o grupo controle e as demais doses do Acetamiprido
aplicados topicamente 24 horas antes do teste.
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5.3.1.2. Tiametoxam

Ao analisar as proporgGes de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
proboscide (REP) no teste realizado 1 hora ap0s a aplicacdo tdpica do Tiametoxam verificou-
se, através da analise do %, diferenca significativa entre os grupos de abelhas testados (DLsp,
DLso/10, DLso/100 e grupo controle) quando foram oferecidas as concentragdes de 3,0, 10,0,
30,0 e 50,0% de sacarose (tabela 16). Para verificar qual grupo tratado diferiu do grupo
controle (entre aqueles que apresentaram y* significativo), foi aplicado o teste estatistico
analogo ao Dunnet e verificou-se que o grupo de abelhas que recebeu a dose de 17 ng/abelha
apresentou diferenca estatistica significativa na proporcao de REP quando foram oferecidas as
concentracdo de 3,0, 10,0, 30,0 e 50,0% de sacarose (tabela 17 e figura 22).

Tabela 16: Resultado do teste do x* realizado nos grupos
de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
probdscide e da mortalidade observados no teste realizado
1 hora apds a aplicacdo das doses do Tiametoxam. * =
valor significativo (GL = 3).

Sacarose )

(%) X p

0,1 - -

0,3 3,055 0,3832
1,0 3,058 0,3827
3,0 13,401 0,0038*
10,0 15,908 0,0012*
30,0 13,431 0,0038*
50,0 26,336 <0,0001*

Mortalidade 152,055 < 0,0001*
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Tabela 17: Proporcéo de abelhas (%) que apresentaram reflexo de extensdo da probdscide nos
grupos que receberam as doses do Tiametoxam e grupo controle 1 hora apds a aplicacao.
Também esta representada a mortalidade ocorrida nos grupos durante o teste. * = diferenca
significativa quando comparada com o grupo controle.

Doses do Tiametoxam (ng/abelha)
Sacarose
(%) Controle 0,17 1,7 17
(n=96) (n=89) (n=95) (n =50)

0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
0,3 0,0 0,0 1,0 2,0
1,0 8,3 10,1 8,4 2,0
3,0 30,2 32,6 29,5 6,0*
10,0 63,5 61,8 61,0 32,0*
30,0 76,0 75,3 74,7 50,0*
50,0 93,7 87,6 84,2 62,0*

Mortalidade 7,7 11,0 7,8 64,0*

A tabela 16 também indica que a mortalidade durante a execucdo do teste de reflexo
de extensdo da probéscide foi significativa entre os grupos de abelhas testados (y* = 152,055;
p < 0,0001). No teste a posteriori verificou-se que o grupo experimental que recebeu a dose
17 ng/abelha apresentou mortalidade significativa em relacdo ao grupo controle (tabela 17 e
figura 23).
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Figura 22: Propor¢do de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da proboscide
(REP) durante a apresentacdo das diferentes concentracfes de sacarose. As curvas
representam o grupo controle e as demais doses do Tiametoxam aplicados topicamente 1
hora antes do teste. * = diferenga significativa quando comparada ao grupo controle
(Dunnet, p < 0,05).
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Figura 23: Proporcdo de abelhas que morreram durante o teste de reflexo de extenséo da
proboscide. As barras representam o grupo controle e as demais doses do Tiametoxam
aplicados topicamente 1 hora antes do teste. * = diferenca significativa quando comparada
ao grupo controle (Dunnet, p < 0,05).
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Ao analisar as proporcGes de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
probdscide (REP) no teste realizado 4 horas ap6s a aplicacao topica do Tiametoxam verificou-
se, através da analise do y?, diferenca significativa entre os grupos de abelhas testados (DLso,
DLso/10, DLso/100 e grupo controle) quando foram oferecidas as concentragdes de 3,0, 10,0,
30,0 e 50,0% de sacarose (tabela 18). Para verificar qual grupo tratado diferiu do grupo
controle (entre aqueles que apresentaram y* significativo), foi aplicado o teste estatistico
analogo ao Dunnet e verificou-se que o grupo de abelhas que recebeu a dose de 17 ng/abelha
do principio ativo apresentou diferenca estatistica significativa na propor¢do de REP quando
foram oferecidas as concentracédo de 3,0, 10,0, 30,0 e 50,0%, enquanto que o grupo de abelhas
que recebeu a dose de 1,7 ng/abelha do principio ativo apresentou diferenca estatistica
significativa na proporc¢do de REP quando foram oferecidas as concentragdo de 30,0 e 50,0%

de sacarose (tabela 19, figura 24).

Tabela 18: Resultado do teste do * realizado nos grupos
de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
probdscide e da mortalidade observados no teste realizado
4 horas ap0s a aplicacdo das doses do Tiametoxam. * =
valor significativo (GL = 3).

Sacarose )

(%) X p

0,1 2,900 0,4072
0,3 0,905 0,8241
10 4,710 0,1943
3,0 22,252 <0,0001*
10,0 68,628 <0,0001*
30,0 100,047 <0,0001*
50,0 110,966 <0,0001*

Mortalidade 100,812 < 0,0001*
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Tabela 19: Proporcao de abelhas (%) que apresentaram reflexo de extensdo da probdscide nos
grupos que receberam as doses do Tiametoxam e grupo controle 4 horas apds a aplicagdo.
Também esta representada a mortalidade ocorrida nos grupos durante o teste. * = diferenca
estatistica significativa quando comparada com o grupo controle.

Doses do Tiametoxam (ng/abelha)

Sacarose
(%) Controle 0,17 1,7 17
(n=89) (n=99) (n=93) (n=41)

0,1 34 1,0 11 0,0
0,3 2,2 2,0 2,1 0,0
1,0 9,0 6,0 4,3 0,0
3,0 32,6 38,4 25,8 0,0*
10,0 69,7 69,7 63,4 0,0*
30,0 92,1 84,8 76,3* 14,6*
50,0 97,7 92,9 86,0* 29,3*

Mortalidade 10,1 9,2 9,7 57,3*

A tabela 18 também indica que a mortalidade durante a execucdo do teste de reflexo

de extensdo da probéscide foi significativa entre os grupos de abelhas tratados (x* = 100,812;

p < 0,0001). No teste a posteriori verificou-se que o grupo experimental que recebeu a dose

17 ng/abelha apresentou mortalidade significativa em relacdo ao grupo controle (tabela 19 e

figura 25).
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Figura 24: Proporcéo de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da proboscide (REP)
durante a apresentacdo das diferentes concentragdes de sacarose. As curvas representam o
grupo controle e as demais doses do Tiametoxam aplicados topicamente 4 horas antes do
teste. Asteriscos acima dos pontos indicam diferenca significativa quando comparada ao
grupo controle.
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Figura 25: Proporgdo de abelhas que morreram durante o teste de reflexo de extenséo da
probdscide. As barras representam o grupo controle e as demais doses do Tiametoxam
aplicados topicamente 4 horas antes do teste. Asterisco acima da barra indica diferenca
significativa quando comparada ao grupo controle.
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Ao analisar as proporcGes de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
probdscide (REP) no teste realizado 24 horas ap6s a aplicacdo tdépica do Tiametoxam
verificou-se, através da analise do x% diferenca significativa entre os grupos de abelhas
testados (DLsp, DLso/10, DLso/100 e grupo controle) quando foram oferecidas as
concentragdes de 30,0 e 50,0% de sacarose (tabela 20). Para verificar qual grupo tratado
diferiu do grupo controle (entre aqueles que apresentaram x> significativo), foi aplicado o
teste estatistico analogo ao Dunnet e verificou-se que o grupo de abelhas que recebeu a dose
de 17 ng/abelha do principio ativo apresentou diferenca significativa na proporcdo de REP

quando foi oferecida a concentragdo de 50,0% de sacarose (tabela 21 e figura 26).

Tabela 20: Resultado do teste do * realizado nos grupos
de abelhas que apresentaram reflexo de extensédo da
proboscide e da mortalidade observados no teste realizado
24 horas ap0s a aplicacdo das doses do Tiametoxam. * =
valor significativo (GL = 3).

Sacarose 5

(%) X p

0,1 3,506 0,3200
0,3 7,067 0,0698
1,0 2,772 0,4281
3,0 6,799 0,0786
10,0 7,145 0,0674
30,0 12,640 0,0055*
50,0 14,346 0,0025*

Mortalidade 11,848 0,0079*




67

Tabela 21: Proporcao de abelhas (%) que apresentaram reflexo de extensdo da probdscide nos
grupos que receberam as doses do Tiametoxam e grupo controle 24 horas ap6s a aplicagdo.
Também esta representada a mortalidade ocorrida nos grupos durante o teste. * = diferenca
significativa quando comparada com o grupo controle.

Doses do Tiametoxam (ng/abelha)
Sacarose
(%) Controle 0,17 1,7 17
(n=091) (n=89) (n =100) (n=72)

0,1 2,2 1,1 0,0 0,0
0,3 4.4 34 1,0 0,0
1,0 15,4 16,8 13,0 8,3
3,0 34,0 40,4 41,0 23,6
10,0 63,7 73,0 62,0 52,8
30,0 85,7 86,5 90,0 70,8
50,0 96,7 94,4 94,0 81,9*

Mortalidade 7,1 9,2 6,5 20*

A tabela 21 também indica que a mortalidade durante a execucdo do teste de reflexo
de extensdo da probéscide foi significativa entre os grupos de abelhas testados (x> = 11,848; p
= 0,0079). No teste a posteriori verificou-se que o grupo experimental que recebeu a dose 17
ng/abelha apresentou mortalidade significativa em relacdo ao grupo controle (tabela 21 e
figura 27).
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Figura 26: Proporcdo de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da probdscide
(REP) durante a apresentacdo das diferentes concentracGes de sacarose. As curvas
representam o grupo controle e as demais doses do Tiametoxam aplicados topicamente 24
horas antes do teste. * = diferenga significativa quando comparada ao grupo controle.
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Figura 27: Proporcdo de abelhas que morreram durante o teste de reflexo de extensdo da
proboscide. As barras representam o grupo controle e as demais doses do Tiametoxam
aplicados topicamente 24 horas antes do teste. * = diferenga significativa quando
comparada ao grupo controle.
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5.3.1.3. Fipronil

Ao analisar as proporcGes de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
proboscide (REP) no teste realizado 1 hora apds a aplicacdo topica do Fipronil ndo se
verificou, através da analise do %, diferenca significativa entre os grupos de abelhas testados
(DLsg, DLsp/10, DLsp/100 e grupo controle) quando foram oferecidas as diversas
concentragdes de sacarose. Também ndo foi verificada mortalidade significativa entre os
grupos (tabela 22). As proporcGes de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
proboscide e as proporgdes de mortalidade ocorridos nos grupos apos a aplicagdo das doses
do principio ativo estdo dispostas na tabela 23 e figuras 28 e 29.

Tabela 22: Resultado do teste do x* realizado nos grupos
de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
probdscide e da mortalidade observados no teste realizado
1 hora ap0s a aplicacdo das doses do Fipronil. * = valor
significativo (GL = 3).

Sacarose 5
(%) X p
0,1 - -
0,3 - -
10 3,031 0,3868
3,0 6,371 0,0949
10,0 5,336 0,1488
30,0 6,720 0,0814
50,0 4,695 0,1955

Mortalidade 5,236 0,1553
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Tabela 23: Proporcdo de abelhas (%) que apresentaram reflexo de extensdo da probdscide nos
grupos que receberam as doses do Fipronil e grupo controle 1 hora ap6s a aplicacdo. Também
esta representada a mortalidade ocorrida nos grupos.

Doses do Fipronil (ng/abelha)

Sacarose
(%) Controle 0,019 0,19 1,9
(n=88) (n=86) (n=88) (n=92)

0,1 0 0 0 0
0,3 0 0 0 0
1,0 0 0 11 0
3,0 12,5 11,6 19,3 7,6
10,0 54,5 37,2 46,6 47,8
30,0 76,1 67,4 84,0 77,2
50,0 87,5 87,2 95,4 86,9

Mortalidade 5,4 5,5 8,5 11
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Figura 28: Proporcédo de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da probdscide
(REP) durante a apresentacdo das diferentes concentragbes de sacarose. As curvas
representam o grupo controle e as demais doses do Fipronil aplicados topicamente 1 hora
antes do teste.
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Figura 29: Proporgdo de abelhas que morreram durante o teste de reflexo de extenséo da
proboscide. As barras representam o grupo controle e as demais doses do Fipronil aplicados
topicamente 1 hora antes do teste.
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Ao analisar as proporcGes de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
probdscide (REP) no teste realizado 4 horas apds a aplicacdo topica do Fipronil ndo se
verificou, através da andlise do %, diferenca significativa entre os grupos de abelhas testados
(DLsg, DLs/10, DLso/100 e grupo controle) quando foram oferecidas as diversas
concentracdes de sacarose. Também ndo foi verificada mortalidade significativa entre os
grupos (tabela 24). As proporces de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
proboscide e as propor¢des de mortalidade ocorridos nos grupos apos a aplicacdo das doses

do principio ativo estdo dispostas na tabela 25 e figuras 30 e 31.

Tabela 24: Resultado do teste do * realizado nos grupos
de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
probdscide e da mortalidade observados no teste realizado
4 horas ap0s a aplicacao das doses do Fipronil. * = valor
significativo (GL = 3).

Sacarose 5

(%) X p

0,1 2,862 0,4134
0,3 4,695 0,1956
1,0 3,311 0,3461
3,0 6,154 0,1044
10,0 1,988 0,5749
30,0 1,133 0,7690
50,0 2,067 0,5586

Mortalidade 3,432 0,3297
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Tabela 25: Proporcdo de abelhas (%) que apresentaram reflexo de extensdo da probdscide nos
grupos que receberam as doses do Fipronil e grupo controle 4 horas ap6s a aplicagdo. Também
esta representada a mortalidade ocorrida nos grupos durante o teste.

Doses do Fipronil (ng/abelha)

Sacarose
(%) Controle 0,019 0,19 1,9
(n=96) (n=89) (n=89) (n =96)

0,1 1,0 0 0 0
0,3 4,2 1,1 0 2,0
1,0 5,2 45 11 2,0
3,0 20,8 11,2 22,5 25,0
10,0 59,4 50,6 58,4 53,1
30,0 81,2 78,6 84,3 79,2
50,0 95,9 93,2 93,2 90,6

Mortalidade 5,6 11,0 11,0 5,6
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Figura 30: Proporgdo de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da probdscide
(REP) durante a apresentacdo das diferentes concentracBes de sacarose. As curvas
representam o grupo controle e as demais doses do Fipronil aplicados topicamente 4 horas
antes do teste.
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Figura 31: Proporcdo de abelhas que morreram durante o teste de reflexo de extenséo da
proboscide. As barras representam o grupo controle e as demais doses do Fipronil aplicados
topicamente 4 horas antes do teste.
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Ao analisar as proporcGes de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
probdscide (REP) no teste realizado 24 horas ap6s a aplicacédo topica do Fipronil verificou-se,
através da andlise do % diferenca significativa entre os grupos de abelhas testados (DLso,
DLso/10, DLso/100 e grupo controle) quando foram oferecidas as concentrac@es de 3,0, 10,0,
30,0 e 50,0% de sacarose (tabela 26). Para verificar qual grupo tratado diferiu do grupo
controle (entre aqueles que apresentaram y* significativo), foi aplicado o teste estatistico
analogo ao Dunnet e verificou-se que o grupo de abelhas que recebeu a dose de 1,9 ng/abelha
do principio ativo apresentou diferenca estatistica significativa na propor¢do de REP quando

foram oferecidas as concentracdo de 10,0, 30,0 e 50,0% de sacarose (tabela 27 e figura 32).

