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RESUMO

Herbicidas representam os defensivos agricolas mais utilizados tanto no Brasil,
guanto no mundo. Entre esses, o glifosato se destaca como 0 mais comercializado
para controle de ervas daninhas, apresentando potencial de comprometer a
sobrevivéncia das abelhas e afetar o processo de polinizacdo. O acumulo dessas
substancias no meio ambiente e seu contato direto com 0s polinizadores pode
resultar em situacdes de desequilibrio na homeostase funcional, gerando o
estresse oxidativo. Nesse estudo objetivou-se determinar a concentracéo letal
mediana - CLso e a concentracdo subletal - CL1o por ingestao do herbicida glifosato,
em testes de 48h, para abelhas Scaptotrigona postica, além de mensurar a
atividade de duas enzimas antioxidantes: superéxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT) nos individuos expostos as concentracdes determinadas, em 48h e 120h. Na
primeira etapa do experimento, afim de determinar as concentracdes letal e subletal
foram coletadas abelhas adultas provenientes de cinco colbnias localizadas no
meliponario da UFMS (Campo Grande, MS, Brasil). Trinta espécimes foram
utiizados para cada exposicdo com seu respectivo grupo controle. As
concentracfes estabelecidas foram fornecidas aos grupos diluidas em xarope de
sacarose por um periodo de 48h, em doses de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16 ug i.a./uL
dieta. Para célculo da CLso e CLio, a mortalidade foi contabilizada e os dados
submetidos a andlise de Probit, através do software LdP Line®. Na segunda etapa
do estudo, cinquenta espécimes de abelhas, com seu respectivo grupo controle
foram expostas as doses ClLso por 48 h e CLio por 120 h. Os macerados do
abdbémen, cabeca, asas e membros foram utilizados para dosagem das enzimas
antioxidantes. O teste ANOVA foi empregue para efetuar a comparacdo das
variaveis entre 0os grupos controle e tratamento, considerando os resultados
relativos a atividade enzimatica. A CLso em 48 horas para S. postica foi de 7,41 ug
l.a./uL e a CLio de 0,70 pg i.a./ pL. A atividade de SOD e CAT nas abelhas nao
diferiram estatisticamente em relacdo ao grupo controle nos tempos e doses
estabelecidos. Os dados deste estudo mostram que a CLso de glifosato para S.
postica se encontra dentro da concentracdo recomendada em bula para
pulverizacdo em lavouras, ressaltando a importancia da avaliagdo de toxicidade
desse herbicida em abelhas nativas. Além disto, infere-se que as enzimas SOD e
catalase ndao foram bons marcadores para o estresse oxidativo nessa espécie
Palavras-chave: abelhas nativas, glifosato, concentracgéo letal 50.
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ABSTRACT

Herbicides represent the most used agricultural pesticides both in Brazil and around
the world. Among these, glyphosate stands out as the most commercialized for
weed control, with the potential to compromise the survival of bees and affect the
pollination process. The accumulation of these substances in the environment and
their direct contact with pollinators can result in situations of imbalance in functional
homeostasis, generating oxidative stress. This study aimed to determine the median
lethal concentration - LCso and the sublethal concentration - LCio0 due to ingestion
of the herbicide glyphosate, in 48-hour tests, for Scaptotrigona postica bees, in
addition to measuring the activity of two antioxidant enzymes: superoxide dismutase
(SOD) and catalase (CAT) in individuals exposed to the determined concentrations,
at 48h and 120h. In the first stage of the experiment, in order to determine the lethal
and sublethal concentrations, adult bees were collected from five colonies located
in the UFMS meliponary (Campo Grande, MS, Brazil). Thirty specimens were used
for each exposure with their respective control group. The established
concentrations were supplied to the groups diluted in sucrose syrup for a period of
48h, in doses of 0.5; 1.0; 2.0; 4.0; 8.0 and 16 ug a.i./uL diet. To calculate LCso and
LC10, mortality was counted and the data was subjected to Probit analysis, using
the LdP Line® software. In the second stage of the study, fifty bee specimens, with
their respective control group, were exposed to doses LCso for 48 h and LCio for
120 h. Macerates from the abdomen, head, wings and limbs were used to measure
antioxidant enzymes. The ANOVA test was used to compare the variables between
the control and treatment groups, considering the results related to enzymatic
activity. The 48-hour LCsp for S. postica was 7.41 ug a.i./uL and the LCiowas 0.70
pg a.i./uL. SOD and CAT activity in bees did not differ statistically in relation to the
control group at the established times and doses. The data from this study show
that the LCso of glyphosate for S. postica is within the concentration recommended
in the leaflet for spraying on crops, highlighting the importance of evaluating the
toxicity of this herbicide on native bees. Furthermore, it is inferred that the enzymes
SOD and catalase were not good markers for oxidative stress in this species.
Keywords: native bees, glyphosate, lethal concentration 50.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

