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RESUMO GERAL

As abelhas do génefApis sdo insetos de extrema importancia, seja pela
producao de produtos apicolas ou pelo servico liieizado prestado. Contudo,
nos cultivos agricolas a utilizacdo dos produttss$anitarios por agricultores
ndo afetam apenas os organismos alvo, mas exp&etosrbenéficos, dentre os
quais as abelhas. Deste modo, objetivo do traballdeterminar a dose letal 50
(DLsg) da clotianidina parApis mellifera e avaliar alguns efeitos subletais. Para
determinar a Di,, foram aplicadas diferentes concentracdes deanidina no
térax das abelhas, sendo obtido o resultado de igfYL. Posteriormente a
determinacdo da B realizou-se experimentos para avaliar 0os posséfeitos
das doses subletais, utilizando as doses equieal@enDlsgs00€ a Dlso2o além
da DLsy paraA. mellifera, o tratamento controle foi utilizado apenas aaeton
Abelhas campeiras foram expostas a trés formaserttarninacdo: aplicacéo oral
aguda, superficie contaminada e topica aguda. Tranfiéavaliado o reflexo da
extensado da probdscida de abelhas campeiras coaidesicom a D, DLsg400
e a Dlgppo do inseticida. Em outro bioensaio, os insetosnmiomntaminados
com a Dlgy, DLsgzo € DLsgugo da clotianidina e foi avaliado a atividade das
enzimas acetilcolinesterase, carboxilesteraseatist alcalina e glutationa-s-
transferase para lavras de terceiro e quarto é@standultos da. mellifera por
meio da absorbancia no leitor de placas. Indepeadia forma de exposicédo
das abelhas, clotianidina reduziu a longevidaddardetos, da mesma forma que
afetou negativamente a resposta da extensdo dasgida. Ao avaliar a
atividade das enzimas acetilcolinesterase, cadsizilase, fosfatase alcalina e
glutationa S-transferase em insetos expostos aamidina, observou-se
alteracdes resultantes da presenca do inseticiddotianidina demonstrou ser
téxica paraA. mellifera quando avaliados aspectos bioldgicos, bioquimicos
comportamentais. Novos estudos devem ser realizpdms confirmacdo da
toxicidade da clotianidina para mellifera africanizada.

Palavras-chave: AbelhBcotoxicologia. Inseticida.



GENERAL ABSTRACT

Bees belonging the gendégpis are extremely important either for their
hive products or by providing the pollination see:i However, in agricultural
fields, the use of pesticides affects not onlytdrget organisms but expose the
beneficial insects as for example bees. Thus, tijective of this study was to
determine the acute toxicity (LD50) of clothianidim Apis mellifera L., 1758
and assess its sublethal effects. Theglas obtained by topical application of
clothianidin at different concentrations on beerdéixg being the value estimated
of 6.67 ng/bee. Afterward, experiments were donesvaluate the possible
effects of the sublethal doses equivalent to 1/4668 1/20 of the LB and
acetone for the control. For the survival assagedlhways of bee contaminations
were assessed: topical, oral and contaminatedcsuri&f/as also assessed the
Proboscis extension reflex as measure to detecingpgirment of the cognition
ability of bees intoxicated with clothianidin. Imather bioassay, insects were
exposed to the different doses of clothianidin #mel activity of the enzymes
acetylcholinesterase, carboxylesterase, alkaliresgitatase and glutathione-s-
transferase, were assessed for third and fourthrssf larva and for the adult
of A. mellifera. Independent of the exposure of bees, clothianidduced the
longevity of insects and in parts affects negayivhe Proboscis extension reflex
test. From the study with enzymes, the activitieaoetylcholinesterase, alkaline
phosphatase, carboxylesterase and glutathionenSteérase in insects exposed
to clothianidin, observed changes resulting from ghesence of the insecticide.
The clothianidin was toxic t&\. mellifera when evaluated using biological,
biochemical and behavioral approaches. However, sawlies should be
performed to confirm the toxicity of clothianidim #A. mellifera Africanized
using high tier levels.

Keywords: Honey bee. Ecotoxicology. Insecticide.
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1 INTRODUCAO

A descobertale fésseis na Europa com aproximadamente 35 miliées
anos marcam os primeiros registros de abelhasmErggpis, os quais ocorrem
naturalmente no continente africano e europeu,dmmno no Oriente Médio; em
gue para sobrevivéncia desse inseto exigiu uma siériadaptacbes para 0s
diferentes habitats, condi¢cdes climaticas e ecoddyi(RUTTENER, 1988;
SEELEY, 2006).

Devido & sua capacidade de adaptacdo, entre olbsérresseis e
dezessete, as abelhagsis sp. foram introduzidas no continente americano e a
Oceania, visando a exploracéo de produtos apicolas a cera e o mel. Assim,
a abelha ocidental como é conhecidgis mellifera Linnaeus, 1758
(Hymenoptera: Apidae) € encontrada em praticanmedees as partes do mundo
(SEELEY, 2006).

Originarias da Europa, no Brasil as primeiras amldesse género
foram introduzidas no século dezenove, entre asd@écl830 e 1860, em que as
principais subespécies introduzidas forapis mellifera ligustica Spinola, 1806,
conhecida como abelha italianApis mellifera mellifera Linnaeus, 1758
abelha germénica ou negra, e por Apis mellifera carnica Pollmann, 1879 ou
abelha austriaca ou carnoliana ( KERR, 1967; OLRACUNHA, 2005).

Desde a introducdo das abelhas europeias, devid@oadicdoes
edafoclimaticas divergentes em relacdo a Europajaultura brasileira ndo era
competitiva para producédo de mel. Visando melhamroducdo em meados da
década de 1950, mas precisamente em 1956, o mot&'sswick Estevam Kerr
trouxe para cidade de Rio Claro (estado de S&@Pa88 rainhas da subespécie
Apis mellifera scutellata Lepeletier, 1836, das quais apenas 47 sobrevivatam
transporte. Essas abelhds, origem africana, na visdo do pesquisador paderia

incrementar a producdo brasileira de mel, porémsapn ano 26 enxames
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dessas abelhas enxamearam dando inicio ao prodessdricanizacdo das
abelhas no Brasil, e em grande parte do contirenticano, pela formacao de
poliibrido entre insetos de origem europeia e afidic (KERR, 1967,
OLIVEIRA; CUNHA, 2005; STORT; GONCALVES, 1979).

Por outro lado e independente da origem, as absfiasmportantes
polinizadores de diferentes plantas, inclusiveuvadas para fins comerciais,
contribuindo para a elevagédo da producédo e quaidad culturas (BROWN;
PAXTON, 2009; GALLAI et al., 2009). Entretanto, pesite nos campos
agricolas, as abelhas sdo potencialmente expostapradutos fitossanitarios,
uma vez que na busca por recursos estao em cdirtim ou indireto com esses
compostos, seja por meio da pulverizacédo diretigdues ou ingestdo de néctar
e/ou polen contaminados (CLUZEAU, 2002).

A presenga desses compostos nos ambientes agistdaassociada ao
cultivo de alimentos em quantidade e com qualidadée o agricultor brasileiro
utiliza como principal método de controle dos gutibes-praga, o quimico,
tornando o Brasil um dos principais mercados delyins fitossanitarios do
mundo. Por exemplo, entre os anos de 2006 e 2@b2ren aumento de 72%,
no consumo desses produtos, saltando de 480 ndl 26 mil toneladas
(SINDICATO NACIONAL DA INDUSTRIA DE PRODUTOS PARA
DEFESA AGRICOLA — SINDAG, 2012). Em duas safras rays no Brasil
ocorreu acréscimo de 2,9 bilhdes de dolares noantmicomercializado pelo
setor, sendo que no ano de 2011 foram comerciabz&eb bilhdes de dolares,
no ano seguinte foram 9,7 bilhdes de ddlares; et3 20montante foi de 11,4
bilhGes de délares, ou seja, em dois anos houvenrento de 34% do valor
comercializado no setor (SINDICATO NACIONAL DA IND&IRIA DE
PRODUTOS PARA DEFESA VEGETAL — SINDIVEG, 2014).

Com o aumento da dependéncia dos produtos fitddsasi também

aumentaram os relatos que demonstraram o0s casaes@garecimento de
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abelhas pelo mundo, como os relatos do fenémenbecao como “ Colony
Collapse Disoder” (CCD). Nesse caso, no inverno2666/07 ocorreu nos
Estados Unidos o desaparecimento entre 50 e 90%calénias de forma
inexplicavel até o presente momento. Coincidentéepefatos semelhantes
foram observados na Europa (COX-FOSTER et al., ;2RB¥AN et al., 2007;

VAN ENGELSDORP et al., 2007; VAN ENGELSDORP; MEIXIRE2010).

As causas da CCD nao foram esclarecidas até onpeessomento,
contudo algumas hipoteses foram levantadas pelaridade cientifica como a
presenca do acaro ectoparaditaroa destructor Anderson & Trueman, 2000
(Acari: Varroidae) associado com doengas provocpdavirus, bactérias e/ou
protozoarios. Outro fator que pode contribuir padrréncia da CCD sédo
efeitos toxicos dos inseticidas sobre abelhas (AXKAWt al.,, 2010;
ANDERSON; TRUEMAN, 2000; STOKSTAD, 2007).

Pesquisas vém sendo realizadas pelo mundo, cooposito de avaliar
os diversos efeitos dos produtos fitossanitarioa phelhas. Nos Ultimos anos,
0S neonicotinoides estdo entre os compostos maidag®s para as abelhas,
principalmente a associacdo com CCD, como tambélactinio das col6nias.
No trabalho realizado por Carvalho et al. (200%sevvaram que tiametoxam
foi toxico paraA. mellifera quando fornecido por alimento contaminado ou em
contato com superficie contaminada com o inseticieistudo realizado por
Chambo6 et al. (2010) constataram que imidaclopridatro inseticida
neonicotinoide, afetou negativamente a visitacdoaldelhas na cultura do

girassol.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bioecologia dApis sp.

As abelhasApis sp. sdo insetos que pertencem a ordem Hymenoptera,
subordem Apocrita, superfamilia Apoidea, familisidgge e subfamilia Apinae
(RUTTENER, 1988; TRIPLEHORN; JONNSON, 2011).

Como qualquer inseto holometabolo, as abelhas masgar
metamorfose completa durante o desenvolvimentsefry fase de ovo, larva,
pupa e adulto (MICHELETTE; SOARES, 1993; SEELY, @0QVINSTON,
2003).

Os ovos deApis sp. possuem coloragdo branco-pérola, cilindricos e
forma de bastédo, com comprimento entre 1,3 a 1,8rargura entre 320 a 380
um, tendo volume de 0,10 mnpesando de 120 a 220 pg. A eclosdo do ovo
ocorre aproximadamente trés dias apds oviposic@tizada pela rainha
(ROBERTS; TABER, 1965; TABER; ROBERTS, 1963; WINSY02003;
WOYKE, 1998).

A larva da abelha é vermiforme com a cabeca poeserdolvida em
relacdo ao corpo, desprovida de apéndices locogsmtantenas e ferrdo, assim
como ndo possui olhos compostos e ocelos. Seu éotpastituido em grande
parte pelo meséntero, glandulas salivares secsetteaenzimas, glandulas
produtoras de seda, tubos excretores e o proct@RWZ-LANDIM, 2009;
WINSTON, 2003).

Durante a fase larval as abelhas passam por queddises e
consequentemente tendo cinco instares. As mudasent@ cada 24 horas
aproximadamente para operarias, fazendo com quearaocom rapido
crescimento no tamanho das larvas durante essalpesiendo que uma larva de

primeiro instar pesa entre 110 a 300 pg com capsfilica de 320 um de
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didmetro em média, enquanto que uma larva de quingiar pesa 24.300 a
126.700 pg com média da capsula cefalica de 1.480(MICHELETTE;
SOARES, 1993).

A larva cessa alimentacdo no quinto instar e in&iaonstrucdo do
casulo dentro do alvéolo tecendo a seda; nesse molas defecam, pois até o
presente momento a passagem do meséntero parectodew encontrava-se
fechada, dando inicio a pré-pupa (CRUZ-LANDIM, 2004NSTON, 2003).

A duracéo da fase de pupa é variavel dentro daascdeApis sp., sendo
que para operarias duram doze dias em média, pairzhar duram
aproximadamente sete dias e para zangdo quatosse NMesse periodo os
insetos ficam imdveis no casulo, ocorrendo a metfre®, assim transformando
de larvas em adultos. O tipo de pupa das abelHaseéou exarada, sendo
possivel observar a cabecga, térax, abdome e osapéuslices, como as pec¢as
bucais, antenas e pernas (WINSTON, 2003).

As abelhasApis sp. séo insetos eussociais conferindo basicanéste
caracteristicas peculiares, a sobreposicao de @erata colénias, o cuidado
parental com a prole e a combinagdo entre a cogfiersocial e o trabalho
individual. A colbnia tem divis&o de tarefas emtaassendo a estrutura base da
sociedade dépis sp. matriarcal com a existéncia de uma rainha ppe viver
por um longo periodo (1,5 a 2 anos em regides daig), progenitora dos
demais integrantes, sendo que as abelhas opecariespondem a 95% dos
insetos, e outros 5% sédo constituidos de zangd&§ (P68; 1970; SEELEY,
2006).

O zangdo é o macho das abelhas e tem como fungdosiga a
fecundacao da rainha, sendo realizada a copulatéunavoo nupcial, em que a
rainha é copulada por até 15 machos. A rainha givez possui a funcéo na
colénia da oviposi¢do e a manutencdo da unidateipalmente pela liberacédo
dos feromdnios acido (E) 9-oxo-2-decendico (9-O@Agcido (E) 9-hidroxi-2-
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decendico (9-HDA) produzidos por sua glandula mauldr. As operérias
executam as diferentes fun¢Bes conforme a sua, ifEtfiameno denominado de
“polietismo etario” ou divisao laboral (SEELEY, ZONINSTON, 2003).

Em condices brasileiras, aproximadamente 30 dapé&riodo de vida
de uma operéria. A primeira funcdo exercida poividdos dessa casta é de
limpeza dos alvéolos, seguindo de operculacdo Hé®las, alimentacdo das
larvas e companheiras, assim como atender a raidamaneira geral, as
atividades desempenhadas na coldnia ocorrem dusantéco primeiros dias
de vida do inseto. Posteriormente, as operariasusesam o pdélen e néctar
coletados por outras abelhas, constroem e repasdavas, retiram os detritos,
realizam a ventilacdo e mantém a temperatura ddeateb etc., atividades
realizadas entre o quinto e vigésimo dia de vida.fih, as abelhas operarias
exercem as atividades de patrulha e iniciam-se anmageamento fora da
colmeia. Nessa ocasido a abelha campeira, assimmigada devido as
atividades fora do ninho, estd como mais de virds de idade e ir4 realizar
essas atividades até o fim da sua vida (SEELEY6;200NSTON, 2003).

Como qualquer animal pecilotérmico, a temperatuospdrea das
abelhas sofre influéncia direta do ambiente. Teatpexs baixas ou elevadas
reduzem ou inibem as atividades fora do ninhonasas abelhas necessitam
tanto aquecer quanto resfriar a colmeia. Dentraidbo a temperatura deve ser
controlada, sendo no centro a temperatura variantte 33 ° a 36 °C, sendo a
média de 34,5 °C. Para a colbénia é de extrema tdmmia o controle da
temperatura, pois superior a 37 °C interrompe ametfose e acima de 40 °C
os favos de cera comecam amolecer e a colénia@mntlapso, e abaixo de 28
°C interferem no desenvolvimento das larvas e argéneia de adultos
(SEELEY, 2006).

O controle da temperatura é realizado por meio gilmpamento e

dispersdo dos insetos associado com os movimeelasianados ao voo
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(articulagédo das asas), pois quando realizam v86 88 energia demandada
pelas operarias € convertido em calor, devido &gssps metabdlicos que
resultam no aquecimento dos musculos desses ingFtogue para voar as
abelhas tem que manter a temperatura toracica aten2y °C (ESCH, 1976;

HEINRICH, 1979; SEELEY, 2006).

2.2 Aspectos socioecondmicos a@is sp.

Vivendo ha milhdes de anos no plangtamellifera € um importante
organismo que é “domesticado” e explorado pelo mom&credita-se que os
egipcios foram os primeiros a manejarem as abglr@sobtencao de propolis e
mel (PEGORARO, 2007).

No Brasil, para a introducéo das primeiras abetasellifera, o padre
Antodnio José Pinto Carneiro necessitou de umaiaatg@o do entdo imperador
Dom Pedro Il, sendo comprovado pelo decreto n°dé212 de julho de 1839.
Nesse primeiro momento, o0 objetivo era a exploralgfioera para confeccédo de
velas, dando inicio a apicultura brasileira (WIES&)5; ZOVARO, 2007).

A apicultura é uma atividade rentavel, podendo e&plorados
comercialmente produtos como o mel, cera, propapgpxina, pdlen apicola,
geleia real e a polinizacdo de plantas cultivaBasgle-se também citar produtos
e servigos especializados para o apicultor comoagéo de rainhas (PAULA
NETO, 2006; WIESE, 2005).

Em trabalho desenvolvido por Klein et al. (200 @ntie as 124 culturas
principais cultivadas pelo homem, 87 sdo dependedgim agente polinizador,
ou seja 70% das espécies cultivadas de import&eciadmica para o homem
depende de um polinizador, sendo que dentre osipais agentes polinizadores

estdo as abelhas. Segundo estudo realizado pai &&dl. (2009), o servigo de
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polinizacdo realizado pelos diferentes artropo@gsesenta cerca de 9,5% do
valor total para producéo de alimentos.

A producdo mundial de mel em 2010 foi estimada proxamadamente
de 1,5 milhdo de toneladas, tendo como principaisgs produtores sédo a
China, Turquia, Argentina, Ucrania e Estados Unidesferente a 2011, os
principais exportadores mundiais do produto fora@hma, Argentina, México
e India; enquanto que os principais importadorganfoos Estados Unidos,
Alemanha, Reino Unido, Japdo e Franga (FOOD AND KG&RTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FAO, 2012).

No Brasil a estimativa da producéo foi de 38 mitdladas de mel,
sendo que os principais estados produtores for&io Grande do Sul, Parana,
Santa Catarina, Piaui e Minas Gerais, somando &%db mel produzido no
pais (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTA — IBGE,
2011). Em 2014 o pais exportou 25 mil toneladagpmauto, sendo que os
principais paises compradores foram os Estadosodnillemanha, Canada,
Reino Unido e Bélgica (ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS
EXPORTADORES DE MEL — ABEMEL, 2015).