Tabela 26: Resultado do teste do * realizado nos grupos
de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da
proboscide e da mortalidade observados no teste realizado
24 horas ap0s a aplicacdo das doses do Fipronil. * = valor
significativo (GL = 3).

Sacarose 5

(%) X p

0,1 3,818 0,2818
0,3 2,646 0,4494
1,0 5,365 0,1469
3,0 12,987 0,0047*
10,0 15,120 0,0017*
30,0 25,516 <0,0001*
50,0 82,830 <0,0001*

Mortalidade 4,824 0,1852
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Tabela 27: Proporcado de abelhas (%) que apresentaram reflexo de extensdo da probdscide nos
grupos que receberam as doses do Fipronil e grupo controle 24 horas ap6s a aplicagcdo. Também
esta representada a mortalidade ocorrida nos grupos durante o teste.

Doses do Fipronil (ng/abelha)
Sacarose
(%) Controle 0,019 0,19 1,9
(n=103) (n=85) (n=98) (n=90)

0,1 1,0 0 0 2,2
0,3 1,0 2,3 0 2,2
1,0 19 47 0 4.4
3,0 12,6 24,7 7,1 11,1
10,0 45,6 52,9 34,7 26,7*
30,0 77,7 74,1 65,3 45,5*
50,0 91,2 84,7 86,7 57,8*

Mortalidade 4,6 13,0 8,4 9,0

Néo foi observada mortalidade significativa entre os grupos de abelhas testados (tabela
26). A tabela 27 e a figura 33 indicam a propor¢do de mortalidade observada em cada grupo

24 horas ap6s a aplicacao.
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Figura 32: Proporgdo de abelhas que apresentaram reflexo de extensdo da proboscide
(REP) durante a apresentacdo das diferentes concentragcdes de sacarose. As curvas
representam o grupo controle e as demais doses do Fipronil aplicados topicamente 24 horas
antes do teste. Asteriscos acima dos pontos indicam diferenca significativa quando
comparada ao grupo controle.
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Figura 33: Proporgdo de abelhas que morreram durante o teste de reflexo de extenséo da
proboscide. As barras representam o grupo controle e as demais doses do Fipronil aplicados
topicamente 24 horas antes do teste.
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5.3.2.Teste de locomocao

5.3.2.1. Acetamiprido

Comparacdes das velocidades médias dos grupos de abelhas no teste realizado 1 hora
apos a aplicacdo topica do Acetamiprido, revelaram, através do teste de Kruskal-Wallis (H =
38,7892, GL = 3, p < 0,0001, n = 36), diferenca significativa entre os grupos de abelhas
testados (DLsp, DLso/10, DLso/100 e grupo controle). Na comparagédo feita entre 0s grupos,
realizada através do método de Dunn, verificou-se que a diferenca significativa ocorre entre a
velocidade média das abelhas do grupo controle e a velocidade média das abelhas do grupo
onde foi aplicada a dose de 9,3 pg/abelha (figura 34).

No teste realizado 4 horas apés a aplicacdo do principio ativo também foi verificada
diferenca significativa na velocidade média entre os grupos através do teste de Kruskal-Wallis
(H = 24,1211, GL = 3, p < 0,0001, n = 36). Na comparacao feita entre os grupos, realizado
através do método de Dunn, verificou-se que tanto a velocidade média das abelhas do grupo
onde foi aplicada a dose de 0,93 pg/abelha quanto a velocidade média apresentada pelas
abelhas do grupo onde foi aplicada a dose de 9,3 pg/abelha diferiram significativamente da

velocidade média apresentada pelas abelhas do grupo controle (figura 35).

Figura 34: Velocidade média das abelhas. Os box-plots representam o grupo
controle e as demais doses do Acetamiprido aplicado topicamente 1 hora
antes do teste. * (interior das barras) = diferenga significativa quando
comparada ao grupo controle (Teste Kruskal-Wallis; Dunn, n = 36, p < 0,05).
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No teste realizado 24 horas ap6s a aplicacdo do principio ativo ndo foi verificada
diferenca significativa entre as velocidades médias apresentadas pelas abelhas dos grupos
experimentais através do teste de Kruskal-Wallis (H = 4,2130, GL = 3, p = 0,2394, n = 36)

(figura 36).

Figura 35: Velocidade média das abelhas. Os box-plots representam o grupo
controle e as demais doses do Acetamiprido aplicado topicamente 4 horas
antes do teste. * (interior das barras) = diferenca significativa quando
comparada ao grupo controle (Teste Kruskal-Wallis; Dunn, n = 36, p < 0,05).

Figura 36: Velocidade média das abelhas. Os box-plots representam o grupo
controle e as demais doses do Acetamiprido aplicado topicamente 24 horas
antes do teste. * (interior das barras) = diferenga significativa quando
comparada ao grupo controle (Teste Kruskal-Wallis; Dunn, n = 36, p < 0,05).
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5.3.2.2. Tiametoxam

Comparando as velocidades médias dos grupos de abelhas no teste realizado 1 hora
apos a aplicacdo topica do Tiametoxam, verificou-se, através do teste de Kruskal-Wallis (H =
= 28,3519, GL = 3, p < 0,0001, n = 36), diferenca significativa entre 0s grupos de abelhas
testados (DLsp, DLso/10, DLsp/100 e grupo controle). Na comparagéo feita entre 0s grupos,
realizada através do método de Dunn, verificou-se que a diferenca significativa ocorre entre a
velocidade média das abelhas do grupo controle e a velocidade média das abelhas do grupo
onde foi aplicada a dose de 17 ng/abelha (figura 37).

No teste realizado 4 horas ap0s a aplicacdo do principio ativo também foi verificada
diferenca entre as velocidades médias dos grupos de abelhas através do teste de Kruskal-
Wallis (H = 13,9661, GL = 3, p = 0,0030, n = 36). Na comparagéo feita entre 0s grupos,
realizado através do método de Dunn, verificou-se diferenca significativa entre a velocidade
média apresentada pelas abelhas do grupo controle e a velocidade média apresentada pelas

abelhas do grupo onde foi aplicada a dose de 17 ng/abelha (figura 38).

Figura 37: Velocidade média das abelhas. Os box-plots representam o grupo
controle e as demais doses do Tiametoxam aplicado topicamente 1 hora antes
do teste. * (interior das barras) = diferenca significativa quando comparada
ao grupo controle (Teste Kruskal-Wallis; Dunn, n = 36, p < 0,05).
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No teste realizado 24 horas ap6s a aplicacdo do principio ativo ndo foi verificada
diferenca significativa entre as velocidades médias dos grupos através do teste de Kruskal-

Wallis (H = 4,3733, GL = 3, p = 0,2239, n = 36) (figura 39).

Figura 38: Velocidade média das abelhas. Os box-plots representam o grupo
controle e as demais doses do Tiametoxam aplicado topicamente 4 horas
antes do teste. * (interior das barras) = diferenca significativa quando
comparada ao grupo controle (Teste Kruskal-Wallis; Dunn, n = 36, p < 0,05).

Figura 39: Velocidade média das abelhas. Os box-plots representam o grupo
controle e as demais doses do Tiametoxam aplicado topicamente 24 horas
antes do teste. * (interior das barras) = diferenca significativa quando
comparada ao grupo controle (Teste Kruskal-Wallis; Dunn, n = 36, p < 0,05).
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5.3.2.3. Fipronil

Comparando as velocidades médias dos grupos de abelhas no teste realizado 1 hora
apos a aplicagdo topica do Fipronil, ndo se verificou diferenca significativa através do teste de
Kruskal-Wallis (H =2,3399; GL = 3; p = 0,5049; n = 36) (figura 40).

No teste realizado 4 horas ap6s a aplica¢do topica do principio ativo verificou-se
diferenca significativa entre a velocidade média dos grupos de abelhas através do teste de
Kruskal-Wallis (H = 12,9520; GL = 3; p = 0,0047; n = 36). Na comparacéo feita entre os
grupos, realizado através do método de Dunn, verificou-se diferenca estatistica entre a
velocidade média apresentada pelas abelhas do grupo controle e a velocidade média
apresentadas pelas abelhas do o grupo onde foi aplicada a dose de 1,9 ng/abelha (figura 41).

Ja no teste realizado 24 horas apds a aplicacdo topica do principio ativo também se
verificou diferenca estatistica significativa entre as velocidades médias dos grupos de abelhas
através do teste de Kruskal-Wallis (H = 79,5707; GL = 3; p < 0,0001; n = 36). Na comparagdo
feita entre os grupos, realizado atraves do método de Dunn, verificou-se diferenca entre a
velocidade média apresentada pelas abelhas do grupo controle e a velocidade média

apresentada pelas abelhas do grupo onde foi aplicada a dose de 1,9 ng/abelha (figura 42).

Figura 40: Velocidade média das abelhas. Os box-plots representam o grupo
controle e as demais doses do Fipronil aplicado topicamente 1 hora antes do
teste. * (interior das barras) = diferenca significativa quando comparada ao
grupo controle (Teste Kruskal-Wallis; Dunn, n = 36, p < 0,05).
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Figura 41: Velocidade média das abelhas. Os box-plots representam o grupo
controle e as demais doses do Fipronil aplicado topicamente 4 horas antes do
teste. * (interior das barras) = diferenga significativa quando comparada ao
grupo controle (Teste Kruskal-Wallis; Dunn, n = 36, p < 0,05).

Figura 42: Velocidade média das abelhas. Os box-plots representam o grupo
controle e as demais doses do Fipronil aplicado topicamente 24 horas antes
do teste. * (interior das barras) = diferenca significativa quando comparada
ao grupo controle (Teste Kruskal-Wallis; Dunn, n = 36, p < 0,05).

Né&o foi observada mortalidade durante os testes de locomogéo realizados nos diversos

intervalos de tempo apo6s a aplicacao topica dos trés ingredientes ativos.
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6. DISCUSSAO

A sindrome conhecida como CCD (Colony Collapse Disorder), caracterizada por
alguns sintomas como a total auséncia de abelhas mortas na colénia ou apiario, rapida perda
de abelhas adultas e a falta de cleptoparasitas e que se acredita ser a causa da grande perda de
colbnias nos EUA e Europa, aparentemente ndo é ocasionada por um unico fator, mas sim por
um conjunto de fatores que podem ocorrer simultaneamente e até influenciar mutuamente.
Doencas causadas por bactérias, fungos, virus, microsporidio, acdo de parasitas, predadores e
até mesmo as novas geracOes de inseticidas podem contribuir para um enfraguecimento da
colnia proporcionando condi¢Bes para que patdgenos oportunistas atuem e causem danos
severos (COX-FOSTER; vanENGELSDORP, 2009; DESNEUX; DECOURTYE;
DELPUECH, 2007; MORSE; FLOTTUM, 1997; OLDROYD, 2007; THOMPSON, 2003;
vanENGELSDORP; MEIXNER, 2010).

No Brasil, as monografias dos inseticidas Acetamiprido, Tiametoxam e Fipronil
apresentam autorizacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para
comercializagdo em diversas formulagdes.

O Acetamiprido é comercializado pela lharabras S.A. Industrias Quimicas nas
sequintes formulacdes: concentrado soldvel - Convence® (200g/L); pé soltvel - Mospilan®
(200g/kg); p6 molhéavel — Piramide® (700g/Kg). A Bayer CropScience apresenta um (nico
produto: Saurus® (200g/kg) - p6 solGvel. Com excecdo do produto Piramide®, utilizado em
tratamento de sementes, os demais sdo utilizados em aplicacdo terrestre e aérea por meio de
pulverizagdo. As concentragcbes podem variar de 50 pg/mL a 150 pg/mL dependendo do
método de aplicacdo. Tais concentracbes comercializadas no pais sdo menores que as
concentracdes de Acetamiprido capazes de causar problemas no comportamento das abelhas;
porém, a menor dose que apresentou alteracdo no comportamento das abelhas (0,93 pg/
abelha, ou seja, uma concentracdo de 0,93 mg/mL) é 6 vezes maior do que aquela aplicada no
campo.

O Tiametoxam é comercializado pela Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda nas
formulacdes: p6 dispersivel - Cruise® (700g/kg); granulado — Actara® 10 GR (10g/kg);
granulado dispersivel - Actara® 250 WG (250g/kg). O produto Cruise® é utilizado para o
tratamento de sementes, o Actara® 10 GR é utilizado em tratamento terrestre e o Actara® 250
WG ¢ utilizado em aplicacOes terrestres e aéreas. Dependendo do tipo de cultivo e diluicdo

dos produtos Actara® 10 GR e Actara® 250 WG pode atingir a concentracio de aplicacdo
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variando entre 500 e 1000 pg/ml, valores que excedem o valor da DLsy para abelhas em 29,4
e 58,8 vezes, respectivamente.

O Fipronil é comercializado pela Basf S.A. em diversas formulacGes: isca granulada —
Blitz® (0,03g/kg) usado como formicida com aplicacdo terrestre; suspensdo concentrada -
Standak® (250 g/L) usado no tratamento de sementes; granulado — Regent® 20 G (20g/kg)
com aplicacéo no solo; granulado dispersivel - Regent® 80 WG (800 g/kg) com aplicacdo
terrestre e aérea; suspensdo concentrada - Klap® (200g/L) com aplicaco terrestre e aérea.

Dependendo do cultivo e do método de aplicacdo, o Regent® 80 WG e Klap® podem
apresentar uma concentragdo de aplicacdo de 400 e 150 pg/mL, respectivamente. Estes
valores excedem em até 200 vezes o valor observado nos teste com Fipronil capazes de
provocar alteragdes no comportamento das abelhas.

O método mais utilizado de aplicacdo dos inseticidas é a pulverizacdo, que provoca o
aumento da dispersdo do principio ativo. Além disso, a pulverizacdo aérea pode acarretar o
“efeito deriva” fazendo com que um determinado inseticida atinja organismos ndo alvos
localizados distantes do local de aplicacao.

Os testes de avaliacdo de efeitos de tais produtos em organismos ndo alvos, como as
abelhas, e pertencentes a fauna local mostram-se de grande importancia, pois podem conduzir
discussdes sobre a comercializacao destes produtos dentro dos paises.

A Unido Européia € a que apresenta 0 maior nimero de restricdes ao uso de
inseticidas, como a Bifentrina, Cialotrina, Triazofés e Endosulfan. A permissdo de
comercializacdo é dada pela inclusdo do inseticida na Diretiva 91/414/EEC, porém cada
Estado-Membro decide a aceitagdo da inclusdo desta substancia. Caso algum produto seja
excluido da Diretiva 91/414/EEC os Estados-Membros que comercializam o produto tem um
prazo determinado para realizar sua retirada (EUROPEAN COMISSION, 2010).