As abelhas, principais vetores biéticos da polinizacdo, sdo extremamente
importantes para a manutencéo dos sistemas naturais e também para a producao
de alimentos (AGUIAR et al., 2020).

Mundialmente 75% das culturas alimentares séo vinculadas a polinizagédo
animal, sendo o valor anual das culturas globais diretamente afetadas pelos
polinizadores estimado entre 235 e 577 mil milhdes de ddlares (IPBES, 2016). No
Brasil, 85 de 141 culturas sdo dependentes de polinizadores, gerando renda
agricola anual de quase 45 bilhdes de délares (GIANNINI et al., 2015).

A disponibilidade de alimentos em quantidade suficiente compde um dos
quatro pilares sobre o conceito de seguranca alimentar definido pela Organizacéo
das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAOSTAT, 1996). A vista
disso, a polinizacdo € o maior contribuinte para produtividade alimentar em todo o
mundo, colaborando muito além do que qualquer outra pratica de gestédo agricola,
cooperando para a seguranca alimentar e nutricional da populagdo mundial, assim
como para o fim da pobreza e da fome (FAOSTAT, 2018).

A abelha melifera ocidental Apis mellifera é comumente eleita pelos
agricultores, devido ao grande numero de individuos por col6nia, longo raio de voo
e capacidade de percorrer vastas distancias em busca de recursos alimentares.
Essas caracteristicas a consagram como potenciais polinizadoras de um
substancial numero de flores e extensas areas de cultivo, que podem ser
beneficiadas por meio de uma polinizagéo direcionada (KLEIN et al., 2020).

Entretanto, de acordo com MASHILINGI et al. (2022), a demanda de
polinizacdo por abelhas aumentou, enquanto que a capacidade de oferta dos
servigos de polinizagdo diminuiu em todo o mundo, enfatizando a necessidade do
manejo integrado de novas espécies e conjuntos de polinizadores selvagens e
nativos para um futuro sustentavel e com seguranga alimentar.

As abelhas nativas sem ferrdo — meliponineos, desempenham um papel
importante nos ecossistemas: polinizam diversas espécies vegetais, auxiliam na
reproducdo e conservacao da biodiversidade floral e seus produtos podem ser
obtidos e comercializados (ESCARENO et al., 2019).
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9
De acordo com Sanchez-Bayo & Wyckhuys (2019), esses polinizadores

enfrentam uma variedade de desafios como perda de habitat e converséo de terras
para agricultura e urbanizacdo, exposicdo a patdgenos, alteracdes climaticas,
poluicdo do meio ambiente e agrotoxicos

Abelhas nativas, incluindo as do género Scaptotrigona, sdo vulneraveis a
exposicdo a agrotoxicos, que podem levar a mudangas comportamentais como:
alteracdes na atividade de locomocéo, hiperatividade e ainda a longo prazo,
alteracdes na viabilidade e dinamica das col6nias, diminuindo a sua sobrevivéncia
(SOARES et al., 2015; DORNELIS et al., 2016; PERUZZOLO et al., 2021).

De acordo com a FAOSTAT (2021), o uso médio total de agrotdxicos
aumentou na Ultima década em quase 50% em comparagdo com a década de 1990.
A aplicacdo global dessas moléculas aumentou para a classe de herbicidas, (de
41% para 52%), e teve pequena reducao na participacdo de fungicidas (de 25%
para 23%) e inseticidas (de 24% para 18%).

O grande numero e frequéncia de residuos de defensivos agricolas
encontrados no pdélen e no néctar das plantas cultivadas representam um risco claro
para as abelhas polinizadoras (Sanchez-Bayo & Goka, 2014). Esses produtos
induzem alteracdes bioquimicas, alterando parametros relacionados ao estresse
oxidativo, sendo estes quantificados por enzimas desintoxicantes, tais como:
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase, entre outras
(BALIEIRA et al., 2018; OLGUN et al., 2020).

