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RESUMO

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a cidade do
hydroxymethylfurfural (HMF) e do thiamethoxam, beomo a interacdo entre
0s compostos parddpis mellifera. Os bioensaios foram realizados em
delineamento casualizados, sendo que cada tratarfeertomposto por cinco
repeticdes, e sendo que cada, com 20 abelhasat@séntos foram formados a
partir de concentraces subletais, equivalented @ d 1/100 da Loael ("Low
observable effect level") do HMF e do thiamethoxgue foram fornecidos no
alimento de maneira cronica e aguda. Para o tratano®ntrole, foi fornecido
apenas solucdo de sacarose,® {1:1) isento de quaisquer produtos. As abelhas
foram obtidas no apiario do Departamento de Entogi@alUFLA, anestesiadas
com CQ por dois minutos para montagem dos experimentgjos mantidas
em camara climatica a 28+ &, UR de 60+10% e escotofase de 24 h.
Constatou-se que independente da concentragdo oeHiMRiamethoxam foram
téxicos para as abelhas, sendo os efeitos maisupec@uos quando esses
compostos foram fornecidos em associa¢do. Obsawaysie em funcdo da
dieta utilizada, h& variacdo na sobrevivéncia dibdtas deA. mellifera. A
maior sobrevivéncia foi observada quando as abdtirasn alimentadas com
sacarose, seguido do agUcar invertido artesangleaa invertido comercial
(GludexX) com médias de 228 horas, 216 horas e 207 hesysctivamente.

Palavras-chave: Abelha. Formaldeido. Neonicat@olnteracao.



ABSTRACT

The present work aimed at evaluating the toxicity the
hydroxymethylfurfural (HMF) and thiamethoxam, asliwas the interaction
between the compounds f@pis mellifera. The biotrials were performed in
randomized design, with each treatment comprisdilefreplicates, each with
20 bees. The treatments were formed from sub-lethatentrations, equivalent
to 1/10 and 1/100 of Loael (Low observable effemtel) of the HMF and
thiamethoxam, which were provided in a chronic andte manner in the food.
For the control treatment, we provided only thauoh of sucrose + 0 (1:1),
exempt of any product. The bees were obtained @ apiary of UFLA’s
Entomology Department, anesthetized with f0® two minutes for the
assembly of the experiments, maintained in climeliamber at 28£Z, RH of
60+10% and 24 hour scotophase. We observed thdgpémdent of the
concentration, HMF and thiamethoxam were toxic e bees, with a more
pronounced effect when these compounds were prdwidassociation. We also
observed that, in function of the diet used, the&es variation in the survival
of A. mellifera adults. A larger survival rate was verified whea tees were fed
with sucrose, followed by artisanal invert sugad ammmercial invert sugar
(Gludex®) with averages of 228 hours, 216 hours20ihours, respectively.

Keywords: Bee. Furaldehyde. Neonicotinoid. rattion.
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1 INTRODUCAO

As abelhasApis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae) séo
insetos de grande interesse agrondmico, ambientabc@mecondmico, que
permitem a obtencdo de grande valor econdmico ¢ gedtia real, polen e
prépolis, além de polinizar indmeras plantas, s&jg ambientes naturais e/ou
agricolas, proporcionando a fecundacédo cruzadategue&omo consequéncia, 0
aumento da producéo e qualidade dos alimentos (BROBHENK et al., 1996;
DELAPLANE; MAYER, 2005; HAJJAR; JARVIS; GEMMILL-HEREN,
2008).

As abelhas se alimentam basicamente de agua, @&, sendo que o
mel é obtido a partir da coleta de néctar das g@bamissim como o pdlen.
Entretanto, em algumas épocas do ano, ocorre asegcedesses recursos, o que
restringe o desenvolvimento das colmeias (HAYDARY(Q; PEREIRA et al.,
2006). Para minimizar a falta de alimentos, é compelos apicultores, a
utilizacdo da alimentacdo suplementar, formuladarda maneira geral a base
de sacarose 50% (peso/volume). Entretanto, asasbafio utilizam a sacarose
sem que ela seja desdobrada, mesmo que parciaJneentglicose e frutose.
Para que ocorra essa inversdo, as abelhas seceszimas nas glandulas
hipofaringeanas, o que acarreta por parte do ingedmdes gastos energéticos
0s quais pode afetar diretamente na sua sobrev@&§BARKER; LEHNER,
1978; CRANE, 1979).

Uma alternativa € o fornecimento de acUcar invertigue pode ser
comercial ou produzido de forma artesanal (PEREIRA al.,, 2006;
SCHAFASCHEK et al., 2008; BRIGHENTI et al., 201Epsa solucdo € obtida
por meio da hidrélise acida da sacarose, tambérhecia como inversao.
Geralmente, o aclcar invertido é produzido a pddiaquecimento da solucao

composta de agua, sacarose e um acido alimenifmi@xemplo, o tartarico ou
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citrico (BLANCHARD; GEIGER, 1984; BRIGHENTI et al2011). Contudo,
durante o processo de inversao da sacarose devidgugcimento em excesso,
pode ocorrer a formacao do hydroxymethylfurfuraM{f), que é um composto
téxico para as abelhas (Le BLANC et al., 2009).

O HMF é uma substancia naturalmente presente n@ melxarope de
aglcares invertidos, sendo que a partir da coragirde 150 mg1, pode
comprometer o desenvolvimento das colénias (PRANE&tMI., 2001), devido
sua acgao citotoxica, que pode provocar disentedanificacdo do epitélio do
intestino médio das abelhas (BAILEY, 1966).

Outro fator prejudicial para as abelhas é o riseoedposicdo aos
produtos fitossanitarios utilizados na agricultysara o controle de diferentes
artropodes-pragas, que também pode contaminaredisaabpelo polen, néctar
ou exudados das plantas que possivelmente conteneaiuos desses
compostos (GIROLAMI et al., 2009).

Dentre os inseticidas amplamente utilizados na caliura, os
compostos pertencentes ao grupo quimico dos neiicies merecem posicao
de destaque (MAIENFISCH et al., 200dAUEN et al., 2001; TOMIZAWA,
CASIDA, 2005). Entre eles, destaca-se o thiametimoxpie € empregado tanto
para tratamento de sementes, aplicacao no solaleerizacdo. Porém, diversos
estudos salientam os efeitos toxicos desse indatés abelhas. Carvalho et al.
(2009) confirmaram a alta toxicidade desse compostostrando que,
independentemente do modo de exposicdo (pulvedzangestdo e residuo na
superficie da cultura), o thiamethoxam (37,5 ngiadé uL) é extremamente
téxico para as abelhas, com uma média dg dé¢ 3,57 horas.

Assim, devido a necessidade de manutencao dasalieA. mellifera
durante o periodo de escassez de alimento no caepom a pratica de
fornecimento de um alimento contendo o HMF, conpasixico para as

abelhas, somando-se o risco de contamina¢éo caticidas, durante a coleta
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de recursos, com o presente trabalho objetivowaiaaa toxicidade de HMF e

do thiamethoxam, fornecidos isolodos ou em asségiac
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia e manejo alimentar deApismellifera

As abelhas\. mellifera sdo exploradas tanto para a obtenc&o de produtos
apicolas, como mel, prépolis, cera, pélen e getsl quanto para a polinizacao
das flores, que representa um servico fundameatalgroducéo agricola, assim
como para manutencao dos ecossistemas naturaifiesmdo a variabilidade
genética das espécies e, consequentemente o audaeptoducdo de frutos e
sementes (DANKA; RINDERER, 1986; DEJONG et al., @0HAJJIAR;
JARVIS; GEMMILL-HERREN, 2008; FREITAS; PINHEIRO, 2@). No
cenario técnico-cientifico, as abelhas tém sidizatias tanto como organismos
modelos para o estudo de fung¢des cognitivas (DESNHRECOURTYE;
DELPUECH, 2007; GIURFA, 2007) quanto bioindicadorde disturbios
causadas pelo uso de produtos fitossanitarios (MBRINA et al., 2008;
BADIOU-BENETEAU et al., 2012). Dos agentes polimipees, as abelhas sdo
responsaveis pela polinizagdo de aproximadamefted#s espécies cultivadas
comercialmente, o que representa cerca de 35% al#ugio mundial das
culturas (KLEIN et al., 2007). J& as abelhas melffepermanecem como o0s
principais polinizados mais utilizados nas monagak mundiais (WILLIAMS,
1994), o que representam cerca de 80% da polizg€EARRECK;
WILLIAMS; LITTLE, 1997).