Os ingredientes ativos analisados no presente trabalho (Acetamiprido, Tiametoxam e
Fipronil) estdo todos incluidos na Diretiva 91/414/EEC, ou seja, liberados para
comercializacdo em toda a zona do Euro; porém, com ressalvas importantes. O Tiametoxam e
o Fipronil somente estdo incluidos na lista desde que sejam utilizados exclusivamente para o
tratamento de sementes para que as abelhas sejam protegidas do contato de tais produtos.
Neste caso também incluem os inseticidas neonicotinoides Imidacloprido e a Clotianidina.
Mesmo com esta autorizacao, poucos paises autorizaram a comercializacdo do Fipronil, entre
eles a Bélgica, Espanha e Franca. Dos 27 Estados-Membros 12 autorizam a comercializa¢do
Fipronil, 24 autorizam a comercializacdo do Acetamiprido e 25 autorizam a comercializagio
do Tiametoxam (EUROPEAN COMISSION, 2010).
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Os EUA apresentam um grande numero de produtos registrados, o que reflete uma
legislacdo mais permissiva para a comercializa¢do de tais inseticidas. Enquanto que no Brasil
existem 12 produtos registrados para Acetamiprido, Tiametoxam e Fipronil, nos EUA existem
41 produtos registrados (ANVISA, 2002; NPIRS, 2010). Aproximadamente 66.824 Ibs
(aproximadamente 30,5 mil toneladas) de Fipronil foram utilizados na Califérnia, em 2005,
para controle de pragas. Porém o produto ndo tem registro para o uso agricola neste estado
(GUNASEKARA et al.,, 2007). No Brasil, tal caracteristica também é marcante ja que
produtos proibidos ha muito tempo em diversos paises como o Endosulfan ainda sdo
comercializados no pais (ANVISA, 2002).
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6.1. Ingrediente ativo X Toxicidade

Os valores de DLsg obtidos para Acetamiprido, Tiametoxam e Fipronil estdo proximos
aos relatados por diversos autores, representados na tabela 28, que também apresenta,
comparativamente, os valores de DLs de diversos ingredientes ativos analisados em abelhas
meliferas tratadas oral e topicamente. Essa diferenca observada entre os valores obtidos neste
trabalho com os valores registrados por diversos autores pode ser resultado de diversos fatores
que podem influenciar tais testes, como a variabilidade genética de cada populacédo de abelha
testada, as variagcOes ambientais dos locais de origens dessas populacfes e até mesmo a
manipulacdo durante a execucao da metodologia empregada.

A toxicidade tépica de inseticidas neonicotinoides em abelhas meliferas pode ser
classificada em dois grupos: um com a presenga do grupo funcional nitro e outro com a
presenca do grupo funcional ciano. Os inseticidas com 0 agrupamento nitro sdo 0s mais
toxicos com Imidacloprido apresentando uma DLsy no valor de 17,9 ng/abelha, seguido de
Clotianidina com valor de 21,8 ng/abelha, Tiametoxam com 29,9 ng/abelha, Dinotefuram com
valor de 75 ng/abelha e Nitempiram com valor igual a 138 ng/abelha. J& os neonicotinoides
que apresentam o grupo funcional ciano apresentam uma toxicidade menor com Acetamiprido
apresentando uma DLso com valor de 7,1 pg/abelha e o Tiacloprido 14,6 pg/abelha (IWASA
et al., 2004). Stark, Jepson e Mayer (1995) e Suchail, Guez e Belzunces (2000) observaram
que a DLso do Imidacloprido variou de 6,7 a 23,8 ng/abelha. Senn et al. (1998 apud IWASA
et al., 2004) estimou a DLsy do Tiametoxam em 24 ng/abelha e Elbert et al., (2000 apud
IWASA et al., 2004) reportou que o Tiacloprido apresentou uma DLsy no valor de 24,2
pg/abelha.

As diferencas nos valores de DLs, podem ser explicadas devido as propriedades fisico-
quimicas que estes dois grupos de inseticidas apresentam, pois a presenca do grupo funcional
nitro confere ao inseticida maior afinidade ao receptor de acetilcolina e, portanto maior
poténcia do que o grupo funcional ciano (LIU; LANFORD; CASIDA, 1993; TOMIZAWA,;
YAMAMOTO, 1993; TOMIZAWA; LEE; CASIDA, 2000; TOMIZAWA,; CASIDA, 2003).
Esta maior afinidade aos receptores de acetilcolina faz com que o Imidacloprido apresente
uma toxicidade 400 vezes maior que o Acetamiprido (IWASA et al., 2004).
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Tabela 28: Valores de DLs de diversas classes de inseticidas avaliados em A. mellifera ap6s

tratamento por ingestdo e topico

Ingestdo

Tépico

Referéncia

Piretroide

Bifentrina 100 ng/abelha
Cialotrina -
Deltametrina -

79 ng/abelha
Cipermetrina

160 ng/abelha

35 ng/abelha

15 ng/abelha

34 ng/abelha

27 ng/abelha

51 ng/abelha

1,5 ng/abelha

20 ng/abelha

Suchail, Guez e Belzunces
(2000)

Ellis, Siegfried e Spawn
(1997)

Smart e Stevenson (1982)

Smart e Stevenson (1982)

European Commission (2002)

Bendahou, Bounias e Fleche
(1997)

European Commission
(2005a)

Organofosforado
Clorpirifos 250 ng/abelha
Triazofos -
Dimetoato 152 ng/abelha
Malation -

400 ng/abelha

59 ng/abelha

55 ng/abelha

120 ng/abelha

270 ng/abelha

160 ng/abelha

Suchail, Guez e Belzunces
(2000); European
Commission (2005b)

Smart e Stevenson (1982)

Jaycox (1964)

Smart e Stevenson (1982)

Smart e Stevenson (1982)

EFSA (2009)
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Clorociclodieno

Endosulfan

Neonicotinoide

Imidacloprido

Clotianidina

Tiametoxam

Dinotefuram

Nitempiram

Acetamiprido

Tiacloprido

7,1 ug/abelha

Smart e Stevenson (1982)

5,0-60,0 ng/abelha

3,7-70,3 ng/abelha

3,7 ng/abelha

5,0 ng/abelha

14,5 pg/abelha

17,3 pg/abelha

6,0-24,0
ng/abelha

42,2-129,0
ng/abelha

17,9 ng/abelha

21,8 ng/abelha

44,2 ng/abelha

29,9 ng/abelha

24,0 ng/abelha

24,0 ng/abelha

75,0 ng/abelha

138,0 ng/abelha

7,1 ug/abelha

8,0 pg/abelha

14,6 pg/abelha

24,2 pgl/abelha

38,8 pg/abelha

Stark, Jepson e Mayer (1995);
Suchail, Guez e Belzunces
(2000; 2001)

EFSA (2008)

Iwasa et al. (2004)

Iwasa et al. (2004)

European Commission
(2005c)

Iwasa et al. (2004)

Senn et al. (1998 apud IWASA
et al., 2004)

European Commission (2006)

Iwasa et al. (2004)

Iwasa et al. (2004)

Iwasa et al. (2004)

European Commission
(2004a)

Iwasa et al. (2004)

Elbert et al. (2000 apud Iwasa
etal., 2004)

European Commission
(2004b)
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Tabela 28, continuacéo...

Pirazois

Fipronil 4,17 ng/abelha 5,93 ng/abelha  EFSA (2006)

- 4,0 ng/abelha Tingle et al. (2003)

Decourtye (2002 apud El

6,2 ng/ abelha Hassani et al. , 2005)

12,1 ng/abelha Li etal. (2010).

O valor de 1,9 ng/abelha para a DLsy do Fipronil é o mais baixo valor entre os
ingredientes ativos testados. Ele apresentou uma toxicidade 4.895 maior que o Acetamiprido e
8,9 vezes maior que o Tiametoxam. Este valor tambem é o menor quando comparado com
outros inseticidas. Os valores obtidos com Imidacloprido em A. mellifera, (4 a 24 ng/abelha)
até entdo eram os mais baixos (SUCHAIL; GUEZ; BELZUNCES, 2000). Alguns dos
inseticidas mais toxicos, o organofosforado Triazofés (DLsy com valor de 55 ng/abelha) e os
piretroides Cialotrina, Bifentrina e Deltametrina (DLsy com valores iguais a 27, 34 e 51
ng/abelha respectivamente) (ELLIS; SIEGFRIED; SPAWN, 1997; SMART; STEVENSON,
1982) séo menos toxicos para abelhas meliferas do que o Fipronil.

Portanto, Fipronil é um dos mais potentes inseticidas para abelhas meliferas e, como
ressaltaram Tingle et al. (2003), esse produto n&o deve ser aplicado por meio de pulverizacdo
durante o periodo de florescimento de culturas atrativas para as abelhas. Da mesma forma
Suchail, Guez e Belzunces (2000) sugerem que a aplicacdo do Imidacloprido (também por
pulverizacdo) seja evitada durante o periodo de florescimento, e que esta seja feita através do
tratamento de sementes e utilizacdo de granulos para mitigar os efeitos em insetos
polinizadores n&o alvo.

A maior toxicidade do Fipronil pode estar relacionada a diferentes sitios de acdo dos
neonicotinoides (AAJOUD; RAVANEL; TISSUT, 2003; HOROSZOK et al., 2001; IKEDA
etal., 2003; ZHAO et al., 2004, 2005).

O inseticida Fipronil também apresenta maior toxicidade para as abelhas, em relagdo a
outros inseticidas, quando se leva em consideracdo o valor da DLsg calculado pelo tratamento

por ingestdo: 4,17 ng/abelha (EFSA, 2006). Enquanto que valores maiores foram observados
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para outros inseticidas. Imidacloprido: 5 - 60 ng/abelha (SUCHAIL; GUEZ; BELZUNCES,
2000, 2001); 3,7 — 70,3 ng/abelha (EFSA, 2008). Tiametoxam: 5 ng/abelha (EUROPEAN
COMISSION, 2006). Acetamiprido: 14,53 pg/abelha (EUROPEAN COMISSION, 2004a).
Dimetoato: 152 ng/abelha (JAICOX, 1964). Cipermetrina: 35 ng/abelha (EUROPEAN
COMISSION, 2005a) (tabela 28).

Suchail, Guez e Belzunces (2000) concluiram que, enquanto inseticidas como o
Clorpirifos (organofosforado) em que a aplicacdo por contato é 4 vezes mais toxica do que a
ingestdo (DLso por contato = 59 ng/abelha; DLsg por ingestdo = 250 ng/abelha), ou como a
Bifentrina (piretroide), em que a aplicacdo topica é sete vezes mais potente do que a oral
(DLso por contato = 15 ng/abelha; DLsy por ingestdo = 100 ng/abelha), o neonicotinoide
Imidacloprido apresenta maior toxicidade via oral do que por acdo tdpica, sendo 5 ng/abelha e
14-24 ng/abelha respectivamente. Porém, analisando os valores de DLs da tabela 28, verifica-
se que o Fipronil e todos neonicotinoides (exceto Acetamiprido) sdo mais tdxicos nas
aplicacbes por ingestdo do que nas aplicagcbes por contato ao contrario dos inseticidas
piretroides, organofosforados e clorociclodienos. A diferenca com relacdo ao Acetamiprido,
provavelmente, esta relacionada ao rapido metabolismo que sofre nas abelhas em menos de
30 minutos (BRUNET; BADIOU; BELZUNCES, 2005).

Como o intestino é o principal compartimento do sistema de desintoxicacao
(WILKINSON; BRATTSTEN, 1972), ele deve apresentar um importante papel na formagao
dos metabdlitos do Acetamiprido que, como verificado por Iwasa et al. (2004) apresentam
pouca toxicidade para as abelhas meliferas.

Li et al. (2010) também observaram que os tratamentos por ingestdo de Fipronil em
abelhas apresentavam uma toxicidade 100 vezes maior do que aplicacédo topica.

A diferenca observada entre os valores de DLsg (tabela 28) para um mesmo inseticida
pode estar relacionada com a variacdo da capacidade de desintoxicacdo que uma coldnia
apresenta em comparagdo a outra. Esta diferenca pode variar de um fator no valor 2 ou até
mesmo 100 (SUCHAIL; GUEZ; BELZUNCES, 2001).

A relagdo entre dose e mortalidade pode ser evidenciada nos testes realizados com
Tiametoxam (tabela 5 e figura 11) e Fipronil (tabela 6 e figura 12), onde se observa uma taxa
de mortalidade crescente quando aumenta a concentracdo do inseticida; porém no teste
realizado com o Acetamiprido, a da mortalidade sofre uma reducdo com doses maiores (tabela
4, figura 10). Tal comportamento pode estar relacionado com a presenca e acdo de varios

metabdlitos. Com baixas doses ocorre a¢do de poucos metabdlitos que atuam juntamente com
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o composto inicial sendo responsdvel pela alta mortalidade. Doses maiores podem
desencadear a acao de enzimas desintoxicadoras que reduzem a mortalidade das abelhas.

Suchail, Guez e Belzunces (2000) observaram que, ap6s a exposicdo oral ao
Imidacloprido em operérias de abelhas meliferas, a cinética da mortalidade sofre um atraso
quando sdo oferecidas doses maiores sugerindo que padrdes metabdlicos podem estar
envolvidos com a toxicidade deste neonicotinoide. Além disso, a relacdo dose-mortalidade
apresenta fases multiplas (ascendentes e descendentes). Os sintomas de neurotoxicidade
aparecem rapidamente enquanto que a mortalidade ocorre 4 horas ap6s a intoxicacdo e se
prolonga por mais de 96 horas (SUCHAIL; GUEZ; BELZUNCES, 2000).

Os neonicotinoides apresentam uma porcao eletronegativa (nitroguanidina,
nitrometileno ou cianoamidina) que confere seletividade a um sitio de ligagcdo nos receptores
de acetilcolina nos insetos (TOMIZAWA; LEE; CASIDA, 2000; TOMIZAWA; CASIDA,
2003). O metabolismo do neonicotinoide pode aumentar ou diminuir sua atividade
dependendo do composto e especificidade com o receptor de acetilcolina (TOMIZAWA,;
CASIDA, 2003, 2005).

6.2. Ingrediente ativo X Tempo

A acdo de metabolitos também pode estar relacionada com decorrer do tempo, como
observados nos resultados dos testes de TLso. Imediatamente ap6s a aplicacdo dos
neonicotinoides Acetamiprido e Tiametoxam, sinais visiveis de intoxicagdo das abelhas
puderam ser observados como problemas de coordenacdo de movimentos, quedas, tremores e
rastejamento.

No caso do Acetamiprido, a mortalidade pode ser registrada na primeira hora apds a
aplicacdo sendo que 50% das abelhas morreram com 1 hora e 30 minutos (tabela 7, figura 13),
enquanto que nos testes com Tiametoxam, a mortalidade comegou a ser registrada na segunda
hora apos a aplicagdo e 50% das abelhas morreram com 3 horas e 50 minutos (tabela 8 e
figura 14).

A expressiva mortalidade ocorrida na primeira hora ap0s a aplicacdo do Acetamiprido
(aproximadamente 25%) seguida de queda nesta taxa (pouca ou nenhuma mortalidade foi
observada apds a 62 hora, figura 13) sugere que o Acetamiprido é o principal agente toxico,
responsavel pelos sinais de intoxicagdo e consequente morte das operarias. Uma vez

rapidamente metabolizado, seus produtos (metabolitos) apresentam pouca ou nenhuma
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atividade téxica para as abelhas. Brunet, Badiou e Belzunces (2005), estudando o
metabolismo do Acetamiprido em operarias adultas de A. mellifera, verificaram que mais de
50% do Acetamiprido foi metabolizado em vérias partes das abelhas (cabeca, torax, abdome,
hemolinfa, intestino médio e reto) em menos de 30 minutos, indicando uma meia-vida
bastante curta. Estes mesmos autores encontraram sete metabdlitos:
N*-(6-cloro-3piridil)metil-N>-cianoacetamidina (IM 2-1), N*-(6-cloro-3piridil)metil-N'-
metilacetamidina (IM 1-3), N-metil-(6-cloro-3piridil)metilamina (IM 1-4), (6-cloro-
3piridil)metanol (IM 0), acido 6-cloronicotindico (IC 0) e dois metabdlitos ndo identificados,
chamados de Ul e U2. Os metabdlitos IC 0, IM 1-4, U1 e U2 foram 0s mais abundantes e o
menos expressivo foi o IM 0. Durante as primeiras, horas a maior acdo do Acetamiprido
ocorreu nos receptores nicotinicos de acetilcolina do abdome, térax e cabeca.