2.3 Efeitos de produtos fitossanitarios sobrépis sp.

O aumento na exploracdo da atividade apicola parmincremento no
namero de colbnias ao longo dos anos. Contudoopslg;des das colbnias
diminuiram consideravelmente na Europa e nos Esthldidos, sendo notéria
reducdo a partir do inverno no hemisfério norte26@6/07. Hipdteses foram
levantadas, como a interferéncia do homem na esirutos habitats, o uso
indiscriminado dos produtos fitossanitarios, pat@gee as alteracdes climaticas,

com a combinacdo de um ou mais entre esses fapaes explicar o
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desaparecimento das abelhas (AIZEN; HADER, 2009TTPE et al., 2012;
VAN ENGELSDORP; MEIXNER, 2010).

Nesse sentido, estudos classicos da exposicd@tdpiabelhas é uma
forma de avaliar a toxicidade de inseticidas, oftrana € por meio da superficie
contaminada. Deste modo Stanley et al. (2015) z@alin uma série de
experimentos e concluiram que os inseticidas cl¥pj malationa, profenofds,
monocrotofds e deltametrina foram téxicoA.andlifera, chegando a 100% de
mortalidade 48 horas apés a intoxicacdo, enquanéo figbendiamida, metil
demeton, imidacloprido e tiametoxam reduziram hresavéncia somente
guando ocorreu a exposicao tépica.

Em estudo realizado por Costa et al. (2014), aaatiatrés formas de
contaminacao das abelhas a alguns produtos fiitdssas, a pulverizacéo direta
no inseto, o contato com folhas de meldo contammambm inseticida e o
alimento contaminado com os inseticidas. Essesremtoonstataram que
abamectina, tiametoxam e clorfenapir foram extreerden tOxicos para 0s
insetos independente da forma de exposicéo, ermgaetacetamiprido, cartap
e deltametrina foram téxicos quando pulverizaddsesas abelhas; sendo que o
flufenoxuron foi prejudicial quando ofertado enmainto contaminado.

Assim como a exposicdo dos insetos aos xenobidiicasma das
possiveis razbes para ocorréncia da CCD ou daondedids coldnias, outro fator
a ser considerado € o estado fisiologico dos inséte abelhas, por exemplo,
podem ser expostas a acdes exercidas por agefgesiosos e potencializadas
pela exposicdo a xenobidtico. Dessa forma, Pets. €2012) observaram que
infeccdes causadas plbsema sp. aumentaram consideravelmente em abelhas
expostas ao inseticida imidacloprido, demonstrapivavelmente um efeito
indireto do produto fitossanitario sobre o crescitnede patégenos e/ou

aumento da susceptibilidade das abelhas a agesttessantes.
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A exposicdo a xenobibticos também pode causar iadifes no
comportamento das abelhas, como a capacidade asso@ntre uma fonte de
recurso, a recompensa (alimento) e o trabalho emogfcomunicacéo da fonte
de alimento para coldnia). Por exemplo, abelhasesiadas com 0,21 ng/abelha
de imidacloprido tiveram a danca do requebradmdéeentre 4,5 a 10,5 vezes.
Esse comportamento (danca) é sinal caracteristica ipdicar a distancia e a
localizacdo de fontes de alimento, evidencianddacefeubletal do inseticida
(EIRI; NIEH, 2012).

Mas os efeitos tOxicos dos inseticidas ndo se dimitsomente aos
insetos adultos. Como modelo, em pesquisa realipadaZhu et al. (2014),
clorotalonil, clorpirifés e fluvalinate foram avatios individualmente e em
combinacdes, sendo que todos provocaram acrésamaortalidade de larvas
de A. mdllifera, bem como a ocorréncia de sinergismo entre asculak& como
no caso de clorotalonil e fluvalinate.

Apbs o registro do fendbmeno CCD, um dos princifetisres estudados
sdo os efeitos letais e subletais dos inseticidagesabelhas, uma vez que esses
insetos ao realizarem suas atividades podem sers®@g aos compostos.
Entretanto, quando se observa a realidade brasileg estudos relacionados
ainda sao incipientes, o0 que gera a desinformacé@speito dos possiveis efeitos
dos produtos fitossanitarios sobre os polinizadarasagricultura nacional,
impossibilitando almejar a interacdo entre as ddides apicolas e agricolas,
bem como seu o uso racional e sustentavel (PINHEIRREITAS, 2010;
ROCHA, 2012).

As abelhag\pis sp. no Brasil, como ja descrito, possuem caratieas
peculiares por ser um poliibrido de espécies eimepeafricanas. Um exemplo
da diferenca entre as espécies foi a pesquisa \adgigla por Danka et al.
(1986), ao avaliarem duas espéciedAdiss, uma europeia e outra africanizada,

submetidas a exposicdo tépica de azinfos-metihardy parationa metilica e



29

permetrina. Constatou-se que a populacdo africdamifai mais tolerante para
trés dos inseticidas. Essa caracteristica favoi@elbelhas africanizadas pode
ser atribuida a fisiologia do inseto, a genétidagiimica e a diferenca de

comportamento entre as espécies.

2.4 Inseticidas neonicotinoides e a clotianidina

Os neonicotinoides sdo compostos sintéticos quegeptam a classe de
inseticidas analogos da nicotina, presente em dolib@ fumo, comumente
utilizada no controle de insetos-praga desde ol@é¢dlll. Tanto a nicotina
guanto os neonicotinoides atuam na fenda sinaptigarocesso de transmissao
do impulso nervoso, sendo agonistas dos receptizesinicos da acetilcolina
(ACh). A ACh é o principal neurotransmissor noeisa nervoso central (SNC)
dos insetos, cuja acdo é modulada pela enzimdcatiegsterase (AChE), que
interrompe a transmissdo do impulso nervoso poronua hidrélise da
acetilcolina em acetato e colina (NAUEN et al., ROORIGITANO;
CARVALHO, 2001).

Nithiazine foi o primeiro composto sintetizado cdodesado como
neonicotinoide durante a década de 1970; porém, okécola nao foi
comercializada em larga escala por ser foto inktdNevos trabalhos foram
realizados visando aperfeicoar a utilizacdo doidltihe, sendo que no Japéo, a
equipe do pesquisador Shinzo Kagabu conseguiu tigarteo inseticida
imidacloprido, o primeiro neonocotinoide comerdatio em larga escala
(KAGABU, 1997; KLEIER et al., 1985; TOMIZAWA; CASIB, 2003).

Os inseticidas neonicotinoides sdo divididos emsdsabclasses ou
geragbes. Os compostos que representam a subdasseloronicotinilas
(primeira geragéo) possuem o radical N-ciano-araiéim sua estrutura quimica,

pertencendo a essa subclasse acetamiprido, impdatoe tiacloprido. A outra
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subclasse dos neonicotinoides é dos tionicotiflagunda geragéo), possuindo
o radical N-nitroguanidina e tendo como exemplosampostos dinotefuran,
clotianidina, nitenpiram e tiametoxam (ELBERT et aD08; MAIENFISCH et
al., 2001; NAUEN et al., 2003).

Pesquisas relacionadas ao metabolismo dos neowicks foram e
continuam sendo realizadas em plantas e anima) gue esses testes séo
imprescindiveis para o registo de moléculas ou ditagio em 6rgdos
regulatérios de diversos paises. Para clotianidesdos evidenciam que
devido a elevada solubilidade em agua e metaboliemm nos mamiferos,
praticamente a molécula é excretada na urina deafdnalterada. A evolucdo
guimica da clotianidina nas plantas é regida pac@es metabdlicas e
fotoquimicas. Por exemplo, o tiametoxam ¢é facilmemonvertido em
clotianidina no processo metabdlico em insetosartas o0 que pode gerar efeito
no organismo (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY — EPAR003;
KLEIN, 2003; NAUEN et al., 2003; TOMIZAWA; CAZIDA2005; YOKOTA
et al., 2003).

Em plantas e animais, a clivagem apoés a hidroxdlagagrupo OCkldo
agrupamento nitroguanidina do tiametoxam resultéormaacéo da clotianidina
(CASIDA, 2011; FORD; CASIDA, 2006; NAUEN et al., @8). A clotianidina
por sua vez tem maior afinidade (distancia nanorhatam os receptores
nicotinicos da ACh dos insetos em detrimento aosifeaos (NAUEN et al.,
2003). Por sua vez, esses compostos conseguiranbir@ma seguranca
atribuivel a uma afinidade mais elevada para isseto poder em controlar os
insetos-praga (FORD; CASIDA, 2006).

A clotianidina possui férmula quimicagfsCINsO,S e nomenclatura
IUPAC é E)-1-(2-cloro-1,3-tiazol-5-il-metil)-3-metil-2-nitrguanidina. Esse
composto possui massa molecular de 249,68 g/mlobiidade em agua entre
0,30 e 0,34 g/L a 25 °C, coeficiente de particdaraid/agua (log &) de 0,7 a
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25 °C, o que caracteriza ser um composto polaranadiente hidrofilico. A
molécula possui ponto de fusdo de 176,8 °C, senffirnaula estrutural da
clotianidina representada na Figura 1 (AGENCIA N@GKL DE
VIGILANCIA SANITARIA — ANVISA, 2014; NAUEN et al.,2003; UNEME
et al., 2006; TOMIZAWA; CASIDA, 2005).
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Figura 1 Férmula estrutural da clotianidina (ANVIS2014)

Em 2014 cinco produtos comerciais com o principieoaclotianidina
detinham registro para serem comercializados n&ilBpara o controle de
insetos-praga nas culturas da alface, algoddotabatéros, cana-de-acUcar,
crisantemo, feijao, fumo, meldo, milho, pepino,olbp, soja, tomate e uva
(SISTEMA DE AGROTOXICOS FITOSSANITARIOS — AGROFIT2014;
ANVISA, 2014).

Como a maioria dos inseticidas neonicotinoidedottanidina apresenta
baixa toxicidade a mamiferos. A dose letal {fploral aguda para ratos adultos
da nicotina esté entre 50 e 60 mg/kg, enquant@gtee clotianidina essa dose &
maior que 5000 mg/kg. Em passaros addla clotianidina é superior a 2000
mg/kg, considerando-se que um composto sera maetquanto menor for a
quantidade ingerida por unidade de peso. N&o foodoservados efeitos
carcinogénicos para mamiferos expostos ao insat{@@MIZAWA; CASIDA,
2005).



32

Segundo a agéncia de protecdo ambiental dos Estddmbos, a
clotianidina foi extremamente téxica para abelhasaigte a exposi¢cdo aguda.
Outro aspecto esta relacionado a exposi¢ado crdoE#ansetos ao composto. Por
causa da capacidade sistémica, a clotianidina padeslocar na planta e
contaminar néctar e/ou polen, que possivelment@roaocar efeitos letais e
subletais nos insetos que utilizarem esses rec(E&ds, 2003).

As abelhas expostas aos xenobibticos ndo se eaoostrjeitas apenas
ao risco de morte, como também podem ocorrer afiem biol6gicas,
fisiolégicos e/ou comportamentais. Por exemplo, ifrcades podem ocorrer
no comportamento, aprendizado e/ou em fun¢fes i a sobrevivéncia. Do
mesmo modo, altera¢gdes na orientacdo espaciat@paaidade de voo, reducao
na capacidade associativa fonte-recurso-alimerdo) bomo a elevacdo na
sensibilidade aNosema sp., alteracbes no forrageamento ou anomalias no
desenvolvimento das fases jovens, podem ser caugagla exposicdo de
abelhas campeiras aos inseticidas (BLACQUIERE.g2@al2; CARVALHO et
al., 2013; HASSANI et al., 2008).

Relatos demonstraram que neonicotinoides inteafarino processo de
orientacdo das abelhas. A memoria associativa emtreinal visual e a
recompensa (alimento) foi afetada quando abellrasnfe@xpostas a ingestéo de
3 ng/abelha de tiametoxam, ocorrendo reducéo pastsao estimulo superior
a 20% dos insetos (DECOURTYE; DEVILLERS, 2010).

Em estudo realizado por lwasa et al. (2004) adareah a toxicidade de
diferentes neonicotinoides para abelhas operamasstataram que apos
aplicacao tépica a Dk foi 18 ng/abelha para imidacloprido, 22 ng/abgihea
clotianidina, 30 ng/abelha para tiametoxam, 75bejfa para dinotefuran e 138
ng/abelha para nitenpyram, 7,1 pg/abelha pararageido e 14,6 pg/abelha
para tiacloprido. Foi sugerido que a diferenciagddoxicidade dos compostos

esta relacionada ao arranjo estrutural das molk&ceala que os inseticidas que
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contém o agrupamento N-nitroguanidina foram maigtd do que aqueles que
continham o agrupamento N-ciano-amidina.

Trabalhos foram publicados com relatos da toxicdados
neonicotinoides para organismos ndo alvos, dergseseas abelhas. Assim,
Hassani et al. (2008) avaliaram acetamiprido edtaram ofertando alimento
contaminado e expondo as abelhas aos compostasgioda aplicacéo tépica,
sendo evidenciado que parfa mdlifera o acetamiprido causou alteracdes
comportamentais dos insetos, todavia os mesmas<feio foram observados
para tiametoxam.

Analisando a morfologia do intestino médio e daecabde abelhas
expostas a dieta contaminada com tiametoxam, @lietial. (2014) observaram
modificagcdes no l6bulo ético dos insetos expostosianetoxam, assim como
no intestino ocorreu aumento na secre¢do apécraaliminacao celular, bem
como teve a vacuolizacdo do citoplasma. Foram atatds modificacdes nos
corpos penduculados e nos I6bulos éticos do cérg@soabelhas expostas ao
inseticida.

O fendmeno CCD e o declinio das colbnias levaranpeedas
substanciais de col6nias de abelhas na Europa Estados Unidos, sendo que
diversas hipéteses foram levantadas, e por presalgdovernos de diversos
paises, foram aderidas medidas para minimizarsoegiassociados a exposi¢céo
das abelhas aos inseticidas. Por exemplo, o goveasileiro em julho de 2012,
por intermédio do Instituto Brasileiro do Meio Arebhie e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) em carater cautelapsunsleu a autorizacdo para
aplicacao por pulverizacdo aérea dos produtos aiatizados contendo em sua
férmula os ingredientes ativos clotianidina, figtpimidacloprido e tiametoxam
(BRASIL, 2012).

Entretanto, em janeiro de 2013, o IBAMA revogou edida cautelar

imposta em 2012 e posteriormente em abril de 201drgdio instituiu os
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procedimentos de reavaliacdo agrondmica, toxiccddg ambiental desses
compostos, seja de forma isolada ou em misturaagnos ingredientes ativos.
Essa medida tem como finalidade prevenir a ocoi@éde danos ambientais
decorrente do emprego desses inseticidas (BRABIL3,2014).

Dentro deste contexto, pesquisas devem ser reatizzmm objetivo de
estudar as questdes referentes a acéo téxica skiidas sobre os organismos
nao alvos, o que facilitara a tomada de decisaarguzeneficiar aos apicultores

e agricultores

2.5 Biomarcadores enzimaticos e as abelhas

As abelhas podem ser utilizadas como bioindicaddeesontaminagéo
ambiental. Um exemplo é a associacdo entre a redla;atividade polinizadora
com possivel exposicdo ao agente toxico. A presahearesiduos dos
xenobidticos nos produtos apicolas como na cera mel, é outra forma de
utilizar a abelha ou seus produtos como bioindieeslda qualidade ambiental.
Da mesma maneira, a elevacdo da mortalidade enequériscia a exposicao de
poluentes ambientais, tais como os inseticidas. vAliazdo da atividade
enzimatica é outra técnica resultante do contat@rdanismo com o agente
intoxicante podendo ser relacionada com efeitosvagites a colbnia e a
comunidade. Assim, as enzimas produzidas pelashadelconstituem
biomarcadores viaveis para detectar possiveis psgPORRINI et al., 2002;
RABEA; NASR; BADAWY, 2010).

A avaliacdo da poluicdo ambiental pela utilizac&o ldomarcadores
permite observacdes das respostas dos organismesti@sse causado pelo
componente téxico, desde nivel molecular (bioqubiniaté impacto sobre a
populacédo e a comunidade (ADAMS et al., 1989; VANRDOOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003).
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Dentre as possibilidades da utilizagdo dos biondames esta a
avaliacdo da toxicidade de um composto, bem com@assiveis efeitos
subletais de substancias nos 06rgdos e/ou tecidomsgto (MALASPINA;
SILVA-ZACARIN, 2006). A adocédo desse método tem ooabjetivo avaliar
possiveis alteracdes em parametros fisiologicosguiimicos, anatdmicos e
comportamentais dos espécimes que sobreviverem pasiefio de doses
subletais aos xenobiéticos (HYNE; MAHER, 2003).

Da mesma forma que em muitos animais, as abelhssu@m um
complexo sistema enzimatico responsavel por diggpsacessos vitais para sua
sobrevivéncia, principalmente processos envolvendesintoxicagdo, digestao
e absorcdo de nutrientes, transporte, estresseatiorid entre outros
(CHAPMAN, 2013; ROCKSTEIN, 1978).

Transformag8es metabdlicas de xenobidticos resudtanalteracbes de
compostos quimicos por meios biologicos. Essas finadbes em sua grande
maioria podem converter esses produtos em subatipcoilares e derivados
sollveis em agua, sendo excretados pelo organ&BOW-DONIA, 2014).

Entre os metabdlitos, o0 acimulo de peréxidos eaisdivres podem
causar problemas como danos da atividade e estra@lular, citotoxicidade,
inclusive no processo de morte celular (apoptasiicdo enzimatica e adicao
de proteina, oxidacdo do RNA e DNA (KORSLOOT; VANESTEL; VAN
STRAALEN, 2004). Radicais livres de oxigénio podatacar proteinas, acidos
desoxinucléicos e membranas lipidicas, alterandttegridade ou as funcdes
celulares (COYLE; PUTTFARCKEN, 1993).

Sao prejudiciais os peroxidos e radicais livres @dba, OH, NO' e
H,O, que séo produzidos pelo metabolismo do organignaiminacdo desses
compostos é um das fun¢cbes mais importantes davgisenzimatico realizado

por enzimas como a catalase, superéxido dismutdgiationa S-transferase,
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glutationa peroxidase e glutationa redutase entit@® enzimas (BARREIROS;
DAVID, 2006).

Outra enzima importante é a fosfatase alcalinaiddeso seu papel no
processo digestivo e transporte de metabdlitos, bemo a remocdo do
agrupamento fosfato de substratos como nucleotig@oseinas e alcaloides
(COLEMAN, 1992).

Produtos fitossanitdrios podem causar alteracdes complexo
enzimatico, como a enzima acetilcolinesterase, @uribida por inseticidas
organofosforados e carbamatos, ndo ocorrendo alisalida acetilcolina, o que
ocasiona 0 acumulo do neurotransmissor e por co@ge@ leva o inseto a
hiperxitagdo e a morte (LUKASZEWICZ-HUSSAIN, 201RIGITANO;
CARVALHO, 2001; STENERSEN, 2004).

