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RESUMO

Os agrotoxicos, em particular os sist€émicos dentre os quais se incluem os neonicotinoides, sao
considerados com uma das causas do declinio de populacdes da artropodofauna em geral,
incluindo as abelhas manejadas e silvestres. A avaliagao do risco de uso dessas moléculas para
abelhas ¢ feita de acordo com as normas estabelecidas internacionalmente que se baseiam no
efeito do ingrediente ativo do agrotdxico em diferentes concentragdes sobre a espécie de
referéncia Apis mellifera. No entanto ha questionamentos sobre a validade dessa abordagem.
Portanto, o presente estudo teve por objetivo investigar a toxicidade de formulagdes
comerciais de dois neonicotinoides (tiametoxam e tiaclopride) para duas espécies de abelhas
nativas, Trigona aff fuscipennis e Scaptotrigona aff depilis. Para tanto, adaptou-se dos
protocolos da OECD (Organizacao para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico) para
teste de toxicidade com abelhas, teste de mortalidade topica e oral. Para a formulagao
comercial contendo tiametoxam, os resultados com 7. fuscipennis foram, de 0,08131 e
0,08443 (24 h e 48 h) para valores de mortalidade topica, e de 0,00029 (24 h) para teste de
toxicidade a exposi¢do oral, enquanto para S. depilis observaram mortalidade a exposi¢do
topica de 0,06539 e 0,04474 ng/ul (24 h e 48 h), e oral de 2,30472 e 1,18265 ng/ul (24 h e 48 h).
No caso da formulagdo comercial contendo tiaclopride, foram obtidos valores de exposicao
topica de 0,1578 e 0,11697 ng/ul (24 h e 48 h), e quanto a exposi¢do oral de 5,35627¢ 2,8739
ng/ul (24 h e 48 h) com 7. fuscipennis e em S. depilis a valores de mortalidade topica de
2,06348 e 0,00187 ng/ul (24h e 48 h) e oral de 0,00489 e 0,00123 ng/ul (24 e 48 h). Portanto,
concluimos que as abelhas sem ferrdo 7. fuscipennis e S. depilis sdo bem mais sensiveis as
formulagdes comerciais dos agrotoxicos tiametoxam e tiaclopride do que a espécie de
referéncia; que Apis mellifera possa ndo ser uma boa espécie de referéncia para avaliar a
seguranca da acdo toxicoldgica dos agrotoxicos em abelhas; que o uso de uma unica espécie
como referéncia geral pode nao avaliar os riscos toxicologicos adequadamente; e que existe a

necessidade de se considerar as formulagdes comerciais em testes de avaliagdo de risco para

abelhas.

Palavras-chave: meliponineos; pesticida; avaliacao de risco; seletividade; teste de toxicidade.



ABSTRACT

Pesticides, particularly the systemic ones, which include the neonicotinoids, are considered
one of the causes of the decline of the wildlife population in general, including managed and
wild bees. The risk assessment of those molecules in bees is in accordance with international
standards, which are based on the effect of the active ingredient of the pesticide in different
concentrations on the reference species Apis mellifera. However, there are some issues
concerning this approach. Thus, the present study aimed to investigate the toxicity of
commercial formulations of two neonicotinoids (thiamethoxam and thiacloprid) in two
species of stingless bees: Trigona aff fuscipennis and Scaptotrigona aff depilis. For this
purpose, were adapted from the protocols of the OECD (Organization for Economic Co-
operation and Development) toxicity test with bees, topical and oral mortality test. For the
commercial formulation with thiamethoxam, the results with 7. fuscipennis were 0.08131 and
0.08443 for topical (24h and 48h, respectively), and 0.00029 to oral (24 h); as for S. depilis,
there were results of 0.06539 and 0.04474ng/ul topical (24h and 48h, respectively), also
2.30472 and 1.18265ng/ul oral (24h and 48h, respectively). Regarding the commercial
formulation with thiacloprid, there were results of 0.1578 and 0.11697ng/ul LD50 (24h and
48h, respectively), 5.35627 and 2.8739ng/ul oral (24h and 48h, respectively), with
T fuscipennis; also 2.06348 and 0.00187ng/ul topical (24h and 48h, respectively) and 0.00489
e 0.00123ng/ul oral (24h e 48h, respectively) for S. depilis. Therefore, this study concludes
that the T fuscipennis and the S. depilis stingless bees are much more sensitive to the
commercial formulation of the thiamethoxam and thiacloprid pesticides than the reference
species; that Apis mellifera is not a good reference species for the assessment of the safety of
the toxic action of pesticides in bees; that the use of a sole species as general reference may
not assess the toxic risks properly; and that there is the need to take the commercial

formulations into consideration in risk assessments for bees.

Keywords: meliponines; pesticide; risk assessment; selectivity; toxicity test.
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1 INTRODUCAO

O crescente declinio dos polinizadores € o consequente impacto sobre a reprodugao de
plantas nativas e cultivadas dependentes do servigo de polinizacdo € uma preocupagao que se
alastra atualmente. Muitos fatores sdo citados como responsaveis por este declinio, dentre eles
a fragmentacdo de habitat, o desmatamento, as mudancas climaticas e os agrotdxicos (Freitas
et al., 2009). Os agrotoxicos sao utilizados no controle de pragas (agricolas, paisagismo,
urbanas e domésticas), e seu uso tem causado muitos debates em virtude de seus efeitos
toxicos sobre os organismos ndo-alvos, criando uma ligacdo direta com a perda de
polinizadores (SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2014; IPBES, 2016).

Muitas culturas relevantes, tanto do ponto de vista econdmico, como de seguranca
alimentar, dependem da aplicagdo de uma gama de agrotoxicos para o controle de pragas que
podem comprometer a produgdo agricola (ROCHA, 2012; OERKE, 2006). Assim, os
polinizadores podem acabar diretamente expostos a concentragdes subletais ou letais, seja por
exposicao direta aos produtos quando de sua aplicacdo ou devido a exposi¢ao do néctar e
polen necessarios usados por esses organismos para a alimentagao de adultos e formas jovens
(CHAUZAT et al., 2006; BOTIAS et al., 2015; RUNDLOF et al., 2015).

Os agrotéxicos, em particular os sistémicos dentre os quais se incluem os
neonicotinoides, sdo considerados como uma das causas do declinio de populag¢des da fauna
em geral, incluindo as abelhas manejadas e silvestres (VAN LEXMOND et al., 2014; PISA et
al.,2017; ENG et al., 2019). Os neonicotinoides foram introduzidos no mercado nos anos 90,
e no ano de 2008 ja constituiam 24% dos inseticidas disponiveis no mercado, com o0s
ingredientes ativos tiametoxam, imidacloprida e clotianidina representando 86% desse total,
enquanto o tiacloprida tinha 3,8% (JESCHKE et al., 2011). Os neonicotinoides podem causar
iniimeros prejuizos as abelhas tanto na fase de desenvolvimento quanto na fase adulta, como
causar danos a orientagdo, comunicacdo, danos ao aprendizado e memoria, longevidade e
afetar o desenvolvimento de crias (FAROOQUI, 2012; GOULSON, 2013). Ja foi possivel
comprovar que doses subletais de neonicotinoides afetam varias fungdes nao s6 das abelhas
como individuo, mas também a nivel de colonia (DOUBLET et al., 2015; LIMA; ROCHA,
2012).

A avaliagdo do risco de uso dessas moléculas para organismos vivos ndo-alvos ¢é

exigida por lei, e testes de toxicidade devem ser conduzidos de acordo com as normas
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estabelecidas pela Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD),
que se baseiam no efeito do ingrediente ativo do agrotoxico sobre espécies eleitas como
representantes dos diversos grupos potencialmente afetados pelo produto (BRASIL, 2017;
OECD, 1998). No caso dos polinizadores, a abelha melifera (Apis mellifera) tem sido a
espécie utilizada de forma mais ampla (BRITTAIN; POTTS, 2011; RAINE; GILL, 2015). No
entanto, essa abordagem vem sendo questionada tanto pelo fato de que o produto comercial
utilizado no campo se trata de uma formulagao, tendo o principio ativo apenas como um dos
ingredientes, quanto porque estudos recentes tém apontado que diferentes espécies de abelhas
podem apresentar niveis distintos de susceptibilidade aos agrotdxicos, sugerindo que Apis
mellifera ndo seja um modelo bem representativo das abelhas em geral (JACOB et al., 2019;
CHAM et al. 2019; CLAUS et al., 2021).

Estudos a nivel de campo, através dos quais sdo aplicados as formulagdes comerciais
de neonicotinoides, € ndo somente os ingrediente ativos, nos trazem observagdes de alguns
comportamentos das abelhas A. mellifera e Bombus terrestris que fornecem indicios de que a
colonia pode estar afetada por agrotoxicos, como um grande numero de abelhas mortas nas
proximidades da colmeia, queda na producao de larvas, baixo forrageamento e abelhas
altamente defensivas, excessivo comportamento higiénico, dificuldade na substitui¢do da
rainha ¢ ma formagdo das larvas (BARON er al.,, 2017; MOMMAERTS et al., 2010;
WHITEHORN et al., 2012; HENRY et al., 2012; GOULSON et al., 2015; PISA et al., 2015).