O uso de enzimas antioxidantes como biomarcadores bioquimicos, tem sido
amplamente utilizado, principalmente no monitoramento ambiental em resposta aos
efeitos de xenobidticos (OLIVEIRA & DE SOUZA, 2006; COGO et al., 2009; TOSI
et al., 2022; SHARF & KHAN, 2023).

Contudo, ainda é notavel que pouca atencdo tem sido dada ao impacto
negativo dos agrotdxicos sobre os agentes polinizadores. A maioria dos dados
disponiveis sobre a toxicidade dos herbicidas se concentra na espécie Apis
mellifera; estudos abordando a sensibilidade das espécies nativas de abelhas sem
ferrdo aos herbicidas sao escassos.

Neste contexto, propde-se compreender a toxicidade do herbicida glifosato
para abelha nativa Scaptotrigona postica, por meio da determinacdo da

concentracéo letal mediana (CLso) e da concentracdo subletal (CL1o). Além disso,
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10
busca-se investigar o potencial uso de enzimas antioxidantes como biomarcadores

de estresse oxidativo em abelhas submetidas a exposicdo por este agrotoxico em
condi¢des laboratoriais.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ecologia das Abelhas Nativas

As abelhas nativas, “abelhas sem ferrdo” ou “abelhas indigenas”, sao
polinizadores naturais das espécies vegetais, caracterizados como insetos sociais,
gue existem ha mais de 120 milhdées de anos (ALMEIDA et al., 2023). A importancia
das abelhas e os desafios para a conservacdo de sua biodiversidade sdo temas
importantes a serem discutidos (VILLAS- BOAS, 2018).

Esses insetos sao também conhecidos como “meliponineos” ou “meliponas”,
conforme documentado por Souza et al. (2009). Tal denominacdo se deve a
classificacdo taxonbmica aplicada: Reino: Animalia; Filo: Arthropoda; Classe:
Insecta; Ordem: Hymenoptera; Familia: Apidae; Subfamilia: Apinae; Tribo: Apini; e
Subtribo: Meliponina, na qual podemos encontrar espécies pertencentes ao género
Melipona e espécies pertencentes ao grupo das N&o-Meliponas (anteriormente
denominadas Trigonini) (SILVEIRA et al., 2002).

Os meliponineos ocupam grande parte das regides de clima tropical do
planeta e ainda algumas partes de clima temperado subtropical, exibindo
diversidade em zonas quentes de baixas latitudes (trépicos Umidos), sendo
encontrados na grande maioria do territorio latino-americano (NOGUEIRA- NETO,
1997).

Segundo Nogueira (2023) a riqueza de espécies de abelhas sem ferrdo
aumentou desde o ultimo levantamento realizado por Pedro (2014). Entre 2015 e
2023, 59 novas espécies de abelhas sem ferrdo foram descritas para a regiao
Neotropical, sendo que 16 destas com registros de ocorréncia para o Brasil. O
maior aumento de novas espeécies foi registrado no género Scaptotrigona, com um
total de 26 espécies descritas em um periodo de oito anos, compreendidos entre
2015 e 2022.

De forma geral, as principais espécies de meliponineos manejadas na regiao
Neotropical pertencem aos géneros: Melipona, Cephalotrigona, Scaptotrigona,
Tetragona, Tetragonisca e Plebeia (OLIVEIRA et al., 2013).
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Embora as abelhas nativas tenham o ferrdo atrofiado, impossibilitando-as de

ferroar, elas apresentam outras formas de autodefesa como utilizacdo das
mandibulas para ac¢fes ofensivas (mordiscar) e o emprego de prépolis para
imobilizacdo de pequenos invasores e vedacao da colmeia (CELLA et al., 2017).

Todas as espécies da subtribo Meliponina séo eussociais, embora algumas
delas vivam de alimento roubado de col6nias de outras espécies. Seus ninhos séo,
em geral, construidos em cavidades pré-existentes (ocos de &rvores, ninhos
abandonados de cupins e formigas etc.), mas algumas espécies constroem ninhos
expostos (SILVEIRA et al., 2002).