Glutationa S-transferase tem papel fundamental esintbxicacédo
celular e excregdo de xenobidticos, sendo utilizasao indicadora da presenca
de inseticidas e metaloides. Carboxilesterasesirsicadores de exposicao a
piretroides e carbamatos, cuja funcdo é catalignolises das ligacdes do
agrupamento éster, como em amidas e tioésteres NBHETTE; FENG;
SINGH, 2007; HYNE; MAHER, 2003).

Devido a sua importdncia como um dos principais nige
polinizadores, pesquisadores adotaram as abelhas @m dos bioindicadores,
principalmente para presenca de produtos fitoss@rst utilizando o complexo
de enzimas como biomarcadores. Por exemplo, enalli@brealizado por
Carvalho et al. (2013) abelhas adultas foram atilis como biomarcadores de
trés inseticidas, deltametrina, fipronil e espimigsd=oram avaliadas a atividade
enzimatica da acetilcolinesterase, catalase, ffatalcalina, glutationa S-
transferase e trés isoformas da carboxilesterase.in€eticidas fipronil e
espinosade induziram a atividade da catalase. 2imman CaE-1 e CaE-2 foram

afetadas pela exposicdo dos insetos a deltametimguanto o fipronil ndo
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alterou a acetilcolinesterase, assim como a ghuati S-transferase. Ja
espinosade alterou praticamente todas as enzirsasv/alas, exceto a AChE.

Em pesquisa realizada por Boily et al. (2013) fualsada a atividade
da acetilcolinesterase de abelhas contaminadas doses subletais de
imidacloprido, clotianidina e glifosato. Foi obsada a elevacdo na atividade
enzimatica para 0s insetos expostos aos neoni@dgioenquanto ocorreu o
declinio da atividade da AChE para os insetos e¢gpa® glifosato.

Estudo realizado por Badiou-Bénéteau et al. (204Rliaram os
possiveis efeitos do tiametoxam na atividade ertiienéle abelhas expostas a
2,6; 5,1 e 51,2 ng/abelha. Nessa pesquisa foiaalaah atividade enzimatica da
acetilcolinesterase, carboxilesterase, glutatiotrargferase, fosfatase alcalina e
catalase dos insetos expostos as doses de tiammetoks respostas dos
biomarcadores revelaram que mesmo na menor doséns#ticida, esse
composto afetou atividade da carboxilesteraseatimia S-transferase, catalase
e fosfatase alcalina, entretanto a acetilcolinaseemao foi modificada pela
presen¢a do composto.

Em trabalho realizado por Decourtye et al. (20@4)dbservado que
imidaclorprido nas doses de 0,12 e 12 ng/abelhacatou a atividade do
citocromo oxidase. A elevacdo da atividade comcoiimo oxidase afetou
diretamente a atividade dos neurbnios, induziu idgttde respiratéria e
enzimtica, assim como atividades das enzimas omtb@is,
consequentemente e concomitantemente ocorreremiéiefas no individuo,
como a aprendizagem (BENNET et al.,1996).

A adocéo das abelhas como bioindicadores ambiehtateressante por
causa do contato entre o inseto e diversos xenoisdtjuando realiza a busca
de recursos fora da colonia, sendo considerado comimador de alta
sensibilidade (RABEA; NASR; BADAWY, 2010; SMITH; WCOX, 1990;
WALLWORK-BARBER; FERENBAUGH; GLADNEY, 1982).
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O emprego de abelhas como bioindicadores e suamanzomo
biomarcadores aparenta ser uma ferramenta promipsoa avaliar a sanidade

da col6nia e caracterizar a exposicao a xenob®{CARVALHO et al., 2013).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Inseticidas neonicotinoides, como a clotianidindo samplamente
utilizados na agricultura brasileira para o comtmé artrépodes-praga. Contudo,
poucos sdo os relatos da acdo téxica desses camp@stra abelhas
africanizadasApis mellifera, tampouco estudos sobre os possiveis efeitos de
doses subletais. E importante salientar a impddasocioecondmica das
abelhas e a peculiaridade do inseto que é criadpai® tratando-se de um
hibrido oriundo do cruzamento entre abelhas euaspeiafricanas. Da mesma
forma deve-se destacar a necessidade de estudoalmdhas nativas, uma vez
que essas estdo da mesma forma sujeitas a expa@misamseticidas. Fato
preocupante, pois abelhas sdo extremamente imEstpara manutencdo da
biodiversidade, por meio do servi¢co de polinizagéoespécies vegetais. Ao se
deparar com essa realidade, estudos devem seradesli para demonstrar os
risco dos inseticidas neonicotinoides e mitigampossiveis efeitos toxicos de
inseticidas no campo, bem como adocdo de pratieasnahejo tanto pelo
apicultor, quanto pelo agricultor levando em coasigdo ndo somente o efeito
letal, mas os efeitos subletais para as abelhas.

Assim, é fundamenta a comunicacdo entre a indstdademia e o
governo, com objetivo de estimar de forma clargpassiveis riscos causados
pelos produtos fitossanitarios a salde das abeRmsanto, somente com a
unido dos setores envolvidos, as respostas pastoggeserdo encontradas e
politicas publicas poderdo ser adotadas em bemefta sociedade
(BLACQUIERE et al., 2012).
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RESUMO

O principal método de controle utilizado para oqatade artrépodes-
praga é a aplicacdo de produtos fitossanitariositu@o, outros organismos
também sdo expostos a esses compostos, dentreaissegtéio as abelhas do
géneroApis, que sdo insetos de extrema importancia, seja peldugio de
produtos apicolas ou pelo servico de polinizac@stpdo. Assim, 0 presente
trabalho teve como objetivo determinar a dose Efa(DLsy) da clotianidina
paraApis mellifera e avaliar alguns efeitos subletais. Foram aplisaliferentes
concentracBes de clotianidina no térax das abetieaglo obtido resultado para
DLs, foi de 6,67 ng/uL. Posteriormente a determinacddDts, realizou-se
experimentos para avaliar os possiveis efeitosddaes subletais, utilizou-se
doses equivalentes a Blop€ a Dlsone além da Dk, paraA. mellifera, o
tratamento controle foi utilizado apenas acetondulids de abelhas foram
expostos a trés formas de contaminacdo: aplicacab aguda, superficie
contaminada e tdpica aguda. Também foi avaliadeflexo da extensdo da
probdscida das abelhas contaminadas com gyl DLsyo € Dlsy da
clotianidina. A clotianidina reduziu a longevidadies insetos, independemente
da forma de exposicdo das abelhas. A respostatdaséo da proboscida foi
afetada negativamente pela exposicao dos adultassaticida. A clotianidina
demonstrou ser toxico para adultos Alemedlifera, necessitando de novos
estudos para confirmagéo da sua toxicidade.

Palavras-chave: Inseticida. Toxicidade aguda. &fibletal.
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ABSTRACT

The chemical control is the main tactics for theton of arthropods-
pest. However, others organisms are also exposdides® compounds as the
bees of the genu8pis, which are recognized from its products and far th
pollination services. Thus, this study aimed toedwine the acute toxicity
(lethal dose - Lkg) of clothianidin toApis mellifera L., 1758 and evaluated
some sublethal effects. Using dose-response asshgifierent concentrations
of clothianidin, the LD50 obtained was of 6.67 reglband the sublethal doses
assessed were equivalent of 1/400 and 1/20 of B0 Adults ofA. mellifera
were exposed to three types of contamination: aout topical acute and
contaminated surface. It also assessed the Prebesinsion reflex as way to
assess the impact of clothianidin on bee cognif@ur. results showing that the
intoxication with clothianidin reduces the life spaf bees independently the
exposure route and from the proboscis extensidexressay was observed that
bees were impaired on cognition ability. In overtde clothianidin shown to be
toxic to adults of A. mellifera in laboratorial condition (individuals) and
requiring new studies to prove its toxicity at aotfield level

Keywords: Insecticide. Acute toxicity. Sublethafleet.
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1. INTRODUCAO

As abelhasApis mellifera Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Apidae) sé&o
insetos de grande importancia, seja pela exploragioercial de produtos
apicolas, ou por serem polinizadores de diversa#tas, incluindo espécies de
importancia agricola. Aproximadamente 300.000 @spéle plantas, quase 90%
de todas as plantas com flores, requerem a pdjizeanimal para se
reproduzir, dentre os quais as abelhas (OLLERTONYAREE; TARRANT,
2011). Ao recolher recursos como néctar e/ou poksses insetos s&o
responsaveis pela polinizacdo dessas plantas, sgrdaproximadamente 75%
das plantas cultivadas para a producdo de alimgmbssuem um agente
polinizador (KLEIN et al., 2007).

Contudo, para a producéo de alimento em quantidagen qualidade,
0s agricultores utilizam os produtos fitossanigigomo o principal métodos de
controle para arth6podes-praga, em que no ano I &fknas no Brasil foram
comercializados 11,4 bilhes de dodlares em produfibgssanitarios
(SINDICATO NACIONAL DA INDUSTRIA DE PRODUTOS PARA
DEFESA VEGETAL — SINDIVEG, 2014). Porém, a utiliZag de produtos
fitossanitarios ndo se restringe apenas a expodizéoganismo alvo, mas como
também causa a intoxicacdo de organismo ndo awo @s abelhas, sendo um
dos fatores contribuintes para o declinio das ¢a#dnmAs causas do declinio
parecem envolver multiplos fatores, incluindo ocar@os nas praticas agricolas
(por exemplo, 0 monocultivo e o uso indiscriminaeoprodutos fitossanitarios),
e a interacdo entre patégenos responsaveis pocatoeras abelhas como o
ectoparasitavarroa sp. € 0 microsporididNosema sp. com a exposi¢cdo das
abelhas as produtos fitossanitarios, podem evidemci ocorréncia desse
fenébmeno (ALAUX et al., 2010; STOKSTAD, 2012).
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Os possiveis fatores que evidéncia do declinio pdisizadores e os
possiveis impactos desse acontecimento, demonsatiamportancia do servico
realizado pelas abelhas para producdo de alimeséoglo que com a perca
desses polinizadores, consequentemente diminuigroducdo de frutas e
hortalicas, abaixo do nivel do consumo atual (GALE#al., 2009).

A exposicao das abelhas a produtos fitossanitdeogyém pode ocorrer
de forma indireta. Pesquisas demonstraram que efnieat®s agricolas,
observou-se a presenca de produtos fitossanimoamostras de pdlen, néctar
elou cera apicola (CHAUZAT et al., 2006; KRUPKEa&t 2012). Dentre os
produtos fitossanitarios encontrados nos produpdsokas, estdo os inseticidas
neonicotinoides, inseticida utilizado principalmenpara o tratamento de
sementes de milho e canola, por exemplo, em quena@ram niveis superiores
a 0,01 ng da clotianidina (CUTLER; SCOTT-DUPREEQZ0STEWART et
al., 2014).

A realizacao de trabalhos sobre a ingestéo deditat € justificado em
funcéo da sistemicidade de compostos, ou sejapaciciade da substancia ser
absorvida pelas raizes e folhas e translocar natepl(EEUROPEAN AND
MEDITERRANEAN PLANT PROTECTION ORGANIZATION - EPPO,
2003). Para a clotianidina, um inseticida amplameriizado no controle de
artrépodes-praga, que permeia as raizes e os satédolantas tratadas, podendo
atingir 6rgaos florais e contaminar o néctar e moles quais sdo alimentos
fundamentais e indispensaveis para manutencdorevigincia das abelhas na
colénia (ELBERT et al., 2008; RORTAIS et al., 2005)

Assim, com o presente trabalho objetivou-se avalidoxicidade do
neonicotinoide clotianidina para o hibrido afriatdo deA. mdlifera, bem
como avaliar os efeitos de doses subletais em cadultilizando aspectos

biolégicos e comportamentais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo das abelhas adultas

Para realizacdo dos bioensaios as abelhas afacksA. mellifera
foram obtidas de duas colbnias localizadas no iapdw Departamento de
Entomologia da UFLA. As abelhas campeiras foranetadias na melgueira da
colmeia equipada com tela excluidora, salientangorps quadros da melgueira
ndo existia a presenca de nenhuma fase de desemeote do inseto (ovo,

larva ou pupa), apenas o alimento.

2.2 Bioensaios dose-mortalidade com adultos de médllifera

2.2.1 Determinacgéo da toxicidade aguda da clotiarnith para A. mellifera

Nessa etapa, por meio de experimentos do tipo mep®sta, a dose
letal mediana (Dtg) da clotianidina foi determinada para abelhas carag.
Inicialmente, foi preparada a solucéo estoque atiaoidina de 1000 ng i.a./uL
e posteriormente outras soluc@es utilizando séridildicdo entre 0,001 a 1000
ng i.a./uL do inseticida diluido em acetona.

Com o preparo das solucdes, as abelhas foram siagste com COpor
1,5 minuto. Em seguida foram separados 25 inseipggiola de 500 cirque
receberam aplicacéo tépica no térax de um pL de naspectiva solucdo do
inseticida, a qual foi realizada por meio de umermseringa acoplada com um
dispensador automético. Cada tratamento correspcadena concentracdo do
inseticida, sendo constituido de cinco repeticdes28 abelhas, em que o

tratamento controle utilizou somente acetona.
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As gaiolas contendo os insetos foram acondicionaslas cAmara
climatica a 28+2 °C, UR de 60+10% e escotofaseddbed®as. A cada 12 horas,
0 numero de abelhas mortas por gaiola e por coreéat foi contabilizado até
gue a Ultima abelha estivesse morte. Posteriormentdados obtidos foram
submetidos a analise estatistica para a determinicBLs, da clotianidina.

2.2.2 Bioensaios com. mellifera expostas a doses subletais de clotianidina

A sobrevivéncia das abelhas foi avaliada ao longotempo apos
exposicao a clotianidina em trés formas distiritagestao, aplicacdo tépica e em
superficie contaminada.

Para realizacdo de cada bioensaio, as abelhas fanastesiadas e
mantidas nas mesmas condi¢cdes climéaticas desaitgubitem 2.2.1. Em
seguida foram contabilizando as abelhas mortada T2 horas até que a Ultima
abelha estivesse morta.

Para a definicdo das doses subletais utilizadasmfoconsiderados
resultados descritos na literatura em funcao deuiess com analise de residuo
em diversas matrizes ambientais. Por exemplo, abaltio desenvolvido por
Schneider et al. (2012) foram necessarios apeBasdglabelha de clotianidina
para alterar a atividade de forrageamento, enqu@uiter e Scott-Dupree
(2007) avaliaram néctar e pdlen de plantas de aaooundas de sementes
tratadas e constataram resultados residuais irderan 0,05 ng. Adicionalmente,
a analise de risco de intoxicacdo foi moderadawemao da ingestdo média de
alimentos pelas abelhas, conforme descrito poraigoet al. (2005).

Partindo do resultado obtido no subitem 2.2.1, asentracBes/doses
adotadas para o estudo como doses subletais fajaivakentes a Digsp0€
DLsgodo resultado observado para asplEssas doses foram escolhidas por

serem doses realisticas e consideradas como dasietaiss do inseticida em
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concentracBes equivalentes a ppb (parte por bilegapm (parte por milhdo)

encontrados em varios trabalhos de analise dauasé&m polen e néctar florais.

2.2.2.1 Exposicao topica de doses subletaisAlanellifera

O bioensaio foi constituido de seis repeticdbes @snabelhas por
repeticdo para cada dose utilizada, totalizandoid&étos por tratamento. Os
tratamentos avaliados foram a dgkes DLsorno DLsgda clotianidina e o controle
(acetona), onde aplicou-se um pL da solucdo ddidide sobre as abelhas
anestesiadas, de forma idéntica ao subitem 2.2sbhfevivéncia das campeiras

foi avaliada ao longo do tempo igualmente desadgsubitem 2.2.1.

2.2.2.2 Exposicédo oral d&. mellifera com dieta contaminada

Para realizacdo do bioensaio, 180 insetos forantizagdos por
tratamento, sendo 30 abelhas por gaiola de 500 erseis repeticdes por
tratamento.

A dieta contaminada foi ofertada em microtuboseterfugacédo de 600
uL perfurados na extremidade, sendo estimada astémenédia de 10 pL de
solucdo de sacarose e agua (1:1) para cada idestsn forma cada microtubo
continha 300 pL de dieta por gaiola. As concengac@o inseticida
correspondente a Ruos DLsoro € DLspda clotianidina foram ofertadas uma
Unica vez. Apos ingestdo de todo contetdo oferaidmlmente (300 uL), as
abelhas foram alimentadasd libitum somente com solucdo de sacarose isenta
do inseticida.

Igualmente como descrito no subitem 2.2.1, a sol#ewia foi avaliada

ao longo do tempo até a morte do ultimo espécime.
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2.2.2.3 Exposicao dé. mellifera a superficie contaminada

Para a exposicdo aos residuos dos inseticidas garfisie, foi utilizada
metodologia descrita por Carvalho et al. (2009),prgando-se gaiolas
cilindricas formadas por duas placas de Petri demiGle diametro dispostas
uma sobre a outra e fixadas com auxilio de grampetglicos e fita adesiva.
Antes da montagem das arenas, cada face interier pitacas recebeu
pulverizacdo do inseticida (tratamentos), const#upor concentracbes de
equivalentes a Ddy400 DLsorzo € DLspda clotianidina em solugcdo agquosa, sendo
o tratamento controle utilizado apenas agua, pao me uma torre de Potter
(taxa de aplicacdo de 1,5 + 0,5 pLen15 Ib.pof).

Apés a secagem do solvente e montagem das arédasbglhas por
tratamento (12 repeticbes com 15 abelhas) foramtesiadas por um minuto
com CQ e individualizadas nas arenas. Como alimento feitafload libitum
pasta Candi constituida de 50 g de acucar de ¢einéeé 10 mL de mel. A cada
periodo de 12 horas foi avaliado a mortalidadeingstos até a morte da Gltima
abelha.

2.3 Efeito de doses subletais da clotianidina norm@ortamento gustativo de
A. mellifera

O processo de aprendizagem é vital para manutendésenvolvimento
da colbnia, visto que em cada momento da vida athab exercem papeis
distintos. Uma das formas de avaliar a capacidadmitiva deA. mellifera
expostas aos inseticidas é a observacdo do reflexaxtensdo da proboscida
(PER) pelo inseto. Para realizar esse bioensaif@mpregadas metodologias
descritas por Bitterman et al. (1983) e Decourtygham-Delégue (2002) com

algumas adaptacfes. O total de 120 abelhas campmiratratamento foram
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anestesiadas por GOpor 1,5 minuto e cada uma das abelhas recebeu
dorsalmente um pL de uma das solugBes da clotiemidias concentracdes da
DLsouoo DLsozo€ DLsg. Posteriormente os insetos foram acomodados estagai

de 500 cry em ambiente controlado com temperatura de 282 UR de
60+10% e como alimento foi ofertado como pasta Cémtbitum.