No entanto, os estudos de toxicidade dessas moléculas sdo feitos em laboratérios utilizando
apenas o principio ativo. E importante ressaltar que a formulagdo comercial, além do
ingrediente ativo, possui também ingredientes inertes, suplementares e adjuvantes que visam
estabilizar ou aumentar a eficiéncia do principio ativo. A identidade desses componentes ndo ¢
tornada publica pelas empresas, como também nao se sabe se apresentam alguma toxicidade
para as abelhas ou potencializam a toxicidade do ingrediente ativo. Apesar disso, a maioria
dos estudos sdo conduzidos com os ingredientes ativos e ndo as formulagdes comerciais.

No que diz respeito aos testes de toxicidade de agrotoxicos em abelhas, outras
espécies de abelhas diferentes de 4. mellifera devem ser consideradas (SANTOS et al., 2016).
No Brasil, ja foram descritas 1905 espécies de abelha, dentre essas 244 sao abelhas sem ferrao
(PEDRO, 2014; ASCHER; PICKERING, 2020). Os meliponineos, popularmente conhecidos
como abelhas sem ferrdo, por exemplo, sdo considerados polinizadores importantes para uma
diversidade de espécies de plantas das regides tropicais e subtropicais, inclusive cultivos

agricolas. Aparentemente, essas abelhas sdo mais susceptiveis aos agrotoxicos do que A.



14

mellifera, e algumas espécies ja foram utilizadas para ensaios de toxicidade de agrotoxicos:
Melipona beecheii Bennett, Trigona nigra Provancher, e Nannotrigona perilampoides
Cresson. (VALDOVINOS-NUNEZ et al., 2009), Scaptotrigona postica Latreille (SOARES et
al., 2015), Scaptotrigona. postica (JACOB et al., 2015), Melipona quadrifasciata (TOME et
al., 2015) Scaptotrigona bipunctata e Tetragonisca fiebrigi (DORNELES et al., 2017),
Tetragonisca angustula e Scaptotrigona xanthotricha (QUIROGA-MURCIA et al., 2017),
Osmia bicornis Linnaeus (HEARD et al. 2017), Melipona quadrifasciata anthidioides
(PRADO-SILVA et al.,, 2018), (de JACOB et al., 2019) Melipona quadrifasciata e
Tetragonisca fiebrigi (PIOVESAN et al., 2020)

Apesar de varias espécies de abelhas sem ferrdo poderem ser testadas quanto as suas
susceptibilidades a agrotdxicos, € inviavel tanto economicamente, quanto operacionalmente,
realizar testes de toxicidade com muitas espécies ao mesmo tempo. O ideal seria se utilizar
uma ou duas espécies cujas coldnias sejam populosas (os testes demandam muitos individuos)
e que apresentem ampla distribuicdo geografica, além de representar bem a susceptibilidade
desse grupo de abelhas (CHAM et al., 2019). Sendo assim, duas espécies que se enquadram
bem nesse perfil sdo Trigona aff fuscipennis Friese e Scaptotrigona aff depilis Moure, ambas
sdo abelhas de géneros proximas as selecionadas por Pires (2018), para o IBAMA, que
ocupam, na ordem de classificacdo dos critérios de importancia de espécies a serem
selecionadas, o oitavo e nono lugar respectivamente, uma vez que, para as duas espécies
podem ser desenvolvido um manejo racional para a realizacdo dos testes de toxicidade sem
comprometimento da interferéncia no meio ambiente. Podendo essas espécies serem
utilizadas como matriz de selecdo, tendo em vista que a Trigona spinipes, que aparece em
primeiro lugar nessa classificagdo, ainda nao possui o manejo racional conhecido.

A Trigona aft fuscipennis Friese 1900, ¢ comumente conhecida como sanhard,
senharol ou abelha-brava (FRIESE, 1900; CAMARGO; MOURE, 1988), nidifica em
cavidades pré-existentes (MATEUS et al., 2009), na entrada do ninho constréi um tubo
cilindrico de cerume escuro endurecido (VERGARA et al., 1986; ROUBIK, 2006), produz
uma quantidade pequena de mel durante o ano, e ¢ considerada uma abelha defensiva (POSEY,
1983). J& Scaptotrigona aft depilis Moure 1942, ¢ uma espécie com caracteristicas
semelhantes as de 7. fuscipennis, uma vez que também apresenta colonias populosas, que
produzem pequenas quantidades de mel por ano (YAMAMOTO et al., 2007) e constrdi um
tubo na entrada do ninho, e ¢ uma espécie defensiva (MICHENER, 1974; KERR, 1996).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Abelhas na polinizagio

As abelhas sem ferrdo sdo insetos eusociais, no Brasil, existe uma grande diversidade
de espécies de abelhas nativas sem ferrdo, nimero que varia entre 400 e 500 espécies
(CASTRO et al., 2006; RAFAEL, 2012; PEDRO, 2014). E essas espécies variam muito em
tamanho, morfologia, fisiologia e espécies florais de preferéncia (NOGUEIRA-NETO, 1997).

Abelhas sem ferrdo sao generalistas, mantém colOnias perenes e visitam varios tipos
de flores para obter recursos (MICHENER, 2007). Essas abelhas possuem uma grande
importancia cultural (EARDLEY; KWAPONG, 2013); a meliponicultura, que ¢ a criagdo
racional dessas abelhas tem crescido muito (NUNES et al., 2014), visto que as colonias sao
populosas e podem ser mantidas em uma area especifica, além do fato de ndo possuirem
ferrdo, o que torna o manejo delas ¢ mais facil e pratico, tornando-as espécies promissoras na

polinizacdo agricola (CRUZ; CAMPOS, 2009).

2.1.1 Agrotoxicos

Em areas de plantacdes agricola, pode-se observar varias espécies de abelhas, sejam
elas sociais, silvestres, solitarias e manejadas. Essa abundancia de espécies pode ser
influenciada pela presenga de areas de preservagdo proximo a locais de cultivo (FREITAS et
al.,2014).

O controle de pragas em plantacdes tem sido realizado através de diversos produtos
quimicos, e essa atividade também causa transtornos em individuos nao alvos. Por conta da
diversidade de agrotoxicos e subprodutos gerados, se faz necessario uma analise de diversos
cenarios de forma individual, como por exemplo, a relacdo entre o uso de agrotoxicos e a
satde de insetos polinizadores (BIJLEVELD VAN LEXMOND et al., 2015; PRADO et al,
2019).

Nos ultimos 50 anos, os agrotdxicos contribuem ativamente com a producao agricola e
a seguranca alimentar no mundo, seja pela utilizagdo de fertilizantes ou pelo uso de
agrotoxico (OERKE, 2006). Esse ultimo, possui a funcdo de proteger as plantacdes agricolas

da agdo das pragas, doencas e plantas daninhas, entretanto, muitas vezes, durante sua
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utilizagdo, acaba por atingir organismos nao alvos (TILMAN et al., 2002; HALLMANN et al.,
2017). Entre os agrotoxicos, um grupo de pesticidas que foi introduzido no mercado a partir
dos anos 90 vem se tornando a classe mais utilizada no mundo, sdo eles os neonicotinoides
(JESCHKE et al., 2011), esse grupo de agrotoxicos possuem como molécula base a nicotina
(FAROOQUI, 2012). Os neonicotinoides sdo inseticidas de acdo sistémica e de contato,
podem penetrar nos tecidos das plantas translocando-se por meio dos vasos condutores de
seiva, atingindo toda a planta e agem nos organismos, principalmente, naqueles que se
alimentam succionando os tecidos. Eles atuam como agonistas da acetilcolina. O que acontece
€ que, apOs ocorrer a sinapse, as moléculas inseticidas se ligam aos receptores nicotinicos da
acetilcolina(nAChRs) localizados no neuronio pds-sindptico. O resultado disso, ¢ um estimulo
constante da mensagem da acetilcolina no sistema, o que gera impulsos nervosos transmitidos
continuamente, levando a hiperexcitagdo do sistema nervoso, com consequente paralisia e
podendo levar a morte do organismo (MATSUDA et al., 2005).

Em 2014, a participacdo ne mercado alcangou 25% dos inseticidas vendido, avaliada
em cerca de 3 bilhdes de dolares (BASS et al., 2015), e tém sua utilizagdo permitida em mais
de 120 paises, (NAUEN et al, 2008) representando 25% de todos os agrotoxicos vendidos no
mundo (JESCHKE et al., 2010; BASS et al, 2015; ROSA et al., 2015). Os Neonicotinoides
agem no sistema nervoso causando uma estimulac¢do continua como falado anteriormente, e a
exposicdo cronica desses organismos pode ter efeitos acumulativos com o tempo,
apresentando alta toxicidade para artropodes, especialmente crustaceos e insetos.