A criacdo deA. mellifera é uma atividade de grande importancia, devido
ao alto valor agregado de seus produtos (mel, psopcera, geleia real e
aptoxina). Outro segmento da apicultura que estadoseexplorado
principalmente nos Estados Unidos e na Europaléguel das col6nias para a
polinizacdo, com a finalidade de aumentar a pranlwids culturas seja no
campo ef/ou cultivos protegidos (DANKA; RINDERER, 8869
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ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS PARA ALIMENTACAO E
AGRICULTURA, FAO, 2004; DEJONG et al., 2006). Dessedo, o ato de
coletar os recursos para a colbnia, seja em etarssis naturais ou em areas
cultivadas, esses insetos acabam realizando aizag#io, garantindo a
fecundacdo cruzada e o fluxo génico, além do awmeatprodutividade de
frutos e sementes (CARRECK; WILLIAMS LITTLE, 199KELLER; FLURI,
IMDORF, 2005; DEJONG et al., 2006; GALLAI et alQ@; BREEZE et al.,
2011).

A alimentacgdo das larvas e adultosAdendllifera consiste em uma dieta
a base de agua, néctar e o pélen floral, bem cemoscexsudados (HAYDAK,
1970; WOLFF, 2007; BRODSCHNEIDER; CRAILSHEIM, 2010 néctar
fornece os carboidratos necessarios 0s quais s@ertidos em mel que é
estocado nos favos e utilizado como fonte de eagajia suprir as necessidades
da colmeia; o podlen supre as exigéncias de amitosiclipideos, vitaminas e
minerais para o desenvolvimento de sua estrutumao e a agua cumpre
papel de transporte e dissolucdo de substanciesnd® de meio para varias
reacBes quimicas, além de auxiliar na regulacddedgeratura e umidade
dentro do ninho (HAYDAK, 1970; KELLER; FLURI; IMDOR 2005;
BRODSCHNEIDER; CRAILSHEIM, 2010).

Para a obtencdo de sua dieta alimentar, as opemdeiad. melifera
visitam varias espécies vegetais durante 0 seudaico ao fato de as plantas
fornecerem diferentes valores nutricionais no méetano poélen (HAYDAK
1970; KELLER; FLURI; IMDOREF, 2005). A coleta dessesursos ao longo do
dia varia de acordo com as necessidades da cadsisg disponibilidade no
campo (FREE, 1980). Entretanto, em algumas épocaand as abelha&.
mellifera passam por periodos de queda na quantidade de pOleéctar
disponiveis no campo, devido as condi¢Bes edafétiias, ocorrendo uma

reducdo na producdo de mel e nos estoques de qEderoimeias, restando aos
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enxames consumir as reservas estocadas nos faW@kHWY 2007). Pequenas
variagBes didrias na quantidade de recursos alimentoletados podem vir a
influenciar no desenvolvimento das fases jovengmianto, oscilagcbes maiores
podem ter ainda efeitos mais agravantes (FREE,; 98BIAFASCHEK et al.,
2008).

A auséncia de pdlen pode ocorrer em qualquer perffladano, seja
perante aos fatores ambientais (DOULL, 1975), oummmnento em que as
abelhas estdo visitando plantas que produzem mmditdar e pouco podlen
(JOHANSSON; JOHANSSON, 1977). Com relacdo ao nget@scassez pode
ocorrer nos periodos em que se tém longos periddoshuvas intensas e
constantes, pois as flores podem perdem o néataguando ocorrem longos
periodos com baixas temperaturas em que as ahmhHiisamente cessam suas
atividades e ndo saem das colbnias para realizaréonrageio (LENGLER,
2000).

Contudo, devido ao intensivo manejo por parte dpguliores, é
comum as reservas alimentares dos enxames sererto rpeguenas,
insuficientes para todo o periodo de escassez (WWQORB07). Devido a retirada
do mel realizado pelos apicultores pode acabariatasdo diversos danos a
coldénia como: desenvolvimento inadequado das glaaduaipofaringeanas e
corpo gorduroso dos insetos; reducdo da longeviddésequilibrio entre a
quantidade de adultos emergentes e as mortes;aediacdistancia percorrida
durante os voos e diminuicdo da resisténcia ascdse(KELLER; FLURI,
IMDORF, 2005; PEREIRA et al., 2006; ALAUX et al.020; BRIGHENTI et
al., 2011).

Uma medida entdo adotada pelos apicultores paranipar os efeitos
da escassez de alimento, é a utilizacdo da alig@mtartificial. Esse tipo
alimentacao resulta em uma série de beneficiosgaaddnia, pois garante um

desenvolvimento continuo e a manutencdo de enxtortatecidos, populosos
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para as préximas floradas (RAAD, 2002; PEREIRAl et2806; WOLFF, 2007;
RUIZ-MATUTE et al., 2010).

O fornecimento de dietas artificiais para as ca@énpode variar de
acordo com o produto final que o apicultor deséjeo A sua eficiéncia pode
ser observado no desenvolvimento da coldnia, comraoimento na producao
total de mel, desenvolvimento larval, oviposicdodatividade e longevidade
individual das abelhas operarias (SEVERSON; ERICKSM084; WINSTON,
1987; DeGRANDI-HOFFMANH et al.,, 2008; BRODSCHNEIDER
CRAILSHEIM, 2010).

Diversos sdo os alimentos utilizados no prepardide artificial das
abelhas tais como o farelo ou farinha de soja,diense de cana-de-acuUcar,
farinha lactea, terneron (sucedaneo lacteo paexriodzfarelo de trigo, farelo de
polpa de citros, rapadura (fornecida em forma dpap garapa de cana-de-
acucar, entre outros (LENGLER, 2000; PEREIRA et2006). Outro produto
muito utilizado e difundido entre os apicultoresncoalimento energético é o
acucar invertido, onde a sacarose € desdobraddicasege frutose por meio de
uma hidrélise acida (LENGLER, 2000; BRIGHENTI et 2011).

Contudo, sabe-se que as boas praticas do manejenédir sao
determinantes para o desenvolvimento das colérizevido as poucas
informac®es existentes a respeito do processobdiedgdo do aglcar invertido,
no seu processo de fabricacdo devido a utilizagdgesada de calor, pode haver
a producao excessiva HMF, que em excesso afetal@apge do produto final
(BAILEY, 1966; LeBLANC et al., 2009). Desse modmugo se sabe sobre os
efeitos toxicos do HMF no desenvolvimento das dakn
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2.2 Hydroxymethylfurfural

O HMF, 5-(hidroximetil)-2-furaldeido, € um aldeidilico de formula
molecular GH¢Oz, densidade de 1,29 g ¢re massa molar de 126,11 g thol
(KUSTER, 1990) (Figura 1). E formado naturalmermsmo um intermediario na
reacdo de Maillard (CAPUANO; FOGLIANO, 2011) porimela desidratacao
de hexoses em condicdes acidas, por exemplo, eersdioy da sacarose em
frutose e glicose. A formacdo de HMF é dependemtetetnperatura e pH
(CORRADINI; CORRADINI, 1992).