Decorrido 12 horas ap0s aplicacdo, 30 abelhas rptantento foram
anestesiadas e fixadas em suportes construidospooteiras seccionadas de
micropipeta de 1000 pL, adicionando-se um chumacalgbdao no fundo para
evitar 0 escape do inseto. Posteriormente a fixag&oabelhas, cada uma foi
avaliada de maneira independente ao PER por meiexpasi¢do a solucéo
aquosa com gradiente crescente de sacarose a @516, 50%. Entre as
concentrag@es foi oferecida somente 4gua destjbada,evitar falso-positivo. O
procedimento foi repetido as 24, 48 e 72 horas agjsicacdo do inseticida.

A avaliagdo do estimulo foi por meio de um bastin sua extremidade
envolvida com algodédo imerso na solugéo acucamdaposto proximo de uma
das antenas do inseto durante trés segundos pédizagéo do teste. O estimulo
positivo foi caracterizado quando a abelha disters# aparelho bucal, sendo
fornecida uma aliquota do alimento a abelha. Quamdm ocorreu nenhum
comportamento da abelha foi considerado como negaRara evitar falsos
condicionamentos durante 0s ensaios, antes decéoriaeprimeira solugédo de
sacarose, para cada inseto foi oferecido aguaossulostituida por outra do
mesmo tratamento caso observasse resposta pestestimulo.
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2.4 Andlise dos dados

Os experimentos foram realizados em delineamenteiramente
casualizado, sendo que todas as anélises foraipadss pelo software“RR
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2014).

Os dados de mortalidade dos experimentos de deiggfo da
toxicidade aguda (DJ) foram submetidos a andlise do tipo dose-resposta,
empregando-se o pacote “drc” (RITZ; STREIBIG, 200Bgla analise dos
dados, ajustou-se o modelo log-logistico com t@émetros, demonstrado na
equacgéo:

d—0
1 + exp(b(log(x) —log(e)))

flx)=0+

sendo “d” o limite superior, 0 “b” o slope no port&J, o que corresponde ao
ponto de inflexdo da curva e o valor dasplDeste modo, de posse do modelo
matemético, determinou-se o valor dasplo intervalo de confianca, o qui-
quadrado do modelo e grau de liberdade.

Para o estudo de sobrevivéncia dos adultos, foemtizadas medidas
repetidas no tempo e os dados submetidos a atipiseeibull fazendo uso do
pacote “Survival” (THERNEAU; LUMLEY, 2011). Foramalculados os
tempos letais 50 (Tdy) para cada tratamento. Naquelas situacdes ondaesaco
diferenca significativa entre os tratamentos, agliase foram comparadas
empregando-se o contraste entre modelos.

Para avaliacdo do experimento de comportament@tigust os dados
foram avaliados pela rotina GLM (“Generalized Linddodels”) seguindo
distribuicdo binomial, sendo que em caso de difexeentre os diversos
tratamentos, esses foram avaliados por meio deastede médias 0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Toxicidade aguda da clotianidina para campeirade A. mellifera

A dose letal mediana (Rh) tépica estabelecida par melifera
africanizada foi de 6,67 ng/abelha (24 horas) (Rigd). Os resultados
apresentados no presente trabalho divergem dagaketE® por Ilwasa et al.
(2004), em que ao avaliarem a exposicao topica etmicotinoides aA.
mellifera, observaram que a BJ-da clotianidina foi de 22 ng/abelha. Contudo
em outro estudo, o resultado obtido dasDibi semelhante ao presente estudo
com a toxicidade oral aguda da clotianidina pakespéciéd. m. mdlifera apés
24 horas de 6,76 ng/abelha (LAURINO et al., 2013).

O resultado da DJ; (6,67 ng/abelha) obtida no presente estudo divergi
da pesquisa realizada por Laurino et al. (2010)geenos autores determinaram
a DLg, oral da clotianidina para abelhas oriundas de t@énias, com
resultados entre 3,74 a 4,93 ng/abelha. Em trabadalizado pela European
Commission Health (2005) para mellifera a DLs, oral da clotianidina foi de
3,79 ng/abelha. ParA m. ligustica, Laurino et al. (2013) constataram que a
DLso para clotiandina foi 1,24 ng/abelha.

Atribui-se essa discordancia a possivelmente aiatitas por se tratar
de subespécies distintas. Salienta-se que ness® dsi utilizado um poliibrido
(africanizada) originado entre subespécies europeiafricana, enquanto a
maioria dos relatos na literatura é de subespétiespeias (MEDRZYCKI et
al., 2013).
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Figural Curva cumulativa da mortalidade Agis mellifera em relacdo a
dose administrada de clotianidina (ng i.a./abelb®y, (Dose letal
50) = 6,67 ng i.a./abelha; Intervalo de confiaBb& = 5.98 — 7.35
ng i.a./abelha.

A variabilidade dos resultados da f9lnos bioensaios ndo se restringe
apenas a clotianidina, sendo encontrado na literateferéncias de outros
inseticidas com discrepéncia nos resultados obtifkas exemplo, quando
imidacloprido foi ofertado em alimento contamingdwaA. m. mellifera a DLsg
observada foi de 193,59 ng/abelha, enquanto que Aam. ligustica foi de
29,79 ng/abelha (LAURINO et al., 2013). Para odtab realizado por Carrillo
et al. (2013) conA. mellifera foi observado a D, oral de 0,1 ng/abelha para

imidacloprido. Estudo realizado por lwasa et alO@ encontraram que a BL



65

para tiametoxam foi de 30 ng/abelha e para tiadopde 138 ng/abelha,
enquanto Decourtye e Devillers (2010) constatarame g Dl foi de 5
ng/abelha para tiametoxam e 17.320 ng/abelha jgatagrido.

As respostas divergentes observadas para @d. clotianidina entre o
presente estudo com os resultados observadogradia, podem ser atribuidos
a sensibilidade do individuo, espécie, origem gifam, variabilidade genética,
idade do inseto, tempo de exposicdo, modo de edmsentre outros fatores.
Portanto, se o efeito de um composto € avaliadoetagdo a sua dose, cada
individuo podera gerar respostas diferentes dasjuebservadas em outros
individuos (STENERSEN, 2004). Outro fator considet& que as subespécies
ndo possuem apenas diferencas morfoldgicas, tanimEssauem diferencas
biogquimicas, fisiol6gicas e comportamentais, sguuisivel observar diferencas
entre populacgdes, linhagens e colénias das subespama vez que na maioria
dos trabalhos na literatura foram utilizados subeigs de origem europeia,
enquanto que no presente estudo foi utilizada umzespécie poliibrido
africanizado (DANKA et al., 1986; LAURINO et al.023; RUTTENER, 1988).

3.2 Sobrevivéncia déA. mellifera apds aplicacdo topica da clotianidina

Para os insetos do tratamento controle g, Thi de 84,00 horas,
enquanto para o grupo Bjuoce DLso20(0,01 e 0,34 ng/abelha, respectivamente)
a TLs, foi de 63,3 horas, e apenas 49,9 horas foram sédas para Dig (6,67
ng/abelha) atingir a T Passadas 24 horas da contaminacéo tépica, 80% dos
insetos permaneciam vivos; contudo, apos 144 tapesas 20% encontravam-
se nesta condicdo e com 240 horas da exposicéegietrada a morte do ultimo
inseto (Figura 2).

Transcorridos 48 horas da intoxicacdo das abelas) et al. (2006)

observaram que 3,7 ng/abelha de imidaclorpido mesetade da populacédo das
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abelhas. De maneira semelhante, na presente pesgai® Dk, (6,67

ng/abelha) da clotianidina apresentougde 49,9 horas (Figura 2).
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Figura 2 Sobrevivéncia dépis mellifera expostas a contaminacédo topica
com diferentes doses de clotianidina.
GL = 3. p>y° = 1,082026 &
y = exp (W)e)*(x*a)), em que y = sobrevivéncia,;
M = TLso (Tempo letal 50)¢. = 1.191895 e x = Tempo (horas)

Em estudo realizado por Carvalho et al. (2009), axaliaram a
toxicidade de produtos comercializados para cittica brasileira a abelhas
africanizadas, constataram que o tiametoxam foemdmente toxico quando
administrado em pulverizacdo direta, em que duaashoram suficientes para
matar 80% dos insetos, divergindo dos resultadtdasbem que para ocorrer a
morte de 80% dos inseto foram necessarios no mifnboras para Dk da
clotianidina (Figura 2).

Avaliando o efeito cronico de doses subletais ddadntorpido, Boily et
al. (2013) observaram que para subdose de 0,3belgéac Tl foi de 120
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horas. Diferente do que foi observado para claliani que para Dy (0,34
ng/abelha) o T foi de apenas 63,30 horas (Figura 2), ou sejagtade do
tempo observado pelos pesquisadores.

A clotianidina reduziu a longevidade das abelhas2&% do tempo,
contudo, o tempo de sobrevivéncia dos insetos #somcom Tlsg minimo de
49,9 horas (Figura 2). De modo semelhante aostae®sl obtidos nesse estudo,
ao pulverizarem tiametoxam sobre abelhas, Costal. ef2014) constataram
reducdo na longevidade dos insetos, com g dé& 6 horas.

No presente estudo realizado, constatou-se que [PBggsoo (0,01
ng/abelha) de clotiandina e passadas 120 horas d®&i80% dos insetos
estavam mortos. Ao avaliar a mortalidade apés ég@odopica de abelhas a
doses subletais de fipronil, Aliouane et al. (200Bservaram que apds 120
horas 40% dos insetos expostos a 0,1 ng/abelh@raorre apds 168 horas 80%
das abelhas estavam mortas.

Para fipronil (0,01 ng/abelha) e tiametoxam (1,0abglha e 0,1
ng/abelhas), Aliouane et al. (2009) constataram amienseticidas causaram
mortalidade aproximada de 20% dos insetos apOshavds. Esses resultados
foram divergentes daqueles obtidos para a clofi@@idpois decorridas 63,3
horas, as doses subletais desse composto causarartadidade de 50% dos
insetos.

Um dos mecanismos de defesa dos insetos é o tegymertanto, para
ocorrer a intoxicacao por aplicacao topica, o ingkt deve transpor a barreira
da cuticula sendo absorvido, distribuido, biotramefido no organismo, que por
fim quando nédo resulta na morte do inseto, o cotopms seus metabdlitos sdo
excretados pelo inseto (BROOKS, 1976). Contudo, @guns casos, o
metabdlito é tanto toxico como o0 composto originphr exemplo, do
tiametoxam que um dos seus metabdlitos é outrdiditee a clotianidina
(CASIDA, 2011).
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Na exposicao topica do inseticida, a forma de pag& dependera de
fatores como o metabolismo do inseto, que inflleerzcitaxa de remocédo de
inseticida de camadas internas do tegumento. Asfeedncia do produto
fitossanitario das camadas externas para as niaisas do tegumento do inseto
se da por meio da difusdo, por meio de gradienteodeentracdo do ambiente
mais concentrado para 0 menos concentrado; emsopélavras, a superficie
externa do tegumento torna-se saturada com a €#posdpica do inseticida,
gue por sua vez percorre para dentro da cuticutke @ concentracdo da
substéncia se encontra baixa, implicando na iraggic do inseto e que podera
causar sua morte (BROOKS, 1976; NEGRO, 2011).

3.3 Sobrevivéncia deApis mellifera apos ingestdo de alimento contaminado
com clotianidina

Foi observado que para Blfoi necessario apenas 17,7 horas ap0s a
oferta da solucdo de sacarose contaminada pararcausorte de metade da
populagdo, enquanto para a concentracag,foh TLs, foi de 43,7 horas, e para
DLso/4000 tempo necessario para atingir asgifioi de 57,2 horas. Para o controle
foram necessérias 67,6 horas para que atingis@(Flgura 3).

As abelhas alimentadas com solucdo de sacarosendontdoses
subletaisda clotianidina reduziram sua longevidade (FiguyaGontudo, os
resultados obtidos no presente estudo, divergemetizs)obtidos em pesquisa
realizada pela European Commission Health (20@5)i@ que a concentracao
minima para niveis de ndo observacdo de efeitb (M@EL) foi de 1,024
ng/abelha.
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Figura 3 Sobrevivéncia dépis mellifera alimentadas com dieta contaminada
contendo diferentes concentra¢gdes de clotianidina.
GL=3.p>y*=1,169161¢
y = exp (L)Me)*(x ), em que y = sobrevivéncia;

M = TLso (Tempo letal 50)¢. = 2.132196 e x = Tempo (horas)

Observou-se que a dose subletal da clotianidinazined TLls, em 10,4
horas para abelhas expostos adadeda clotianidina, da mesma forma que a
concentracdo equivalente a dgkoreduziu em 24,1 horas o Jd(Figura 3). A
exposicao dos insetos aos produtos fitossanitpdosneio da via oral ocorre ao
coletarem o néctar e o pélen contaminados, mesma@sges contenham baixa
concentracdo e incapaz de produzir efeitos letpsreates (JOHANSEN;
MAYER, 1990).

No presente estudo observou-se mortalidade superid®0% nas
primeiras 24 horas da oferta do alimento comsy06,67 ng/abelha) da
clotianidina (Figura 4). Corroborando com os regids observados por Laurino
et al. (2011), quando em apenas uma hora aposta déeconcentragédo de 750

ng/abelha da clotianidina, constatou-se mortalidddepopulacdo superior a



70

80%.

A sobrevivéncia das abelhas expostas as dosestassib{®Lsg00 €
DLso29 da clotianidina a sobrevivéncia foi superior &db60as primeiras 24
horas (Figura 3), corroborando com a pesquisazestdi por Laurino et al.
(2011), em que constataram que 60% da populagierattada com a dieta com
clotiandina (0,75 ng/abelha) contaminada sobreaiveas primeiras 24 horas.

Dos cinco produtos comercializados no Brasil em42@de continham
como principio ativo clotianidina, em dois casosegistro de autorizado era
para aplicagdo no tratamento de sementes (SISTEMAABROTOXICOS
FITOSSANITARIOS — AGROFIT, 2014), ou seja, 40% do®dutos com
registo comercializados. No trabalho desenvolvido Qutler e Scott-Dupree
(2007), observaram 0,05 ng de clotianidina em pélegctar de canola oriunda
de sementes tratadas. Assim, ao se comparar caasaisados da Digsg0do
presente estudo, como os residuos observadosqutmes em polen e néctar de
canola, a quantidade encontrada no polen e némtam suficientes para causar
reducdo no T de abelhas alimentadas com dieta contaminada réFig)
demonstrando o risco de exposi¢cdo das abelhas m@psmem doses subletais
em plantas de importancia agricola.

Os resultados obtidos no presente estudo divergesnohtidos por
Aliouane et al. (2009). Ao avaliarem a oferta ccande doses subletais de
acetamiprido e tiametoxam, concluiram que 29% e @i@%babelhas morreram
depois de 264 horas da exposicao, respectivaméntpianto que no presente
trabalho todos os insetos morreram em tempo infegia 120 horas (Figura 3).

Doses subletais de clotianidina na dieta reduzieatongevidade das
abelhas em no minimo 15% do tempo mediano (Figur&td8wart et al. (2014)
avaliando sementes de algoddo, milho e soja trataman clotianidina,
observaram niveis entre 0,01 ng a 0,06 ng do netmiide, assim como

encontraram niveis de imidacloprido e tiametoxars pkntas oriundas de
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sementes tratadas. Em outro trabalho, para pladeasabéboras foram
encontrados no néctar das plantas 0,01 ng paracdhoftido e 0,011 ng para
tiametoxam, enquanto que no pdlen, foram observadiist e 0,012 ng para
imidaclorprido e tiametoxam, respectivamente (STENEITZER, 2012),
demonstrando que mesmo em quantidades subletaisieosicotinoides
presentes em poélen e néctar das plantas e podgmtsacialmente nocivos as
abelhas, uma vez que as doses subletias da dlfimiamieduziu a longevidade
das abelhas.

A presenca da clotianidina ndo se restringe aperasculturas
comerciais. Durante o cultivo do milho Krupke et(@2D12) analisaram residuos
de inseticidas nas flores da planta dente de lgd®,é encontrada vegetando
naturalmente nas entrelinhas da cultura. Essa iespégetal € importante
recurso floral para as abelhas, tendo sido comlstateesiduos de 1,1 ng/g a 9,4
ng/g de clotianidina nas amostras das flores, siv&iperiores as doses
observadas nesse estudo e que reduziram a londewdda abelhas (Figura 3).

Avaliando o comportamento de abelhAs mellifera em colénias
distantes 2 km de campos de soja e milho com iaag#lo da clotianidina para
tratamento de sementes via solo, Krupke et al.Zp06hservaram que todas as
abelhas encontradas mortas continham residuos ofien@ina com indices
entre 3,8 ng/g a 13,3 ng/g. No polen armazenaddavos das colmeias que ndo
haviam abelhas mortas, foi detectado 2,9 ng/g a@nlidina, enquanto que nas
colénias aonde encontrou-se adultos mortos, feotedo 10,7 ng/abelha, niveis
superiores as doses subletais utilizadas nessalhioabe que se fosse
administrados reduziram a longevidade das abelfiggra 3).

Uma vez no alimento (néctar ou pdlen), as abelBastem como evitar
a ingestdo do inseticida e sua intoxicacdo. Catetachéctar contaminado as
abelhas campeiras 0 armazenam no estomodeo, contedsa porcdo do

aparelho digestivo ndo ocorre absor¢do de nutseantea vez que toda cuticula
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que reveste o intestino anterior € impermeavel,oempossa ocorrer digestao
por intermédio de microrganismos presentes, acaendinas provenientes do

sistema salivar ou regurgitadas pelo ventriculomoEmeséntero que ocorre a
digestdo propriamente dita, por meio do ventrieutins cercos gastricos, onde
ocorre praticamente toda digestédo e absorcdo oherdo contaminado ingerido

(CHAPMAN, 2013; CRUZ-LANDIM, 2009).

Abaixo da membrana peritréfica no meséntero, a mpide das células
formadoras é constituida de microvilosidades, pujacipal funcdo é absorcao
dos nutrientes da digestdo, o que facilita absadgdiaseticida presente na dieta
contaminada. Essas células permitem uma rapidatrpede de compostos
lipofilicos, incluindo inseticidas (CONNER; WILKIN3N; MORSE, 1978;
CRUZ-LANDIM, 2009). Devido a essa permeabilidadeinstino médio do
inseto, justifica-se 0 menor tempo necessério p@e as concentragbes de
clotianidina presentes na dieta provocassem a ndertmetade da populacédo
avaliada quando comparada com a aplicacao tépigarés 2 e 3).