Jaque IM 2-1, IM 0 e IC 0 sdo os maiores metabdlitos do Acetamiprido nas plantas
(TOKIEDA et al., 1997), Iwasa et al. (2004) observaram que tais metabdlitos ndo sdo
altamente tdxicos quando aplicados topicamente em A. mellifera na dose de 50 pg/abelha.
Brunet, Badiou e Belzunces (2005) também verificaram que menos de 10% do Acetamiprido
aplicado inicialmente estava presente nas abelhas passadas 6 horas do tratamento e que sua
biotransformacdo esté relacionada com a ac¢ao das oxidases de fungdo mista.

A mortalidade observada apés a aplicacdo topica do Tiametoxam que se iniciou na 22
hora, sendo mais expressiva depois da 3% hora (figura 14), sugere uma acdo tardia dos
metabdlitos semelhante ao observado em trabalhos feitos com o Imidacloprido (SUCHAIL;
GUEZ; BELZUNCES, 2001; SUCHAIL; DEBRAUWER; BELZUNCES, 2003). Os dois
neonicotinoides podem apresentar o0 mesmo modo de acao ja que, como relataram lwasa et al.
(2004), eles apresentam o mesmo grupo funcional nitro e, como exposto anteriormente, estes
dois inseticidas apresentam as menores DLsy entre 0s neonicotinoides quando aplicados
topicamente em abelhas.

A mortalidade induzida pelo Imidacloprido em testes agudos comeca aparecer
geralmente 4 horas apds a intoxicacdo e aumenta progressivamente por durante 100 horas
apesar dos sintomas, como problemas de coordenacdo dos movimentos, tremores e quedas
aparecerem imediatamente. A discrepancia entre mortalidade e o rdpido aparecimento dos
sintomas pode ser explicada pelo efeito residual a longo prazo do Imidacloprido, pela acdo
toxica dos metabolitos, ou pelo fato dos primeiros sintomas serem devido a a¢do do proprio
Imidacloprido, enquanto que a mortalidade é induzida pelos metabdlitos (SUCHAIL; GUEZ;
BELZUNCES, 2001). Também verificaram que somente dois metabodlitos (de um total de

seis) apresentaram toxicidade para abelhas meliferas: 5-hidroxiimidacloprido que mostrou
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uma DLso = 200 ng/abelha e olefina que apresentou uma DLsy = 30 ng/abelha (menor que a
DLsy do proprio Imidacloprido = 60 ng/abelha). A semelhanca de estruturas entre o
Imidacloprido e estes dois metabolitos pode ter alguma relagdo com este efeito.

O metabolismo do Tiametoxam provavelmente se assemelha ao metabolismo do
Imidacloprido, pois a partir da 8 hora (figura 14), ndo foi mais observada mortalidade,
sugerindo que todas as possiveis substancias tdxicas tenham sido metabolizadas. Suchail,
Guez e Belzunces (2001) observaram que apds o tratamento por ingestdo de Imidacloprido na
dose de 5 ng/abelha (0s mesmos autores encontraram uma DLsp no valor de 6,6 ng/abelha) a
mortalidade foi registrada até por volta de 10 horas ap0s o tratamento, ndo ocorrendo nenhum
registro de morte até 48 horas.

Suchail, Debrauwer e Belzunces (2003) observaram que seis horas apés a aplicacdo do
Imidacloprido apenas 10,5% do mesmo foi detectado nas abelhas e em 24 horas néo pode ser
mais encontrado. Imidacloprido apresentou uma meia-vida de 4,5 horas e foi rapidamente
transformado em 5-hidroxiimidacloprido e olefina que tiveram uma maior representatividade
4 horas apos a aplicacéo oral. Resultados semelhantes foram obtidos por Suchail et al. (2004).

Carvalho et al. (2009), expondo operérias de abelhas meliferas a folhas tratadas de
citros com Tiametoxam (concentragdo de 375 pg/ml), verificaram uma TLso no valor de 3,82
horas com 100% de mortalidade em 9 horas. Ja Epitrix fuscula (Coleoptera: Chrysomelidae)
apresentou uma TLsg no valor de 1,8 dias quando exposto a concentracdo de 3,25 ppm de
Tiametoxam (MCLEOD; DIAZ; JOHNSON, 2002).

Abelhas tratadas oralmente com Tiametoxam (0,025 ppm) apresentam mortalidade
apos 6 horas do inicio do teste (KAKAMAND; MAHMOUD; AMIN, 2008).

Tiametoxam é o neonicotinoide que apresenta a menor afinidade aos receptores de
acetilcolina nos insetos. No entanto a eficiéncia biolégica do Tiametoxam é comparavel a de
outros neonicotinoides (WIESNER; KAYSER, 2000). Também constataram que o metabolito
N-desmetil-tiametoxam apresenta uma afinidade aos receptores de acetilcolina dos insetos na
ordem de 1000 vezes maior que o proprio Tiametoxam. Porém, estudando o metabolismo do
Tiametoxam em plantas produtoras de algoddo, Nauem et al. (2003) verificaram a formacéo
do neonicotinoide Clotianidina, como o principal metabolico enquanto que N-desmetil-
tiametoxam foi encontrado em baixissimas quantidades. Também verificaram as mesmas
propor¢fes ao analisarem o metabolismo do Tiametoxam em larvas de S. frugiperla,
sugerindo que a Clotianidina desempenha um papel importante entre os metabdlitos do

Tiametoxam.
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Por outro lado, Wiesner e Kayser (2000) trabalhando com afideos (Aphis craccivora e
Myzus persicae) e Kagabu et al. (2005) trabalhando com baratas (Periplaneta americana)
concluiram que a toxicidade do Tiametoxam é devida a sua propria acdo atuando em sitios
especificos diferentes dos outros neonicotinoides. Porém, deve-se levar em conta que a
diversidade de padrbes metabolicos depende da estrutura quimica dos inseticidas, das espécies
de plantas e de enzimas metabdlicas. O mesmo inseticida em diferentes espécies de plantas
pode produzir diferentes metabdlitos (van EERD et al., 2003) e, como consequéncia,
toxicidades diferentes.

Nauen et al (1998) também sugeriram uma agdo conjunta entre metabdlitos toxicos e
residuos de Imidacloprido para explicar a acdo a longo prazo em plantas. Os sintomas de
neurotoxicidade podem ser atribuidos pela atividade do proprio Imidacloprido enquanto que a
mortalidade é provocada pela acdo dos metabdlitos, isto € 5-hidroxiimidacloprido e olefina
agindo sozinhos ou em conjunto com residuos do Imidacloprido. Isto est4 de acordo com a
acdo do Imidacloprido nas abelhas que ndo € somente idade e dose dependente, mas também
tempo dependente (GUEZ et al., 2001; SUCHAIL; DEBRAUWER; BELZUNCES, 2003).

Todos os metabolitos do Imidacloprido nas abelhas resultam da biotransformacéo
realizada pelas oxidases de fungdo mista. Estas enzimas permitem a conversdo do
Imidacloprido em metabdlitos mais hidrofilicos, que sdo mais rapidamente excretados, através
de diversas reagdes incluindo hidroxilacdo, epoxidacdo e outras oxidacdes (SUCHAIL et al.,
2004).

Os principais metabdlitos do Imidacloprido identificados em mamiferos e plantas sdo
5-hydroxy-imidacloprido, 4,5-dihydroxy-imidacloprido, 4acido 6-cloronicotinico, olefina,
guanidina e derivados de uréia (SUCHAIL et al., 2004). Alguns dos metabdlitos do
Imidacloprido apresentam toxicidade para invertebrados, principalmente os derivados de
olefina e 5-hydroxy-imidacloprido. Contra espécies de afideos e Bemisia tabaci, a olefina e o
5-hydroxy-imidacloprido séo, respectivamente, 16 e 10 vezes mais ativo do que o
Imidacloprido propriamente dito (NAUEN et al., 1999).

Com o pirazol Fipronil, ndo apresentaou qualquer sintoma de intoxicacdo nas
primeiras horas que sucederam a aplicagdo. Somente ap0s o inicio do registro da mortalidade
(a partir da 162 hora) que alguns sinais, como movimentos lentos e rastejamento, puderam ser
observados. 50% das abelhas morreram com 19 horas e 50 minutos e a mortalidade se
prolongou por mais de 24 horas (tabela 9 e figura 15).

Essa caracteristica (retardo do inicio da mortalidade) pode ser uma consequéncia da

penetracdo mais lenta do inseticida no tegumento do inseto e da agdo tardia de seus
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metabolitos. Durham, Siegfried e Scharf (2002) observaram que 71% do Fipronil aplicado
topicamente (também tendo como solvente a acetona) em larvas de Ostrinia nubilalis
(Lepidoptera: Pyralidae) foi encontrado na parte externa do inseto 24 horas apds a aplicagéo.
A diferenca de suscetibilidade de larvas de C. suppressalis e S. inferens, sendo 118,5 mais
toxico para S. inferens, e as diferentes respostas observadas em diferentes linhagens de
moscas domésticas também foram atribuidas a diferentes razdes de permeabilidade do
Fipronil nos tegumentos destes insetos (FANG et al., 2008; KRISTENSEM; JESPERSEN;
KNOOR, 2004).

Aliouane et al. (2009), através de tratamento diario com doses subletais de Fipronil
aplicadas topicamente, observaram 100% de mortalidade em 7 dias, com inicio da
mortalidade aos 5 dias.

Com relacdo aos metabdlitos, os trabalhos divergem quanto a diferenga de toxicidade
do Fipronil em relacdo aos seus produtos. Estudos utilizando inibidor do citocromo P450,
butdxido de piperonil (PBO), que provoca a inibicdo da formacdo do metabdlito sulfona, tem
revelado diversos resultados. Quando tratado com butéxido de piperonil, a toxicidade de
Fipronil aumenta em camundongos (CABONI; SAMMELSON; CASIDA, 2003; HAINZL,;
COLE; CASIDA, 1998) e moscas (COLE; NICHOLSON; CASIDA, 1993; HAINZL;
CASIDA, 1996), resultado que indica que a conversdo em sulfona é um processo de
desintoxicagdo. Entretanto, em outros estudos, apds o tratamento com butdxido de piperonil, a
toxicidade do Fipronil diminui como observados em baratas (VALLES; KOEHLER,;
BRENNER, 1997) e lagartas de D. virgifera (SCHARF; SIEGFRIED, 1999) indicando que a
conversdo em sulfona ndo é um processo de desintoxicacdo. Tais resultados sugerem que o
metabolismo oxidativo do Fipronil (levando a formacdo de sulfonas) pode aumentar a
toxicidade em alguns insetos (SCHARF et al., 2000). Porém, 0os mesmos autores ndo
observaram diferenca entre a toxicidade do Fipronil e de seu metabdlito sulfona (também pela
utilizacdo de PBO) aplicados topicamente em adultos de D. virgifera. Scharf e Siegfried
(1999) sugerem que o metabolito sulfona induz uma resposta neurofisiologica idéntica ao
Fipronil.

Estudos in vivo e in vitro do metabolismo do Fipronil mostraram que o metabolito
sulfona é o principal produto formado em insetos e mamiferos atraves da acdo das
monooxigenases microssomais (HAINZL; COLE; CASIDA, 1998; SCHARF et al., 2000).
Este metabdlito apresenta uma toxicidade semelhante ao produto principal agindo de forma

competitiva no site de ligacdo do GABA e, em alguns casos, até mais toxica (HAINZL;
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COLE; CASIDA, 1998). Durham, Siegfried e Scharf (2002) também constataram que o
metabolito sulfona foi o principal produto encontrado em larvas de O. nubilalis.

Os metabdlitos sulfido e sulfona também apresentaram uma toxicidade maior que o
Fipronil quando aplicados topicamente em larvas de C. suppressalis e S. inferens (FANG et
al., 2008).

6.3. Ingredientes ativos X Comportamento

Pela analise dos resultados observados tanto no comportamento de reflexo de extenséo
da proboscide quanto no teste de locomogdo verificou-se que as diferencas com o grupo
controle foram mais significativas quando os testes foram feitos préximos aos periodos
determinados pela TLsp nos trés ingredientes ativos testados.

No teste com Acetamiprido, o ingrediente ativo influenciou os dois comportamentos
analisados na 12 e na 42 hora apds sua aplicacdo, ndo sendo observada nenhuma diferenca nos
testes realizados na 242 hora. No teste do REP as doses de 0,93 e 9,3 pg/abelha prejudicaram
na percepcdo de concentragdes, sendo que, no teste de 1 hora as proporcoes de abelhas que
responderam as concentracdes foram menores do que as abelhas que responderam no teste de
4 horas (tabelas 11 e 13; figuras 16 e 18).

A mortalidade durante o teste também foi mais pronunciada durante a primeira hora
sendo que as trés doses (0,093, 0,93 e 9,3 pg/abelha) foram significativas enquanto que na
quarta hora somente as duas maiores doses (0,93 e 9,3 pg/abelha) apresentaram significancia
(tabelas 11 e 13; figuras 17 e 19). Ja no teste de locomocdo, no teste com 1 hora, a dose de 9,3
pg/abelha comprometeu a velocidade enquanto que no teste com 4 horas as duas maiores
doses (0,93 e 9,3 pg/abelha) comprometeram a velocidade das abelhas (figuras 34 e 35).

Esse maior comprometimento dos comportamentos no teste realizado 1 horas apos a
aplicacdo do Acetamiprido provavelmente esta relacionado com a a¢do téxica do ingrediente
ativo que ocorre neste periodo ja que sua TLso apresentou o valor de 1 hora e 30 minutos
(tabela 7, figura 13). Na primeira hora existe ainda uma maior quantidade do composto
principal (maior toxicidade) em relagdo a seus metabdlitos (menor toxicidade). Brunet,
Badiou e Belzunces (2005) observaram que mais de 50% do Acetamiprido € metabolizado em
menos de 30 minutos em abelhas e Iwasa et al. (2004) também trabalhando com abelhas,
verificaram que os produtos resultantes do metabolismo do Acetamiprido ndo apresentam
grande toxicidade. Quatro horas apds a aplicacdo ainda existem quantidades tdxicas do

ingrediente ativo, mas em um nivel menor devido a uma maior metabolizagdo, realizada pelas
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monoxigenases microssomais (BRUNET; BADIOU; BELZUNCES, 2005) o que justifica a
influéncia nos comportamentos analisados neste periodo. Ja na vigésima quarta hora grande
parte do Acetamiprido foi metabolizado e os produtos resultantes deste processo nao
apresentam toxicidade suficiente para ocasionar diferengas nos comportamentos.
Aproximadamente 5% do Acetamiprido aplicado inicialmente foi encontrado em abelhas 24
horas depois (BRUNET; BADIOU; BELZUNCES, 2005).