No caso, para os insetos polinizadores, o maior perigo de exposi¢do por esses
agrotoxicos reside no fato deles apresentarem agdo sistémica, ou seja, circulam na seiva da
planta e entram nas células vegetais, podendo se fazer presentes no pdlen e no néctar,
consequentemente sendo coletados por insetos que utilizam desses para alimentagdao, como as
abelhas (SCHMUCK et al., 2001; STONER et al., 2012; DIVELY et al., 2012; BYRNE et al.,
2014). Mas eles também podem ser encontrados na vegetacdo adjacente, em aguas
consumidas pelas abelhas, e todas essas formas de exposi¢do podem afetar esses polinizadores
com consequéncias diretas para algumas culturas que possuem algum grau de dependéncia da
polinizacao realizada por esses insetos (ELBERT et al., 2008; FAROOQUI, 2012). Mesmo
em baixas concentragdes, os neonicotinoides causam desorientagdo, comunicagdo reduzida,
prejuizo no aprendizado e memoria, longevidade reduzida dos adultos e perturbagdo dos

ciclos de cria das abelhas (FAROOQUI, 2012; GOULSON, 2013).
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Os neonicotinoides sdo constituidos por uma classe de sete principios ativos:
acetamipride, clotianidina, dinotefuran, imidaclopride, nitenpiram, tiaclopride e tiametoxam
(JESCHKE et al., 2011). Enquanto algumas moléculas se mostram pouco toxicas para as
abelhas, como o acetamipride e o tiaclopride, outras, como o imidaclopride, tiametoxam e
clotianidina sdo altamente toxicas (EFSA, 2012). Isso provavelmente se deve a sensibilizagao
ocorrida no citocromos P450, responséavel pela desintoxicagdo da abelhas ap6s entrarem
entrarem em contato essas formulacdes contento algum desses principios ativos (MANJON et
al. 2018).

O inseticida Tiametoxam, representado abaixo, (3-(2-chloro-1,3-thiazol-5-ylmethyl)-
5-methyll,3,5-oxadiazinan-4-ylidene(nitro)amine) tem formula molecular CSH10CIN5SO3S e
uma massa molecular de 292,2 g mol-1, e foi sintetizado em 1991 como um pro-farmaco para
a producao da clotianidina (THANY, 2011). O mesmo ¢ considerado altamente toxico para as
abelhas (IWASA, 2004) e estd sendo comercializado no Brasil sob os produtos comerciais
Actara para aplicacdo no solo e pulverizagdo foliar; e Cruiser para o tratamento de sementes
(PEREIRA, 2010). O tiametoxam ¢ utilizado no Brasil principalmente na cultura de café e
laranja.

O tiaclopride ¢ o nome comum ISO para {(Z) -3 - [(6-cloro-3-piridil) metil]
tiazolidin-2- ilideno} cianamida (IUPAC), comecou a ser desenvolvido no inicio dos anos 80
e teve como molécula base o imidaclopride, ¢ um inseticida de contacto e combina baixas
doses administradas com grande eficacia. Ele ¢ comercializado em todo o mundo para
aplicagdo foliar e pertence a classe dos neonicotinoides de 2* geracao. E considerado menos

toxicos as abelhas (IWASA, 2004)

2.1.2 Abelhas e agrotoxicos

Recentemente, o uso de neonicotinoides, vem sendo apontado como um dos fatores
que pode estar relacionado com o declinio, tanto de abelhas manejadas, quanto de abelhas
nativas (VAN DER SLUIJS et al., 2013; GOULSON, 2013). Visando minimizar esses
impactos sobre as abelhas e demais seres vivos, um agrotoxico para ser registrado
comercialmente deve atender a normas de seguranga estabelecidas pelos 6rgaos reguladores
do pais onde sera utilizado, no caso Brasil, adotou um marco regulatorio baseado na atuagao
tripartite de trés ministérios agricultura (Ministério da Agricultura), saide (Agéncia Nacional

Vigilancia Sanitaria) e meio ambiente (Instituto Brasileiro de Meio Ambiente (IBAMA). No



18

caso de testes de toxicidade para abelhas, seguem padrdes internacionais e compreendem uma
série de testes de toxicidade do ingrediente ativo (i.a.) com protocolos estabelecidos pela
OECD (OECD, 1998). Esses testes devem indicar a margem de seguranga para o uso do
produto em relacdo a grande maioria das espécies ndo-alvo que possam, potencialmente,
entrar em contato com o mesmo a nivel de campo. Por ndo ser possivel testar o produto com
todas as espécies possivelmente afetadas, normalmente uma espécie ¢ escolhida para
representar as demais, e os testes sdo realizados somente nessa espécie em questdo € seus
resultados extrapolados para todas as demais daquele grupo de organismos (aves, abelhas,
espécies aquaticas, organismos do solo, etc.). No caso das abelhas, a espécie Apis mellifera
tem sido, por muitos anos, o modelo utilizado para os testes da OECD por ser a espécie de
abelha mais conhecida e estudada, além de possuir distribui¢cdo global, ser a mais comum nas
areas agricolas, e por possuir manejo conhecido e colonias com grande niamero de individuos,
o que facilita a obten¢do de grande ntimero de individuos para os testes.

No entanto, a medida em que estudos sobre o impacto dos agrotdxicos, especialmente
0os neonicotinoides, nas abelhas passaram a ser conduzidos com maior frequéncia, um
questionamento surgiu: se existem sete familias, 28 subfamilias, 67 tribos, 529 géneros e mais
de 20 mil espécies (DANFORTH et al., 2019), os testes realizados com apenas uma espécie
de abelha seriam realmente seguros? A espécie Apis mellifera seria um modelo realmente
representativo da grande maioria de espécies, na maioria dos ambientes?

Uma série de estudos realizados com outras espécies de abelhas (Bombus, Osmia e
abelhas sem ferrdo) sugerem que varias espécies de abelhas podem ser mais susceptiveis ou
apresentar susceptibilidade diferente para alguns compostos quando comparados com a
espécie modelo, indicando a necessidade dos testes serem realizados com um leque maior de
espécies, levando em consideragdo também as condigdes geograficas e ecoldgicas dos
diversos ambientes (MOMMAERTS et al., 2010; WHITEHORN et al., 2012; JACOOB et al.,
2012; DEL SARTO et al., 2014; BARON et al., 2017; MOREIRA et al., 2018; JACOB et al.,
2019). De fato, recentemente foram desenvolvidos protocolos para testes de toxicidade aguda
oral e por contato para Bombus terrestris (OECD, 2020), se encontra em desenvolvimento um
teste de toxicidade aguda por contato para abelhas solitarias do género Osmia para toxicidade
aguda oral e por contato para abelhas sem ferrdo do género Scaptotrigona (BIDDINGER et
al.,2013; PHAN et al., 2020; DORNELES; ROSA; BLOCHTEIN, 2016).

Um outro ponto importante ¢ que todos esses testes padrdes de toxicidade sdo

realizados usando o principio ativo do agrotoxico, enquanto no campo, a €Xposi¢ao sempre se
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da com o produto comercial, cujos efeitos, potencialmente, podem ser bem diferentes
daqueles do ingrediente ativo (i.a.). Embora o i.a. seja o principal constituinte do produto
formulado e comercializado, esse também inclui adjuvantes, estabilizantes, inertes,
suplementar, os quais podem ser toxicos por si mesmos, ou apresentarem uma acao sinérgica
com o i.a., potencializando o seu efeito toxico, diferente do observado e aprovado nos testes
de toxicidade padrao (HOLLOWAY et al., 1994; HOLLOWAY, 1998; SURGAN et al., 2010).
Portanto, ha a necessidade de estudos da toxicidade de agrotoxicos, especialmente os
neonicotinoides, que sejam conduzidos com outras espécies diferentes de Apis mellifera, bem

como usando as formulacdes comerciais ao invés de somente os ingredientes ativos.
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3 OBJETIVOS

Avaliar a mortalidade através da toxicidade de contato e oral de duas formulagdes
comerciais de neonicotinoides Actara 250 WG e Calypso 480 SC, contendo como
ingredientes ativos o tiametoxam e o tiaclopride, respectivamente, sobre duas espécies de

abelha sem ferrdo, Trigona aff fuscipennis e Scaptotrigona aff depilis (Hymenoptera: Apidae).

3.1 Objetivo especifico

Descobrir entre as duas espécies de abelhas selecionadas, qual a que apresenta

maior sensibilidade para as duas formulagdes utilizadas e qual o meio de exposi¢do ¢ mais

toxico para essas abelhas
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4 MATERIAL E METODO

O experimento foi realizado durante os anos de 2019 e 2020, no Laboratorio de
Abelhas da Universidade Federal do Ceara. As espécies de abelhas Trigona fuscipennis e
Scaptotrigona aff depilis foram selecionadas para serem utilizadas nesse experimento devido
ao porte pequeno, apresentarem colonias populosas, grande abrangéncia territorial no pais e
possibilidade de manter em cativeiro ou para obtencao das abelhas para os testes. As abelhas
de T. fuscipennis foram coletadas de ninho natural (figura 1), enquanto os individuos de
Scaptotrigona aff depilis vinham de uma col6nia manejada (figura 2), ambas no Setor de
Abelhas do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceara, Campus do Pici,
Fortaleza — CE, Brasil, localizado nas coordenadas geograficas 3.74° S e 38.58° W. As
abelhas campeiras foram o grupo de individuos selecionados para fazer parte do experimento,
pois sdo essas abelhas que naturalmente estariam entrando em contato com os agrotdxicos em
campo, seja no momento da aplicacdo quando tivesse em atividade de voo, em atividade de
forrageamento ou, quando pousam nas folhas, ou colhem os recursos florais como polen e

néctar.