Diferente de outras classes de inseticidas, osic@omides sdo mais
téxicos para abelhas quando exposto pela via seatomparada a exposicdo
pelo tegumento. Por exemplo, osparal observado utilizando R¢.foi de 17,7
horas (Figura 3), enquanto que osd para aplicacdo topica foi de 49,9 horas
(Figura 2). A diferenca nas respostas pelas fordesexposicdo pode ser
atribuida a hidrofobicidade fraca dos inseticidas, que dificulta os
neonicotinoides a penetrarem por meio da cuticutetos (DECOURTYE;
DEVILLES, 2010; IWASA et al., 2004; SUCHAIL; GUEZBELZUNCES,
2001).
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3.4 Exposicdo deA. mellifera em superficie contaminada com doses
subletais de clotianidina

O tempo letal mediano foi de 174,67 horas parahaBeéxpostas as
concentracdes de Rdwoe DLsode clotianidina aplicada na superficie de arenas
construidas de placas de Petri, enquanto pataBfoi de 155,71 horas (Figura
4).
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Figura 4 Sobrevivéncia d&pis mellifera mantidas em superficie contaminada
com clotianidina em diferentes concentracdes.
GL = 3. p>*=0.0123037
Grupo 1 = Controle, Ddgjz0€ DLso. Grupo 2 = Dlsgy400
y = exp ((W)e)*(x*a)), em que y = sobrevivéncia,;
M = Tlso (Tempo letal 50)q¢ = 2.518892 e x = Tempo (horas)

Durante as primeiras 48 horas da exposicdo dadvaabaél superficie
contaminada, praticamente ndo houve registro naatittazrde. Transcorrido 96
horas, 20% dos adultos d& mellifera estavam mortos e apds 192 horas
aproximadamente 70% dos insetos, sendo registradaoe do Ultimo

sobrevivente com 276 horas do inicio do experim@rigura 4).



74

No presente estudo ndo foram observadas reduciEmgevidade dos
insetos submetidos ao residuo seco da clotianitearridos 48 horas (Figura
4), divergindo do trabalho desenvolvido por Laurigibal. (2011), em que
mesmo com metodologia semelhante, contudo empredalids de castanheira
pulverizadas com diferentes concentracbes de widiiea e thiametoxam,
constataram que as concentragdes de 750; 375 egld® clotianidina sobre as
folhas de castanheira foram toxicas paramellifera causando mortalidade
superior a 95% em 24 horas. Igualmente o tiametof@moxico as abelhas
causando a morte de 100% dos insetos 24 horasteg@o$00 ng/mg.

Em estudo realizado por Carvalho et al. (2009)dieservado que o
tiametoxam foi extremamente téxico para abelhasstag a folhas de citros e a
placas de Petri contaminadas, sendo & @ik apenas 4 horas, divergindo dos
resultados obtidos no presente estudo. Essa difer@ossivelmente esta
relacionada a formulacdo dos compostos, uma vezngu@resente estudo
utilizou-se produto técnico, sendo que na pesquiseelacionada foi utilizado
produto formulado. Essa diferenca entre os prodidtosicos e os formulados
foi 0 objeto do estudo realizado por Mesnage ef2@i14), os quais realizaram
ensaios de citotoxicidade para nove agroquimiaasrel os quais imidacloprido
e acetamiprido. Foi constatado que oito desses astogp formulados, incluindo
0s neonicotinoides, foram mais toxicos que seusedigntes ativos, cuja
toxicidade foi atribuida aos adjuvantes existem@sormulacdo dos produtos
comercializados.

As abelhas sdo susceptiveis a exposicdo de profitesanitarios em
todas as castas e em qualquer idade (RORTAIS, &045). Até mesmo larvas
sdo submetidas ao contato com superficie contamicath inseticidas. Em
pesquisa realizada por Wu, Anelli e Sheppard (2@blpanalisaram favos de
mel, constataram a presenca de 0,035 ng de cliiianise fosse comparado

com a dose subletal (0,01 ng) do presente estugloegiuziu a longevidade dos
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insetos (Figura 4), seria trés vezes superior 0 poderia prejudicar o
desenvolvimento das larvas.

Para o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abasteato — MAPA, o
limite residual maximo permitido para produtos fatados com ingrediente
ativo clotianidina é de 1,0 ng para culturas cohgodfio, meldo e tomate, via
aplicacéo foliar (AGROFIT, 2014). Contudo, a d9bbtida no presente estudo
foi de 6,67 ng/abelha, sendo seis vezes superigoeamitido, entretanto, o
mesmo nao afetou negativamente a sobrevivénciaabathas expostas a
superficie contaminada (Figura 4). Ressalta-se apaitilizar Dlsgsg0 (0,01
ng/abelha) em aplicacao topica, observou-se redugdongevidade dos insetos
expostos, sendo 100 vezes menor do estipulado MAPA. Essas duas
situacdes evidenciam a necessidade de identificaraatificar possiveis doses
com efeitos subletais, assim como alteracdes magHés das abelhas como
individuo e colénia (COSTA et al., 2014; DECOURT¥Eal., 2004; MAYER;
LUNDEN, 1986).

A exposicdo indireta por meio de superficie contatia € uma das
formas de analisar o risco de compostos quimicoabathas, que pode ser
calculado por meio do coeficiente de risco (HQ =zand quotient). Ele é
utilizado para prever se aplicacdes foliares depuotuto fitossanitario tém
potencial de causar efeitos adversos a abelhasQ(pddle ser calculado por
meio da taxa de aplicacdo (g i.a./ha)iPlug/abelha), sendo HQ menor que 50:
assume-se 0 risco minimo presumido; HQ maior qu@diéncial risco com
grau de preocupacdo sendo necessario a realizagdaodbs bioensaios
(FISCHER et al., 2014; MINEAU et al., 2008).

Assim, pode-se calcular o HQ por contato de abe#fdsanizadas
utilizando a maior e a menor taxa de aplicacdo jielanna agricultura
brasileira. Por exemplo, a maior dosagem recomendhhtre os produtos

comercializados no Brasil cujo principio ativo ét@nidina, corresponde a 100
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g i.a. para cultura do tomateiro, enquanto a mérag 60 g i.a. para as culturas
da alface, melao e pepino (AGROFIT, 2014).

Utilizando a Dlsy obtida no presente trabalho de 6,67 ng/abelha ou
0,00667 pg/abelha (Figura 2), tem-se Hfan, = 100 g i.a./0,00667 pg/abelha,
HQ maximo = 14992, ou seja, superior a 50. Para a menogdosatilizada tem-
se HQminimo= 60 g i.a./0,00667 pg/abelha, Hf}m, = 8995. Dessa forma tanto a
maior quanto a menor dose utilizada foi superib®,aresultados semelhante aos
obtidos pela European Food Satety Authority — EF3#13), demonstrando a
necessidade da realizacdo de outras avaliagbesnowws parametros para
atestar o risco desse composto sobre as abelhas.

O HQ calculado no presente estudo foi de no mirB®@b, enquanto
que em pesquisa realizada por Laurino et al. (2@dilyle 21369, resultado
superior ao estimado pela EFSA (2013) para o minmigum. Utilizando outra
metodologia, Poquet et al. (2014) levaram em cena@fio a area da superficie
contaminada e a area de exposi¢do do corpo dasaab&€ HQ obtido variou
entre 17,79 a 36,12, resultado abaixo do limiteist®, 0 que demonstra que o
indice é valido, mas, necessita de aprimoramento.

A determinacdo do HQ é um passo interessante parzadiar 0 risco de
um inseticida para abelhas, por permitir extrapaleszdo entre a quantidade de
aplicacdo de inseticidas no campo com o resultbtidmda Dls, para abelhas
(POQUET et al., 2014).

3.5 Reflexo da extensdo da probdscida d& mellifera expostas a doses

subletais de clotianidina

Na oferta da solucéo de sacarose a 10%, constatmesgosta positiva
inferior a 30% ao estimulo para todos os tratansgesendo que para Rapos

12 horas da aplicacdo ndo houve resposta a efisalestrigura 5).
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Figura5 Resposta do reflexo da extensdo da prioaos¢PER) de
Apis mellifera expostas a aplicacdo topica da sk
(0,01 ng/abelha); Ddg120(0,34 ng/abelha) e Bk (6,67 ng/abelha) da
clotianidina para os gradientes de sacarose de 26% e 50%.
Erro padraoA = 12 horas, B = 24 horas, C = 48 horas e D= 72
horas apés exposicdoMédias ndo diferem entre si pelo teste de
contraste entre médias<®,05)

Apenas 25% das abelhas expostas a&gkib (0,01 ng/abelha) da
clotianidina, responderam a concentracéo de sacde25% apds 12 e 48 horas
(Figuras 5A e C). Para 24 horas 40% dos insetqmneleram a solugcédo de
sacarose, enquanto que as 72 horas da exposicaabdbms, apenas 15%

estenderam a proboscide (Figuras 5B e D). Parasg.9(0,34 ng/abelha) a
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resposta positiva ndo ultrapassou 30% dos insetdspendente do tempo de
avaliacdo (Figura 5).

A resposta ao estimulo para solucéo de sacardd¥ ddb superior a
45% das abelhas do tratamento controle, independerde tempo de avaliacdo
(Figura 5). Decorridos 12 e 24 horas, aproximadaenetb% dos insetos
expostos a Dig00 da clotianidina (0,01 ng/abelha) responderam acéol de
sacarose (50%) (Figuras 5A e B). Para abelhas gidameé exposicdo topica de
DLso20 (0,34 ng/abelha) transcorridas 24 horas, 43% dsstds responderam
positivamente ao estimulo (solu¢do de sacarose @@#)ra 5B), enquanto que
ap6s 72 horas apenas 20% dos insetos estenderammbésg@de quando
estimulados (solugdo de sacarose 50%) (Figura Baya a Dy (6,67
ng/abelha) independentemente do tempo e do gradiensolu¢éo de sacarose
avaliado, a resposta ao estimulo foi inferior a 40%

Igualmente a dose letal, as doses subletais dartttiha reduziram a
capacidade de percepcdo do alimento (Figura 5eeeidndo que os estudos
com inseticidas ndo resultam somente em identificefeito letal as abelhas,
mas também é imprescindivel quantificar os possivefeitos subletais
associados as alterac6es nas funcdes cognitivasbddisas (COSTA et al.,
2014; DECOURTYE et al., 2004; MAYER; LUNDEN, 1986).

A clotianidina, bem como outros inseticidas neotmmodes atua nos
receptores nicotinicos da acetilcolina (nNAChR). fax vez, ACh é o principal
neurotransmissor dos insetos e que exerce fungawndial na plasticidade
neural e consequentemente para o aprendizado deddfumlifativa e
mecanosensorial pelas abelhas (CHAPMAN, 2013; NAUE&Nal.,, 2001;
STENERSEN, 2004). Portanto, a alteracao na peroegigs insetos expostos a
clotianidina é resultado da perca da capacidadeitivsy do inseto, por
consequéncia a dificuldade em analisar e intenpostastimulos.

Os resultados obtidos indicaram que a clotianidimarejudicial aA.
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mellifera, divergindo das informacdes de Hassani et al.§26Qe ao avaliarem
a PER de abelhas expostas a doses subletais @angrato e tiametoxam,
observaram que tiametoxam néo foi prejudiciad. anellifera, mas sugeriram
susceptibilidade dos insetos ao acetamiprido.

Os resultados observados para a solucdo de sacabf$é do presente
trabalho evidenciaram um acréscimo na respostastilmdo das abelhas
expostas a Dig400da clotianidina (0,01 ng/abelha) para 12 e 24h{ffegura 5
A e B). Semelhantemente aos resultados obtidoslgmrane et al. (2009), em
gue acetamiprido também afetou positivamente astamlos insetos.

A resposta da PER para abelhas expostassg.§{0,34 ng/abelha) da
clotianidina foi afetada negativamente em praticgmetodos os tempos e
concentracOes de sacarose avaliadas, exceto parant@cdo de sacarose 50%
apos 24 e 48 horas da exposicdo. Em trabalho adalipor Aliouane et al.
(2009), também avaliou-se a PER para abelhas egoda oral a doses
subletais de fipronil e tiametoxam. Observou-se gseinsetos expostos ao
tiametoxam a 1,0 ng/abelha tiveram a capacidadeedposta ao estimulo
reduzida, bem com para o fipronil a 0,1 ng/abelhaqual também afetou
negativamente a percepcéao das abelhas.

Em condi¢cdes de campo as abelhas necessitam etwrps estimulos
para encontrar 0s recursos existentes durante ragéamento. Quando uma
abelha pousa sobre uma flor, previamente essas fesdmetidas ao processo
de condicionamento, onde pistas florais como o ,odor e forma foram
memorizadas e associadas com uma recompensa, comértar e poélen
(ERBER, 1975a, 1975b; MENZEL; MULLER, 1996; PHAM-DEGUE et al.,
2002). Os experimentos utilizando a PER é uma dagiras de simular esses
estimulos, sendo que no presente estudo foi cadsatat redu¢do na capacidade
de detectar e analisar os estimulos, uma vez qudot@nidina afetou

negativamente a PER das abelhas expostas.
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Apés 12 horas da aplicacdo dasgMs (0,34 ng/abelha) da clotianidina, a
percepc¢do da solugdo agucarada a 50% pelas albbethesu em 20% (Figura
5). De forma semelhante para as abelhas alimentaaas0,21 ng/abelha de
imidacloprido, houve reducédo da percepcdo em 20%otlagdo de sacarose a
50% em apenas uma hora da oferta da dieta (EIRIHN2012).

Assim como a reducdo da percepcdo de fontes deeratisy os
inseticidas neonicotionides podem afetar outragidatiles das abelhas. Em
estudo realizado por Henry et al. (2012) foi obadovque abelhas alimentadas
com doses subletais de tiametoxam reduziram adeaxatorno para colmeia.
Pode-se considerar que os produtos fitossanitafiogéxicos pard. mellifera
alterando a capacidade cognitiva dos insetos, edpente a habilidade de
orientacdo, a qual € um comportamento fundameatal gua sobrevivéncia e da
colénia (RORTAIS et al., 2005; THOMPSON, 2001).

Além da reducdo cognitiva, os efeitos da exposigd® abelhas aos
inseticidas neurotéxicos também podem causar petdio da programacdo
neural que regula a vida das abelhas, como por mgemeldgio interno,
avaliacdo e comunicacao da distancia de fontetirderdo. No nivel fisiologico
mudancas no comportamento podem resultar na incaokecdas abelhas em
alcancar a homeostase metabdlica adequada, redpiléorma eficiente vias
metabdlicas em resposta as alteracdes ambientaatevacdes nas atividades
fisiologicas (BELZUNCES; TCHAMITCHIAN; BRUNET, 2012BOUNIAS;
DUJIN; POPESKOVIC, 1985; EVRARD et al, 2010; GORBO
WATKINSON, 1988; HASSANI et al.,, 2008; MOMMAERTS etl., 2010;
RUZZIN et al., 2010TOMASI; ASHCRAFT; BRITZKE, 2001).

Os inseticidas podem afetar negativamente processuportamentais
das abelhas, incluindo insetos expostos a doséstaigbportanto é fundamental
avaliar os efeitos de doses subletais dos insaicgdbre o comportamento das
abelhas (HASSANI et al., 2008).
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4 CONCLUSOES

* Adose letal mediana da clotianidina foi de 6,6/ahglha;
» A clotiandina demonstrou ser toxica para abelhasagizadasA. mellifera
afetando negativamente parametos biolégicos e caampentais.
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar pessiziteracdes na
atividade das enzimas acetilcolinesterase, tré®risas de carboxilesterase,
fosfatase alcalina e glutationa S-transferase emlhab expostas a doses
subletais do inseticida clotianidina. Para reafipago bioensaio, adultos e larvas
de terceiro e quarto instares d@is mellifera foram expostos a solucdes
equivalentes a Dy, DLsgs00e DLsgoda clotianidina, para o tratamento controle
foi utilizado apenas acetona. Decorridos 24 hopes @ exposicdo dos insetos
ao composto, 24 adultos e nove larvas por conaggrioram acondicionados a
-20 °C por 30 minutos para cessar as atividadeisnétizas do organismo e a
avaliacdo da atividade das enzimas estudadas. Zka&n acetilcolinesterase e
carboxilesterases foram obtidas da cabeca dosoadudnquanto fosfatase
alcalina e glutationa S-Transferase foram obtidesdséntero. Para as larvas de
terceiro e quarto instares, as enzimas foram abtidacorpo do inseto como
todo. Passados os 30 minutos o tecido do corpaluelbas a ser avaliado foi
macerado em solucdo tampéo conforme a necessidagleziina, centrifugado a
13000g por 20 minutos a 4 °C. Ao término da centrifugagisobrenadante foi
recuperado para avaliacdo da atividade enzimaticangio da absorbéancia no
leitor de placas. Os resultados indicam que aariimtina afetou a atividade das
enzimas avaliadas, alterando a atividade da adlétidsterase em larvas, da
mesma forma que modificou a atividade das isofordaasarboxilesterase em
larvas e adultos, igualmente as enzimas fosfatésding e glutationa S-
transferase nas duas fases de desenvolvimentcse.irDs resultados obtidos
no presente estudo demonstram o potencial daagéliz dessas enzimas como
biomarcadores de exposicdo a xenobioticos, poréwpsnestudos devem ser
realizados para avaliar o comportamento enziméatico diferentes vias de
exposicao aos inseticidas.

Palavras-chave: Enzimas. Inseticida. Efeito subleta
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ABSTRACT

The goal of this study was evaluate the possibéngés in the activity
of the enzyme acetylcholinesterase, three isofahtarboxylesterase, alkaline
phosphatase and glutathione S-transferase fromyheas exposed to sublethal
doses of the insecticide clothianidin. For bioassalults and larvae (third and
fourth) instar ofApis mellifera L., 1758were done using the doses equivalent to
1/400 and 1/20 of LE of clothianidin. After 24 hours of exposure, 24iksl or
nine larvae per treatment were used as samples. €heymes
acethylcolinesterase and carboxylesterases weadnettfrom the head of the
adults while alkaline phosphatase and glutathionieiSferase were obtained
from the midgut. For the larvae, enzymes were abthifrom the insect's body
as whole as. After 30 minutes, the honeybees hisdye to be evaluated were
homogenized in a buffered solution as needed enzgemrifuged at 13,000 g
for 20 minutes at 4 °C. Finished centrifugatiore Bupernatant was recovered
for evaluation of enzimatic activity by the absaorba plate reader. The results
show that the affected clothianidin was able to ifyodhe activity of
acetylcholinesterase in larvae in the same mansewas modified for the
isoforms of carboxylesterase in larvae and adustswell as for alkaline
phosphatase and glutathione S-transferase thataffected whatever the insect
development phase. Additionally, our results dertraies the potential of use of
these enzymes as biomarkers of exposure to xeimshibtt further studies
should be performed to assess the impact of clutlima on bee enzymes.,
however further studies should be performed touatalthe enzymatic behavior
in different routes of exposure to insecticides.

Keywords: Enzymes. Insecticide. Sublethal effect.
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1 INTRODUCAO

Biomarcadores sdo ferramentas utilizadas para aevieformacdes
sobre a salde ambiental resultantes da acdo exgreld homem que causa
perturbacbes individuais efou populacbes. Os bicatres podem ser
alteracdes observaveis efou quantificaveis utiipancomo parametros
modificagcfes comportamentais, fisiolégicos, ceksar bioquimicos e/ou
moleculares do organismo ao xenobidtico (BADIOU-BEENEAU et al., 2012).