Nos testes com Tiametoxam, o ingrediente ativo prejudicou os comportamentos nos 4
periodos analisados. A dose de 17 ng/abelha prejudicou a velocidade estabelecida pelas
abelhas no teste de locomocao e na percepgao das concentragdes no teste de REP 1 hora apos
a aplicacdo do ingrediente ativo (tabela 17; figuras 22 e 37). No teste realizado 4 horas ap6s a
aplicacdo, as doses de 1,7 e 17 ng/abelha prejudicaram os dois comportamentos, porém, com
a dose de 17 ng/abelha, as proporcdes de abelhas que ndo responderam as concentragdes de
sacarose foram bem menores do que as abelhas que responderam no teste realizado 1 hora
apos a aplicacdo (tabela 19; figuras 24 e 38). Ja no teste realizado 24 horas ap6s a aplicacdo
do ingrediente ativo, a dose de 17 ng/abelha prejudicou somente o comportamento de REP,
porém as proporcoes de abelhas que responderam as concentracdes de sacarose foram maiores
que as proporgdes das abelhas que responderam nos testes de 1 e 4 horas apés a aplicagdo
(tabela 21; figuras 26 e 39). A mortalidade nos testes do REP foi registrada em todos o0s
periodos com a dose de 17 ng/abelha (tabelas 17, 19 e 21; figuras 23, 25 e 27).

Como a TLsp do Tiametoxam foi determinada em 3 horas e 50 minutos (figura 11), foi
no teste realizado proximo a este periodo (4 horas apés a aplicagdo) que houve 0s maiores
comprometimentos nos comportamentos.

O Tiametoxam, provavelmente, apresenta 0 mesmo metabolismo que o Imidacloprido.
Da mesma forma que o Imidacloprido que apresenta uma maior mortalidade por volta de 4
horas (SUCHAIL; GUEZ; BELZUNCES, 2001), nas primeiras horas ap6s a aplicacdo do
Tiametoxam, os metabolitos (que sdo responsaveis pela mortalidade) ainda se encontram em
uma proporcdo mais baixa em relagdo ao composto principal, mas suficientemente
prejudiciais aos comportamentos analisados na primeira hora ap6s a aplicacdo. Sinais de
intoxicacdo foram observados imediatamente apds a aplicacdo (problemas de coordenacéo de
movimentos, quedas, tremores e rastejamento), como também observados em testes com o
Imidacloprido (SUCHAIL; GUEZ; BELZUNCES, 2001). J& no teste realizado 4 horas ap0ds a
aplicacdo, a presenca destes metabdlitos toxicos passa ser maior e, Como consequéncia ocorre

um maior comprometimento dos comportamentos analisados.
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O comprometimento do comportamento de REP e a mortalidade observados no teste
realizado 24 horas ap0s a aplicacdo do ingrediente ativo (ambos em menores propor¢des em
relacdo aos periodos anteriores) indicam a persisténcia de metabolitos toxicos neste periodo.
Este resultado sugere que o Tiametoxam apresenta uma acdo prolongada da mesma forma que
o Imidacloprido que age por até 100 horas (NAUEN et al., 1998; SUCHAIL; GUEZ;
BELZUNCES, 2001). Estes mesmos autores destacam que a discrepancia na cinética da
mortalidade do Imidacloprido pode ser explicada pelo efeito residual do produto, pela acdo de
seus metabolitos.

El Hassani et al. (2008) analisaram a influéncia de doses subletais de Acetamiprido e
Tiametoxam no comportamento de REP, comportamento de locomocdo e aprendizado
olfatorio de abelhas meliferas. Os autores observaram que as abelhas tratadas oralmente com
Acetamiprido nas doses de 0,1 e 0,5 pg/abelha, mas ndo a de 1,0 pg/abelha apresentaram uma
diminuigdo na proporcdo de abelhas submetidas ao teste de REP (realizado 1 hora ap6s o
tratamento), enquanto que as abelhas tratadas topicamente ndo apresentaram diferenca
significativa com relacdo ao grupo controle. Na atividade locomotora, realizada 1 hora ap6s a
aplicacdo topica, estas mesmas doses do Acetamiprido provocaram diferencas significativas
em relacdo ao grupo controle. Ao contrario do comportamento de REP, a atividade
locomotora ndo foi influenciada pela aplicacdo oral. No comportamento de aprendizagem
olfativa realizado 3 horas apds o tratamento, tanto o Acetamiprido nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0
pg/abelha quanto o Tiametoxam nas doses de 0,1, 0,5 e 1,0 ng/abelha, ambos aplicados tdpica
e oralmente ndo provocaram qualquer alteragdo no comportamento das abelhas tratadas em
relacdo ao controle. O ingrediente ativo Tiametoxam, nessas mesmas doses, também néo
provocou qualquer alteragdo nos comportamentos de REP e locomogéo.

Os resultado observados por El Hassani et al. (2008) no tratamento tépico com
Tiametoxam condizem com os resultados observados neste estudo, ja que tanto o
comportamento de REP quanto o locomotor ndo foram influenciados pelas menores doses do
ingrediente ativo aplicadas 1 hora antes do teste. E conforme observado anteriormente, este
ingrediente ativo causou maiores diferencas no comportamento quando os testes foram
realizados proximo ao valor determinado pela TLso (3 horas e 50 minutos). Importante
ressaltar que estes autores utilizaram a acetonitrila como solvente e agua como veiculo de
aplicacdo. Os testes também foram realizados de forma dependente, ou seja, as abelhas foram
testadas duas vezes: antes e depois do tratamento.

O inseticida Imidacloprido também compromete o comportamento de REP nas doses

de 5, 10 e 20 ng/abelha quando aplicado 1 hora antes do teste. Ja no teste de locomocdo as
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doses de 2,5, 5, 10 e 20 ng/abelha prejudicaram este comportamento (ARMENGAUD;
LAMBIN; GAUTHIER, 2002; LAMBIN et al., 2001).

Os resultados observados no testes de locomocdo analisados 1 hora apos a aplicagdo
topica do Acetamiprido também estdo de acordo com os resultados observados por EI Hassani
et al. (2008) onde as menores doses nao apresentaram influéncia no comportamento. Porém
estes autores ndo verificaram influéncia da aplicacdo tépica no comportamento de REP,
influéncia aqui verificada neste trabalno mesmo em uma dose menor (0,93 pg/abelha — valor
préximo ao utilizado por estes autores). Da mesma forma que no inseticida Tiametoxam, El
Hassani et al. (2008) utilizaram agua como veiculo para aplicagdo, porém a diluigdo foi
realizada em acetona. Os testes também foram realizados de forma dependente, ou seja, as
abelhas foram testadas duas vezes: antes e depois do tratamento.

Em um tratamento cronico por 11 dias (aplicacdo topica), Aliouane et al. (2009)
observaram que o Acetamiprido (1,0 e 0,1 pg/abelha) e Tiametoxam (1,0 e 0,1 ng/abelha) néo
prejudicaram o comportamento de locomocédo e de reflexo de extensdo de probdscide nos
testes realizados no 12° dia. Quando tratadas oralmente, somente o Tiametoxam (1,0
ng/abelha) apresentou comprometimento do REP.

Da mesma forma que os ingredientes ativos anteriores, o Fipronil apresentou maior
comprometimento nos testes que foram realizados préximo do valor calculado para a sua
TLso, sendo igual a 19 horas e 50 minutos (figura 15). No teste realizado 1 hora apo6s a
aplicacdo, ndo foi observada nenhuma diferenca nos dois comportamentos analisados e tdo
menos na mortalidade (tabela 23; figuras 28, 29, 40). No teste realizado 4 horas apés a
aplicagéo do ingrediente ativo nenhuma alteracéo foi observada no comportamento de REP e
na mortalidade durante o teste (tabela 25; figuras 30 e 31), porém no teste de locomogdo, a
dose de 1,9 ng/abelha prejudicou a velocidade das abelhas (figura 42) o que o diferencia dos
neonicotinoides testados pelo fato de apresentar alteracdes no comportamento em um periodo
anterior ao estabelecido pela TLsg. Esses resultados sugerem que nas primeiras horas apés a
aplicacdo ocorre a agdo toxica do Fipronil ou de seus metabdlitos apesar da mortalidade
somente iniciar 16 horas ap6s a aplicacdo (figura 15). Apesar de apresentar uma baixa
penetracdo em O. nubilalis o Fipronil é rapidamente convertido no metabdlito sulfona e a
concentracdo deste produto aumenta nas primeiras 6 horas apos a aplicacdo (DURHAM;
SIEGFRIED; SCHARF, 2002). Vérios trabalhos tém indicado que este metabdlito apresenta
atividade toxica em insetos (SCHARF; SIEGFRIED, 1999; SCHAREF et al., 2000; VALLES;
KOEHLER; BRENNER, 1997).
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Ja no teste realizado 24 horas a aplicacdo, tanto o comportamento de REP quanto o de
locomocao foram prejudicados quando foi aplicada a dose de 1,9 ng/abelha (tabela 27; figuras
32 e 42). Nenhuma mortalidade significativa foi observada durante o teste de REP (tabela 27;
figura 33). Pelo fato dos testes comportamentais terem sido realizados em um periodo
proximo ao estabelecido pela TLsy (19 horas e 50 minutos) resultou um maior
comprometimento dos comportamentos analisados, 0 que sugere que neste periodo ocorre
uma maior atividade toxica do ingrediente ativo que ndo foi evidenciada nos periodos
anteriores. Provavelmente o ingrediente ativo apresenta baixa penetracdo no tegumento do
inseto, como observado em O. nubilalis (DURHAM; SIEGFRIED; SCHARF, 2002), ou até
mesmo uma acao tardia dos seus metabolitos, o que justificaria 0 maior comprometimento dos
comportamentos somente nos testes realizados 24 horas ap6s a aplicagdo. Porém, diversos
trabalhos tém apresentados resultados diferentes quanto a toxicidade do Fipronil e de seus
metabdlitos (CABONI; SAMMELSON; CASIDA, 2003; COLE; NICHOLSON; CASIDA,
1993; HAINZL; CASIDA, 1996; HAINZL; COLE; CASIDA, 1998; SCHARF; SIEGFRIED,
1999; SCHARF et al., 2000; VALLES; KOEHLER; BRENNER, 1997).

El Hassani et al. (2005) estudaram o efeito de Fipronil no comportamento de REP,
locomogdo e memdria olfativa de abelhas, administrado tdpica e oralmente nas doses de 0,1,
0,5 e 1,0 ng/abelha. Os autores observaram que 1 hora apds a aplicacdo topica, somente a
dose de 1 ng/abelha prejudicou o comportamento de REP ndo sendo observada nenhuma
alteracdo apds aplicacdo oral. Também ndo foram observadas nenhuma alteracdo no
comportamento de locomocao tanto na aplicagdo tdpica quanto oral, realizados 1 hora apds o
tratamento. No teste de aprendizagem olfativa, somente as abelhas que receberam aplicacdo
topica de 0,5 ng/abelha feita trés horas antes do teste, mostraram-se diferente do grupo
controle.

Os resultados observados neste trabalho nos testes de locomocao analisados 1 hora
apos a aplicacgdo tépica do Fipronil também estdo de acordo com os resultados observados por
El Hassani et al. (2005) que n&o observaram diferenca significativa em relacdo ao controle
quando foram aplicadas as doses menores. Porém estes autores verificaram diferenga no teste
de REP ap6s 1 hora da aplicacdo topica com a dose de 1,0 ng/abelha enquanto que neste
trabalho, mesmo aplicando uma dose aproximadamente duas vezes maior (1,9 ng/abelha) nédo
se observou alteracdo no comportamento. Algumas diferengas na metodologia podem ter
influenciado nestes resultados. El Hassani et al. (2005) realizaram os testes nas abelhas duas
vezes, ou seja, 0 teste de REP antes e depois da aplicagdo do inseticida e também utilizaram

agua como veiculo de aplicacao.



102

Em um estudo de tratamento cronico por 11 dias em abelhas (aplicacéo tdpica e oral),
Aliouane et al. (2009) observaram que o Fipronil (0,1 e 0,01 ng/abelha) ndo prejudicou o
comportamento de locomocdo das abelhas no teste realizado no 12° dia. Porém, quando
administrado oralmente, Fipronil (0,01 ng/abelha) apresentou um comprometimento do REP e
nenhum comprometimento na aplicagdo tdpica.

Trés horas apds a aplicagdo tdpica de doses subletais do Fipronil, também causa sinais
leves de intoxicagdo em D. virgifera (SCHARF; SIEGFRIED, 1999).

Wiltz, Suiter e Gardner (2009), impregnando papel com Fipronil e Tiametoxam,
ambos na concentragdo de 0,06%, observaram uma TLsy de 168,7 minutos e 54,7 minutos
respectivamente (com observacdo méaxima de 4 horas) para formigas Linepthema humile. As
formigas que entraram em contato com Tiametoxam apresentaram sinais de intoxicagdo
durante as 4 horas do teste, com leituras a cada 30 minutos. J& as formigas que entraram em
contato com o Fipronil apresentaram sinais de intoxicacdo somente com 30 e 90 minutos. Na
comparacgdo feita entre os inseticidas, a proporcdo de formigas que apresentou sinais de
intoxicacdo foi maior apos o tratamento com o Tiametoxam.

Blattella germanica e P. americana, apés aplicacdo topica de Fipronil, apresentaram
uma DLsg no valor de 0,12 e 0,08 pg/g, respectivamente (KAAKEH; REID; BENNETT,
1997). Estes mesmos autores observaram uma TLso de 19,2 horas apds a ingestdo de Fipronil
na formulacao de 0,05%.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

As aplicacdes dos inseticidas analisados no presente trabalho e que sdo amplamente
utilizados na agricultura do pais se mostraram prejudiciais a atividade apicola. Quando se
analisa os dados da literatura, observa-se que o mesmo fato ocorre com outros insetos. A
importancia das abelhas ndo se restringe a seu valor econémico, pois sdo importantes na
manutencdo da biodiversidade vegetal. Vale ressaltar que as abelhas africanizadas (A.
mellifera) podem ser consideradas como um modelo de estudo. Os resultados obtidos podem
ser extrapolados para outros insetos polinizadores ou ndo, mas que desempenham papel
fundamental na manutencdo da biodiversidade. Nesse aspecto devem ser consideradas as
abelhas nativas, que constantemente sofrem reducdo da populagdo devido ao uso

indiscriminado de inseticidas e mudancas ambientais.
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8. CONCLUSOES

As metodologias de analise dos comportamentos utilizando doses subletais de
inseticidas mostraram-se uma ferramenta importante para estudos toxicoldgicos. Alguns itens
devem ser observados preliminarmente, como a determinagdo do valor da DLsg, valor
referéncia para que ndo se tenha ddvida da utilizacdo de doses subletais. As analises a priori
sdo fundamentais, pois os valores descritos na literatura sao variaveis que, provavelmente, sdo
devidos a diversos fatores, tais como a variabilidade genética da populacdo testada, da
metodologia empregada e até mesmo as condigdes ambientais. A determinagdo do valor da
TLso também se mostra importante como referéncia, tanto para ndo mascarar um possivel
efeito tardio do inseticida, quanto para elucidar possivel mortalidade ocasionada pela
metodologia associada a atividade toxica.