0
HO” \\ / Yo

Figura 1 Formula estrutural do hydroxymethylfurfuaMF)

O HMF pode estar presente em uma série de aliméptosessados
e/ou naturais) os quais sao submetidos a algundgpiwatamento térmico. Os
principais alimentos incluem mel, café, sucos déaB, doces, bolos, massa de
tomate, produtos processados, leite pasteurizaddebidas alcodlicas
(MORALES, 2009; CAPUANO; FOGLIANO, 2011).

O HMF tem sido utilizado como um marcador para iavab
superagquecimento, ao armazenamento ou praticasluderacdo do mel. Os
Métodos colorimétricos foram desenvolvidos na deak 1950 para determinar
0 HMF em produtos lacteos que foram submetidosgae@mento. As técnicas

proposta para sua analise sédo baseadas princigalmeromatografia Liquida
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de Alta Pressao (HPLC) associada a detec¢do UMa®técnicas tais como
eletroforese capilar, cromatografia ibnica ou dgfiecfotométrica tém sido
descritas (CORRADINI; CORRADINI, 1992).

HMF estd naturalmente presente em mel, mesmo erpetainra
ambiente, sendo aumentado ap0s o tratamento téeficoa temperaturas de
armazenamento inadequadas (WHITE, 1994; FALLICO abt 2004;
ESCRICHE et al., 2008; BATH; SINGH, 2009). A quéinticdo do HMF foi o
primeiro marcador a ser utilizado como um indicader adulteracdo com
xaropes invertido (SWALLOW; LOW, 1994), tratameméomico excessivo, ou
condigbes de armazenamento inadequadas (ESCRICHE, 2008, BATH,;
SINGH, 2009). O mel é submetido a tratamentos tésyipor duas razdes
distintas: (i) para modificar a sua tendéncia penatalizar ou retardar sua
degradacao e (ii) para reduzir a carga microbi@sateores de HMF tém sido
utilizados como parametros nacionais e interna@opara avaliar a qualidade
do produto e sua adulteracdo (MORALES, 2009).

O CodexAlimentarius e a Unido Europeia, estipulam que os niveis
méaximos de HMF no mel sdo de 40 mg'lgyos oriundos dos tropicos de 15 e
80 mg kg' (SPANO et al., 2009). O limite estabelecido pelidlacdo brasileira
e de 60 mg k§ Quando esses limites sdo ultrapassados, essepale ser
indicativo de superaquecimento, longa estocageradolteracdo. Assim, para
minimizar a formacdo do HMF é imprescindivel a rpatdacdo adequada do
mel, de modo a obter o controle da concentracadildé& (CORRADINI,
CORRADINI, 1992).

No aculcar invertido, o HMF pode originar-se pelemnsdo da sacarose e
pela hidrélise acida, catalisada por um acido. OFHbdde ser produzido por
meio de hexoses. Essas por sua vez podem ser btidgartir de
oligossacarideos e polissacarideos na sua hidréisém como em compostos
que possuam tais substancias (KUSTER, 1990) (FRjura
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Figura 2 Reacédo de producédo do Hydroxymethylfutangartir da frutose (1,
frutopiranose; 2, frutofuranose; 3 e 4 estadioerinédios de
desidratacdo (ndo isolado) e 5, hydroxymethylfatjur

A reversao de acUcar é também um processo quéaresuproducéo do
HMF. Trabalhos demonstram que quando se utilizeu@ge como precursor,
ocorre um rendimento de 80% de HMF a mais quandwmpacado a glicose. A
frutose apresenta na sua forma estrutural anéi®snestaveis, ndo havendo a
forma de cadeia aberta em solucdo, e taxa de agabzcomparativamente
elevada. Quando é utilizada a glicose, a formagabldF € menor, devido a
forma estrutural de anel muito estavel, em cade@ta, formado em solucdo
onde a taxa de enolizagéo é baixa (KUSTER, 1990N@OZHANG; YING,
2008; Ql; GUO; Ll et al., 2011).

O HMF é considerado um composto téxico e prejubigiato para a
salde humana quanto para das abelhas. Em humé#assc@ncentracbes de
HMF podem apresentar atividade citotdxica, provdoaitritacdo dos olhos,
trato respiratério superior, pele e membranas nas;oalém de apresentar
potencial genotoxico (MORALES, 2009). Bauer-Marimowet al. (2012)

trabalhando com duas linhagens de ratos observguanapds a oferta de uma
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dose de 250 mg / kg de HMF, houve mortalidade denmaados individuos
entre 5-11 dias devido a danos nos tubulos prozintan doses inferiores,
administradas repetidamente, os tdbulos foram ddetaapresentando indicios
de regeneracéo, sendo observada posteriormentplaipa atipica. Além disso,
efeitos hepatotdxicos, serosite de tecidos pemiisne lesdes no figado,
estdbmago, intestino, rins e baco foram observadiadt, Schneider e Liu (2005)
mostram que o HMF pode apresentar efeito genot$xiausando a indugéo da
trocas das cromatides irma para ratos. Glatt e Swni2906) deduziram que o
HMF induz muta¢Bes no DNA de ratos selvagem, oppde causar tumores
hepaticos nas fémeas.

Bailey (1966) e LeBlanc et al. (2009) observarane @s abelhas
alimentadas com dieta contendo o HMF apresentaiaais 3le intoxicagéo e
danos no intestino médio, tal como ulceracdo, calmsadificuldade de
alimentacao e disenteria. Prandin et al. (2001 }moogue os efeitos toxicos do
HMF para as abelhas podem ocorrer a partir de ameeotracdo superior a 150
mg L™

2.3 Inseticida thiamethoxam

Os inseticidas neonicotinoides representam a cldssaseticidas que
mais cresceu no mercado desde o lancamento dowojsies (NAUEN;
BRETSCHNEIDER, 2002). Esses compostos, na Ultin@ade tiveram uma
grande expanséo, tornando-se a maior classe diitas usada na prevencao e
controlo de insetos — praga (NAUEN et al., 2001)aparente garantia da
utilizacdo desses produtos deve-se em grande gpaste maior afinidade aos
receptores nicotinicos dos insetos em comparagécagoieles dos vertebrados,
causando menores efeitos secundarios que outraseslade inseticidas
(MAIENFISCH et al., 2001).
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A classe dos neonicotinoides teve origem a pawirmblécula de
nicotina, extraida das plantas de tabablicatiana tabacum). O primeiro
composto dessa classe a ser comercializado foidadhoprid, introduzido na
Europa e no Jap&do em 1990 pela Bayer CropSéience juntamente com o
nitenpyram e o acetamiprid representam a subclasse cloronicotinilas,
também conhecidos com neonicotinoides de primedraggio (NAUEN et al.,
2001). Os outros compostos pertencentes a essse ci#® 0 acetamiprid,
thiacloprid, clothianidin, dinotefuran e thiamethax, que formaram a segunda
geragdo dos neonicotinoides ou subclasse tionileaigMAIENFISCH et al.,
2001; NAUEN et al., 2001; TOMIZAWA; CASIDA, 2005; B\CQUIERE et
al., 2012).

Comercialmente, os produtos formulados a baseidmé&thoxam foram
disponibilizados pela Syngefitaa partir de 1998, sendo registrado para
utilizacdo nas culturas do algodoeiro, cafeeirwpsj soja e rosaceas, € indicado
para o controle de insetos-praga de ocorrénciaarta pérea, como os pulgdes,
moscas brancas, tripes, coledpteros e algumas iespée lepidopteros
(ANDREI, 2009). Outra caracteristica interessamtenslécula é a versatilidade
de utilizacdo, sendo empregado no tratamento derges) aplicacdo via solo,
pulverizacdo e/ou aplicacdo no colo da planta (MMFESCH et al., 2001).