Programas de biomonitoramento, em geral, sdo basewdadocédo de
espécies sentinelas, que possam evidenciar aleyad® meio. No ambiente
terrestre, as abelhas possuem potencial para $ernam biomarcador de
contaminacao, podendo constituir indicadores ceef&a uma vez que ao
realizar sua atividade de forrageamento no campueara em contato com um
grande nimero de xenobidticos em distancias deéstéuildbmetros ao redor da
colmeia (AGUILERA et al., 2012; CHAUZAT et al., 200LEITA et al., 2004).

Nos ultimos anos, observou-se a ocorréncia dordedlas populagdes
das abelhas em varias partes pelo mundo, sendespeefendmeno pode ser
utilizado estrategicamente como forma de monitorame diagnéstico da salde
da populacdo apicola, por consequéncia do amb{Bi@&YEN et al., 2009).
Por meio de estudos laboratoriais, pesquisas esiml@m que a resposta de
alguns parametros bioquimicos, por exemplo, aciitiesterase (AChE),
alcalina fosfatase (ALP), carboxilesterase (CaE)letationa-S-transferase
(GST), caracterizaram a exposicdo das abelhas #@svatompostos,
demonstrando que as abelhas possuem potencialspagm utilizadas como
ferramentas em programas de biomonitoramento amabie(BADIOU-
BENETEAU et al., 2012, 2013; BOUNIAS; DUJIN; POPESWIC, 1985;
BOUNIAS et al., 1996; CARVALHO et al., 2013).
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A enzima AChE é considerada como o maior biomancaédaral dos
insetos, demonstrando ser um dos principais alwsindeticidas como
carbamatos e organofosforados, podendo ter suidaater alterada por outras
moléculas, como os piretroides e neonicotinoides)cs atuantes no sistema
nervoso central (BADIOU; MELED; BELZUNCES, 2008; BAOU-
BENETEAU et al., 2012; CARVALHO et al., 2013).

As CaEs pertencem ao grupo das esterases, um gmqpbo e
diversificado de enzimas que catalisam as hidslisias ligagbes do
agrupamento éster da molécula, cujo produto dadoceantre um éster
carboxilico (RCOOR’) com a agua forma um alcool HRCe carboxilato
(RCOQO). As CaEs estéo presentes em varios tecidos ¢o,coomo intestino,
musculos, cérebro e tecidos do sistema respiratgimdo amplamente variavel
a expressao e a atividade no organismo (SATOH; HOS®A, 1998; TERRA
et al.,, 1996; WHEELOCK; SHAN; OTTEA, 2005). ParaE;aem abelhas
africanizadas, Bitondi e Mestriner (1983) obsemara presenca de seis
isoformas, essas diferiram pela especificidade ulistsato, inibidores, castas,
desenvolvimento de fases e/ou mobilidade eletrbéaré Dessa forma foi
avaliado a atividade da CaE, utilizando como satisti-NA, B-NA e p-NPA,
para trés isoformas da CaE correspondentes a oadasisubstratos.

Modificagdes no funcionamento das CaEs podem camgier o0s
processos de desintoxicacdo das abelhas, uma eeasqGaEs auxiliam nesse
processo pela clivagem do agrupamento do ésteexgonplo, na inativacéo de
carbamatos, organofosforados e piretroides por deisequestro de moléculas
(BADIOU-BENETEAU et al., 2012; DARY et al., 1990; UBINING;
MOORES; DEVONSHIRE, 1997; STOK et al.,, 2004; YU; BSON;
NATION, 1984).

Presente no sistema digestivo, a ALP é uma enzigsepte no citosol

encontrada nas células epiteliais do intestino onéei larvas ded. mellifera
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(GREGORC; BOWEN, 1997), assim como nos adultos drgguéncia e
atividades séao relacionadas ao meséntero (DELAGRTHEN; CONCONI;
AGUILAR, 1982). Essa enzima é responsavel pela ¢cdmao grupo fosfato de
varios substratos como proteinas, nucleotideosadoales. As ALP pertencem
ao grupo de enzimas que catalisam a hidrélise desvfosfomonoésteres em
pH alcalino (acima de 8), envolvidas em processosligestdo, transporte de
metabolitos e antioxidantes, com fun¢éo cataliingolvendo ions metalicos
(COLEMAN, 1992).

A GST é uma enzima multifuncional, envolvida naintesicacdo de
muitos compostos exdgenos e enddgenos. A GST atuagio das conjugacdes
do grupo tiol (RSH) da glutationa aos compostos g@@ssuem centro
eletrofilico, tornando sollveis em agua e possivddgs eliminacdo pelo
organismo. Acredita-se que GST desempenha fungdeamsporte intracelular,
biossintese de hormbnios e protecdo contra o0 sstresxidativo
(ARMSTRONG, 1997; BOOTH; BOYLAND; SIMS, 1961; ENAYH;
RANSON; HEMINGWAY, 2005). Nos insetos a GST possais isoformas
principais, sendo que a delt&) (e épsilon €) sdo especificas dos insetos, com
importante interesse devido sua funcdo no metabolisonferindo resisténcia a
inseticidas  organofosforados e piretroides (ENAYATIRANSON,;
HEMINGWAY, 2005; FOURNIER et al., 1992; RANSONa., 2004).

A compreensdo dos processos regulatérios, de targte metabolitos,
de desintoxicacdo e de estresse oxidativo é desmeatrimportancia para
sobrevivéncia das abelhas, principalmente aqualametidas a ambientes onde
0 uso em larga escala de produtos fitossanitariosa pratica corriqueira. Por
serem potenciais organismos bioindicadores da mpgasee xenobibticos, o
presente estudo avaliou as possiveis alteracdestividades enzimaticas da
AChE, ALP, CaEs e GST ap0s intoxicacdo de larvadigtos deA. mellifera

com a clotianidina.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Reagentes

O inseticida clotianidina em carater técnico, assomo o reagente
glicerol, cloreto de metil-benzetbnio (CMB), sulfatle potassio (}SO,),
extrato de levedura (EL), D-glicose e D-frutoseidacetilenodiaminotetra-
acético (EDTA); fosfato monobasico de sodio; cloré¢ sodio (NaCl); Tritoh
X-100 (4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)-fenil  polietilen glicol); iodeto de
acetiltiocolina (AsSCH.I); bicarbonato de sédioe B naftil acetato ¢-NA e B-
NA); acido 5,5'ditio-di (2-nitrobenzdico) (DTNB)-mitrofenil acetato (p-NPA);
fosfato dibasico de soédio; fosfato monobasico deagsio; 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB); L-glutationa reduzida (GSHigetonitrila; acetona;
base Trizmd (2-amino-2(hidroximetil)-1,3-propanodiol ou THs A&cido
cloridrico (HCI); cloreto de magnésio (Mg¥lalbumina de soro bovino (BSA);
p-nitrofenilo fosfato (-NPP); Fast Garnet GBC (N,N-dimetil anilina-4-
fenildiazenil) e dodecilsulfato de sédio (SDS) faraadquiridos na Sigma
Aldrich® do Brasil.

A geleia real foi obtida diretamente do entrepddt Santa Barbafa
Santa Barbara-MG. O kit Bradford de dosagem deefitatfoi adquirido da
BioRad’ Brasil.

2.2 Obtencéo das abelhas adultas

Para realizacdo dos bioensaios as abelhas afiacksA. mellifera
foram obtidas de duas colbnias localizadas no iap@dw Departamento de
Entomologia da UFLA. As abelhas campeiras foranetadias na melgueira da

colmeia equipada com tela excluidora, salientangorps quadros da melgueira
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ndo existia a presenca de nenhuma fase de desiemeote do inseto (ovo,

larva ou pupa), apenas o alimento.

2.3 Obtencéo de larvas da. mellifera

Para obtencéo das larvas, foi utilizada metodoladaptada de Aupinel
et al. (2005, 2007), em que quadros com cera falispostos no centro das
colmeias para oviposicao da rainha. Posteriormastéarvas com idade de até
24 horas foram transferidas dos quadros com awdéliom estilete para cupulas

de cera e acondicionadas em placas de culturacel48 células.

2.3.1 Criacaoin vitro de larvas deA. mellifera

A criacdoin vitro de larvas deA. mellifera foi realizada seguindo
metodologia proposta por Aupinel et al. (2005, 20@/ Vandenberg e
Shimanuki (1987) com algumas modificacdes.

Como medida de prevencao, as cupulas fabricadas@ior de moldes
de madeira e cera de abelha, foram esterilizadasapnente por 60 minutos em
luz ultravioleta e os demais materiais autoclavaums 15 minutos a 12@C,
para eliminar quaisquer contaminantes existentes.

Agua destilada foi utilizada para a formulacio iadpara as larvas de
A. mdllifera contendo os aclicares D-glucose, D-frutose, exttattevedura e
geleia real. A concentracdo e o volume dos comperetia dieta alteraram
conforme as exigéncias nutricionais do inseto derarndesenvolvimento larval
(Tabelas 1 e 2).

Para o fornecimento do alimento, o mesmo foi filirgpor meio de
membrana Millipore (0,45 pm) e acondicionado nagputas de cera na

guantidade adequada com auxilio de pipeta de ¢dpetiutomética (Tabela 2).
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Tabelal Composicdo quimica e concentracdo (pdaoied dos alimentos
empregados na criagiovitro de larvas dépis mellifera

Alimento(%

Ingrediente i i m
D-glucost 12 15 18
D-frutose 12 15 18
Extrato de levedu 2 3 4
Geleia ret¢ 5C 50 5C

Adaptacéo da metodologia descrita por Aupinel .g2805, 2007)

Tabela 2 Cronograma de alimentacéo das larvépidenellifera
Dia 10 2 3 4 5 6
Alimentc I I I 1 1] 1]
Quantidade de alimento (L 15 15 2C 30 40 5C

' data de transferéncia das larvas L1 com até 2#shi® idade para as clpulas de cera

Adaptacdo da metodologia descrita por Aupinel .g2805, 2007)

As clpulas foram acondicionadas em microplacasittiera celular com
48 células, apos a transferéncia das larvas deeparmstar (L1), sendo que em
cada célula da placa continha algodao esterilizadmbebido em uma solucéo
aquosa de 15% de glicerol e 0,2% de CMB.

Para evitar choque térmico nas larvas, todo mafefianantido dentro
de camaras climaticas a temperatura de 8@+2 umidade relativa de 80+5%. A
manutencdo da umidade foi feita por uma bandejtendo solucéo saturada de

K»,SO, durante a fase de larva.
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2.4 Exposicdo deA\. mellifera a clotianidina para avaliacdo enzimatica

2.4.1 Exposicao de adultos

As abelhas foram anestesiadas com, @ 1,5 minuto. Em seguida
foram separados 24 insetos por gaiola de 509 que receberam aplicacéo
tépica no térax de um pL da BY-DLsgroe Dlsgugo da clotianidina, a qual foi
realizada por meio de uma micro seringa acoplada oo dispensador
automatico. As gaiolas contendo o0s insetos foraomdicionadas em cémara
climatica a 28+2 °C, UR de 60+10% e escotofaseddec?as.

Decorridas 24 horas, os insetos foram mantidompéeatura de -20 °C
para paralisar o metabolismo com o objetivo de iavah interferéncia
enzimatica do inseticida na abelha. Esse procedinfenrealizado novamente

as 48 e 72 horas.

2.4.2 Exposicao de larvas

Larvas deA. mdlifera foram expostas a R, DLsoo € DLsoaco da
clotianidina para avaliacdo da atividade enzimaieacondicGes laboratoriais
foram idénticas aquelas descritas no subitem 2LZ&dvas de terceiro e quarto
instares (L3 e L4) foram expostas por meio da agdio topica direta no
tegumento empregando uma aliquota de 0,5 pL desahgdo do inseticida
dissolvido em acetona por meio de uma microseriagaplada com um
repetidor automatico.

Decorridas 24 horas da exposicao ao composto, laovas (trés larvas
com trés repeticdes) de cada um dos estadios fwobetadas e acondicionadas a

temperatura de -20 °C para redugdo da atividade aoetivo de avaliar a
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influéncia enzimatica do inseticida nas larvas delte. O procedimento foi

repetido as 48 horas e 72 horas apés aplicacawsdbdida.

2.5 Avaliacdo enzimética de abelhas expostas a @aiidina

2.5.1 Extracdo em cabeca e em meséntero de aduldesA. mellifera

2.5.1.1 Cabecgas

Apés 30 minutos expostas a -20 °C, as abelhas fammsideradas
mortas. Com auxilio de um bisturi as cabecas f@aacionadas do restante do
corpo do inseto, acondicionadas em microtubos dériftegacdo de 1,5 mL
previamente pesados, com seis repeticdes por gatamsendo cada repeticdo
constituida por quatro cabecas.

Posteriormente, adicionou-se a solugdo de extra§do na razdo de
1/10 do peso médio das cabecas, com solucdo tacopdttuida de fosfato de
sédio 40 mM a pH 7,4; 10 mM de NaCl e 1% de Tfitot100. As cabecas
foram maceradas utilizando micropistilo por um géoi de 30 segundos e as
amostras foram centrifugadas a 13.000 por 20 minutos. Todos os
procedimentos de extragdo foram realizadoS@. 4o final da centrifugacéo, o
sobrenadante foi recuperado e armazenado enfG2até a realizacdo das

andlises.
2.5.1.2 Meséntero
Apés a decapitacdo das abelhas, também foramdedira intestino

médio das abelhas puxando o ferrdo com auxilio dea winca e

acondicionando-os em microtubos de 1,5 mL previamearados. Para a
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extracdo das enzimas, utilizou-se uma solu¢do tagdo LS constituida de
tampéo fosfato de s6dio 40 mM a pH 7,4 e 10 mM d€INsendo adicionada
em cada microtudo na razdo de 1/10 do peso dostimie médio, contendo
quatro intestinos por microtubo e seis repetic@sratamento avaliado.

Em seguida, as amostras foram homogeneizadas piar tee um
micropistilo e posteriormente centrifugadas a 13.g0durante 20 minutos.
Todos os procedimentos de extracdo foram realizadds’C. No final da
centrifugacdo, o sobrenadante foi recuperado ezamaao em -20C até a

realizacdo das analises.

2.5.2 Extracdo em larvas dé\. mellifera

A extracdo enzimatica foi realizada utilizando &se terceiro e quarto
instares como um todo, as quais foram acondicienadatubos previamente
tarados e a solucdo de extracdo a 1/3 do pesaomteiras, sendo ela constituida
de fosfato de sédio 40 mM a pH 7,4; 10 mM de NaGJ58 de Tritofi X100.

Em seguida, as amostras foram homogeneizadas corflioaule um
micropistilo, centrifugadas a 13.00§ por 20 minutos e o sobrenadante
recuperado e armazenado a -20. Todas as etapas de extracdo foram

executadas a%L.

2.5.3 Quantificacéo do teor de proteina

Os teores de proteina das amostras de tecidosbéitzas (adulto e
larvas) foram analisados segundo método de Bradi®db) utilizando o kit de
ensaios de proteina fornecido pela Bio-Rd8io-Rad Laboratérios Ltda.,
Brasil) e BSA como padrdo. Os teores de proteimanfoutilizados para

determinacdo da atividade especifica. A atividadetetido foi padronizada
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utilizando-se o0 peso das amostras no momento dpamredos extratos

enzimaticos.

2.5.4 Medic¢Bes enzimaticas

As andlises enzimaticas foram realizadas usandidar He microplacas
BioTek® PowerWave HT com auxilio do software de anélisdatos Gens A
temperatura mantida durante as leituras foi de 22Q. O volume final da
reacdo foi de 200 pL, sendo cada amostra anal&adeplicata.

O teor de proteina foi utilizado para determinagio atividade
especifica. A atividade no tecido foi padronizaddizando-se o peso das

amostras no momento do preparo dos extratos eneisat

2.5.4.1 Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da AChE (EC 3.1.1.7) foi determinadaagderdo como a
metodologia desenvolvida por Ellman et al. (1968daptada por Belzunces,
Lenoir-Rousseaux e Bounias (1988) e Badiou, MelBéleunces (2008), sendo
a reacdo avaliada a 412 nm. Em cada célula adigisa®ul de um dos extrato
enzimaticos (cabeca ou larva) com 1@5de solucdo tampéo fosfato de sodio a
100 mM pH 7,0; 1,5 mM DTNB e 0,3 mM de AsSChl.

2.5.4.2 Carboxilesterase (CaE)

Trés isoformas de carboxilesterases (EC 3.l1.l1.6gnfoavaliadas, a
quais sao definidas em funcéo da afinidade aogratimsi-NA, B-NA e p-NPA
denominadas de CaE-1, CaE-2 e CaE-3, respectivamé@BtTONDI;
MESTRINER, 1983; GOMORI, 1953; VAN ASPEREN, 1962).
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Uma aliquota de 5 pL do extrato de cabeca da almihkarvas foi
adicionada em cada compartimento da microplacaneseguida, 195 uL do
meio reacional contendo solucdo tampéo de fosfateddiio a 100 mM e pH
7,0; 0,4 mM do respectivo substratdNA, B-NA e p-NPA diluido em etanol e
agua destilada.

Para as isoformas CaE-1 e CaE-2, decorrido tréstasrdo inicio da
reacdo, a mesma foi interrompida utilizando umacsm de 1,5% de SDS com
0,4 mg/mL de Fast Garnet GBC, com leitura de 568pana CaE-1 e 515 nm
para CaE-2. No caso da CaE-3, a reacdo foi modaoea410 nm em modo
cinético sem a necessidade de interromper a rg8zDIOU-BENETEAU et
al., 2012).

2.5.4.3 Fosfatase alcalina (ALP)

A atividades da fosfatase alcalina (EC 3.1.3.1)afmliada seguindo o
método proposto por Bessey, Lowry e Brock (194@xadb por Bounias et al.
(1996) e Badiou-Beneteau et al. (2012).

Para realizacdo do bioensaio com ALP em cada cémlenicroplaca
continha 10 pL do extrato enzimatico (intestino dalslltos ou o corpo das
larvas de terceiro ou quarto instar), 50 pL da ¢gmutampéo contendo
Tris®HCI, 20 pL de MgCl,, 20 pL dep-NPP e 100 pL de agua destilada,
totalizando 200 pL de volume final. As leiturasatesorbancia foram realizadas
a 410 nm no espectrofotdmetro. Da mesma forma cegimento foi realizado

para avaliar as larvas demdllifera.
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2.5.4.4 Glutationa S-transferase (GST)

A reacdo da glutationa S-transferase (GST) (ECLA8) foi avaliada
utilizando metodologia descrita por Habig, Pah¥ikoby (1974) e adaptada por
Badiou-Beneteau et al. (2012), com leitura a 340 @nmeio reacional
adicionado em cada célula da microplaca foi caridtit de 190 pL de solucao
tampéo fosfato de sédio/fosfato de potassio 100e 7,4; 1 mM de EDTA;
2,5 mM de GSH e 1 mM de CDNB (diluido em etanobaa 1:1). O extrato
enzimatico (10 pL) utilizado para a leitura enziggtfoi obtido do intestino

médio para dos adultos e do corpo de larvas deitere quarto instares.