Imagem 1 — Ninho natural de Trigona aft Fuscipennis

Fonte: autoria propria.
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Imagem 2 — Colonia manejada de Scaptotrigona aft depilis

Fonte: autoria propria.

As abelhas foram coletadas na frente de seus respectivos ninhos, utilizando uma gaiola
de plastico improvisada de fabricagdo propria (figura 3), somente para realizagdo da captura
das abelhas, para o caso de 7. fuscipennis, ¢ um aspirador bucal para Scaptotrigona aff depilis.

ApOs a captura, as abelhas eram levadas ao laboratorio para dar inicio ao experimento.
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Imagem 3 — Gaiola de aprisionamento para Trigona aff. fuscipennis

Fonte: autoria propria.

Os experimentos de exposicao foram estruturados a partir de adaptagdes dos teste que
tratam de toxicidade de abelhas de N°® 213, N° 214 e N° 245 do protocolo OECD (OECD,
1998a,b; 2017) para a comparacao da toxicidade das formula¢des comerciais por meio topico
e oral. As formulagdes comerciais dos agrotoxicos testados Actara 250 WG® e Calypso
480SC®, contendo como ingrediente ativos tiametoxam e tiaclopride, respectivamente, foram
os agrotoxicos selecionados para o experimento. Sendo assim, inimeros testes preliminares
com diferentes dosagens reduzidas dos agrotoxicos foram realizados para conseguir uma dose
que permitisse prosseguir com o experimento para doses de mortalidade.

Uma amostragem com cinco doses de cada agrotdxico foi adotada para o experimento,
seguindo Carvalho et al. (2017), o qual atribui esse numero de doses como o minimo
necessario para a realizacdo de bioensaios toxicoldgicos com insetos, valido para os dois
testes; o teste de toxicidade topica e oral. Além das cinco doses selecionadas, foi adicionada
mais uma dose sem contaminantes como controle. Para cada dose testada, 30 abelhas de cada
espécie eram contaminadas e aprisionadas em gaiolas, inclusive para testemunha negativa
(sem contaminantes). Em cada rodada de teste, foram utilizadas 180 abelhas e que ao final,
150 delas eram sacrificadas, caso sobrevivessem a exposi¢do aos agrotoxicos. As abelhas

mantidas no teste branco que continuassem vivas eram liberadas proximas aos seus ninhos de
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origem. As abelhas da espécie Trigona fuscipennis foram anestesiadas por resfriamento em
um freezer a uma temperatura de -2° C por 2 minutos. As abelhas da espécie Scaptotrigona aff
depilis mostraram-se extremamente sensiveis, morrendo rapidamente mesmo em periodos
mais curtos que um minuto. Dessa forma, para se evitar grandes mortalidades, a aplicagao
ocorreu com as abelhas aprisionadas na mao, sem a necessidade de resfriamento, sendo essas
colocadas nas gaiolas logo apds. Dando prosseguimento, no teste de toxicidade topica, o
volume de 1puL da solucdo contendo agrotoxico, ja diluido nas respectivas concentragdes, foi
aplicado na regido do pronotonum de cada abelha, contando-se para isso com o auxilio de
uma micropipeta monocanal de volume varidvel. O grupo do teste em branco, sem agrotéxico,
recebeu 0 mesmo volume de 1pL de 4gua destilada, sendo sempre o primeiro grupo a receber
as aplicagcdes para assegurar que ndo seriam contaminados, mesmo que acidentalmente. Ja
para o teste de toxicidade por via oral, as abelhas eram aprisionadas em gaiolas e o alimento
contaminado (xarope) por agrotoxico era fornecido nas dosagens preestabelecidas por meio de
tubos do tipo de ensaio tipo eppendorf, onde ficavam durante todo o experimento.

ApoOs serem expostas aos produtos, as abelhas foram colocadas em uma bandeja
pléastica por 10 minutos. Essas abelhas eram agrupadas em gaiolas de plastico de 250 mL
perfurados na tampa para haver circulacdo de ar e mantidas em camaras climatizadas tipo
BOD (demanda bioquimica de oxigénio) reguladas a 27 + 2°C, umidade relativa de 70 + 10%
com suprimento de dgua e alimento (xarope de dgua destilada + aglicar refinado cristal, na
proporcao 1:1) sem exposigdo, servidos a vontade em potes plasticos com uma tela para que
as abelhas ndo morressem afogadas. As abelhas selecionadas para o teste negativos eram
colocadas em BOD diferentes, para evitar exposi¢ao por solubilizagdo. As observagdes eram
realizadas a cada 24 e 48 horas ap6s o inicio do experimento, tanto para o teste de exposicao
topica, quanto para o teste de exposicdo oral, anotando-se, a cada horario estabelecido, o
numero de abelhas vivas e mortas. A morte das abelhas foi aferida apds elas ndo responderem
a estimulos. Para os agrotdxicos selecionados, tiametoxam e tiaclopride, os testes se

desenvolveram conforme a seguir.

a) Formulag¢ao comercial contendo tiametoxam (Actara 250 WG®);

Apb6s o periodo preliminar de testes, as cinco dosagens selecionadas para o

experimento foram: abelhas da espécie Trigona fuscipennis, o teste de toxicidade tdpica

contou com as concentragoes de 0,1 ng p.c./uL -.2 ng p.c./uL -0.3 ng p.c./uL -0.4 ng p.c./uL -
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0.5 ng p.c./uL e para o teste de toxicidade oral foram utilizadas concentragdes de 0.001 ng
p.c./ulL- 0.002 ng p.c./uL - 0.003 ng p.c./uL- 0.004 ng p.c./uL - 0.005 ng p.c./uL; abelhas da
espécie Scaptotrigona aft depilis, o teste de toxicidade oral foi realizado com as
concentracoes de 0.01 ng p.c./uL- 0.02 ng p.c./uL- 0.03 ng p.c./uL- 0.04 ng p.c./uL- 0.05 ng
p.c./uL e a toxicidade por topica foi conduzido com concentragdes de 0.02 ng p.c./uL- 0.04 ng
p.c./uL- 0.06 ng p.c./uL- 0.08 ng p.c./uL- 0,1 ng p.c./uL.

Os resultados foram analisados por meio de modelos de regressao nao linear de dose-
resposta. As fungdes empregadas para ajustar os modelos foram a log-logistica e a Michaelis-

Menten. As expressoes de tais fungdes foram:

Log-logistica: f(x) =c+d — c 1 + exp[b(log(x) — log(e))];

Michaelis-Menten: f(x)=c+d - c 1+ m/x;

No qual:

e equivale a mortalidade do teste de toxicidade topica ou oral;

b denota a inclinacao relativa ao redor de e;

¢ € o limite inferior;

d ¢ e o limite superior.

m (no modelo Michaelis-Menten) corresponde a dose que produz uma resposta exatamente no

ponto c+d/2, que neste caso corresponde a toxicidade topica ou oral (dadoquec =0ed = 1).

O modelo Michaelis-Menten foi aplicado apenas para modelar a propor¢do de mortes
das abelhas Trigona aff fuscipennis submetidas ao teste de toxicidade oral por 24 horas do
agrotoxico tiametoxam. Esse emprego foi uma alternativa devido a falta de ajuste do modelo
log-logistico aos dados. O Qui-quadrado de Pearson foi empregado para analisar a bondade de
ajuste dos modelos aos dados. A hipdtese nula ¢ de que o modelo se adequada bem aos dados.

Portanto, valores de p > 0,05 sugerem que o modelo ¢ adequado.

b) Formulac¢io comercial contendo tiaclopride (Calypso 480SC®);

Apo6s o periodo preliminar de testes, as cinco dosagens selecionadas para o

experimento foram: as abelhas 7rigona aff. fuscipennis, na qual o teste toxicidade topica foi
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realizado com as concentragdes de 0.1 ng p.c./uL ; 0.2 ng p.c./uL; 0.3 ng p.c./uL; 0.4 ng
p.c./uL; 0.5 ng p.c./uL e para o teste de toxicidade oral as concentra¢des foram 1 ng p.c./uL;
2 ng p.c./uL; 3 ng p.c./ulL; 4 ng p.c./uL; 5 ng p.c./uL. Para as abelhas Scaptotrigona aff
depilis, o teste toxicidade topica foi conduzido com as concentragdes de 0.001 ng p.c./uL;
0.002 ng p.c./uL; 0.003 ng p.c./uL; 0.004 ng p.c./uL; 0.005 ng p.c./uL e no teste de toxicidade
oral foram utilizadas concentragdes 0.002 ng p.c./uL; 0.004 ng p.c./uL; 0.006 ng p.c./uL;
0.008 ng p.c./uL; 0.01 ng p.c./uL.