O thiamethoxam, (3-(2-chloro-1,3-thiazol-5-ylmedgtmethyl-1, 3,5-
oxadiazinan-4-ylidene(nitro)amin), é um compostestalino e inodoro, com
ponto de fuséo de 139,1 °C, baixa massa molar 1293.,mol"), solubilidade
relativamente alta em agua (4,1 g &4 25°C) e formula §,,CIN50;S (Figura
3).
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Figura 3 Foérmula estrutural do thiamethoxam

Dentre as diversas rotas de metaboliza¢do e/owadgfio, verifica-se
que o thiamethoxam apresenta um tempo de meiamét@r que uma hora, e é
degradado por acdo da fotdlise (MAIENFISCH et abDp1). O inseticida
thiamethoxam mimetiza no organismo dos insetos&m ag acetilcolina, ou
seja, € um agonista do receptor nicotinico dalacktia (NnAChR) (ELBERT et
al., 2008), levando o inseto a morte por hiperegéib do sistema nervoso
(NAUEN; BRETSCHNEIDER, 2002).

No cenério eco toxicolégico, o inseticida thiame#m possui baixa
toxicidade aguda a mamiferos, nao irrita a peles elhos, além de néo ser
bioacumulavel. Entretanto, diversos estudos dermamst que esse
neonicotinoide é téxico para mellifera (MAIENFISCH et al., 2001). lwasa et
al. (2004) avaliando os efeitos toxicoldégicos deeseneonicotinoides,
verificaram que o composto thiamethoxan, que posswagrupamento N-
nitroguanidina, chega a ser 192 vezes mais toxmes o acetamiprid e
thiacloprid, os quais possuem o radical N-cianodimai Esses autores sugerem
gue a baixa toxicidade do acetamiprid e thiaclo@rad abelhas pode estar
associada a alta capacidade de detoxificacdo desslésulas mediada pelas
enzimas dependente do citocromo P450. Nesse estudose letal (Ddg) do

thiamethoxam para as operarias foi de 30 ng igitiab
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Antunes-Kenyon e Kennedy (2001) observaram quepenide da forma
de contaminag¢do das abelhas, o thiamethoxam demonstr extremamente
téxico para abelhas, provocando a morte de ma&0#le dos espécimes apos 3
dias. Carvalho et al. (2009) observaram que indig@e do modo de exposicao
das abelhas (pulverizacdo, ingestdo e residuopiamnéthoxam mostrou ser
extremamente toxico na concentracédo de 37,5g0(Gl/1agua com tempo letal

de 50% da populacdo de médio de 3,57 horag)TL

2.4 Interacdo entre compostos

Na agricultura moderna, de modo a diminuir os cud®aplicacéo, tem
sido utilizado a mistura em tanque de produtossaaitarios (THOMPSON,
1996). De acordo com a Instrucdo Normativa N° 48 SDAPA — 26.07.2002
(BRASIL, 2011)essa técnica é definida como: “assg@m de agrotoxicos e afins
no tanque do equipamento aplicador, imediatamentesada aplicacdo”.
Entretanto esse tipo de aplicacdo de maneira cianpade acarretar aumento da
toxicidade dos compostos (PILLING; JEPSON, 1993HBIUCK; STADLER;
SCHMIDT, 2003; QUEIROZ; MARTINS; CUNHA, 2008).

A acdo de duas substancias administradas concademitante pode ser
definida como sendo uma interacdo onde a respostapérior/inferior de
quando essas substancias sdo administradas iselai@gamNo &ambito
toxicoldgico, podem-se verificar dois tipos de ag&m um primeiro caso ocorre
0 sinergismo ou a potencializacdo de uma respostendp dois ou mais
compostos sdo aplicados em associagdo. Por odtspdademos observar uma
reducdo da resposta, ou antagonismo, no momentauEmduas ou mais
substancias sdo administradas conjuntamente (MEFCAI967; PILLING;
JEPSON, 1993).
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Especificamente em relacdo as abelhas, algunsosstlgscrevem o
efeito sinérgico dos inseticidas e fungicidas, asig] administrados em
associacdo provocam alta mortalidade em comparag&mdo aplicados
isoladamente. Grande é o interesse em conhecefeiiss, visto que muitas das
vezes € uma pratica corrigueira por parte do dgpicem aplicar misturas de
produtos fitossanitarios (inseticida com fungicimseticida com herbicida etc.),
0 que pode agravar os efeitos toxicos.

Pesquisa realizada por Colin e Belzunces (1992)fic@mr que
deltamethrin ou procloraz aplicados isoladameréie, provocaram mortalidade
de abelhas diferente daquela obtida no tratamempagua, entretanto, quando
administrado em associacdo, verificou-se o efeit@érgico do procloraz,
alcancando indices de mortalidade das abelhas isupgr 70%. Estudos
realizados por Pilling et al. (1995) concluiram oudeios fungicidas inibidores
da sintese de ergosterol sdo potenciais sinérdedambda-cialotrina, contudo
em trabalhos laboratoriais demonstraram que essasiacdes podem provocar
mortalidade das abelhas da ordem de 1,5 a 16,3resaido que quando
aplicados isoladamente.

Apbs os relatos de desaparecimento de abelhas isasmi hemisfério
Norte (NEUMANN; CARRECK, 2010), novas hipoteses afor levantadas
buscando elucidar os fatos. Indiscutivelmente axlytos fitossanitarios sao
responsaveis por grande parte das intoxicacOealgdisas, mas acredita-se que
eles ndo atuam isoladamente mais em associaca@utnas substancias e até
mesmo microrganismos (STOKSTAD, 2012). Nesse senfithux et al. (2010)
estudaram o efeito sinérgico entre o inseticidalatlorpid e o microsporideo
Nosema ceranae, comprovando que essa associacdo é responsawel pel
enfraguecimento das abelhas por meio de alteragbasetabolismo energético,
podendo até mesmo levar a morte desse poliniz&wdom o mesmo propdsito,

Vidau et al. (2011) comprovaram que abelhas inflastacom esporos de.
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ceranae e posteriormente contaminadas com fipronil ouldfid, apresentam

menor longevidade que aquelas abelhas ndo infectadés tratadas com os
inseticidas. Em ambos o0s casos os pesquisadoeesn foranimes em concordar
que a interacdo entre inseticida e um microrganisnmiomopatogénico, culmina
na reducdo da capacidade imunoldgica da abelharewrado sua morte

prematura.

No estudo realizado por Schmuck, Stadler e Schif@d@3) verificaram
um acréscimo na mortalidade demellifera quando o thiacloprid e cyprodinil
foram aplicados em associagéo causando a mortal@ka@0% da populacdo 24
horas apés a aplicagdo. Em contrapartida, quantimdoprid foi aplicado em
associacdo com os fungicidas prochloraz e tebuotsdmuve um aumento
consideravel causando mortalidade de 80% e 70%eatgpmente apos 24
horas da aplicacdo, sugerindo um possivel efeitéérgico entre esses
COMpostos.

Assim, conhecendo do risco de exposicdo das abelbaddMF (Le
BLANC et al., 2009) quanto ao thiamethoxam (BADIBBNETEAU et al.,
2012), sdo necessarios que estudos toxicologi¢as sealizados para verificar
a existéncia da associacdo entre esses compasafatos end\. mellifera.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Reagentes

O inseticida thiamethoxam (92,5%) (Syngenta Crepe®, Brasil) e o
HMF (5-(hidroximetil)-2-furaldeido) foram obtidosanSigma-Aldricff (St.
Louis, EUA). A sacarose utilizada no preparo damalito foi obtida na
LabSyntlf (Brasil). O acucar invertido comercial Glu§ef01 foi obtido na
Dulcini® (Pirassununga, Brasil) e o aclcar invertido an@iséoi formulado
segundo a metodologia proposta por Brighenti €RafL1).