Os inseticidas Acetamiprido, Tiametoxam (neonicotinoides) e Fipronil (pirazol) além
de afetarem a sobrevivéncia das operarias de Apis mellifera, também apresentaram efeitos
deletérios quando presentes em pequenas doses:

I O inseticida mais toxico para as abelhas foi o Fipronil, pois apresentou o

menor valor de DLsy;

. A acdo dos neonicotinoides ocorre rapidamente (4 horas) enquanto que o
Fipronil foi tardia (19 horas);

Ii. O Acetamiprido, aplicado nas doses que correspondem a DLsy e DLso/10,
prejudicou o comportamento de reflexo de extensdo da probdscide nos testes
realizados 1 e 4 horas ap6s a aplicacdo do ingrediente ativo enquanto que a
dose correspondente a DLsp prejudicou a atividade locomotora nesses mesmos
periodos. A dose correspondente a DLso/10 também afetou a atividade
locomotora no teste de 4 horas;

IV. O Tiametoxam, aplicado na dose correspondente a DLsg, prejudicou o
comportamento de reflexo de extensdo da probdscide nos quatro periodos
analisados. A dose correspondente a DLsp/10 também prejudicou esse
comportamento no teste realizado 4 horas ap6s a aplicacdo do ingrediente
ativo. A dose correspondente a DLsy prejudicou o comportamento de
locomogdo nos testes realizados 1 e 4 horas apos a aplicacdo topica do
ingrediente ativo;

V. O Fipronil, aplicado na dose que corresponde a DLsp, afetou 0 comportamento

de reflexo de extensdo da proboscide no teste realizado 24 horas apds a
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aplicacdo do ingrediente ativo enquanto que o comportamento de locomocao
foi afetado por essa mesma dose nos testes realizados 4 e 24 horas apos a

aplicagéo.



106

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AAJOUD, A.; RAVANEL, P.; TISSUT, M. Fipronil metabolism and dissipation in a
simplified aquatic ecosystem. Journal of Agricultural and Food Chemistry, Washington, v.
51,n.5, p. 1347-1352, 2003.

ABRAMSON, C. I.; BOYD, B. J. An automated apparatus for conditioning proboscis
extension in honey bees, Apis mellifera L. Journal of Entomological Science, Tifton, v. 36,
n. 1, p. 78-92, 2001.

ABRAMSON, C. I. et al. The effect of insecticides on learning in the Africanized honey bee
(Apis mellifera L.). Archives of Environmental Contamination and Toxicology, New
York, v. 37, n. 4, p. 529-535, 1999.

ABRAMSON, C. I. et al. The effect of insecticides considered harmless to honey bees (Apis
mellifera): proboscis conditioning studies by using the insect growth regulators tebufenozide
and diflubenzuron. Environmental Entomology, Lanham, v. 33, n. 2, p. 378-388, 2004.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA). indice monografico
A29: Acetamiprido. 2008a. Disponivel em:
<http://www.anvisa.gov.br/toxicologia/monografias/a29.pdf>. Acesso em: 2 fev. 2010.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA). indice monografico
T48: Tiametoxam. 2008b. Disponivel em:
<www.anvisa.gov.br/toxicologia/monografias/t048.pdf>. Acesso em: 2 fev. 2010.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA). indice monografico
F43: Fipronil. 2008c. Disponivel em:
<http://www.anvisa.gov.br/toxicologia/monografias/f43_fipronil.pdf>. Acesso em: 2 fev.
2010.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA). Sistema de
informac@es sobre agrotoxico - SIA. 2002. Disponivel em:
<http://mwww4.anvisa.gov.br/agrosia/asp/default.asp>. Acesso em: 2 fev. 2010.

AIZEN, M. A. et al. Long-term global trends in crop yield and production reveal no current
pollination shortage but increasing pollinator dependency. Current Biology, Cambridge, v.
18, n. 20, p. 1572-1575, 2008.



107

AIZEN, M. A.; HARDER, L. D. The global stock of domesticated honey bees is growing
slower than agricultural demand for pollination. Current Biology, Cambridge, v. 19, n. 11, p.
915-918, 2009.

AIZEN, M. A. et al. How much does agriculture depend on pollinators? Lessons from long-
term trends in crop production. Annals of Botany, Oxford, v. 103, n. 9, p. 1579-1588, 2009.

ALIOUANE, Y. et al. Subchronic exposure of honeybees to sublethal doses of pesticides:
effects on behavior. Environmental Toxicology and Chemistry, Pensacola, v. 28, n. 1, p.
113-122, 2009.

AL-RIFAL, J.; AKEEL, N. Determination of pesticide residues in imported and locally
produced honey in Jordan. Journal of Apicultural Research, Cardiff, v. 36, n. 3-4, p. 155-
161, 1997.

ANALYSTSOFT BioStat 2008: programa de analise estatistica. [S.1.]: AnalystSoft, 2008.
Disponivel em: <http://www.analystsoft.com/pt/>. Acesso em: 10 dez 20009.

ARMENGAUD, C.; LAMBIN, M.; GAUTHIER, M. Effects of imidacloprid on the neural
processes of memory in honey bees. In: DEVILLERS, J.; PHAM-DELEGUE, M. H. (Eds.).
Honey bees: estimating the environmental impact of chemicals. London: Taylor & Francis,
2002, p. 85- 100.

BALANCA, G.; DE VISSCHER, M. N. Impacts on nontarget insects of a new insecticide
compound used against the desert locust [ Schistocerca gregaria (Forskal 1775)]. Archives of
Environmental Contamination and Toxicology, New York, v. 32, n. 1, p. 58-62, 1997.

BENDAHOU, N.; BOUNIAS, M.; FLECHE, C. Acute toxicity of cypermethrin and
fenitrothion on honeybees (Apis mellifera mellifera) according to age, formulations and
(chronic paralysis virus)/insecticide interaction. Journal of Environmental Biology,
Lucknow, v. 18, n. 1, p. 55-65, 1997.

BIESMEIJER, J. C. et al. Parallel declines in pollinators and insect-pollinated plants in
Britain and the Netherlands. Science, Washington, v. 313, p. 351-354, 2006.

BITTERMAN, M. E. et al. Classical-conditioning of proboscis extension in honeybees (Apis
mellifera). Journal of Comparative Psychology, Washington, v. 97, n. 2, p. 107-119, 1983.

BLOOMQUIST, J. R. Chloride channels as tools for developing selective insecticides.
Archives of Insect Biochemistry and Physiology, Hoboken, v. 54, n. 4, p. 145-156, 2003.



108

BOECKING, O.; GENERSCH, E. Varroosis - the ongoing crisis in bee keeping. Journal fur
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit-Journal of Consumer Protection and
Food Safety, Basel, v. 3, n. 2, p. 221-228, 2008.

BRUNET, J. L.; BADIOU, A.; BELZUNCES, L. P. In vivo metabolic fate of [C-14]-
acetamiprid in six biological compartments of the honeybee, Apis mellifera L. Pest
Management Science, Chichester, v. 61, n. 8, p. 742-748, 2005.

BUCKINGHAM, S. D. et al. Insect GABA receptors: splicing, editing, and targeting by
antiparasitics and insecticides. Molecular Pharmacology, Bethesda, v. 68, n. 4, p. 942-951,
2005.

CABONI, P.; SAMMELSON, R. E.; CASIDA, J. E. Phenylpyrazole insecticide
photochemistry, metabolism, and GABAergic action: Ethiprole compared with fipronil.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, Washington, v. 51, n. 24, p. 7055-7061,
2003.

CALDERONE, N. W.; PAGE, R. E. Effects of interactions among genotypically diverse
nestmates on task specialization by foraging honey-bees (Apis mellifera). Behavioral
Ecology and Sociobiology, New York, v. 30, n. 3-4, p. 219-226, 1992.

CARVALHO, S. M. et al. Toxicidade de acaricidas/inseticidas empregados na citricultura
para a abelha africanizada Apis mellifera L., 1758 (Hymenoptera: Apidae). Arquivos do
Instituto Biologico, Sao Paulo, v. 76, n. 4, p. 597-606, 2009.

CASIDA, J. E.; QUISTAD, G. B. Golden age of insecticide research: past, present, or future?
Annual Review of Entomology, Palo Alto, v. 43, p. 1-16, 1998.

CASIDA, J. E.; QUISTAD, G. B. Why insecticides are more toxic to insects than people: the
unique toxicology of insects. Journal of Pesticide Science, Tokio, v. 29, n. 2, p. 81-86, 2004.

CHAUZAT, M. P. et al. Influence of pesticide residues on honey bee (Hymenoptera: Apidae)
colony health in France. Environmental Entomology, Lanham, v. 38, n. 3, p. 514-523, 2009.

CLAUDIANQS, C. et al. A deficit of detoxification enzymes: pesticide sensitivity and
environmental response in the honeybee. Insect Molecular Biology, Oxford, v. 15, n. 5, p.
615-636, 2006.



109

COLE, L. M.; NICHOLSON, R. A.; CASIDA, J. E. Action of phenylpyrazole insecticides at
the GABA-gated chloride channel. Pesticide Biochemistry and Physiology, San Diego, v.
46, n. 1, p. 47-54, 1993.

COLIN, M. E.; LE CONT, Y.; VERMANDERE, J. P. Managing nuclei in insect-proof tunnel
as an observation tool for foraging bees: sublethal effects of deltamethrin and imidacloprid.
In: BELZUNCES, L.P.; PELISSIER, C.; LEWIS, G. B. (Eds.). Hazards of pesticides to
bees. Paris: INRA, 2001. p. 259-268.

COLIN, M. E. et al. A method to quantify and analyze the foraging activity of honey bees:
relevance to the sublethal effects induced by systemic insecticides. Archives of
Environmental Contamination and Toxicology, New York, v. 47, n. 3, p. 387-395, 2004.

COLLINS, H. L.; CALLCOT, A. M. A. Fipronil: an ultra-low-dose bait toxicant for control
of red imported fire ants (Hymenoptera : Formicidae). Florida Entomologist, Lutz, v. 81, n.
3, p. 407-415, 1998.

COSTA, H. S.; RUST, M. K. Mortality and foraging rates of Argentine ant (Hymenoptera:
Formicidae) colonies exposed to potted plants treated with fipronil. Journal of Agricultural
and Urban Entomology, MT Pleasant, v. 16, n. 1, p. 37-48, 1999.

COX, R. L.; WILSON, W. T. Effects of permethrin on the behavior of individually tagged
honey bees, Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae). Environmental Entomology,
Lanham, v. 13, p. 375-378, 1984.

COX-FOSTER, D., vanENGELSDORP, D. Solving the mystery of the disappearing bees.
Scientific American, New York, v. 300, n. 4, Abr. 2009. Disponivel em:
<http://www.scientificamerican.com/article.cfm?id=saving-the-honeybee>. Acesso em: 8 ago.
2009.

COX-FOSTER, D. L. et al. A metagenomic survey of microbes in honey bee colony collapse
disorder. Science, Washington, v. 318, p. 283-287, 2007.

CRUZ, A. S. et al. Morphological alterations induced by boric acid and fipronil in the midgut
of worker honeybee (Apis mellifera L.) larvae. Cell Biology and Toxicology, Dordrecht, v.
26, n. 2, p. 165-176, 2010.

DAG, A.; ZIPORI, I.; PLESER, Y. Using bumblebees to improve almond pollination by the
honeybee. Journal of Apicultural Research, Cardiff, v. 45, n. 4, p. 215-216, 2006.



110

DAVIS, A. R. The study of insecticide poisoning of honeybee brood. Bee World, Cardiff, v.
70, n. 4, p. 163-174, 1989.

DECOURTYE, A, PHAM-DELEGUE, M. H. The proboscis extension response. In:
DEVILLERS, J.; PHAM-DELEGUE, M. H. (Eds.). Honey Bees: Estimating the
Environmental Impact of Chemicals. London: Taylor & Francis, 2002. p. 67-84.

DECOURTYE, A.; LACASSIE, E.; PHAM-DELEGUE, M. H. Learning performances of
honeybees (Apis mellifera L) are differentially affected by imidacloprid according to the
season. Pest Management Science, Chichester, v. 59, n. 3, p. 269-278, 2003.

DECOURTYE, A. et al. Impairment of olfactory learning performances in the honey bee after
long term ingestion of imidacloprid. In: BELZUNCES, L.P.; PELISSIER, C.; LEWIS, G. B.
(Eds.). Hazards of pesticides to bees. Paris: INRA, 2001. p. 113-117.

DECOURTYE, A. et al. Effects of imidacloprid and deltamethrin on associative learning in
honeybees under semi-field and laboratory conditions. Ecotoxicology and Environmental
Safety, San Diego, v. 57, n. 3, p. 410-419, 2004.

DECOURTYE, A. et al. Comparative sublethal toxicity of nine pesticides on olfactory
learning performances of the honeybee Apis mellifera. Archives of Environmental
Contamination and Toxicology, New York, v. 48, n. 2, p. 242-250, 2005.

DELAPLANE, K. S.; MAYER, D. F. Crop pollination by bees. New York: CABI
Publishing, 2000. 344 p.

DESNEUX, N.; DECOURTYE, A.; DELPUECH, J. M. The sublethal effects of pesticides on
beneficial arthropods. Annual Review of Entomology, Palo Alto, v. 52, p. 81-106, 2007.

DEVILLERS, J. Acute toxicity of pesticides to honey bees. In: DEVILLERS, J.; PHAM-
DELEGUE, M. H. (Eds.). Honey Bees: Estimating the Environmental Impact of Chemicals.
London: Taylor & Francis, 2002. p. 56-66.

DURHAM, E. W.; SIEGFRIED, B. D.; SCHARF, M. E. In vivo and in vitro metabolism of
fipronil by larvae of the European corn borer Ostrinia nubilalis. Pest Management Science,
Chichester, v. 58, n. 8, p. 799-804, 2002.

EISCHEN, F. A.; GRAHAM, R. H.; COX, R. Regional distribution of Paenibacillus larvae
subspecies larvae, the causative organism of American foulbrood, in honey bee colonies of



111

the western United States. Journal of Economic Entomology, Lanham, v. 98, n. 4, p. 1087-
1093, 2005.

EL HASSANI, A. K. et al. Effects of sublethal doses of fipronil on the behavior of the
honeybee (Apis mellifera). Pharmacology Biochemistry and Behavior, Oxford, v. 82, n. 1,
p. 30-39, 2005.

EL HASSANI, A. K. et al. Effects of sublethal doses of acetamiprid and thiamethoxam on the
behavior of the honeybee (Apis mellifera). Archives of Environmental Contamination and
Toxicology, New York, v. 54, n. 4, p. 653-661, 2008.

ELLIS, M. D.; SIEGFRIED, B. D.; SPAWN, B. The effect of Apistan(R) on honey bee (Apis
mellifera L). Responses to methyl parathion, carbaryl and bifenthrin exposure. Apidologie,
Les Ulis, v. 28, n. 3-4, p. 123-127, 1997.

ERICKSON, E. H. et al. Effects of selected insecticide formulations, phased application and
colony management strategies on honey bee mortality in processing sweet corn. Journal of
Apicultural Research, Cardiff, v. 36, n. 1, p. 3-13, 1997.

EUROPEAN COMISSINON. Review report for the active substance deltamethrin. 2002.
Disponivel em: <http://ec.europa.eu/food/plant/protection/evaluation/existactive/list1-
31_en.pdf>. Acesso em: 12 out. 2009.

EUROPEAN COMISSINON. Review report for the active substance acetamiprid. 2004a.
Disponivel em:
<http://ec.europa.eu/food/plant/protection/evaluation/newactive/acetamiprid.pdf>. Acesso em:
12 out. 2009.

EUROPEAN COMISSINON. Review report for the active substance thiacloprid. 2004b.
Disponivel em:
<http://ec.europa.eu/food/plant/protection/evaluation/newactive/thiacloprid.pdf>. Acesso em:
12 out. 20009.