Os resultados foram analisados por meio de modelos de regressao nao linear de dose-
resposta. As fun¢des empregadas para ajustar os modelos foram a log-logistica. As expressoes

de tais fungoes foram:

Log-logistica: f(x)=c+d —c 1 +exp[b(log(x) —log(e)) ]

Na qual:
e equivale a mortalidade do teste de toxicidade topica ou oral;
b denota a inclinacao relativa ao redor de e;
¢ ¢ o limite inferior;
d ¢ e o limite superior.
O qui-quadrado de Pearson foi empregado para analisar a bondade de ajuste dos
modelos aos dados. A hipdtese nula ¢ de que o modelo se adequada bem aos dados. Portanto,

valores de p > 0,05 sugerem que o modelo ¢ adequado.
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a) Formulacao comercial contendo tiametoxam (Actara 250 WG®);

27

Na tabela 1, sdo apresentados os resultados das estimativas pontuais e intervalares de

exposicao topica e exposicdo oral e sua qualidade de ajuste de acordo com o teste de y 2 de

Pearson. Atente que todos os p — valores sdo maiores que 0.05, sugerindo que os modelos

empregados descrevem corretamente os dados.

Tabela 1 — Resultados das estimativas pontuais e intervalares de mortalidade por exposi¢ao

oral e exposi¢do topica da formulacdo comercial de tiametoxam e sua qualidade de ajuste de

acordo com o teste de y 2 de Pearson. T= Trigona fuscipennis, S= Scaptotrigona aff depilis,

gl = graus de liberdade, LL = modelo log-logistico e MM = modelo Michaelis-Menten.

Intervalo De Qualidade De Modelo
. Confianca Ajuste Empregado
Formulagdo Espécie Teste Horas  ng/ul
2,50%  97,50% gl x2  p-valor
T 24 0,08131 0,04619 0,11644 13 15,278 0,29 LL
) 48 0,08443 0,06045 0,10841 13 7,357 0,883 LL
T €xposi¢ao
topica
S 24 0,06539 0,04003 0,09076 13 20,963 0,074 LL
Thiametoxam S 48 0,04474 0,03215 0,05733 13 12,981 0,449 LL
T 24 0,00029 0,89244 1,0583 12 9,179 0,688 MM
€xposi¢ao
S oral 24 230472 -6,48627 11,09572 13 5,728 0,955 LL
S 48 1,18265 -3,44017 5,80547 13 13,835 0,386 LL

Fonte: autoria propria.

A partir dos dados de mortalidade, foram calculados os valores de toxicidade de

exposicao topica e exposi¢ao oral, em 24 e 48 horas ap6s o inicio da exposi¢ao das abelhas ao

tiametoxam: As abelhas da espécie Trigona fuscipennis tiveram sua dose sua toxicidez de

exposicao topica de 0,08131 ng p.c /uL/abelha em 24 horas e de 0,08443 ng p.c/uL/abelha em
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48 horas, ja para os valores de exposicao oral, para a mesma espécie, foi de 0,00029 ng p.c
/uL/dieta em 24 horas. A utilizagdo da dose do experimento do presente trabalho ndo originou
valores para toxicidade de exposicao oral apds 48 horas de iniciado, isso porque as abelhas
ndo sobreviveram. Todas as abelhas morreram com a concentracdo minima, o que nao
permitiu a convergéncia do modelo mais que 24 horas, ndo sendo possivel aferir a dose para o
intervalo de 48 horas.

As abelhas da espécie Scaptotrigona aff depilis, apresentaram valores de toxicidez a
exposicao topica de 0,06539 ng p.c /ul/abelha em 24 horas e de 0,04474 ng p.c/uL/abelha em
48 horas, ja para os valores de exposicao oral, para a mesma espécie, foi de 2,30472 ng p.c

/uL/dieta em 24 horas e ap6s 48 horas de 1,18265 ng p.c /uL/dieta.

Figura 1 — Determinacao de dose de mortalidade apos exposi¢do topica, nos intervalos de 24
horas e 48 horas, do inseticida contendo Tiametoxam como principio ativo, para abelhas
operarias da espécie Trigona fuscipennis.
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0.2

Maortalidade de abelhas

0.0

| | T T 1
0 1 v (R

Concentracéo (x1D_1) de Tiametoxam (ng p.c./uL)

Fonte: autoria propria.
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Figura 2 — Determinacdo de dose de mortalidade apds exposi¢do oral, nos intervalos de 24
horas e 48 horas, do inseticida contendo Tiametoxam como principio ativo, para abelhas
operarias da espécie Trigona
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Concentracéo (J{1D_3) de Tiametoxam (ng p.c./uL)
Fonte: autoria propria.

Figura 3 — Determinacao de dose de mortalidade apos exposi¢do topica, nos intervalos de 24
horas e 48 horas, do inseticida contendo Tiametoxam como principio ativo, para abelhas
operarias da espécie Scaptotrigona aft depilis.
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Fonte: autoria propria.
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Figura 4 — Determinacdo de dose de mortalidade apds exposi¢do oral, nos intervalos de 24
horas e 48 horas, do inseticida contendo Tiametoxam como principio ativo, para abelhas
operarias da espécie Scaptotrigona aft depilis.
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Fonte: autoria propria.
b) Formulacao comercial contendo tiaclopride (Calypso 480 SC®);

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados das estimativas pontuais e intervalares de
exposicao oral e exposicao topica e sua qualidade de ajuste de acordo com o teste de y 2 de
Pearson. Atente que todos os p — valores sao maiores que 0.05, sugerindo que os modelos
empregados descrevem bem os dados.

A partir dos dados de mortalidade, foram calculados os valores de toxicidade para
exposicao topica e exposicdo oral, em 24 e 48 h apos o inicio da exposicdao das abelhas ao
tiaclopride: As abelhas da espécie Trigona fuscipennis tiveram sua toxicidade aferida para o
teste de exposicao tépica de 0,1578 ng p.c /pL/abelha em 24 horas (Tabela 2) e de 0,11697 ng
p.c/pL/abelha em 48 horas (tabela 1) ja para os valores de toxicidade via exposicao oral, para
a mesma espécie, foi de 5,35627 ng p.c /pL/dieta em 24 horas e exposicao oral 2,8739 ng p.c
/pL/dieta para 48 horas.

Ja as abelhas da espécie Scaptotrigona aff depilis, apresentaram valores de toxicidez a

exposicao topica de 2,06348 ng p.c /pL/abelha em 24 horas e de 0,00187 ng p.c/pL/abelha em
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48 horas, ja para os valores de exposicdo oral, para a mesma espécie, foi de 0,00489 ng p.c

/pL/dieta em 24 horas e apos 48 horas de 0,00123 ng p.c /pL/dieta.

Tabela 2 — Resultados das estimativas pontuais e intervalares de mortalidade por exposi¢ao
oral e exposicdo topica da formulagdo comercial de tiaclopride e sua qualidade de ajuste de
acordo com o teste de y 2 de Pearson. gl = graus de liberdade, LL = modelo log-logistico.

INTERVALO DE QUALIDADE DE MODELO
FORMULACAO ESPECIE TESTE HORAS ng/ul CONFIANGA AJUSTE EMPREGADO
2,50% 97,50% gl X2 p-valor
T 40,1578 0,09899 021662 13 19231 0,116 LL
T  exposicio 8 0,11697 0,07229 0,16166 '© 2514 0,067 LL
topica
S P 24 206348 -22,6092 2673617 13 7272 0,888 LL
48 13 LL
TACLOPRIDE S 0,00187 0,00128 0,00247 4,429 0,986
T 24 535627 3,66923 7,0433 13 8917 0,779 LL
T exposicio ‘8 28739 234976 339804 13 4129 0,99 LL
1
s o 24 0,00489 000319 000658 16 23.61 0,098 LL
S 48 000123 -0,00006 0,00253 13 21,887 0,057 LL

Fonte: autoria propria.

Figura 5 — Determinacao de dose de mortalidade apds exposigao topica, nos intervalos de 24
horas e 48 horas, do inseticida contendo Tiaclopride como principio ativo, para abelhas
operarias da espécie Trigona fuscipennis.
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Figura 6 — Determina¢do de dose de mortalidade apds exposi¢do oral, nos intervalos de 24
horas e 48 horas, do inseticida contendo Tiaclopride como principio ativo, para abelhas
operarias da espécie Trigona fuscipennis.
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Figura 7 — Determinacao de dose de mortalidade apds exposigao topica, nos intervalos de 24
horas e 48 horas, do inseticida contendo Tiaclopride como principio ativo, para abelhas
operarias da espécie Scaptotrigona aft depilis.