3.2 Obtencao das abelhas

As abelhasA. medllifera foram obtidas no apiario do Departamento de
Entomologia/UFLA, em colmeias manejadas e livresddengas. Os adultos
campeiros foram coletados na melgueira de colémjaipada com tela
excluidora, sendo que nos quadros ndo exista @m@sde nenhuma fase de
desenvolvimento do inseto (ovo, larva ou pupa), soasente alimento.

Apoés a coleta dos insetos, os mesmos foram tratasiosr com auxilio
de gaiolas de PVC de 30 cm de altura x 20 cm daati® e encaminhados para
0 Laboratério de Toxicologia do Departamento deoBmilogia (DEN) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavra§ phra a realizagédo dos

ensaios de toxicidade.

3.3 Determinacgédo da Loael

Determinou-se a Loael ("Low observable effect [8yadjue € um dos

parametros utilizados na toxicologia. Essa é ddédintomo a menor dose,
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concentracdo ou quantidade de substancia capazodecpr algum efeito
visivel, causando altera¢édo no crescimento, desgémento e/ou fisiologia, até
mesmo a morte do organismo (ZARN; ENGELI; SCHLATTER11).

3.3.1 Valor da Loael para o HMF

Para obtencao do valor da Loael do HMF, primeirameaima solucdo
estoque de 10.000 ng/pL utilizando 4gua destilataocsolvente foi realizada.
A partir dessa, foram preparadas diversas outlag@s, desta vez usando
como solvente a dieta de sacarose e agua destiadproporcdo de 1:1
(peso/volume).

O tratamento controle foi constituido apenas dacéam de sacarose e
agua destilada. As concentragdes de HMF utilizéatasn: 1x10' ng, 1x10° ng,

0, 001 ng, 0,01ng, 0,1 ng, 1 ng, 10 ng, 100 ng@® 1@ i.a uLl na dieta, que
posteriormente foram ofertadas p@amellifera de maneira continua, sendo
suposto que dentro dessa faixa seria possivehdetera Loael.

As abelhas foram anestesiadas com, @Or 2 minutos, em seguida
foram individualizadas em gaiolas de plastico d® 30L, em que cada
tratamento foi constituido por cinco repeticoesdsecada parcela representada
por uma gaiola com 20 abelhas por repeticdo, somdfid abelhas por
tratamento, totalizando 1000 abelhas se considesas nove concentracdes de
HMF e o tratamento controle.

As gaiolas foram acondicionadas em camara climat2a+2°C, UR de
60+10%, escotofase 24 h. Apds 24; 48 e 72 hordsrdecimento do alimento
de maneira continua, o nimero de abelhas mortaggiola foi contabilizado.
Foram consideradas mortas apenas aquelas abelbagsdguresponderem a

nenhum estimulo mecénico.
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3.3.2 Valor da Loael para o thiamethoxam

Para obtencdo do valor da Loael do thiamethoxammegmamente, uma
solucdo estoque de 1.000 ng/uL utilizando aceton@ocsolvente foi realizada
(5 mg de thiamethoxam + 5 mL acetona). A partirsdegoram preparadas
diversas outras dilui¢cdes, desta vez usando coiwerge a dieta de sacarose e
agua destilada na propor¢cédo de 1:1 (peso/volumdya@mento controle foi
constituido apenas da solucdo de sacarose e agtiladie Para thiamethoxam,
as concentragdes foram de 5%I@, 5x1¢ ng, 5x10° ng, 5x10" ng, 0, 005 ng,
0,05 ng, 0,5 ng, 5 ng e 50 ng i.alubferecido na dieta ofertadas paka

mellifera. Sendo realizado o0 mesmo procedimento descrisubitem 3.3.1.

3.4 Bioensaios para sobrevivéncia dA. mellifera expostas ao
thiamethoxam, hydroxymethylfurfural e a combinac¢@ode ambos

Assumindo o valor da Loael como referéncia pardticoidade dos
experimentos, foi realizada a determinacdo da yelssiteracéo entre o HMF e
o thiamethoxam. Apds a determinacdo do valor daelLé@mra o HMF e
thiamethoxam 1x10i.a uL*e 5x10" i.a uL* respectivamente, foi realizado um
bioensaio para avaliar a possivel interacdo ergreampostos, em que 0S
tratamentos foram: Controle (Solucdo de sacaréggia destilada), HMF Loael,
HMF Loael/100, thiamethoxam Loael, HMF Loael asadoi com
thiamethoxam Loael/100, thiamethoxam Loael/100, HMfael/100 associado
com thiamethoxam Loael e HMF Loael/100 associadm ¢hiamethoxam
Loael/100.

Ao longo do tempo, as abelhas foram alimentathsibitum com o

respectivo tratamento, sendo a sobrevivéncia alake longo do tempo até a
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morte de todos os insetos. Cada parcela amostrédrfnada por 20 abelhas,
sendo cinco repeti¢cdes por tratamento, totalizd@foinsetos/tratamento e 1000
abelhas considerando a soma de todos os tratameksogaiolas foram

acondicionadas em camara climéatica a 282UR de 60+10%, escotofase 24

horas .

3.5 Bioensaios para sobrevivéncia de abelhas alimentaglaom acucar
invertido comercial e artesanal associados ou ndaom o thiamethoxam

Com a finalidade de avaliar o efeito da contamina¢h acUcar
invertido com o thiamethoxam, nesse bioensaio gestd&ncia das abelhas foi
avaliada ao longo do tempo, sendo ofertados osrgeguratamentos:

Controle (Solucdo de sacarose e éagua destilada)cafcinvertido
Artesanal, Ac¢ucar Invertido Artesanal contaminadoahiamethoxam Loael,
Agucar Invertido Artesanal contaminado com thiaroe#tm Loael/100, Agucar
Invertido Comercial, Acucar Invertido Comercial taminado com
thiamethoxam Loael e AcUcar Invertido Comercial taoninado com
thiamethoxam Loael/100.

Ao longo do tempo, as abelhas foram alimentathsibitum com o
respectivo tratamento, sendo a sobrevivéncia alaléé a morte de todas as
abelhas. Cada parcela amostral foi formada por f&€lhas, sendo cinco
repeticdes por tratamento. As gaiolas foram acoomhiclas em cAmara climética
a 28+2°C, UR de 60+10% e escotofase 24 horas.

3.6 Andlise dos dados

Os Dbioensaios foram realizados em delineamentoirdnmente

casualizado, sendo que todas as andlises foramadss pelo software ‘R
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(RIBEIRO JUNIOR, 2012). Os dados de mortalidadaroplotados em fungéo
do tempo, sendo apresentadas médias seguidas déo dmdrdo, que
posteriormente submetidas a analise do tipo dagmsta, empregando-se o
pacote “drc” (Analysis of Dose-Response CurvesTIRISTREIBIG, 2005). De
posse do modelo matematico, os valores de referé&tziLoael e a Loael/100
foram determinados.