EUROPEAN COMISSINON. Review report for the active substance cypermethrin. 2005a.
Disponivel em:
<http://ec.europa.eu/food/plant/protection/evaluation/existactive/list_cypermethrin.pdf>.
Acesso em: 12 out. 2009.

EUROPEAN COMISSINON. Review report for the active substance chlorpyrifos. 2005b.
Disponivel em:



112

<http://ec.europa.eu/food/plant/protection/evaluation/existactive/list_chlorpyrifos.pdf>.
Acesso em: 12 out. 2009.

EUROPEAN COMISSINON. Review report for the active substance clothianidin. 2005c.
Disponivel em:
<http://ec.europa.eu/food/plant/protection/evaluation/newactive/list_clothianidin.pdf>.
Acesso em: 12 out. 2009.

EUROPEAN COMISSINON. Review report for the active substance thiamethoxam. 2006.
Disponivel em:
<http://ec.europa.eu/food/plant/protection/evaluation/newactive/thiamethoxam_en.pdf>.
Acesso em: 12 out. 2009.

EUROPEAN COMISSINON. EU Pesticides database. 2010. Disponivel em:
<http://ec.europa.eu/sanco_pesticides/public/index.cfm>. Acesso em: 3 jan. 2010.

EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY (EFSA). Conclusion regarding the peer review
of the pesticide risk assessment of the active substance fipronil. 2006. Disponivel em:
<http://www.efsa.europa.eu/en/scdocs/doc/65r.pdf>. Acesso em: 12 out. 2009.

EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY (EFSA). Conclusion regarding the peer review
of the pesticide risk assessment of the active substance imidacloprid. 2008. Disponivel em:
<http://www.efsa.europa.eu/en/scdocs/doc/148r.pdf>. Acesso em: 12 out. 2009.

EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY (EFSA). Conclusion on pesticide peer review
regarding the risk assessment of the active substance malathion. 2009. Disponivel em:
<http://www.efsa.europa.eu/en/scdocs/doc/333r.pdf>. Acesso em: 12 out. 2009.

FANG, Q. et al. Differential fipronil susceptibility and metabolism in two rice stem borers
from China. Journal of Economic Entomology, Lanham, v. 101, n. 4, p. 1415-1420, 2008.

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS (FAO).
FAOSTAT. 2009. Disponivel em: < http://faostat.fao.org/site/616/default.aspx#ancor>.
Acesso em: 10 fev. 2010.

FAUCON, J. P. et al. Experimental study on the toxicity of imidacloprid given in syrup to
honey bee (Apis mellifera) colonies. Pest Management Science, Chichester, v. 61, n. 2, p.
111-125, 2005.



113

FERREIRA, R. A. C. Analise morfoldgica e histoquimica do corpo gorduroso e dos
tabulos de Malpighi de operérias adultas de Scaptotrigona postica (Latreille, 1807)
(Hymenoptera, Apidea) tratadas com fipronil e acido bdrico. 2010. 73 f. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias Bioldgicas (Biologia Celular e Molecular) - Instituto de Biociéncias,
Universidade Estadual Paulista, Rio Claro, 2010.

FIGUEIREDO, V. L. C.; BITONDI, M. M. G.; PAULINO-SIMOES, Z. L. Esterase inhibition
during several immature worker stages of Apis mellifera following topical application of
DDVP insecticide. Journal of Apicultural Research, Cardiff, v. 35, n. 1, p. 37-43, 1996.

FINNEY, D. J. Probit analysis. Cambridge: University Press, 1952. 318 p.

FORD, K. A.; CASIDA, J. E. Comparative metabolism and pharmacokinetics of seven
neonicotinoid insecticides in spinach. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
Washington, v. 56, n. 21, p. 10168-10175, 2008.

FORSGREN, E. European foulbrood in honey bees. Journal of Invertebrate Pathology, San
Diego, v. 103, p. S5-S9, 2010.

FRANC, M.; CADIERGUES, M. C. Antifeeding effect of several insecticidal formulations
against Ctenocephalides felis on cats. Parasite Journal de la Societe Francaise de
Parasitologie, I1ssy Moulineaux, v. 5, n. 1, p. 83-86, 1998.

FREE, J. B. Insect pollination of crops. London, UK: Academic Press, 1993. 544 p.

FRIES, I. Nosema ceranae in European honey bees (Apis mellifera). Journal of Invertebrate
Pathology, San Diego, v. 103, n. Supplement 1, p. S73-S79, 2010.

GAHLHOFF, J. E.; MILLER, D. M.; KOEHLER, P. G. Secondary kill of adult male German
cockroaches (Dictyoptera : Blattellidae) via cannibalism of nymphs fed toxic baits. Journal
of Economic Entomology, Lanham, v. 92, n. 5, p. 1133-1137, 1999.

GALLAI, N. et al. Economic valuation of the vulnerability of world agriculture confronted
with pollinator decline. Ecological Economics, Amsterdam, v. 68, n. 3, p. 810-821, 2009.

GAREDEW, A.; SCHMOLZ, E.; LAMPRECHT, I. The energy and nutritional demand of the
parasitic life of the mite Varroa destructor. Apidologie, Les Ulis, v. 35, n. 4, p. 419-430,
2004.



114

GARY, N. E.; LORENZEN, K. Effect of methamidophos on honey bees (Hymenoptera:
Apidae) during alfalfa pollination. Journal of Economic Entomology, Lanham, v. 82, n. 4,
p. 1067-1072, 1989.

GENERSCH, E. American foulbrood in honeybees and its causative agent, Paenibacillus
larvae. Journal of Invertebrate Pathology, San Diego, v. 103, p. S10-S19, 2010.

GUEZ, D. et al. Contrasting effects of imidacloprid on habituation in 7- and 8-day-old
honeybees (Apis mellifera). Neurobiology of Learning and Memory, San Diego, v. 76, n. 2,
p. 183-191, 2001.

GUEZ, D.; ZHANG, S. W.; SRINIVASAN, M. V. Methyl parathion modifies foraging
behaviour in honeybees (Apis mellifera). Ecotoxicology, Dordrecht, v. 14, n. 4, p. 431-437,
2005.

GUNASEKARA, A. S. et al. Environmental fate and toxicology of fipronil. Journal of
Pesticide Science, Tokio, v. 32, n. 3, p. 189-199, 2007.

HAINZL, D.; CASIDA, J. E. Fipronil insecticide: novel photochemical desulfinylation with
retention of neurotoxicity. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, Washington, v. 93, n. 23, p. 12764-12767, 1996.

HAINZL, D.; COLE, L. M.; CASIDA, J. E. Mechanisms for selective toxicity of fipronil
insecticide and its sulfone metabolite and desulfinyl photoproduct. Chemical Research in
Toxicology, Washington, v. 11, n. 12, p. 1529-1535, 1998.

HAYNES, K. F. Sublethal effects of neurotoxic insecticides on insect behavior. Annual
Review of Entomology, Palo Alto, v. 33, p. 149-168, 1988.

HOROSZOK, L. et al. GLC-3: a novel fipronil and BIDN-sensitive, but picrotoxinin-
insensitive, L-glutamate-gated chloride channel subunit from Caenorhabditis elegans. British
Journal of Pharmacology, Malden, v. 132, n. 6, p. 1247-1254, 2001.

IKEDA, T. et al. Fipronil modulation of glutamate-induced chloride currents in cockroach
thoracic ganglion neurons. NeuroToxicology, Amsterdan, v. 24, n. 6, p. 807-815, 2003.

IWASA, T. et al. Mechanism for the differential toxicity of neonicotinoid insecticides in the
honey bee, Apis mellifera. Crop Protection, Oxford, v. 23, n. 5, p. 371-378, 2004.



115

JAYCOX, E. R. Effect on honey bees of nectar from systemic insecticide treated plants.
Journal of Economic Entomology, Lanham, v. 57, p. 31-35, 1964.

JOHANSEN, C. A.; MAYER, D. F. Pollinator protection: a bee and pesticide. Cheshire:
Wicwas Pr, 1990. 212 p.

KAAKEH, W.; REID, B. L.; BENNETT, G. W. Toxicity of fipronil to German and American
cockroaches. Entomologia Experimentalis et Applicata, Malden, v. 84, n. 3, p. 229-237,
1997.

KAGABU, S. et al. Insecticidal and neuroblocking activities of thiamethoxam-type
compounds in the American cockroach (Periplaneta americana L.). Journal of Pesticide
Science, Tokio, v. 30, n. 2, p. 111-115, 2005.

KAKAMAND, F. A. KH.; MAHMOUD, T. T.; AMIN, A. B. M. The role of three
insecticides in disturbance the midgut tissue in honey bee Apis mellifera L. workers. Journal
of Dohuk University, Dohuk, v. 11, n. 1, p. 144-151, 2008.

KASINA, J. M. et al. Economic benefit of crop pollination by bees: a case of Kakamega
small-holder farming in western Kenya. Journal of Economic Entomology, Lanham, v. 102,
n. 2, p. 467-473, 20009.

KEARNS, C. A.; INOUYE, D. W.; WASER, N. M. Endangered mutualisms: the
conservation of plant-pollinator interactions. Annual Review of Ecology and Systematics,
Palo Alto, v. 29, n. 1, p. 83-112, 1998.

KHAN, M. S. et al. Analysis of insecticide residues in honeys from apiary (Apis mellifera)
and wild honey bee (Apis dorsata and Apis florea) colonies in India. Journal of Apicultural
Research, Cardiff, v. 43, n. 3, p. 79-82, 2004.

KLEIN, A. M. et al. Importance of pollinators in changing landscapes for world crops.
Proceedings of the Royal Society B: Biological Sciences, London, v. 274, n. 1608, p. 303-
313, 2007.

KRISTENSEN, M.; JESPERSEN, J. B.; KNORR, M. Cross-resistance potential of fipronil in
Musca domestica. Pest Management Science, Chichester, v. 60, n. 9, p. 894-900, 2004.

LAMBIN, M. et al. Imidacloprid-induced facilitation of the proboscis extension reflex
habituation in the honeybee. Archives of Insect Biochemistry and Physiology, Hoboken, v.
48, n. 3, p. 129-134, 2001.



116

LE PATOUREL, G. Secondary transmission of fipronil toxicity between Oriental
cockroaches Blatta orientalis L in arenas. Pest Management Science, Chichester, v. 56, n. 9,
p. 732-736, 2000.

LI, X. Q. et al. Toxicities of fipronil enantiomers to the honeybee Apis mellifera L. and
enantiomeric compositions of fipronil in honey plant flowers. Environmental Toxicology
and Chemistry, Pensacola, v. 29, n. 1, p. 127-132, 2010.

LIU, M. Y.; LANFORD, J.; CASIDA, J. E. Relevance of [3H]imidacloprid binding site in
house fly head acetylcholine receptor to insecticidal activity of 2-nitromethylene- and 2-
nitroimino-imidazolidines. Pesticide Biochemistry and Physiology, San Diego, v. 46, n. 3,
p. 200-206, 1993.

LOSEY, J. E.; VAUGHAN, M. The economic value of ecological services provided by
insects. Bioscience, Washington, v. 56, n. 4, p. 311-323, 2006.

MACKENZIE, K. E.; WINSTON, M. L. Effects of sublethal exposure to diazinon on
longevity and temporal division of labor in the honey bee (Hymenoptera, Apidae). Journal of
Economic Entomology, Lanham, v. 82, n. 1, p. 75-82, 1989.

MAIENFISCH, P. et al. Chemistry and biology of thiamethoxam: a second generation
neonicotinoid. Pest Management Science, Chichester, v. 57, n. 10, p. 906-913, 2001a.

MAIENFISCH, P. et al. The discovery of thiamethoxam: a second-generation neonicotinoid.
Pest Management Science, Chichester, v. 57, n. 2, p. 165-176, 2001b.

MALASPINA, O.; DA SILVA-ZACARIN, E. C. M. Cell markers for ecotoxicological
studies in target organs of bees. Brazilian Journal of Morphological Science, Séo Paulo, v.
23, n. 3-4, p. 303-309, 2006.

MALASPINA, O. et al. Defesa de apiarios e meliponarios contra agratoxicos. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE APICULTURA, 18., 2010, Cuiab4, Anais... Cuiabé:
Confederacdao Brasileira de Apicultura, 2010. 1 CD.

MAMOOD, A. N.; WALLER, G. D. Recovery of learning responses by honeybees following
a sublethal exposure to permethrin. Physiological Entomology, Malden, v. 15, n. 1, p. 55-60,
1990.

MATSUDA, K. et al. Neonicotinoids: insecticides acting on insect nicotinic acetylcholine
receptors. Trends in Pharmacological Sciences, London, v. 22, n. 11, p. 573-580, 2001.



117

MAYER, D. F.; LUNDEN, J. D. Field and laboratory tests of the effects of fipronil on adult
female bees of Apis mellifera, Megachile rotundata and Nomia melanderi. Journal of
Apicultural Research, Cardiff, v. 38, n. 3-4, p. 191-197, 1999.

MC CABE, S. I. et al. Odor discrimination in classical conditioning of proboscis extension in
two stingless bee species in comparison to Africanized honeybees. Journal of Comparative
Physiology A-Neuroethology Sensory Neural and Behavioral Physiology, New York, v.
193, p. 1089-1099, 2007.

MCLEOQOD, P.; DIAZ, F. J.; JOHNSON, D. T. Toxicity, persistence, and efficacy of spinosad,
chlorfenapyr and thiamethoxam on eggplant when applied against the eggplant flea beetle
(Coleoptera: Chrysomelidae). Journal of Economic Entomology, Lanham, v. 95, n. 2, p.
331-335, 2002.

MENZEL, R. Associative learning in honey-bees. Apidologie, Les Ulis, v. 24, n. 3, p. 157-
168, 1993.

MENZEL, R.; GREGGERS, U.; HAMMER, M. Functional organization of appetitive
learning and memory in a generalist pollinator, the honey bee. In: PAPAJ, D.R.; LEWIS, A.
C. (Eds.). Insect larning. New York: Chapman Hall, 1993. p. 79-125.

MENZEL, R.; MULLER, U. Learning and memory in honeybees: From behavior to neural
substrates. Annual Review of Neuroscience, Palo Alto, v. 19, p. 379-404, 1996.

MORSE, R. A.; CALDERONE, N. W. The value of honey bees as pollinators of U.S. crops in
2000. Bee Culture, Ithaca, New York, Mar. 2000. Disponivel em:
<http://www.utahcountybeekeepers.org/Other%20Files/Information%20Articles/Value%20of
%20Honey%20Bees%20as%20Pollinators%20-%202000%20Report.pdf>. Acesso em: 10
fev. 2010.

MORSE, R. A.; FLOTTUM, P. K. Honey bee pests, predators and diseases. Ohio: A.l.
Root Company, 1997. 575 p.

NATIONAL PESTICIDE INFORMATION RETRIEVAL SYSTEM (NPIRS). Pesticide
Products. 2010. Disponivel em: < http://ppis.ceris.purdue.edu/htbin/ppisprod.com>. Acesso
em: 3 jan. 2010.

NAUEN, R. et al. Efficacy of plant metabolites of imidacloprid against Myzus persicae and
Aphis gossypii (Homoptera: Aphididae). Pesticide Science, Chichester, v. 52, n. 1, p. 53-57,
1998.



118

NAUEN, R. et al. Whitefly-active metabolites of imidacloprid: biological efficacy and
translocation in cotton plants. Pesticide Science, Chichester, v. 55, n. 3, p. 265-271, 1999.