2.6 Andlise dos dados

Os experimentos foram realizados em delineamenteiramente
casualizado, sendo que todas as andlises foraimadszs pelo software®ROs
bioensaios com as enzimas, os dados foram submetidmalise de variancia,
avaliados pela rotina GLM e as médias foram congzemrapor analise de
contraste (p< 0,05), formando grupos com comportamento similgr (
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2014).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Acetilcolinesterase (AChE)

Apbs 24 horas da exposicdo dos adultos a clotizidido foram
observados alteragdes na atividade da AChE nodewmith média de 24,3
pmol/mim/g de tecido. Decorridas 48 horas, a aidé&média da AChE foi de
22,1 umol/mim/g de tecido, enquanto que apdés 7ashda exposicdo da
clotianidina a atividade média da AChE foi de 28@ol/mim/g de tecido
(Figura 1.1.A).

Para a atividade especifica, nas abelhas campeipastas ndo houve
alteracdes na atividade especifica da AChE a gidlluénciada pela quantidade
de proteina, em que observou-se atividade espeaiedia apés de 24 horas da
exposicdo de 103,9 nmol/mim/mg de proteina. Iguatejendo observou-se
modificacbes na atividade especifica da AChE ddhabedecorridos 48 e 72
horas apds aplicacédo da clotianidina, com média7de e 123,9 nmol/mim/mg
de proteina, respectivamente (Figura 1.11.A).

Em larvas de terceiro instar (L3) Aemellifera a atividade da AChE no
tecido foi afetada pela clotianidina. Decorrido Bdras da aplicacdo do
inseticida, a atividade no tecido de insetos exjsoat Dlsg 400 2 média foi de
13,6 umol/mim/g de tecido, enquanto para os detratsmentos a média foi de
8,5 pmol/mim/g. Com 48 horas da aplicagdo dos cetogoconstatou-se
aumento da atividade da AChE para todas as dosd@niattadas de clotianidina
com média superior a 14,6 pmol/mim/g de tecido,uantp o tratamento
controle foi de 10,7 pmol/mim/g de tecido. Para&h@tas apds contaminacgdo das
abelhas ocorreu reducdo da atividade no tecido Pbggoe DL, com média
de 10 umol/mim/g, enquanto que para o tratamenitrale e Dlgy4o0foi de 13

umol/mim/g de tecido (Figura 1.1.B).
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Figura 1 Atividade da acetilcolinesterase (AChE) Aprs mellifera expostas a
aplicacao topica da Riue(0,01 ng/abelha), Dk»0(0,34 ng/abelha) e
DLso (6,67 ng/abelha) de clotianidina. Os resultadas e@pressos
como a média da atividade de tecido e a especific@ padréo.
(A) = adultos, (B) = larvas de terceiro instar@® € larvas de quarto
instar.* Médias ndo diferem entre si pelo teste de comtrastre
médias (< 0,05)
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Identificou-se reducdo da atividade especifica €hER em L3 para
todas as doses da clotianidina ap6s 24 horas deagih, com média na
atividade especifica de 29,5 nmol/mim/mg, enquanttatamento controle foi
de 64,7 nmol/mim/mg. Entretanto, depois de 48 hdsxposicdo, para as
DLsor0e DLso Notou-se a elevagdo na atividade da enzima eggectfim média
de 46,2 nmol/mim/mg, enquanto o tratamento conteose Dlsg4q foi de 27,7
nmol/mim/mg. Para 72 horas ndo ocorreu diferencativddade especifica da
AChE entre os tratamentos, com média de 30,2 nrimolfmg (Figura 1.11.B).

A atividade enzimética da AChE no tecido de lardasquarto instar
(L4) expostas a clotiandina foram elevadas indeperesite do tempo de
avaliacdo, em que apos 24 horas a média da atevidadcontrole foi de 8,9
pmol/mim/g enquanto que os demais tratamentosefdidumol/mim/g. Para 48
horas a atividade média do controle foi de 4,6 Jmiol/g e para os demais
tratamentos foi de 7,7 pumol/mim/g. Decorridos 72ab@ atividade do tecido do
controle foi de 3,8 umol/mim/g, enquanto os dertraiementos foi superior a 7
pumol/mim/g de tecido (Figura 1.1.C).

Da mesma maneira que aconteceu na atividade dintemdservou-se
acréscimo na atividade especifica de L4 expostat@amidina, em que apos 24
horas a média 24,4 nmol/mim/mg de proteina, enquaarta a Dk, foi de 37,2
nmol/mim/mg. Apds 48 horas a atividade especif@a @ tratamento controle
foi de 11,7 nmol/mim/mg, enquanto parasils a média 25 nmol/mim/mg. Para
DLsoda clotianidina transcorrido 72 horas a média dédaide especifica foi de
24,1 nmol/mim/mg, enquanto o tratamento controled® 12,6 nmol/mim/mg
(Figura 1.11.C).

Com relacd@o as diferencas entre as atividades de&EASXtraidas das
larvas e adultos, pode ser interpretada e justifiqaor diferentes maneiras, mas
principalmente pela correlagdo direta com a forreaoltencdo da enzima e

também o teor da AChE no tecido estudado. Por ekenmp processo de
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extracdo da AChE em adultos utilizou-se somentabaga, enquanto que para
as larvas foi avaliado o extrato de todo o corpesdd situacéo, observa-se que
na cabeca do adulto grande parte é preenchida@ealbro, que apresenta maior
teor da AChE, enquanto que a larva®dendllifera apresenta cérebro rudimentar
€ 0 corpo é constituido praticamente pelo corpdyoso e o sistema digestorio

(CRUZ-LANDIM, 2009).

Outro fator que possivelmente esta relacionaddesetica na atividade
enzimatica da AChE entre larvas e adultos, por elena presenca dos
apéndices locomotores e sensoriais nas abelhagagdubs quais sao
fundamentais para suas atividades, implicando noeato da AChE por
atuarem no principal neurotransmissor dos imputersosos dos insetos. Para
as larvas de himendpteros a atividade da AChE zidal os quais sao apodas
além de ndo possuirem antenas e olhos composthgindo a atividade da
AChE. Nessa fase ha limitacdo da percepcdo donwdst, uma vez que todo o
periodo larval ocorre dentro da colmeia e no iateda célula, sendo que o
Unico objetivo da abelha nesse momento é o crestdmeorporal e o seu
desenvolvimento, que ao término desse periodoetaraimenta 1500 vezes o
seu tamanho inicial (CRUZ-LANDIM, 2009).

Os resultados apresentados na presente pesquiden@aram que a
clotianidina ndo afetou a atividadade AChE no ®a&nh adultos (Figura 1.1.A),
diferentemente do estudo realizado por Boily e(28113), os quais constataram
gue a atividade da AChE em cabecas de abelhasetada apos exposicédo ao
imidacloprido a 0,08 e 0,24 ng/abelha, assim coaa as doses 0,12 e 0,24
ng/abelha de clotianidina em adultosAdendllifera.

Para larvas de terceiro instar, verificou-se quies @s primeiras 24 horas
da exposicdo a Db da clotianidina, a atividade especifica da AChkE fo
influenciada negativamente (Figura 1.11.B), aproaimdo-se das observacfes

realizadas por Badawy, Nasr e Rabea (2014) os goaistataram reducdo da
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atividade especifica da AChE para abelhas expostas acetamiprido,
dinotefuran, pimetrozina e piridalil.

A atividade no tecido e especifica da AChE pardtesiindo afetada,
assemelhando-se aqueles de Badiou-Béneteau 2032)(os quais verificaram
gue a atividade no tecido e especifica da AChE asslhas nado foram
modificadas apds exposicao ao tiametoxam.

A alteracdo na atividade da AChE, resultantes gasigdo das abelhas
aos neonicotinoides prejudicam o desempenho dandipegem e funcgbes
mnemonicas dos insetos (BELZUNCES; TCHAMITCHIAN; BRET, 2012;
BENZIDANE et al., 2010). Contudo, no presente thabando se observou
modificacfes na atividade da AChE. Porém outrosidest sugerem que a
clotianidina é toxica para abelhas mesmo em dasketaliencontrada no em
fontes de alimento com o néctar e o polen. Em gué&eia da intoxica¢do aos
inseticidas, pode ocorrer alteracdes na ativida@bE o que resulta na perca de
capacidade e/ou fungBes neurais. Por exemplo, acickgle cognitiva é
fundamental para classificar estimulos de acordo caracteristicas comuns,
tratando-os de forma semelhantes ou equivalemespendendo assim a eles da
mesma maneira (WU et al., 2013; ZENTALL et al. 080

Por fim, a atuacdo da AChE ocorre na sinapse cgite pela hidrolise
da acetilcolina com a formacédo de colina e aceigie, posteriormente sdo
reabsorvidos pelas células pré-sinapticas e mmadiis na sintese de novas
moléculas de acetilcolina. O processo de hidrdl@eacetilcolina em colina e
acetato interrompe a transmissdo dos impulsos sesvoessando o0 estimulo
(O'BRIEN, 1976). Uma vez comprometido o equilibdo sistema, ocorrera
alteracdes nos impulsos nervosos, acarretando iceghes na atividade

enzimatica e na sanidade do organismo.
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3.2 Carboxilesterase (CaE)

Verificou-se reducdo na atividade da CaE-1 no teaiplds 24 horas a
exposicao da Digune DLsgzoda clotianidina, com média de atividade de 25,5
pumol/mim/g de tecido, enquanto que para o tratamnenttrole foi de 33,1
pmol/mim/g. Transcorridas 48 horas da exposicd@tiédade tecidual foi
elevada pela Dig da clotianidina, com média de 43,8 pmol/mim/g,uemjo o
tratamento controle foi de 31,1 pmol/mim/g de teciDepois de 72 horas da
exposicdo da clotianidina todas as doses avalidadadotianidina reduziram a
atividade no tecido, com média inferior a 40 umatifg de tecido, enquanto o
tratamento controle foi de 47,5 umol/mim/g (FigareA).

Ao avaliar a atividade especifica da CaE-1, coogtaé aumento na
atividade especifica em insetos expostos g/kibda clotianidina decorridas 24
e 48 horas, com médias de 145,8 e 179,6 nmol/mirdéngroteina, enquanto o
controle foi de 129,7 e 155,9 nmol/mim/mg, respactiente. Porém, passadas
72 horas, verificou-se na Hyo reducdo da atividade com média de 120
nmol/mim/mg, contra 149 nmol/mim/mg de proteinaapar controle (Figura
2.1LA).

N&o foram observadas altera¢cGes na atividade intda CaE-1 em L3
expostas a clotianidina, sendo para 24 horas aameédi atividade de 16
pmol/mim/g de tecido. Enquanto que apds 48 horagdia na atividade foi de
10,9 umol/mim/g. Transcorridas 72 horas da exposd#s L3 a clotianidina
verificou-se que a atividade média foi de 10,5 (mioh/g (Figura 2.1.B).

Transcorridos 24 horas da exposicdo com clotiaaidin atividade
especifica da CaE-1 para L3 foi reduzida para tadadoses avaliadas, sendo a
média inferior a 520 nmol/mim/mg de proteina, emgoia tratamento controle
foi de 624 nmol/mim/mg. Passadas 48 horas apéssepgm a Dkggeoreduziu a

atividade da enzima, com média de 202 nmol/mim/emguanto para Dk
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aconteceu o oposto, com média de 412 nmol/mim/rogmasmo periodo a

atividade do controle foi de 271 nmol/mim/mg. A horas da aplicacdo da
clotianidina, observou-se elevacéo da atividadeafpa da AChE, com média
de 290 nmol/mim/mg de proteina, contra 189 nmol/migndo controle (Figura

2.11.B).

Para L4 ndo houve diferengas significativas pardadatie no tecido,
apos 24 horas da exposi¢do, sendo a média de 1lmimty. Decorridos 48
horas a aplicacdo da clotianidina, a média nadatilé foi de 6,4 pmol/mim/g,
enquanto que transcorridas 72 horas da exposi¢@oedia na atividade no
tecido foi de 3,6 umol/mim/g (Figura 2.1.C).

Observou-se alteracBes na atividade especifica aa-1Cdas L4
expostas a clotianidina, em que a asdgh aumentou a atividade da CaE-1,
enquanto a Diy reduziu sua atividade, com médias de 325,7 e 193,5
nmol/mim/mg de proteina, respectivamente, enquaritatamento controle foi
de 223,6 nmol/mim/mg. Passadas 48 horas da exposiea Dlsguq da
clotianidina ocorreu acréscimo na atividade esjpecifla CaE-1, enquanto a
DLsg reduziu a atividade dessa enzima, com médias 916 116
nmol/mim/mg, contra 155,2 nmol/mim/mg do tratamentmtrole. Apos 72
horas, a atividade enzimatica dos insetos expa@stdstianidina ficou abaixo
dos 85 nmol/mim/mg, enquanto registou-se atividdeel25,7 nmol/mim/mg

para o tratamento controle (Figura 2.11.C).
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médias (< 0,05)
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Constatou-se que a atividade da CaE-2 no tecido atsshas
campeiras praticamente ndo foi alterada pela egPposidos insetos a
clotianidina, exceto para By apos 24 e 48 horas, com médias de 51,7 e 62,5
umol/mim/g de tecido, enquanto os demais tratarsessomédias foram 60,3 e
53,2 umol/mim/g, respectivamente. Para 72 horass apbaplicacdo da
clotiandina ndo ocorreram alteracdes significatimasatividade da CaE-2 no
tecido dos adultos expostos, com média de ativided&6,2 pmol/mim/g de
tecido (Figura 3.1.A).

Terminadas as primeiras 24 horas da exposicédcarante ndo houve
alteracdes na atividade especifica da CaE-2 ddsoadexceto para Dk com
reducdo de 9% em sua atividade, sendo que a médratdmento controle foi
de 240,9 nmol/mim/mg de proteina. Porém, pararopds de 48 e 72 horas as
DLsgsg0€ Dlsg afetaram a atividade da CaE-2, com médias de 29@88,1
nmol/mim/mg, e 206,9 e 275,7 nmol/mim/mg, enquanmtivatamento controle
foi de 247,1 e 230,6 nmol/mim/mg de proteina, respemente (Figura 3.11.A).

Em L3 a atividade do tecido da CaE-2 foi alteradlaa@ds a exposicao
da DLsougo da clotianidina, com média de 67,7 umol/mim/g eédo, contra
59,6 pmol/mim/g observado no tratamento controlaraP48 horas apos
intoxicacdo ndo houve alteragBes na atividade didlde com média de 58,4
pmol/mim/g. Decorridas 72 horas apds da exposigdinseticida, observou-se
acréscimo na atividade da CaE-2 devido a presemgdotianidina, com média
superior a 55 umol/mim/g de tecido, enquanto @inanhto controle foi de 44
pmol/mim/g (Figura 3.1.B).

Transcorridos 24 horas da aplicacdo da clotianides L3, ndo houve
alteracdes significativas na atividade especifisaCdE-2, com média de 248
nmol/mim/mg. Apds 48 horas, a Bjugooreduziu atividade da enzima, com
média de 197,5 nmol/mim/mg de proteina, contra £248mol/mim/mg,

enquanto a Diy aumentou a atividade da CaE-2 com média de 277,6
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nmol/mim/mg. Decorridas 72 horas da aplicacdo ddiaclidina, a atividade

média do controle foi de 240,3 nmol/mim/mg, enqaarg demais tratamentos
aumentaram no minimo 12% a atividade da CaE-2, m@dias superiores a
269,5 nmol/mim/mg (Figura 3.11.B).

N&o foi observado alteracbes na atividade no tedal@aE-2 em L4
expostas a clotianidina 24 horas apdés a aplicacaoy média de 54,3
pmol/mim/g. Da mesma forma, ndo foram observadesaaldes na atividade da
CaE-2 em L4 48 horas ap6s a exposi¢do, com médiatividade de 57,8
pmol/mim/g de tecido. Porém, para 72 horas, ocaatemacdo da atividade no
tecido, quando L4 foram expostas asbdge DLsoo Clotianidina, com média de
48,6 umol/mim/g, enquanto que o tratamento contollservou-se média de
58,5 umol/mim/g (Figura 3.1.C).

Expostas a Dig,o de clotianidina, L4 tiveram atividade especifia d
CaE-2 reduzida 24 horas apo6s a aplicacdo, registrai8 nmol/mim/mg de
proteina, enquanto que para controle observou-s@8l/mim/mg. Decorridas
48 horas as Ddga00 DLsgi2o € DLsgpaumentaram a atividade especifica da CaE-2
em 24%, com média de 239,1 nmol/mim/mg, enquardontrole foi de 192,7
nmol/mim/mg. Apds as 72 horas, observou-se a atilddde 314 nmol/mim/mg
de proteina da CaE-2 para L4 expostas comg e clotianidina, o que
significou aumento de 25% da atividade especific&aE-2 (Figura 3.11.C).

A atividade da CaE-3 no tecido foi reduzida paraltad expostos
DLsoa00 € DLsg apOs 24 horas, enquanto dgkg afetou negativamente apos 48
horas. Decorridas 72 horas observou-se reducativildade da CaE-3 para os
adultos expostos a clotianidina, em que atividadgneatica para Diy foi de
4,4 pmol/mim/g de tecido e para o controle de R8rdl/mim/g (Figura 4.1.A).

Transcorridas 24 horas, a atividade especifica d&-% ocorreu
reducdo da atividade, em que o controle foi regyilstr125,4 nmol/min/mg de

proteina, enquanto para Eloo, DLsoro € DLso foram registradas atividade de
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112,9; 117,6 e 100,1 nmol/min/mg, respectivamemassadas 48 horas a
clotianidina alterou negativamente a atividade €i§ippa da CaE-3 verificando-
se atividade de 81,5 e 91,2 nmol/mim/mg de protgia@ Dlsy,o € Dls,
respectivamente. Assim, como para 24 e 48 hortigidaale especifica da CaE-
3 foi reduzida pela exposicdo a fgko € DLspda clotianidina, com médias de
65,7 e 19,6 nmol/min/mg de proteina, contra 11&8lmin/mg do tratamento
controle (Figura 4.11.A).

Para 24 e 48 horas apds a exposicdo @dada clotianidina, ndo houve
diferenca significativa na atividade da CaE-3 nude de L3, com média de
13,2 e 9,1 umol/mim/g de tecido, respectivament@sA72 horas, constatou-se
elevacdo de 70% da atividade enzimatica dos insetbmetidos a Digso €
DLsgoda clotianidina (Figura 4.1.B).