Nos experimentos de sobrevivéncia dos adultos foraalizadas
medidas repetidas no tempo e o0s dados submetidoélde de sobrevivéncia
usando o pacote “Survival” (THERNEAU; LUMLEY, 2012Ffom a escolha
dos melhores modelos e realizagdo de analise deasten para verificar a
semelhanca entre os tratamentos, foram calculaglosspectivos tempos letais
50 (TLsg). Posteriormente os dados foram avaliados pelanarotGLM
(“Generalized Linear Models”) seguindo distribuicBimomial, sendo que em
caso de diferencga entre os diversos tratamentess ésram avaliados por meio

de contraste de médias.
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4 RESULTADOS

4.1 Pré-teste para determinacdes da concentracao Logmra o
hydroxymethylfurfural — HMF

Apoés 24 horas da oferta do alimento contaminaddfiac@u-se que a
menor concentracdo que causou mortalidade mellifera foi de 10 ng a.i pt,
aproximadamente 5% (Figura 4). Para 48 horas, wiiseo aumento da
mortalidade das abelhas, contudo néo foi possétetihinar uma relacdo dose-
efeito devido & grande variacdo entre as médiagdasbiFigura 4).

Entretanto, apés 72 horas da oferta do alimentéantinado para.
mellifera, ocorreu acréscimo na mortalidade dos insetosjoseue para a
concentracdo de 1xItg a.i uL* de HMF a mortalidade foi superior a 60%,
assim como as demais concentracdes apresentarat@lidaole entre 60% e
80% dos insetos (Figura 5).

Assim como os valores obtidos para 24 e 48 apdsrtaado alimento
contaminado para as abelhas, na avaliacdo de 7& hwio foi possivel
determinar uma relacdo dose-efeito devido a gramdacao entre as médias
obtidas (Figura 4 e 5).

Entretanto, devido a necessidade de obtencdo delamconfiavel para
dar continuidade aos estudos de toxicidade do Hiifr,que esse valor fosse
repetido, a partir dos resultados até entdo eraxwsy foi estabelecido no tempo
de 72 horas como referéncia, a menor dose quecafsito, que correspondeu

a 1x10'ng a.i pL*, ou seja, Loael (Figura 5).
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Figura4 Mortalidade (%) dépis mellifera 24 e 48 horas apds oferta de
solucdo de sacarose contaminada com diferenteemnactes de
hydroxymethylfurfural

Assim, com os resultados obtidos, foi assumido comomto de
referéncia a Loael (1x10ng a.i pL*) apdés 72 horas da oferta da dieta
contaminada parA. mdlifera (Figura 5), por ser um valor confiavel, evitando
demais tipos de interferéncia, por exemplo, o ss&ralos insetos devido aos

longos periodos de confinamento.
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Figura5 Mortalidade (%) dapis mellifera 72 horas apds serem alimentadas
com dieta contaminada com diferentes concentracdies
hydroxymethylfurfural

4.1.1 Pré-teste para determinacfes da concentragcéo Logwra o
Thiamethoxam

Para padronizacao, conforme no bioensaio do HMRodalidade (%)
de A. mellifera foi obtida ap6s 72 horas da oferta do alimentotasnimado.
Desse modo, a menor concentracdo que causou madalno referido tempo
foi a de 5x10 ng a.i pL*, assumindo assim, esse valor como sendo Loaebpara
inseticida (Figura 6).

As concentracdes entre 5x18 0, 005 ng a.i it causaram mortalidade
em torno de 50%. Na concentracdo 0,5 ng a.i pldéaB0%, e a partir de 5 ng
a.i pL* atingiu 100% dos insetos (Figura 6).
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Figura 6 Mortalidade (%) deé\pis mellifera 72 horas apdés o inicio do

fornecimento de dietas contaminadas com diferect@sentracdes
de thiamethoxam

4.2 Sobrevivéncia deA. mellifera expostas ao thiamethoxam,
hydroxymethylfurfural e a combinag¢éo desses compast em exposi¢ao
aguda

Ap6bs o teste de contraste de modelos, foi posegérdicar a semelhanca
entre os tratamentos com a formacdo de trés grdpgmimeiro foi formado
pelo tratamento controle; o segundo pelo HMF asslacicom thiamethoxam
Loael/100 e o HMF Loael; e o terceiro foi formadegthiamethoxam Loael,
HMF associado com thiamethoxam Loael, HMF Loael/®0thiamethoxam
Loael/100 (Figura 7).

Para as primeiras 78 horas apés a oferta da sofiecéacarose, cerca de
80% das abelhas continuavam vivas, sendo obseteaawo letal 50% (Tio)
apenas 100,18 horas ap0s a oferta do alimentendasopo de sobrevivéncia de
234 horas. Com relacao ao segundo grupo foi obderyae a Tk, foi de 66,75

horas, e que apds 126 horas da oferta do alimentarminado todos os insetos
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estavam mortos. Para o terceiro grupo, o tempbftetde 52,46 horas, e apos

198 horas todos o0s espécimes expostos ao alimemtanginado estavam

mortos (Figura 7).

Nos tratamentos com a associacao do thiamethoxdiFefoi possivel

observar a toxicidade para as abelhas. Esses nattasn a partir das primeiras

horas causaram disturbios de coordenacdo motocapacidade de voo,

permanéncia no fundo da gaiola parada com as @mando, dificuldade de

alimentacao e disenteria, sugerindo assim um pelsfi®ito sinérgico.

A. mellifera survival

° — Cluster 1 (LT, = 100.18 hours)
memhe-- Cluster 2 (LT,, = 66.75 hours)
) CEe Cluster 3 (LT, = 52.46 hours)

g
______ B
(IR s R S SR PR

m T 1 1 T T T T T T T T T T I I B R E—
4 20 32 44 56 68 80 92 104 116 140 152 164 176 188

Time (hours)

Figura 7 Sobrevivéncia (%) de adultosAfes mellifera ap6s o fornecimento

Nota:

de sacarose contaminada com thiamethoxam, hydrdakythefural
ou a mistura dos compostos; em que as abelhas fubmetidas a
exposicao aguda por ingestdo em diferentes coroées

Cluster 1: (Controle); Cluster 2: (HMF Lod€ID associado com thiamethoxam
Loael/100) e (HMF Loael); Cluster 3: (thiamethoxamael); (HMF Loael
associado com thiamethoxam Loael), (HMF Loael/1@0)thiamethoxam
Loael/100), N= 700 abelhas/médias + DP 5 repeticBeslos submetidos a
analise de contraste de modelos:(@,05).



38

4.2.1 Sobrevivéncia deA. mellifera expostas ao thiamethoxam,
hydroxymethylfurfural e a combinacdo desses compass em
exposicao crbnica

Apés o teste de contraste de modelos foi posshwdrear a formacéo
de quatro grupos quando o alimento foi forneciddoda crénica. O primeiro
grupo (Cluster) foi formado apenas pelo tratametotrole; o segundo por
HMF Loael associado com thiamethoxam Loael e péitFH.oael; o terceiro
grupo foi formado pelo HMF Loael/100, thiamethoxawael/100 e o quarto
grupo pelo thiamethoxam Loael e 0 HMF associado ttitamethoxam Loael
(Figura 8).

O tratamento controle apresentousdte 99,78 horas, e sobrevivéncia
de 194 horas apés a oferta do alimento. Para ocndeggrupo a Tk, foi de
55,26, sendo entre 0s quatro grupos aquele quésguede menor espaco de
tempo para matar metade da populacdo, sendo geelapcoras praticamente
todas as abelhas estavam mortas. A, @b terceiro grupo foi de 80,16 horas,
sendo que esse grupo representa o HMF Loael/1zBnéthoxam Loael/100,
contudo apés 152 horas todos os insetos estavataan@Gom relacdo ao quarto
grupo a Tl foi de 69,34 horas, em que com 32 horas apésrtaafe alimento
contaminado 80% dos insetos continuavam vivos, @pd®wras apenas 20% das
abelhas estavam vivas (Figura 8).

O HMF e o thiamethoxam quando foram fornecidos daeira crénica,
demonstraram alta toxidade pakamellifera. Quando esses foram fornecidos
em associagéo, causaram reducdo na sobrevivéscéddbias reduzindo o Ji
(Figura 8).