Uma colbnia de abelhas sem ferrdo € constituida por dois elementos
principais: o ninho com discos ou favos de cria e os potes de alimento; além de
estruturas auxiliares, como o involucro, o batume, a entrada e o tunel de ingresso
(Figura 1) (VILLAS BOAS, 2018).

Batume superior

Pote de alimento

Favo de ¢ia

A LBe \v%‘_:‘/_';’_ Entrada
ol L 5—=%) Tdnel de ingresso
A -‘ ‘,. q &
‘L
|}

o . Y e e

Invéluaro

Batume inferior

AR e T AT e e E L am-e.a.atnk
L.

Figura 1: Estruturas basicas de uma col6nia de meliponas com as caracteristicas da maior parte
das espécies existentes
Fonte: Posey & Camargo, 1985, citado em Villas-Bbas, 2018

A semelhanca de numerosos insetos sociais, os meliponineos organizam
suas sociedades em castas distintas: a rainha, encarregada da postura dos ovos e

da coesédo da colbnia; as operarias, constituindo a vigorosa forca laboriosa da
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comunidade, sendo as Unicas detentoras da corbicula, uma estrutura presente nas

pernas destinada ao transporte de pdlen; e os machos, cujo envolvimento nas
atividades da col6nia é limitado, sendo sua principal funcdo reduzida & cépula com
a futura rainha durante o voo nupcial (VENTURIERI, 2004; VILLAS BOAS, 2018).

As rainhas nado fecundadas sdo chamadas de virgens ou princesas e
geralmente estdo disponiveis nas coldnias para uma eventual substituicdo da
rainha em caso de morte; elas também podem migrar para estabelecer uma nova
colénia durante a enxameacao (WITTER & NUNES-SILVA, 2014).

Um traco distintivo marcante entre as abelhas da subtribo Meliponina € a
origem das rainhas. Enquanto abelhas do grupo das Meliponas se caracterizam por
nao construirem células reais, com todas as rainhas, operarias e machos nascendo
e se desenvolvendo até atingirem a maturidade em células de cria de dimensfes
uniformes, abelhas Nao-Meliponas (ou Trigonini) constroem células reais maiores
gue as demais, nas quais as futuras rainhas emergem (NOGUEIRA- NETO, 1997).

O tempo de desenvolvimento das abelhas nativas é muito varidvel entre as
espécies, totalizando entre 35 a 52 dias, sendo: 5 a 8 dias para eclosédo do ovo; 12
a 18 dias de desenvolvimento larval e 18 a 27 dias de amadurecimento da pupa.
Depois de sair das células, as abelhas sem ferrdo vivem em média 50 a 55 dias.
As rainhas, entretanto, depois de serem fecundadas e tornarem-se rainhas
poedeiras, vivem em média de 1 a 3 anos (VILLAS BOAS, 2018).

No Brasil, grande diversidade de espécies € utilizada para a polinizacao de
varias culturas, sendo registradas como visitantes florais de 107 plantios e como
polinizadoras de 52. Cultivos como acai (Euterpe oleracea), café (Coffea arabic),
maca (Malus domestica), cupuacu (Theobroma grandiflorum), maracuja (Passiflora
edulis), castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa), morango (Fragaria x ananassa),
e tomate (Solanum lycopersicum) séo eficientemente polinizados por abelhas sem
ferrdo (WOLOWSKI et al., 2019).

Além da agricultura, no ambito florestal, o fluxo polinico promovido durante
suas rotas de coleta € fundamental para garantir a reproducéo de muitas espécies
de plantas nativas, promovendo assim a manutencdo dos indices de producao de
sementes e a conservacao da variabilidade genética (PINHEIRO & SAZIMA, 2007;
SCHNELL e SCHUHLI & MACHADO, 2014).
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As abelhas sem ferrdo eram as Unicas produtoras de mel no Brasil até a

introducdo da abelha domeéstica - Apis mellifera, em 1839. Os indios foram os
primeiros a utilizar os produtos das abelhas sem ferrdo para alimentacéo,
confeccao de objetos de caca e na impermeabilizacdo de cestos e outros utensilios
feitos de fibras vegetais (WITTER et al., 2014).