] 24h

ag - 48h

0.6

0.4

0.2

Maortalidade de abelhas

0.0

Concentracéo (x1 D_S) de Tiacloprido (ng p.c./uL)

Fonte: autoria propria.



33

Figura 8 — Determinacdo de dose de mortalidade apds exposi¢do oral, nos intervalos de 24
horas e 48 horas, do inseticida contendo Tiaclopride como principio ativo, para abelhas
operarias da espécie Scaptotrigona aff depilis.
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6 DISCUSSAO

A grande maioria dos trabalhos produzidos sobre toxicidade de agrotoxicos em
abelhas ¢ realizada usando o principio ativo dos produtos comerciais € a espécie Apis
mellifera como modelo biologico (OECD, 1998; FAROOQUI, 2012; LIMA; ROCHA, 2012;
DOUBLET et al., 2015; PISA et al, 2015). Contudo, existem estudos realizados com outras
espécies de abelhas (DEL SARTO et al., 2014; JACOB et al., 2012) entretanto ainda poucos
testando a toxicidade das formulagdes comerciais (JACOB et al., 2019). O presente estudo
gerou novos dados e produziu resultados originais sobre o efeito de dois produtos comerciais
a base de neonicotinoides e o fez em duas espécies de abelhas sem ferrdo, contribuindo para
minimizar essa lacuna de informagdes.

Investigando os diversos ingrediente ativos dos neonicotinoides, Iwasa et al. (2004)
ranqueou alguns destes por seu efeito toxicos as abelhas A. mellifera com base na DL50 em
24h para os pertencentes ao nitro-groupo: imidacloprid > clothianidin > tiametoxam >
dinotefuran > nitenpyram; e para os pertencentes ao ciano-groupo: acetamiprid > tiaclopride.
Considerando apenas os ingredientes ativos dos dois produtos comerciais usados no presente
estudo, o tiaclopride ¢ aquele que possui o efeito menos toxico em comparagao aos demais
neonicotinoides testados, corroborando com Mommaerts ef al. (2010), Blacquiére ef al. (2012)
e Pisa et al. (2015) que observaram que o tiaclopride tem propriedades menos toxicas para as
abelhas meliferas que o clothianidin, imidacloprid ou tiametoxam.

De fato, no caso especifico do principio ativo da outra formulacdo, o tiametoxam,
Henry et al. (2012 a, b) relatam uma alta mortalidade, levando a grande perda de abelhas mais
velhas, mas com as operarias apresentando maiores taxas de sobrevivéncia quando expostas a
menores doses. Ja& Kakamand ef al. (2008) relataram que tiametoxam em concentragdes
subletais culmina numa redu¢do na taxa de sobrevivéncia em abelhas jovens, podendo essa
causa estar relacionada com a imunossupressdo causada pelo efeito taxico do neonicotinoide
(Zhu et al., 2020) em concentragdes ndo realisticas de campo, em abelhas operarias mais
velhas a baixa concentragdo causaram altas taxas de mortalidade (96.67%) ocasionadas pela
destrui¢ao celular do intestino.

O estudo, conduzido com duas espécies de abelhas sem ferrdo e duas formulagdes
comerciais a base de tiametoxam e tiaclopride, os resultados mostraram-se contrastantes entre
as espécies de abelhas, tanto no que diz respeito a susceptibilidade dos testes de toxicidade

topico e oral, quanto na toxicidade dos neonicotinoides avaliados.
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a) Tiametoxam (Actara 240 WG®)

A formulagdo comercial aqui estudada, tendo como principio ativo o ingrediente
tiametoxam, apresentou-se toxica para as duas espécies de abelhas nativas testadas. Nesse
trabalho, quando comparadas as duas formas de exposi¢do (topica e oral) entre as duas
espécies de abelhas, foi observado que em Trigona fuscipennis, a dose topica apresentou
menor toxicidade do que a forma de exposi¢ao oral, onde niveis muito baixos foram capazes
de matar todos os individuos selecionados para o teste em até 24 horas apds exposi¢ao.

Os valores de toxicidade encontrados no teste por exposi¢do topica para a espécie
Trigona fuscipennis nao diferiram quando comparados os resultados de 24 e 48 horas, tendo
havido apenas pequeno aumento na concentracdo para 48h horas. No entanto, a formulagao
comercial se mostrou mais toxica para essa espécie de abelha do que para Apis mellifera no
estudo de feito com o ingrediente ativo (LAURINO et al., 2011), independentemente do
tempo de exposi¢do. J& no que se refere ao teste de toxicidade por exposicao oral, a
formulacao comercial matou todos os individuos do teste em 24h, mesmo em concentracdes
menores que quando comparados aos resultados encontrados de DL50 para o ingrediente
ativo em Apis mellifera (ALIOUANE et al., 2009; WINTERMANTEL et al., 2020). Esse
resultado impediu aferir a mortalidade do teste de exposi¢do topica em 48h. Portanto, 7rigona
fuscipennis mostrou-se extremamente sensivel a formulacao comercial a base de tiametoxam
testada nesse estudo, especialmente no que se refere a forma de exposi¢ao oral.

Em relagdo a Scaptotrigona aff depilis, embora os valores encontrados para toxicidade
por exposic¢do topica tenham se comportado dentro dos padrdes de diminuicao das 24h para as
48h, eles foram menores do que os encontrados para estudos de DL50 para o principio ativo
em Apis mellifera e outras abelhas sem ferrdo (LAURINO et al., 2011, MOREIRA et al.,
2018) contudo, mais tolerantes que Apis cerana, para esse principio ativo (YASUDA et al.,
2017). No que se refere aos dados obtidos para exposicao oral, embora apresentando o mesmo
padrao de doses maiores para as 24h e menores para as 48h, Scaptotrigona aft depilis
mostrou-se bem mais tolerante ao produto comercial utilizado do que 7rigona fuscipennis, e
mesmo Apis mellifera como observados para CL50 com o ingrediente ativo por Laurino et al.,
(2011). Esse resultado se mostra diferente dos estudos sobre a toxicidade de agrotoxicos em

abelhas através da qual, independentemente de espécie e principio ativo, geralmente
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demonstram que a forma de exposi¢do oral ¢ bem mais letal do que a topica (DECOURTYE;
DEVILLERS, 2010; BLACQUIERE et al., 2012; DEL SARTO et al., 2014).

Muitos sdo os fatores que estao envolvidos com a resposta de cada espécie a exposi¢ao
a produtos toxicos, como o tempo de exposicao, a concentracdo da dose, o sistema de
desintoxicacdo, tipo de alimento, exposi¢do do alimento, dentre outros (SUCHAIL et al.,
2001; DECOURTYE et al., 2010; SOARES, 2012; JACOB et al., 2014; GURGEL, 2020).
Decourtye et al. (2010), trabalhando com Apis mellifera, observou que abelhas operarias
apresentaram altas taxas de mortalidade quando alimentadas com polen contaminados. Nao
obstante, Suchail et al. (2001), usando o mesmo neonicotinoide, agora, utilizando como meio
contaminado uma concentragdo de 4gua com agucar, precisou de uma dose menor para obter
resultados semelhantes. Talvez o meio de exposicao possa influenciar na potencialidade do
produto como mostra a divergéncia encontrada nos trabalhos de Gurgel (2020) e de Soares
(2012) trabalhando com imidacloprid e espécies de abelhas proximas, Scaptotrigona aff
depilis e Scaptotrigona postica. Nesse casso, os autores encontraram valores diferentes de
toxicidade para o teste CL50, onde um utilizou uma concentracao de agucar e agua destilada e
0 outro, um mix proteico, respectivamente.