Registrou-se reducé@o da atividade especifica da3p&ra todas as
doses da clotianidina apés 24 horas aplicacdo,nahsse atividade de 682
nmol/mim/mg de proteina para o controle, enquardm Dlsyz0 € Dlsy da
clotiaindina foram 368 e 341 nmol/mim/mg de praéeimespectivamente.
Situacdo semelhante foi observada para 48 horas,neédia na atividade da
CaE-3 de 155 nmol/mim/mg para Bloo € DLlsoze Contudo, para Dig
verificou-se elevagcdo da atividade enzimatica, stegndo atividade de 339
nmol/mim/mg de proteina, contra 259 nmol/mim/mgaparcontrole. Passadas
72 horas verificou-se que as doses subletais aanaemta atividade enzimatica
especifica da CaE-3, com médias de 284,6 e 226p§mim/mg para Dkg 400
DLsope €nquanto a atividade especifica da CaE-3 parantrate foi de 140
nmol/mim/mg (Figura 4.11.B).

Apbs 24 e 48 horas da exposicdo a clotiandina,fo@m registradas
diferencas significativas na atividade da CaE-3ewido de L4, com média na
atividade de 6,3 e 4,4 umol/mim/g de tecido, retypmmente. De forma

semelhante, os insetos avaliados apds 72 horagdaigfo da clotianidina ndo
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afetaram a atividade da CaE-3 em L4, contudo, @sultados observados para
as doses avaliadas de clotianidina foram abaixd gemol/mim/g de tecido
(Figura 4.1.C).

A atividade especifica da CaE-3 em L4 aumentou &#d$oras da
aplicacdo da Dig da clotianidina, com média de 171,2 nmol/mim/mg de
proteina, enquanto o controle foi 127,7 nmol/mim/rRgra 48 horas apos,
ocorreu aumento da atividade da CaE-3 pargyks- com média de 156,5
nmol/mim/mg, enquanto os demais tratamentos cortianldina reduziu a
atividade, com média de atividade de 83 nmol/mim/segdo que no tratamento
controle a atividade especifica foi de 97,7 nmatifmg. Ap6s 72 horas, a
atividade especifica da CaE-3 desse foi de 88,4l/mimy¥mg, enquanto os
demais tratamentos com a clotianidina reduzirantividade especifica, com
média inferior a 22 nmol/mim/mg (Figura 4.11.C).

A reducdo das atividades foram significativas peganzimas CaE-1 e
CaE-3 em L4 apdés 72 horas da exposicdo da cloti@pidcomo pode-se
observar a menor atividade dessas enzimas (FigRr@s e 4.C). Esse
comportamento possivelmente foi ocasionado pelo dats insetos estarem na
fase de pré-pupa, momento onde ha outro objetsioldigico das larvas, como
por exemplo produzir a seda para construcdo dolca&sonsequentemente
iniciar a fase de pupa. Esse periodo que antecquea todos 0s processos
metabdlicos sdo reduzidos poupando energia par&tanmrfose, quando o
inseto desenvolve todas as caracteristicas de ulto §@RUZ-LANDIM, 2009;
HENDRISKMA; HARTEL; STEFFAN-DEWENTER, 2011).
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Figura 3 Atividade da carboxilesteragaE-2) emApis mellifera expostas a
aplicacao topica da Riue(0,01 ng/abelha), D»0(0,34 ng/abelha) e
DLso (6,67 ng/abelha) de clotianidina. Os resultadas e@pressos
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Figura 4 Atividade da carboxilesteraféaE-3) emApis mdlifera expostas a
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instar.* Médias ndo diferem entre si pelo teste de cometrastre
médias (< 0,05)
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Adicionalmente, a menor atividade das CaEs avaigoade estar
relacionada com a atuagdo na fisiologia dos inse@sdo um dos principais
papeis dessas enzimas € auxiliar na degradacdmrdwdmio juvenil. Nessa
situacao, onde a larva se prepara para a trangagaoa fase de pupa, os niveis
desse hormoénio torna-se extremamente baixo, ougtiidaria a baixa atividade
das CaEs (FIGUEIREDO; BITONDI; PAULINO-SIMOES, 1996

Notou-se diferentes padrdes de respostas das risafode CaE para
exposicdo as doses de clotianidina. Essa difergngssivelmente esti
relacionada pela existéncia das seis isoformasate €inA. mellifera, assim
como as suas atividades no organismo (BITONDI; MESIER, 1983). Cada
isoforma da carboxilesterase possui importante |pagg@o biomarcador, isso
porque as CaEs podem apresentar respostas distipéss a exposicdo aos
xenobioticos (BADIOU-BENETEAU et al., 2012).

Constatou-se no presente estudo que a clotianalieeou a atividade
das trés isoformas da CaEs, corroborando com Cardl al. (2013), que ao
avaliarem a exposicdo de abelhas a deltametrinpinasade e fipronil,
evidenciaram alteracbes na atividade dessas enziomso também foi
constatado para tiamentoxam (BADIOU-BENETEAU et , al2012);
acetamiprido, dinotefuran, pimetrozina e piriddADAWY; NASR; RABEA,

2014), destacando o potencial das isoenzimas da@ab biomarcadores.

3.3 Fosfatase alcalina (ALP)

Verificou-se reducao da atividade tecidual da Ald3 ddultos apés 24
horas da aplicagéo de Bjloce DLsoo da clotianidina e 30% quando comparado
com atividade do tratamento controle. Decorridos Has constatou-se

elevacdo da atividade da ALP no tecido independéatdose de clotianidina
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aplicada. Para avaliacdo de 72 horas a atividadendana foi reduzida em
aproximadamente 30% decorrente da exposi¢éo aticidag(Figura 5.1.A).

Para atividade especifica da ALP em adultos expoat@lotiandina,
observou-se elevacdo da atividade em no minimo & os insetos
contaminados com a Rdxo € DLsg da clotianidina, apds 24. Passadas 48 horas,
para os insetos expostos com asdab e a Dlgy do inseticida, observou-se
aumento da atividade especifica da ALP em 80% emparacdo ao controle.
Decorridas 72 horas da exposi¢éo da clotianidisigvadade da ALP de todos os
insetos contaminados com composto foi reduzida frnm em 30% (Figura
5.1LA).

Em L3, a clotianidina ndo afetou a atividade nadeca ALP 24 e 48
horas da aplicacdo. Decorridos 72 horas apfle DLsy, do inseticida
praticamente triplicaram a atividade no tecido er(figura 5.1.B).

A clotianidina reduziu a atividade especifica da PAlem L3
independente da dose avaliada as 24 horas. Depdi8 Horas da aplicacdo de
DLsos00 da clotianidina verificou-se reducdo na atividedpecifica da enzima.
Efeito contrario foi observado para Blconstatando-se elevacdo da atividade
da ALP. Para 72 horas registrou-se aumento sigtific da atividade especifica
da ALP para todas as doses da clotiandina (FigurB)%

A atividade no tecido da ALP em L4 nao foi altergdda exposi¢do a
clotianidina, independente do tempo (Figura 5.1F3ra a atividade especifica,
verificou-se que a atividade da ALP em L4 foi eldwvaapdés 24 horas da
exposicado a Dig da clotianidina, assim como para dgkeo depois de 48 horas.
Para 72 horas apds a contaminacdo com a clotianidfio foi observado
alteracdes na atividade especifica da ALP (FigutaC5.
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No presente estudo, verificou-se que a clotianifbhaapaz de alterar
a atividade da ALP tanto no tecido quanto a atbdédaspecifica da enzima.
Assemelhando aos resultados obtidos por Carvalted. €2013) avaliaram a
atividade da ALP no tecido de abelhas apés aplicdeadeltamintra, espinosade
e fipronil. Verificou-se alteracdo na atividadeide@l da ALP no tecido apos a
exposicdo de espinosade e fipronil. Da mesma fogua,insetos intoxicados
com 2,6 ng/abelha de tiametoxam tiveram a atividadpecifica da ALP
modificada (BADIOU-BENETEAU et al., 2012).

A modificacdo na atividade da ALP indica preseneaatbum fator
estressante presente principalmente no intestorapcse observa na exposicao
da abelha a clotianidina (Figura 5). De forma sbark, a atividade da ALP foi
alterada pela presenca do microsporiblissema sp. (DUSSAUBAT et al.,
2012). Esse microrganismo é responsavel por cadsars danos a salde das
abelhas pela deficiéncia imunitéria, degenerac&®tldas epiteliais e a reducao
da expectativa de vida (ANTUNEZ et al., 2009; HIG&Sal., 2007; MARTIN-
HERNANDEZ et al., 2011). A alteracdo da atividadeALP ¢ justificada uma
vez que é um mecanismo de prevencdo a invasdoribaatereduzindo a
infeccdo intestinal, a qual pode ser causada tgup patdgenos e/ou
xenobidticos (GOLDBERG et al., 2008; MEDINA et &Q04), o que justifica a

sua utilizacdo como biomarcador de agentes estitessgara as abelhas.

3.4 Glutationa S-transferase (GST)

Apbs 24 horas, as Ruoo € Dlsozoda clotianidina reduziram em média
20% a atividade no tecido da GST em relacdo aaalentPassadas 48 horas
verificou-se aumento da atividade no tecido da @& insetos expostos a BL
da clotianidina. Por fim, decorridas 72 horas daosicdo da Dig0e DLsg da

clotianidina, observou-se reducdo da atividade &I @o tecido em 35%
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(Figura 6.1.A).

Decorridas 24 horas, verificou-se a elevacdo dadatie especifica da
GST para adultos expostos assbMsoe DLsoro da clotianidina, verificando-se a
elevacdo da atividade nos insetos expostos a dabéstais do inseticida. Apos
48 horas, registrou-se aumento na atividade da @&8d os insetos expostos a
DLsoa00 da clotianidina. Passadas 72 horas da contamirdagiabelhas com as
DLsono€ DLsy do composto, verificou-se a reducdo da atividapedfica da
GST (Figura 6.11.A).

A atividade no tecido da GST em L3 néo foi alterpdla presenca da
clotianidina independe do tempo de avaliacdo, coédiande 8,7; 9,1 e 9,2
pmol/mim/g de tecido para 24, 48 e 72 horas, reés@ecente (Figura 6.1.B).

Para a atividade especifica da GST, apds 24 haraplitacéo, todas as
doses avaliadas da clotianidina reduziram a atidddda enzima, com média
inferior a 300 nmol/mim/mg de proteina. Decorrid&shoras da aplicagdo do
inseticida, verificou-se que ndo houve diferenggnificativa na atividade
enzimatica entre os tratamentos avaliados, comardai228 nmol/mim/mg de
proteina. ApGs 72 horas as fgko € DLso reduziram a atividade da GST, em que
foi observado média de 194,6 nmol/mim/mg de praeteémquanto o tratamento
controle foi de 272,7 nmol/mim/mg (Figura 6.11.B).

Para L4, apds 24 horas ndo foram observadas difesesignificativas
na atividade no tecido da GST entre os tratameotos, média na atividade de
6,8 umol/mim/g de tecido. De forma semelhante pgtee 72 horas apés a
aplicacdo da clotianidina, ndo foram observadasraglbes na atividade no
tecido da GST em larvas, com médias de 6,2 e 5,@/mm/g de tecido,

respectivamente (Figura 6.1.C).
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Transcorridas 24 horas da aplicagdo da clotianidipanas a Dy
reduziu a atividade especifica da GST de L4, comdianga atividade de 126,5
nmol/mim/mg de proteina, contra 166,1 nmol/mim/nagtditamento controle.
Para 48 horas apd6s a aplicacdo, as trés dosesotanidina avaliadas
aumentaram a atividade especifica com médias supera 135 nmol/mim/mg
de proteina, enquanto o tratamento controle foi186,6 nmol/mim/mg.
Passadas 72 horas da aplicacdo da clotianidinmaspg Dk, aumentou a
atividade especifica da enzima, com média de 209@&/mim/mg de proteina,
0 que representou aumento de 40% na atividade étiegmem relagdo ao
controle, enquanto que a Bl reduziu em 20% a atividade da GST, com
média de 116 nmol/mim/mg de proteina (Figura 6)I.C

Em trabalho realizado por Badiou-Benéteau et #1122, constataram
alteracdes na atividade (tecido/especifica) da @&ido a exposicao de abelhas
ao tiametoxam. Os inseticidas deltametrina e espofw alteraram a atividade
especifica da GST apés exposicdo de abelhas (CARNAlet al., 2013).
Igualmente, a atividade da GST em abelhas foi ddetzela a exposicdo de
permetrina  (YU; ROBINSON; NATION, 1984), parationwtilica e
decametrina (PAPADOPOULOS et al., 2004). Resultastoeelhantes foram
obtidos no presente estudo, em que a atividadaltespecifica) da GST foi
afetada apos a exposicdo dos insetos a clotian(Eigara 6).

De modo geral, as abelhas expostas com a clotinitiveram
reduzidas as atividades das enzimas nas primelr&é®ras em comparacdo ao
controle. Decorridas 48 horas da aplicacdo doimidatconstatou-se elevacéo
da atividade enzimatica. Por fim, passadas 72 haratividade das enzimas
apresentaram atividade semelhante ao tratamentookomu reduziram suas
atividades. Em estudo realizado por Suchail, Deteae Belzunces (2003), no
qual avaliaram o metabolismo do imidacloprido Ammellifera, observou-se

comportamento semelhante ao observados para éffitiamo presente estudo.
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Primeiramente, foi constatado hiperatividade e ¢or@® como 0s primeiros
sintomas de intoxicagdo causados pelo imidaclopgdsteriormente as abelhas
tornaram-se hipoativas. Nesse trabalho, com estutids toxicocinética,
verificaram que logo apoOs exposicdo das abelhasredepca de 50%
imidacloprido, 9% 5-hidroxi-imidacloprido e 8% dlef esses dois Ultimos
metabolitos do imidacloprido. No segundo momentejs shoras apoés
intoxicacdo foi detectado 10% de imidacloprido, wajo para 5-hidroxi-
imidacloprido e olefin foi de 14% e 9%, respectiemte. Contudo, depois de 48
horas os niveis detectados para imidacloprido e seetabdlitos foram
inferiores a 5%. Suchail, Debrauwer e Belzunces03p0sugeriram que a
neurotoxicidade inicial foi induzida preferencialme por imidacloprido, e
considerou que os dois metabdlitos com ou sem daictoprido residual
estavam envolvidos na mortalidade das abelhas.nética demonstrada para
imidacloprido permite imaginar que o mesmo pode ¢®orrido para
clotianidina, porém, até o presente momento ndovehodescricdo dessa
magnitude para o inseticida estudado em abelhadp sie forma semelhante ao
imidacloprido, que seus principais metabdlitos Saadroxi-imidaclorpido e
olefin, os principais metabolitos da clotiandina s& N-desmetil-clotianidina
el/ou 2-Clorotiazol-5-acido carboxilico (CASIDA, 20IFORD; CASIDA, 2006;
YOKOTA et al., 2003).

O processo de intoxicacdo das abelhas com cloti@nidepende da
forma e do tempo exposi¢cdo, assim como da doseadpli(HASSANI et al.,
2008). A nado deteccao do efeito letal nos insexp®®0S aos inseticidas ndo
implica que o organismo esta integralmente fundiolséto € particularmente
verdadeiro se considerar que os xenobi6ticos pdddorir a diversos efeitos
subletais, como a alteracdo na capacidade de woapmendizagem associativa
ou reducdo no desempenho no aprendizado das abelhasimento da

sensibilidade aNosema sp., alteracdo na capacidade de forrageamento
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desenvolvimento das larvas (CARVALHO et al., 20DECOURTYE et al.,
2005; MORANDIN et al., 2005; ROAT et al., 2013; MRAME et al., 1995;
VIDAU et al., 2011).

Assim, como a presenca da clotianidina foi capanadeéular a atividade
das enzimas avaliadas nesse estudo, Prisco €t04R)(verificaram que esse
inseticida alterou a atividade do fator nucleBr(NF-«B), importante complexo
proteico que auxilia o sistema imunolégico daslsmeha resposta imunitaria de
infecgbes, dentre as quais a DWV (virus da asarmefie) resultante do
parasitismo pela acdo da destructor, podendo afetar processos vitais das
abelhas, comprovando que a exposi¢cfes aos neowiciets podem debilitar o
sistema imunoldgico das abelhas e contribuirenxpbcacdo da ocorréncia do
declinio das colbnias das abelhas.

O conhecimento e avaliagdo de biomarcadores s&tarfuentais para
legitimar sua capacidade como ferramenta de agalidgma etapa preliminar,
mas fundamental, é a determinacéo da sensibilidaliepotencial de alteracao
na atividade do sensor por um xenobiético, no easenzimas das abelhas e a
clotiandina. Contudo, a resposta especifica dahabpbde ser modificada
conforme fatores abiéticos e biéticos, como pongle, o estado fisiologico, a
origem, a heranca genética e a época do ano (HARRGODRING, 1992;
SMIRLE, 1993; SMIRLE; WINSTON, 1987; SUCHAIL; GUEZ;
BELZUNCES, 2000).

Abelhas sdo consideradas organismos vulneraveimseticidas, sendo
gue um dos possiveis fatores estéa relacionadosiittigfo do seu genoma, por
possuir menor quantidade de genes que codificmzmas desintoxicantes de
xenobidticos em comparacéo com outros insetos (QUANOS et al., 2006).
As enzimas que protegem 0 organismo contra xernicb&s&o reconhecidas
como biomarcadores sensiveis, especialmente acereletvidos em processos
de estresse oxidativo e de desintoxicagdo (CARVALEtOal., 2013). Em
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conjunto citocromo P450, GST e CaEs sao as priiscgrazimas responsaveis
pela maioria dos processos de desintoxicagdo (CLANDS et al., 2006),
assim como as hidrolases, epoxidases e O-demstdaseauxiliam o sistema na
remocdo dos compostos (GILBERT; WILKINSON, 1974; ;YROBINSON;
NATION, 1984).

Portanto, quando um conjunto de enzima demonstitaragdes nas
suas atividades resultantes da exposicdo a difsrdnseticidas ou a doses
diferentes de um Unico inseticida, essas podensamia potencial de uso como
biomarcadores. A escolha de biomarcadores € uno passial na avaliacdo da
saude individual, da colénia e ambiental. Os regldd apresentados no
presente estudo destacam a aplicabilidade das &mA@hE, ALP, CaEs e GST
como biomarcadores e evidéncia a abelha como umdidator importante da
presenca de insecticidas no ambiente (CARVALHQ.£2@813).
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4 CONCLUSOES

» A clotianidina foi téxica para adultos e larvaspiiibrido africanizaddA.
mellifera;

e Doses subletais de clotianidina induziram a difeenpadrées de
comportamento da atividade enzimaticaddmdllifera africanizada;

e Mesmo apresentando padrdes distintos, as enzimesicalinesterase,
carboxilesterase, fosfatase alcalina e glutatiotar&ferase demonstraram
potencial para serem utilizadas como biomarcadatespresenca de
inseticidas.
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