Nas primeiras horas apés o fornecimento do alimeotdaminado com
a associacdo do thiamethoxam com o HMF a partir gtaseiras horas
causaram sintomas de intoxicacdo como distirbiosadgdenacdo motora,
incapacidade de voo, e prostracao dos insetosmum fda gaiola, dificuldade de
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alimentacao e disenteria, sendo esses sintomaspnmianciados que aqueles

observados no bioensaio agudo, sugerindo assinoesive! efeito sinérgico.

o
~ ] —e— Cluster 1 (LT, = 99.78 hours)
i %% ---&---  Cluster 2 (LT, = 55.26 hours)
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Figura 8 Sobrevivéncia (%) de adultosAfes mellifera ap6s o fornecimento
de sacarose contaminada com thiamethoxam, hydrakythefural
ou a mistura dos compostos; em as abelhas forametiglas a
exposicao crbnica por ingestdo em diferentes corazgies

Nota: Cluster 1: (Controle); Cluster 2: (HMF assold com thiamethoxam Loael e
HMF Loael); Cluster 3: (HMF Loael/100); Cluster @¢hiamethoxam Loael
100), (thiamethoxam Loael) e (HMF associado corantigthoxam Loael/100),
N=700 abelhas/médias + DP 5 repeticdes. Dados didoeed analise de
contraste de modelos £70,05)

4.3 Sobrevivéncia de abelhas alimentadas com agucar ewido comercial
e artesanal e em associa¢do com o thiamethoxam exp@sicdo aguda

No bioensaio de exposicdo aguda para alimentacéo ahellifera, de
acordo com a analise de contraste foi possivelrafise formacdo de dois
grupos. O primeiro grupo composto controle, acloaertido comercial e o

acucar invertido artesanal, e o segundo grupo pskociacdo do aculcar
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invertido artesanalmente com o thiamethoxam Laaglcar invertido artesanal
associado com thiamethoxam Loael/100, aclcar ideetomercial associado
com thiamethoxam Loael e acUcar invertido comera@sbkociado com
thiamethoxam Loael/100 (Figura 9).

Para o grupo 1 a Eb.foi de 128,12 horas, de modo que até 90 horas
apos a oferta do alimento pakamdlifera aproximadamente 70% dos insetos
permaneceram vivos, contudo apés 186 horas daafartieta menos de 10%
das abelhas estavam vivas, em que todas as almedtmesram até 246 horas.
Para o grupo 2, com apenas 42 horas da ofertaluigdeode sacarose com 0s
diferentes tratamentos, aproximadamente 20% dalhesbéa tinha morrido,
sendo que a Ty para o grupo de 74,52 horas, e com 102 horas @8%ndetos

ja tinham morrido (Figura 9).



41

S = —e— Cluster 1 (LT,, = 128.12 hours)
---8---  Cluster 2 (LT,, = 74.52 hours)
« |
o
= 2
2
c @
a3 O
w
o E
£
3T ¥
E o
< 4
N
o
Q J
o
I T T T T I T T T LI T I T T T T T T T T T T T 1
18 30 42 54 66 78 90 102 114 126 138 162 174 186 210 222 234 246
Time (hours)

Figura9 Sobrevivéncia (%) de adultosAf@s mellifera apds o fornecimento
do acucar invertido comercial e artesanal e ambataminados ou
com thiamethoxam submetidos a exposicdo agudangestidao em
diferentes doses

Nota: Cluster 1: (controle), (acUcar invertido cocred) e (acUcar invertido artesanal);
Cluster 2: (agucar invertido comercial associadm thiamethoxam Loael/100),
(acucar invertido artesanal associado com thiamatholLoael/100), (agucar
invertido comercial associado com thiamethoxam LDoae(aclcar invertido
artesanal associado com thiamethoxam Loael), N=abl@bhas/médias £ DP 5
repeticdes. Dados submetidos a analise de conttastedelos (R 0,05).

4.3.1 Sobrevivéncia de abelhas alimentadas com acUcar enido comercial
e artesanal e em associacdo com o thiamethoxam exp@sicao
cronica

Trés grupos foram formados, sendo o grupo 1 fornpesdio tratamento
controle e o acuUcar invertido artesanal; o grup@els aculcar invertido
comercial associado com thiamethoxam Loael, acloeertido artesanal
associado com thiamethoxam Loael, acUcar invedaercial associado com

thiamethoxam Loael/100 e aclcar invertido artesanpakociado com



42

thiamethoxam Loael/100, e o grupo 3 composto pglear invertido comercial
(Figura 10).

Para o grupo 1 a Ebfoi de 133,49 horas em que apés 90 horas da
oferta do alimento contaminado aproximadamente 80%dnsetos continuavam
vivos, sendo que foram registrados insetos vivé2a# horas apds a oferta do
alimento. Com relagé@o ao grupo 2 agdoi de 74,14 horas, sendo que apés 90
horas da exposicao das dietas contaminadas apemesnzadamente 15% das
abelhas continuavam vivas, em que ap6s 150 hodss tas abelhas ja se
encontravam mortas. Para o grupo 3, g Tai de 112,51 horas, posteriormente
a 150 horas 20% dos insetos ainda continuavam ,voosgudo ap6s 186 horas
praticamente todos os insetos que foram alimentealdsos compostos estavam
mortos (Figura 10).

Observou-se que em funcdo da dieta utilizada, h& wariacéo
consideravel na sobrevivéncia das abelhas. A nsalmrevivéncia foi observada
guando as abelhas foram alimentadas com sacaegggds do acUcar invertido
artesanal e pelo acUcar invertido comercial. Derdacacom a analise de
contraste de modelos, a sacarose foi agrupada cagdaar invertido artesanal
apresentando Tsb.de 133,49 e o agUcar invertido comercial em ogitmpo com
TLso de 112,5 horas (Figura 10).
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Figura 10 Sobrevivéncia (%) de adultosAges mellifera apds o fornecimento
do acucar invertido comercial e artesanal e ambataminados ou
com thiamethoxam submetidos a exposicdo cronicangestao em
diferentes doses

Nota: Cluster 1: (controle) e (agUcar invertideesanal); Cluster 2: (agUcar invertido
comercial associado com thiamethoxam Loael), (agimeertido artesanal
associado com thiamethoxam Loael), (agucar invertidmercial associado
com thiamethoxam Loael/100) e (agUcar invertidesamal associado com
thiamethoxam Loael/100); Cluster 3: (aglcar inderticomercial), N= 700
abelhas/médias + DP 5 repeticdes. Dados submdiidosilise de contraste de

modelos (X 0,05)
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5 DISCUSSAO

A sobrevivéncia dos insetos logo ap6s o fornecimaldts diferentes
concentragbes do HMF nos ensaios crénico e agudocadsaram nenhum
efeito toxico visivel para as abelhas. No entaotmm o passar do tempo, os
sintomas de intoxicacdo comecaram a ser evidelisse comportamento
observado pode ser devido acgédo citotéxica do HME atzelhas, em que os
efeitos toxicos ndo podem ser visualizacdo em quiao, contudo, a medida
que ocorre a absorcdo e a metabolizacdo do compostorpo do inseto,
ocorrem todos os efeitos téxicos descritos (BAILEY66).

Segundo Girou (2007) a exposi¢cdo das abelhas ao HMRBgucar
invertido pode reduzir a longevidade das abelhasseeriodos atipicos em que
0s insetos permanecem na colmeia, o acimulo desggosto no intestino pode
agravar sua toxicidade.