O presente estudo utilizou o tempo de exposi¢do padrao (24h e 48h) e a concentracio
da dose em fungdo das concentracdes encontradas nos pré-testes realizados para os testes de
toxicidade por exposicdo topica e exposicao oral. Sendo assim, talvez diferencas no sistema
de desintoxicacdo das espécies de abelhas estudadas, expliquem melhor as marcantes
diferencas encontradas tanto em suceptibilidade quanto na tolerancia em relagdo ao produto
comercial testado. De fato, Manjon et al (2018) trabalhando com o principio ativo do
Imidacloprido e Tiaclopride explicaram resultados obtidos entre Apis mellifera e Bombus
terrestris, € equivalentes aos aqui observados, por meio das diferencas encontradas nos
citocromos e metabolitos relacionados com mecanismo de desintoxicacdo dessas espécies,
demostrando rotas diferentes para as duas espécies, onde apds o contato com o0s
neonicotinoides utilizados um ou um grupo do citocromo P450 foi responséavel pela tolerdncia
da abelha Apis mellifera ao neonicotinoide tiaclopride, e para a espécie de Bombus usada, nao
houve sensibilizacdo do mesmo grupo € nem apresentou tolerancia a0 mesmo neonicotinoide.
No entanto, trabalhos que abordam a toxicidade de inseticidas para 4. mellifera e abelhas sem
ferrdo com base em valores de DL50 apontam uma maior tolerancia da primeira em relagao
aos meliponineos (VALDOVINOS-NUNEZ et al., 2009; HARDSTONE; SCOTT, 2010;
JACOB et al.,2012; LOURENCO et al., 2012).
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Além dos efeitos letais, os agrotoxicos também sdo responsaveis por varios efeitos
subletais, ja bem documentados e descritos para as Apis mellifera, mas pouco conhecidos para
outras espécies de abelhas, especialmente os meliponineos (FREITAS; PINHEIRO, 2012;
PINHEIRO; FREITAS, 2010; BAINES et al., 2017). Estudos realizados at¢ o momento,
abordando testes de toxicidade do principio ativo de varios neonicotinoides conduzidos com
operarias adultas de A. mellifera tém reportado efeitos prejudiciais em nivel de colonia sobre a
orientagdo das abelhas campeiras, diminuicao de forrageamento e aumento da mortalidade
(HENRY et al., 2012); diminui¢cdo na comunicacao ¢ mobilidade desses insetos, indugao de
mudangas morfofisiologicas em diferentes 6rgdos internos (CATAE et al., 2014; GREGORC
et al., 2016); efeitos citotoxicos no cérebro das abelhas, atingindo neurénios e também as
células do intestino (MOBBS, 1985; FAHRBACH, 2006; FAHRBACH, et al, 1998;
KOMISCHKE et al., 2005; ROSSI et al., 2013); inquietude das abelhas (LAMBIN et al.,
2001); além de diferentes efeitos subletais, como hiperatividade, tremores, lentiddo ou
auséncia de movimentos (BAINES et al., 2017); perda do aprendizado olfatorio, reflexo de
extensao da probodscide, alteragdo no aprendizado, na percepcao dos teores de actcar de um
alimento e agua (EL HASSANI et al., 2008; ALIOUANE et al., 2009).

Fischer et al. (2014) expuseram abelhas adultas a doses subletais de alguns
neonicotinoides, dentre eles o tiaclopride (1,25 pg/abelha) e, posteriormente, monitoraram os
voos das abelhas, observaram que a taxa de retorno com sucesso foi significativamente menor
para as abelhas que foram expostas aos neonicotinoides e, posteriormente, as variaveis que
dificultariam o voo das abelhas foram reduzidas, como saliéncias no terreno, obstaculos e
curvas de niveis acentuadas € mesmo assim, menos voos diretos de retorno a colénia foram
realizados.

Em abelhas maiores, como caso do género Bombus, foram observados que os
neonicotinoides tiaclopride, tiametoxam e imidaclopride, provocam uma diminui¢do na
oviposicdo das rainhas, na eclosdo das larvas, na taxa de crescimento das colonias e no
(BARON et al., 2017; MOMMAERTS ef al., 2010; WHITEHORN et al., 2012). No que diz
respeito ao presente estudo, as observacdes mostraram que as operdrias de Trigona
fuscipennis apresentaram comportamento de canibalismo apds serem expostas ao agrotoxico.
Além disso, as abelhas apresentaram tremores, desorientacdo, agitagdo frenética, andar em
circulos dentro da gaiola, incapacidade de locomocdo, morte na fonte de alimento, muito
semelhante ao descrito para Apis mellifera. Com exce¢ao do canibalismo, os mesmos

comportamentos foram observados para as operarias de Scaptotrigona aff depilis, porém em
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menor intensidade, quando comparados os comportamentos para as duas espécies do presente
estudo. Gurgel (2020), trabalhando com Scaptotrigona aff depilis, mas com a formulacao
comercial do Imidacloprido, observou sintomas de intoxicagdo semelhantes aos encontrados
nesse trabalho em doses subletais como tremores nas pernas e asas, agitacao, dificuldades em
manter o equilibrio e prostragao.

Essas observagdes foram feitas inclusive em doses inferiores as letais. No caso de Apis
mellifera, apOs a exposi¢do ao neonicotinoides, esses comportamentos estariam relacionados
aos tipos de ligacdes feitas nos cérebros das abelhas pelos receptores pds-sinapticos
nicotinicos da acetilcolina (nAChR), esses estdo localizados principalmente nos ‘mushroom
bodies’, responsaveis pela interacdo multissensorial (Bicker, 1999). tendo como possiveis
resultados hiperexcitacdao, podendo ocasionar até a morte da abelha (TOMIZAWA; CASIDA,
2005).

E importante levar em consideracio a susceptibilidade de abelhas nativas sem ferrdo
expostas a doses ndo letais de agrotoxicos, pois estas podem ter a memoria e o aprendizado
alterados, dificuldades na busca por alimentos, distingao dos teores de agucares no alimento
ofertado, desenvolvimento e sobrevivéncia de crias e a falta de habilidades no desempenho de
atividades vitais a colonia, de forma semelhante ao observado em Apis mellifera (GOULSON
etal.,2015; PISA et al., 2015). Atualmente, ndo ha estudos abordando os efeitos cumulativos
ou efeitos de exposi¢des simultaneas a varios compostos da familia dos neonicotinoides sejam
eles os ja conhecidos, como acetamipride, clotianidina, dinotefuran, imidaclopride, nitenpiram,
tiaclopride, tiametoxam, ou os novissimos cicloxapride, imidaclotiz, paichongding,
sulfoxaflor, guadipir e flupiradifurona (PISA et al., 2017; SIMON-DELSO et al., 2015; VAN
DER SLUIJS et al., 2015).

b) Tiaclopride (Calypso 480SC®);

A formulagdo comercial que tem como principio ativo o ingrediente tiaclopride,
apresentou-se toxica para as duas espécies de abelhas sem ferrdo testadas. Ao se comparar os
resultados encontrados de mortalidade por exposi¢do topica e exposigdo oral entre as abelhas,
levando em consideracdo a forma de exposicdo em relagdo a toxicidade da formulagdo
comercial, observou-se uma diferenca de resultados, onde o tiaclopride mostrou-se mais
toxico para a abelha da espécie Trigona fuscipennis, quando a via de exposi¢ao foi a topica,

enquanto que a forma mais toxica de exposicdo para a abelha da espécie Scaptotrigona aff.
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depilis foi observada no teste por via oral. Uma série de fatores pode afetar a mortandade ou
resisténcia das abelhas a acdo dos agrotoxicos, como a idade do individuo, sensibilidade da
espécie, forma de acdo do agrotoxico, tipos de citocromos e metabolitos sensibilizados, forma
de exposicao etc. (SUCHAIL et al., 2001; DECOURTYE et al., 2010; SOARES, 2012;
JACOB et al., 2014; MANJON et al., 2018; GURGEL, 2020). De fato, os dados do presente
estudo sugerem que as duas espécies apresentam diferentes graus de suceptibilidade tanto ao
produto comercial testado quanto 4 forma de exposi¢do a este, refor¢ando a necessidade de
que estudos sobre os efeitos toxicos sejam conduzidos com mais espécies e considerem
aquelas mais sensiveis.

Realizando teste de toxicidade do principio ativo tiaclopride, e utilizando a espécie de
abelha Apis mellifera, Laurino et al. (2011) observaram que o tiaclopride, dentre dos
neonicotinoides testados, era 0 menos toxico para as abelhas, corroborando com Iwasa et al.,
(2004), EFSA, (2012) e Bommuraj et al., (2021), e que os efeitos subletais eram passageiros
apods 48 horas de exposicao. Embora tenha sido considerado menos toxico para a espécie de
abelha Apis mellifera, os efeitos foram toxicos para as abelhas sem ferrdo aqui testadas, tendo
em vista que baixas concentragdes da formulacdo comercial contendo tiaclopride foram
capazes de matar 50% dos individuos do teste. Laurino et al., 2011, ndo observaram
mortalidade de abelhas Apis mellifera em 24 horas e 48 horas apos iniciado experimento.
Contudo, alguns resultados podem ser controversos uma vez que diferentes metodologias
podem ter sido utilizadas e variagdes podem ocorrer de acordo com as normas empregadas em
diferentes laboratérios (FAUCON et al., 2005; CRESSWELL, 2011).

Os resultados de exposi¢do topica e exposicdo oral de tiametoxam, encontrados no
presente trabalho, estdo menores que os encontrados por Rortais ef al. (2005) e Botias ef al.
(2015, 2016) em poélen e no néctar coletados por abelhas meliferas, em situagao real de campo,
e menores ainda que concentragdes de tiaclopride observadas em amostras de polen na
Alemanha (GENERSCH et al., 2010) e na Eslovénia, apés o primeiro ¢ o sexto dia da
aplicacdlo em um pomar de mac¢d, mas onde curiosamente ndo foram observadas
concentracoes do agrotoxico no pao de abelha (SMODIS SKERL et al., 2009). Goulson (2013)
afirma que dentre os neonicotinoides, o tiaclipride apresenta maior rapidez de degradagao no
ambiente, cerca de 3-73 dias, e que uma vez sendo considerado menos toxico para as abelhas,
vem sendo utilizado indiscriminadamente e, at¢é mesmo sendo recomendado para aplicagdo
em ¢época de florescimento de culturas (GODFRAY et al., 2014; BAYER, 2015). Observagdes

em areas de plantio com sementes tratadas com tiaclopride, apresentaram uma toxicidade
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multigeracional sobre o efeito reprodutivo de Folsomia candida (VAN GESTEL et al. 2017).
Chan e Raine, (2021) observaram efeitos negativo sobre a reproduc¢do da abelha solitaria
Eucera pruinosa em areas de producao de Cucurbita pepo tratadas com esse neonicotinoide.