NAUEN, R. et al. Thiamethoxam is a neonicotinoid precursor converted to clothianidin in
insects and plants. Pesticide Biochemistry and Physiology, San Diego, v. 76, n. 2, p. 55-69,
2003.

NGIM, K. K.; CROSBY, D. G. Abiotic processes influencing fipronil and desthiofipronil
dissipation in California, USA, rice fields. Environmental Toxicology and Chemistry,
Pensacola, v. 20, n. 5, p. 972-977, 2001.

OLDROYD, B. P. What's killing American honey bees? Plos Biology, San Francisco, v. 5, n.
6, p. 1195-1199, 2007.

ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT (OECD).
Guideline 214: Guidelines for the testing of chemicals: Honeybees, Acute contact toxicity
test. 1998. Disponivel em:
<http://puck.sourceoecd.org/vl=1619398/cl=20/nw=21/rpsv/ij/oecdjournals/1607310x/vin2/s1l
5/p1>. Acesso em: 15 fev. 2010.

PAGE, R. E.; ERBER, J.; FONDRK, M. K. The effect of genotype on response thresholds to
sucrose and foraging behavior of honey bees (Apis mellifera L.). Journal of Comparative
Physiology A-Sensory Neural and Behavioral Physiology, New York, v. 182, n. 4, p. 489-
500, 1998.

PANKIW, T.; PAGE, R. E. The effect of genotype, age, sex, and caste on response thresholds
to sucrose and foraging behavior of honey bees (Apis mellifera L.). Journal of Comparative
Physiology A-Sensory Neural and Behavioral Physiology, New York, v. 185, n. 2, p. 207-

213, 1999.

PANKIW, T.; PAGE, R. E. Response thresholds to sucrose predict foraging division of labor
in honeybees. Behavioral Ecology and Sociobiology, New York, v. 47, n. 4, p. 265-267,
2000.

PANKIW, T.; WADDINGTON, K. D.; PAGE, R. E. Modulation of sucrose response
thresholds in honey bees (Apis mellifera L.): influence of genotype, feeding, and foraging
experience. Journal of Comparative Physiology A-Sensory Neural and Behavioral
Physiology, New York, v. 187, n. 4, p. 293-301, 2001.

PHAM-DELEGUE, M. H. et al. Behavioural methods to assess the effects of pesticides on
honey bees. Apidologie, Les Ulis, v. 33, n. 5, p. 425-432, 2002.



119

RANGANATHAN, R.; CANNON, S. C.; HORVITZ, H. R. MOD-1 is a serotonin-gated
chloride channel that modulates locomotory behaviour in C. elegans. Nature, London, v. 408,
n. 6811, p. 470-475, 2000.

ROSENKRANZ, P.; AUMEIER, P.; ZIEGELMANN, B. Biology and control of Varroa
destructor. Journal of Invertebrate Pathology, San Diego, v. 103, p. S96-S119, 2010.

SANDOZ, J. C.; ROGER, B.; PHAM-DELEGUE, M. H. Olfactory learning and memory in
the honeybee - comparison of different classical-conditioning procedures of the proboscis
extension response. Comptes Rendus de I’Academie des Sciences Serie I11-Sciences de la
Vie-Life Sciences, Paris, v. 318, n. 7, p. 749-755, 1995.

SCHARF, M. E.; SIEGFRIED, B. D. Toxicity and neurophysiological effects of fipronil and
fipronil sulfone on the western corn rootworm (Coleoptera: Chrysomelidae). Archives of
Insect Biochemistry and Physiology, Hoboken, v. 40, n. 3, p. 150-156, 1999.

SCHARF, M. E. et al. Fipronil metabolism, oxidative sulfone formation and toxicity among
organophosphate- and carbamate-resistant and susceptible western corn rootworm
populations. Pest Management Science, Chichester, v. 56, n. 9, p. 757-766, 2000.

SCHEINER, R. Responsiveness to sucrose and habituation of the proboscis extension
response in honey bees. Journal of Comparative Physiology A-Neuroethology Sensory
Neural and Behavioral Physiology, New York, v. 190, n. 9, p. 727-733, 2004.

SCHMUCK, R. et al. Risk posed to honeybees (Apis mellifera L. Hymenoptera) by an
imidacloprid seed dressing of sunflowers. Pest Management Science, Chichester, v. 57, n. 3,
p. 225-238, 2001.

SCHRICKER, B.; STEPHEN, W. P. The effect of sublethal doses of parathion on honeybee
behaviour. 1. Oral administration and the communication dance. Journal of Apicultural
Research, Cardiff, v. 9, n. 3, p. 141-153, 1970.

SEELEY, T. D. Adaptive significance of the age polyethism schedule in honeybee colonies.
Behavioral Ecology and Sociobiology, New York, v. 11, n. 4, p. 287-293, 1982.

SEELEY, T. D. Honeybee ecology: a study of adaptation in social life. Princeton: Princeton
University Press, 1985. 192 p.



120

SHEN, M. Q. et al. The role of varroa mites in infections of Kashmir bee virus (KBV) and
deformed wing virus (DWV) in honey bees. Virology, San Diego, v. 342, n. 1, p. 141-149,
2005.

SMART, L. E.; STEVENSON, J. H. Laboratory estimation of toxicity of pyrethroid
insecticides to honeybees - relevance to hazard in the field. Bee World, Cardiff, v. 63, n. 4, p.
150-152, 1982.

SOUTHWICK, E. E.; SOUTHWICK, L. Estimating the economic value of honey bees
(Hymenoptera: Apidae) as agricultural pollinators in the United States. Journal of Economic
Entomology, Lanham, v. 85, n. 3, p. 621-633, 1992.

SOUZA, T. F. Efeitos das doses subletais do fipronil para abelhas africanizadas (Apis
mellifera L.) por meio de anéalises morfoldgicas e comportamentais. 2009. 38 f.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas (Biologia Celular e Molecular) - Instituto de
Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Rio Claro, 20009.

STARK, J. D.; JEPSON, P. C.; MAYER, D. F. Limitations to use of topical toxicity data for
predictions of pesticide side effects in the Field. Journal of Economic Entomology, Lanham,
v. 88, p. 1081-1088, 1995.

STEVENS, M. M.; HELLIWELL, S.; WARREN, G. N. Fipronil seed treatments for the
control of chironomid larvae (Diptera: Chironomidae) in aerially-sown rice crops. Field
Crops Research, Amsterdam, v. 57, n. 2, p. 195-207, 1998.

STOKSTAD, E. The case of the empty hives. Science, Washington, v. 316, n. 5827, p. 970-
972, 2007.

STONE, J. C.; ABRAMSON, C. I.; PRICE, J. M. Task-dependent effects of dicofol
(Kelthane) on learning in the honey bee (Apis mellifera). Bulletin of Environmental
Contamination and Toxicology, New York, v. 58, n. 2, p. 177-183, 1997.

SUCHAIL, S. et al. In vivo distribution and metabolisation of C-14-imidacloprid in different
compartments of Apis mellifera L. Pest Management Science, Chichester, v. 60, n. 11, p.
1056-1062, 2004.

SUCHAIL, S.; DEBRAUWER, L.; BELZUNCES, L. P. Metabolism of imidacloprid in Apis
mellifera. Pest Management Science, Chichester, v. 60, n. 3, p. 291-296, 2003.



121

SUCHAIL, S.; GUEZ, D.; BELZUNCES, L. P. Characteristics of imidacloprid toxicity in two
Apis mellifera subspecies. Environmental Toxicology and Chemistry, Pensacola, v. 19, n.
7, p. 1901-1905, 2000.

SUCHAIL, S.; GUEZ, D.; BELZUNCES, L. P. Discrepancy between acute and chronic
toxicity induced by imidacloprid and its metabolites in Apis mellifera. Environmental
Toxicology and Chemistry, Pensacola, v. 20, n. 11, p. 2482-2486, 2001.

SUNDRIYAL, M.; SUNDRIYAL, R. C. Wild edible plants of the Sikkim Himalaya: nutritive
values of selected species. Economic Botany, New York, v. 58, n. 2, p. 286-299, 2004.

TAKEDA, K. Classical conditioned response in the honey bee. Journal of Insect
Physiology, Oxford, v. 6, n. 3, p. 168-179, 1961.

TASEIL J. N.; LERIN, J.; RIPAULT, G. Sub-lethal effects of imidacloprid on bumblebees,
Bombus terrestris (Hymenoptera: Apidae), during a laboratory feeding test. Pest
Management Science, Chichester, v. 56, n. 9, p. 784-788, 2000.

TAYLOR, K. S.; WALLER, G. D.; CROWDER, L. A. Impairment of a classical conditioned-
response of the honey-bee (Apis mellifera L) by sublethal doses of synthetic pyrethroid
insecticides. Apidologie, Les Ulis, v. 18, n. 3, p. 243-252, 1987.

THOMPSON, H. M. Behavioural effects of pesticides in bees: their potential for use in risk
assessment. Ecotoxicology, Dordrecht, v. 12, n. 1-4, p. 317-330, 2003.

TINGLE, C. C. D. et al. Fipronil: environmental fate, ecotoxicology, and human health
concerns. Reviews of Environmental Contamination and Toxicology, New York, v. 176, p.
1-66, 2003.

TOKIEDA, M. et al. Method to determination of total residues of the insecticide acetamiprid
and its metabolites in crops by gas chromatography. Journal of Pesticide Science, Tokio, v.
22,n.2,p. 77-83, 1997.

TOMIZAWA, M.; YAMAMOTO, . Structure activity relationships of nicotinoids and
imidacloprid analogs. Journal of Pesticide Science, Tokio, v. 18, n. 1, p. 91-98, 1993.

TOMIZAWA, M.; LEE, D. L.; CASIDA, J. E. Neonicotinoid insecticides: Molecular features
conferring selectivity for insect versus mammalian nicotinic receptors. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, Washington, v. 48, n. 12, p. 6016-6024, 2000.



122

TOMIZAWA, M.; CASIDA, J. E. Selective toxicity of neonicotinoids attributable to
specificity of insect and mammalian nicotinic receptors. Annual Review of Entomology,
Palo Alto, v. 48, p. 339-364, 2003.

TOMIZAWA, M.; CASIDA, J. E. Neonicotinoid insecticide toxicology: mechanisms of
selective action. Annual Review of Pharmacology and Toxicology, Palo Alto, v. 45, p. 247-
268, 2005.

TOMIZAWA, M. et al. The neonicotinoid electronegative pharmacophore plays the crucial
role in the high affinity and selectivity for the drosophila nicotinic receptor: an anomaly for
the nicotinoid cation-pi interaction model. Biochemistry, Washington, v. 42, n. 25, p. 7819-
7827, 2003.

VALLES, S. M.; KOEHLER, P. G.; BRENNER, R. J. Antagonism of fipronil toxicity by
piperonyl butoxide and S,S,S-tributyl phosphorotrithioate in the German cockroach
(Dictyoptera: Blattellidae). Journal of Economic Entomology, Lanham, v. 90, p. 1254-1258,
1997.

van EERD, L. L. et al. Pesticide metabolism in plants and microorganisms. Weed Science,
Lawrence, v. 51, n. 4, p. 472-495, 2003.

VANDAME, R. et al. Alteration of the homing-flight in the honey-bee Apis mellifera. |
Exposed to sublethal dose of deltamethrin. Environmental Toxicology and Chemistry,
Pensacola, v. 14, n. 5, p. 855-860, 1995.

vanENGELSDORP, D.; MEIXNER, M. D. A historical review of managed honey bee
populations in Europe and the United States and the factors that may affect them. Journal of
Invertebrate Pathology, San Diego, v. 103, n. Supplement 1, p. S80-S95, 2010.

WALLER, G. D. et al. Comparison of honey bee (Hymenoptera: Apidae) losses from two
formulations of methyl parathion applied to sunflowers. Journal of Economic Entomology,
Lanham, v. 77, p. 230-233, 1984.

WATANABE, M. E. Pollination worries rise as honey bees decline. Science, Washington, v.
265, n. 5176, p. 1170-1170, 1994.

WEBSTER, T. C.; PENG, Y. S. Short-term and long-term effects of methamidophos on
brood rearing in honey bee (Hymenoptera: Apidae) colonies. Journal of Economic
Entomology, Lanham, v. 82, p. 69-74, 1989.



123

WEICK, J.; THORN, R. S. Effects of acute sublethal exposure to coumaphos or diazinon on
acquisition and discrimination of odor stimuli in the honey bee (Hymenoptera: Apidae).
Journal of Economic Entomology, Lanham, v. 95, n. 2, p. 227-236, 2002.

WIESNER, P.; KAYSER, H. Characterization of nicotinic acetylcholine receptors from the
insects Aphis craccivora, Myzus persicae, and Locusta migratoria by radioligand binding
assays: relation to thiamethoxam action. Journal of Biochemical and Molecular
Toxicology, Hoboken, v. 14, n. 4, p. 221-230, 2000.

WILKINSON, C. F.; BRATTSTEN, L. B. Microsomal drug metabolizing enzymes in insects.
Drug Metabolism Reviews, Philadelphia, v. 1, n. 1, p. 153-227, 1972.

WILTZ, B. A,; SUITER, D. R.; GARDNER, W. A. Activity of bifenthrin, chlorfenapyr,
fipronil, and thiamethoxam against argentine ants (Hymenoptera: Formicidae). Journal of
Economic Entomology, Lanham, v. 102, n. 6, p. 2279-2288, 2009.

YAMAMOTO, I. et al. Molecular mechanism for selective toxicity of nicotinoids and
neonicotinoids. Journal of Pesticide Science, Tokio, v. 20, n. 1, p. 33-40, 1995.

YANG, X. L.; COX-FOSTER, D. L. Impact of an ectoparasite on the immunity and
pathology of an invertebrate: evidence for host immunosuppression and viral amplification.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America,
Washington, v. 102, n. 21, p. 7470-7475, 2005.

ZAR, J. H. Biostatistical Analysis. 4. New Jersey: Prentice Hall, 1999. 663 p.

ZHAO, X. L. et al. Fipronil is a potent open channel blocker of glutamate-activated chloride
channels in cockroach neurons. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics,
Bethesda, v. 310, n. 1, p. 192-201, 2004.

ZHAO, X. L. et al. Sulfone metabolite of fipronil blocks gamma-aminobutyric acid- and
glutamate-activated chloride channels in mammalian and insect neurons. Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics, Bethesda, v. 314, n. 1, p. 363-373, 2005.



Andrigo Monroe Pereira

Prof.Dr. Odair Correa Bueno
(Orientador)

Rio Claro
Agosto de 2010

124



	CAPA

	FOLHA DE ROSTO

	BANCA EXAMINADORA

	DEDICATÓRIA

	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE

	RESUMO
	ABSTRACT
	SUMÁRIO

	1. INTRODUÇÃO
	2. OBJETIVOS
	3. REVISÃO DE LITERATURA
	4. MATERIAL E MÉTODOS
	4.1. Coleta das abelhas
	4.2. Preparação dos ingredientes ativos
	4.3. Determinação da DL50 para 24 horas
	4.4. Determinação da TL50
	4.5. Testes comportamentais
	4.6. Análise estatística

	5. RESULTADOS
	5.1. Determinação da DL50
	5.2. Determinação da TL50
	5.3. Testes comportamentais

	6. DISCUSSÃO
	6.1. Ingrediente ativo X Toxicidade
	6.2. Ingrediente ativo X Tempo
	6.3. Ingredientes ativos X Comportamento

	7. CONSIDERAÇÕES FINAIS
	8. CONCLUSÕES
	9. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