Neste estudo, os sintomas de intoxicacao obseryataso HMF foram
dificuldade de alimentacao, diarreia e prostragioidsetos no fundo da gaiola.
LeBlanc et al. (2009) também constatou a toxiciddaldHMF para as abelhas,
mostrando que em concentracdes entre 57 e 200gg3®,composto ndo afetou
a sobrevivéncia das abelhas. No entanto, o tratanoem a concentracdo 250
ppm a mortalidade foi alta. Bailey (1966), alémamstatar a toxicidade do
HMF para as abelhas, mostrou que esse composta olggacdo no intestino
médio das abelhas o que pode resultar na diseet@isteriormente morte dos
insetos.

Os efeitos do HMF ndo séo registrados apenas pathas. Sua acéo
citotoxica tem sido relatada para outros gruposieBMarinovic et al. (2012)
trabalhando com duas linhagens de ratos observguanapds a oferta de uma
dosagem de 250 mg / kg de HMF houve a mortalidaalemaioria dos

individuos entre 5-11 dias devido a danos nos tigbptoximais. Os mesmos
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autores observaram que em doses inferiores, adraofas repetidamente, os
tubulos foram afetados, apresentando indicios generacdo e posteriormente
hiperplasia atipica. Além disso, efeitos hepatasi serosite de tecidos
peritoneais e lesdes no figado, estbmago, intestims e baco foram

observados. Glatt, Schneider e Liu (2005) mostroe @lem dos efeitos

citotéxicos, o0 HMF pode apresentar efeito genotmx@ausando a inducdo da
trocas das cromatides irm& em ratos.

No presente estudo, a exposicdo oral do thiametmofaoael e
Loael/100) mostrou ser toxico para os adultofdeellifera. Ja nas primeiras
horas apés seu fornecimento provocou sinais deidatgéo, que com o passar
do tempo, foi observado um acréscimo na sua taded Esses resultados
corroboram com aqueles encontrados por Kakamantdmidad e Amin (2008)
e Laurino et al. (2011) que relatam ainda que alésdanos direto, os efeitos
das subdoses do thiamethoxam podem apresentarcagixica, atuando no
intestino médio das abelhas, causando vacuolizaitgimasmatica. Oliveira et
al. (2013) observaram quem mesmo em subdosesamdttioxam foi téxico
para as abelhas, que alem de causar danos noc;éalwocou uma reducao do
namero de células regenerativas presentes noiemtglintestino. Além disso,
0s autores ainda relatam que quando expostos & dof@cas, os efeitos sédo
mais pronunciados.

Os sintomas de intoxicacdo causados pelo thiamathoxbservados
neste estudo, como a falta de coordenacdo mota@s desordenados e
prostracdo das abelhas, estdo de acordo com dadmdapor outros autores
(THOMPSON, 2003; CARVALHO et al.,, 2009). Esses tefei segundo
Tomizawa e Casida (2003), sdo caracteristicos oldufms neonicotinoides, os
guais mimetizam o neurotransmissor excitatériot{lacéina), e competem com
ele pelos seus receptores nicotinergéticos locklizana membrana pos-

sinjptica, o qual ndo é degradado pela acdo dalcalieesterase e,
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consequentemente induzindo a transmissdo continudeseontrolada de
impulsos nervosos, causando colapso do sistemasterv

De acordo com os resultados obtidos, observou-seagassociacao do
thiamethoxam com o HMF mostrou alta toxicidade @arabelhas, que aqueles
obtidos quando esses foram fornecidos separados cbggervado nas figuras 4
e 5. Nos tratamentos em que foi utilizada a masocentragdo do HMF (Loael)
e a menor do thiamethoxam (Loael/100), foi obseyvadenor Tl para as
abelhas, sugerindo assim um efeito sinérgico nraisuynciado. De uma maneira
geral, tem sido proposto que a acdo sinérgica pmaerer quando duas
substéncias administradas concomitantemente podamalc uma resposta
superiorf/inferior de quando essas substancias dédinistradas isoladamente
(METCALF, 1967; PILLING; JEPSON, 1993).

Embora o mecanismo exato envolvidos neste efeit@rgico no
presente estudo ndo seja claro, esses resultagesesu que pode haver um
sinergismo de potencializacdo. Diversos estudosodstram uma série de
mudancas provocadas no intestino médio de abelhasfatam expostos a
agentes xenobidticos, ou seja, substancias quimitasirais ou artificiais
estranhas, que possivelmente causam desequiliboometabolismo de um
organismo, como por exemplo, o HMF e o Thiamethoxaama abelhas
(BAILEY, 1966; OLIVEIRA et al., 2013). E sabido qaeregido de absorcéo do
alimento dos insetos de maneira geral é no intestiédio, e pelo fato do HMF
e Thiamethoxam provocar vacuolizacdo citoplasmdtasacélulas deste tecido,
quando os mesmo foram aplicados em associacao, tpod@vido um efeito
mais pronunciado, causando uma reducdo do numeogldis regenerativas
presentes nesta regido, que sdo responsaveis qedfiuturacdo do epitélio
(CRUZ-LANDIM, 2009), o que pode deixar os insetebititados, levando os a
morte por inani¢do. Essa suposicdo pode ser evatknccom base nos

resultados encontrados neste estudo.
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No presente estudo, observou-se que em funcéoeta wlilizada, ha
variagdo na sobrevivéncia dos adultofdee lifera. A maior sobrevivéncia foi
observada quando as abelhas foram alimentadas awarose + KD (1:1) em
gue constatou uma média de sobrevivéncia de 228h@s resultados obtidos
no presente estudo corroboram com aqueles encostgaa Herbert Junior e
Shimanuki (1978) que mostraram que adultog\deellifera sobreviveram por
um periodo maior quando alimentadas com essaadlleise de sacarose.

Para os aclcares invertido comercial (Glfdlexe artesanal a
sobrevivéncia media das abelhas foi de 207 e 2i#shespectivamente. Esses
resultados estdo de acordo com aqueles encontBritgisenti et al. (2011)
observaram que a sobrevivéncia das abelhas apfiesta do aclcar invertido
comercial (Glude(?? e o0 acglcar invertido artesanal foi de 118,4 e 209yas,
respectivamente.

Apesar de o agucar invertido ser apontado como lbhamealimento
alternativo deA. mellifera (BRIGHENTI et al., 2011)neste estudo, a dieta a
base de sacarose +®(1:1) mostrou ser a mais adequada para manutelogao
insetos em condi¢cdes de laboratério. Esses reesltpdr vez podem estar
relacionados ao fato dos aclcares invertidos atitiz no presente estudo
possuirem tragcos de HMF. E conhecido, LeBlanc.ef2809) que no processo
de fabricagdo do acgucar invertido, pode haver mdgéo do HMF, podendo
comprometer a qualidade do produto final. Baile36@) constatou apds a oferta
de solucdo de sacarose invertida para abelhasaadulinesma mostrou ser
téxica, causando mortalidade superior a testemanhgue a solucdo aquosa de
sacarose 60% foi fornecida. Segundo esse autogusacda toxicidade das
abelhas ao acgucar invertido, pode estar relacioaasaesiduos de HMF e/ou o
excesso de acido usado para conversdo do aclUcasance distdrbios
fisiolégicos nos adultos e reducdo de longevidadeyo foi evidenciado por
Ozcan, Arslan e Ceylan (2006).



48

6 CONCLUSOES

O thiamethoxam e o HMF foram toxicos para os adut@A. mellifera
independente da forma de exposicao.

Quando thiamethoxam e HMF foram fornecidos em aunju a
mortalidade foi maior do que quando ofertados @aaente, evidenciando o
possivel efeito sinérgico.

A oferta de acuUcares invertidos associados commgtl@oxam
demonstrou ser toxico para as abelhas.

A sobrevivéncia das adultas demellifera quando alimentadas com a

solucéo de sacarose (sacarose®)Hoi superior as demais dietas testadas.
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