Esses resultados alertam para um possivel efeito toxico para as duas espécies aqui
testadas (7. fulcipennis e S. depilis) em areas de cultivos agricolas, ou proximas a eles, que
utilizam desse agrotoxico devido a alta susceptibilidade dessas abelhas. Os manejos de
pulverizagdes em areas agricolas podem intervir na potencialidade toxicoldgica do tiaclopride.
Quando pulverizado conjuntamente com o Triazol ou Butoxido de piperonil, o principio ativo
do tiaclopride pode ter o seu efeito toxico potencializado (IWASA et al., 2004; SCHMUCK et
al.,2003; KRUPKE et al., 2012).

Durante o experimento, foram observados alguns comportamentos das abelhas sob
dose subletais para as duas espécies testadas; as observagdes mostraram que as operarias de
Trigona aff fuscipennis apresentaram comportamento de canibalismo apos algumas horas
depois de serem contaminadas com o agrotoxico.

Fischer et al. (2014) expuseram abelhas Apis mellifera adultas, a doses subletais de
tiaclopride (1,25 pg/abelha) e observaram que estas foram comprometidas em desempenho de
sucesso para voos diretos de retorno a coldnia ou, efeito direto, provocando diminui¢do na
oviposicao das rainhas, na eclosdo das larvas, na taxa de crescimento das coldnias em abelhas
maiores (BARON et al., 2017; MOMMAERTS et al., 2010; WHITEHORN et al., 2012). Nao
obstante, foi demostrado que a abelhas expostas a tiaclopride e Nosema ceranea, dois fatores
estressantes, ocasionam um aumento na taxa de mortalidade para as abelhas (VIDAU et al.
2011; AUFAUVRE et al., 2012). Liu et al. (2020) observou que tiaclopride pode causar certa
toxicidade na microbiota do intestino das abelhas meliferas, contudo foram capazes de se
recuperar, ap6s 13 dias de expostas ao agrotoxico.

Nos testes de laboratorio realizados durante o experimento, nao foi observada a
presenga de vomitos ou mortalidade como descritos por Laurino ef al. (2011) para a espécie
Apis mellifera, entretanto, no presente estudo, houve mortalidade de todos os individuos no
intervalo de 72 horas apods o inicio do experimento para Trigona aff. fuscipennis, € 96 horas
para Scaptotrigona aft depilis. Esse resultado corrobora com Jacob et al. (2012) e Del Sarto et
al. (2014) quando afirmam que essa classe de agrotoxico possa ser mais toxica para
meliponineos do que para Apis mellifera. Os resultados desse estudo fornecem informagdes
que corroboram com Renaud et al., 2018, onde, aconselham a investigagdo para os efeitos

toxicolégicos da formulacdo comercial do tiaclopride a nivel de campo. Existem variagdes
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nos valores de dose letal encontradas neste estudo, em comparagdo a outras pesquisas com
neonicotinoides.

Estas variacoes podem ser atribuidas a influéncia de fatores como variabilidade
genética de cada populagdo de abelhas estudada, mudangas ambientais dos locais de origem
das populagdes, execu¢do da metodologia empregada e diferenca na capacidade de
desintoxica¢dao de uma colonia para o outro, bem como diferentes formulagdes comerciais de
inseticidas com o mesmo principio ativo, os quais variam quanto ao tipo e quantidade dos
ingredientes inertes (BOVI, 2013; SUCHAIL et al., 2001). Os resultados encontrados
evidenciam que doses subletais de tiaclopride apresentam efeitos negativos, DL50, nos
proporcionando importantes indagagdes sobre desafios do uso desse neonicotinoide na

agricultura manejada, como ja questionado por Tison et al., (2017).

¢) Agrotoxico

O presente estudo apresentou valores de concentragio para EXPOSICAO TOPICA e
EXPOSICAO ORAL divergentes aos encontrados em outros estudos, talvez, pelo fato de o
trabalho estar utilizando, para os testes, a formulagdo comercial, ¢ ndo somente o principio
ativo do agrotdxico. A formulagdo comercial em si, ndo apresenta s6 um Unico ingrediente, ela
¢ a soma do principio ativo com componentes inertes, adjuvantes e/ou co-fomulantes. Esses
ingredientes ativos sao utilizados para influenciar a absor¢ao estabilidade, além de influenciar
a degradacdo e promover a ativagao do principio ativo, transformando-o em agrotoxico (FOY;
PRITCHARD, 1996; MARUTANI; EDIRVEERASINGAM, 2006; KUCHARSKI;
SADOWSKI, 2011; TRAVLOS et al., 2017). Ingredientes inertes, suplementar, adjuvantes
nas formulagdes comerciais sdo frequentemente utilizados para aumentar a eficiéncia dos
ingrediente ativos e podem também, inadvertidamente, potencializar os efeitos toxicologicos
em organismo nao alvo depois da aplicagdo (HOLLOWAY et al., 1994; HOLLOWAY, 1998;
SURGAN et al., 2010) Muitas vezes esses co-formulantes sdo também vendidos
separadamente, utilizados como agrotoxicos e sob o nome de adjuvantes, que geralmente sao
adicionados em preparacdes para pulverizagoes agricola (MARKET, MARKETS, 2021).
Alguns neonicotinoides possuem em sua formulacdo substancias surfactantes que possuem
um efeito toxico para as abelhas (CIARLO et al., 2012, CHEN et al., 2017). Chen e Mullin

(2013) observaram exposi¢ao desse adjuvante em mel, pélen e cera armazenados nas colmeias.
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Klatyik et al., (2017) relata que formula¢des comerciais podem conter varios aditivos além do
ingrediente ativo.

Esses aditivos sao caracterizados inertes apenas para o carater da formulagdo, podendo
essas substancias apresentar carater toxicologico como efeitos colaterais sobre organismos
ndo alvos, como ¢ o caso dos surfactantes. Observagdes realizadas por Fine et al. (2017),
demostraram que a exposi¢do por surfactantes pode at¢ mesmo influenciar em uma patologia
viral para larvas da abelha melifera. Ignorar essa combinacao de ingredientes pode levar a
uma ma interpretacao da real toxicidade da formulacao comercial como um todo (MESNAGE;
ANTONIOU, 2018). Formulagdes comerciais e seus ingredientes ativos apresentam diferentes
graus de toxicidade, e essas sensibilidades variam entre as espécies e estrutura quimica da
formulacao. Takécs et al. (2017), por exemplo, concluiram que a toxicidade da formulagao
comercial Apache 50 WG® ¢ 46,5 vezes mais toxica para Daphnia magna que o seu principio
ativo clothianidin, outro neonicotinoide. Por outro lado, os mesmos autores observaram que
as formulacdes comerciais de Calypso 480SC® e Actara 240 SC®, contendo tiaclopride e
tiametoxam respectivamente, foram 2 e 3 vezes menos toxicas para D. magna, do que seus
ingredientes ativos, resultado totalmente oposto ao observado no presente estudo para Trigona

aff fuscipennis e Scaptotrigona aft depilis.
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7 CONCLUSAO

As formulagdes comerciais de agrotoxicos tendo por ingrediente ativo tiametoxam e
tiaclopride se mostraram toxicas para as espécies de abelhas sem ferrdo Trigona aff
fuscipennis e Scaptotrigona aft depilis.

Alguns efeitos subletais, ja observados para espécie referéncia nos testes de toxicidade
de agrotoxicos, foram observados nas abelhas sem ferrdo Trigona aft fuscipennis e
Scaptotrigona aft depilis, contudo, a T. fuscipennis, apresentou um comportamento de
canibalismo, comportamento que ndo foi demostrado por nenhuma outra espécie quando
submetidas ao teste de toxicidade.

O estudo aqui apresentado vai de encontro as premissas de que Apis mellifera possa
ndo ser uma boa espécie de referéncia para avaliar a seguranga da acdo toxicologica dos
agrotoxicos em abelhas. Além disso, demostra que o uso de uma unica espécie como
referéncia geral pode ndo avaliar os riscos toxicologicos adequadamente, como demonstrados
pelas variagdes dos valores encontrados para mortalidade mostrados no teste de toxicidade em
exposicao topico e exposi¢ao oral para as duas espécies de meliponineos e agrotoxicos
testados.

As informagdes geradas por essa pesquisa, demonstram a importancia de se rever a
metodologia que atualmente ¢ empregada em testes de toxicidade para abelhas, uma vez que a
toxicidade dos agrotoxicos testados se mostrou muito maior nos testes com a formulagao

comercial do que nos estudos com o principio ativo.
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