Embora produzindo mel em pequenas quantidades, os meliponineos tém um
papel a desempenhar como fornecedores desse produto natural, que se destaca
em relacdo ao mel de A. mellifera, sobretudo pela dogura Unica, sabor diferenciado
e aroma marcante. Além disso, ele atrai um publico consumidor distinto, o que
proporciona a oportunidade de alcangar precos mais elevados no mercado
(MARCHINI et al., 1998). A criacdo racional e manejo de meliponineos é
denominada Meliponicultura, termo introduzido por Nogueira-Neto em 1953, sendo
praticada em varias partes do mundo (NOGUEIRA-NETO, 1997).

No Brasil, a Comissao de Meio Ambiente e Desenvolvimento Sustentavel da
Camara dos Deputados aprovou em 01 de junho de 2022 o Projeto de Lei 4.429/20,
que regula os servigos oriundos da Meliponicultura, incentivando a preservacao
ambiental e das espécies, além de promover sustentabilidade nos dominios social,
cultural e econdmico (BRASIL, 2022).

2.2 Abelha Mandaguari Preta: Scaptotrigona postica

Com distribuicdo geografica neotropical as abelhas Scaptotrigina postica sao
encontradas na Bolivia e Peru, além de registros nas cinco regiées brasileiras. Sdo
popularmente conhecidas com canudo, mandaguari, tubi e tubiba (CAMARGO et
al., 2013).

Estéo entre os representantes mais robustos da subtribo Meliponina, dentro
do grupo das N&o-Meliponas, com capacidade maxima de voo de 1.600m. O
comprimento do corpo é de 5 a 7 mm e podem ser reconhecidas visualmente por
possuirem no dorso do abdémen muitas cerdas pretas, longas e espessas, além
de plumagem dourada (ARAUJO et al., 2004; MICHENER, 2007; WITTER et al.,
2023).

A determinacdo de casta nesta espécie de abelha é trofica, mas a
alimentacdo néo difere em qualidade, apenas em quantidade. As diferengas

alimentares sO se tornam efetivas no final da fase larval, principalmente durante a
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pupacédo, quando as larvas rainhas tém a oportunidade de comer mais. Desta forma

ocorre a diferenciacdo dos ovarios, entre operérias e rainhas (SANTOS & CRUZ-
LANDIM, 2002).

A preferéncia floral dessas abelhas foi descrita por Da Luz et al. (2019) ao
analisar mel e poélen oriundos de colmeias em duas regides distintas do estado de
Séo Paulo, localizadas em ecossistemas de cerrado e mata atlantica. Os recursos
troficos se concentraram em varias familias botanicas, tais como Myrtaceae,
Asteraceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Sapindaceae e Solanaceae.

Conforme Macieira & Proni (2004) as operarias de S. postica apresentam
uma boa capacidade de resisténcia a altas e baixas temperaturas, observando-se
uma maior amplitude na capacidade adaptativa ao frio do que ao calor nos periodos
de verao e inverno.

Na andlise da eficicia da polinizacdo dessa espécie na regido amazoénica,
Muto et al. (2020) introduziram trinta colénias de S. postica em um cultivo de acai
(Euterpe oleracea), ampliando assim a atividade polinizadora das plantas frutiferas
e constataram um acréscimo notavel na produtividade, manifestando-se tanto no
aumento das dimensdes dos frutos quanto na quantidade de frutos por cacho.

Os produtos obtidos nessas espécies incluem o cerume, o mel, e a propolis,
que se revelam como significativos coadjuvantes no combate a microrganismos
patogénicos (FEITOSA et al., 2020).

Conforme De Farias et al. (2014) e Araujo et al. (2010), os extratos etandlicos
de propolis obtidos das abelhas sem ferrdo S. postica, reduziram em condi¢cdes
laboratoriais a patologia associada a asma murina e contribuiram de forma
significativa na inibicdo do desenvolvimento do tumor de Ehrlich, uma neoplasia
experimental transplantavel de origem epitelial maligna.

Semelhantemente ao avaliar a atividade antibacteriana de méis produzidos
por S. bipunctata e S. postica contra cepas bacterianas gram-positivas e gram-
negativas, Nishio et al. (2016) demonstraram que os meis naturais dessas espécies

possuem agao antimicrobiana in vitro, inclusive contra cepas multirresistentes.

2.3 Areducdao de coldnias

A procura de polinizagéo agricola aumentou em cerca de 1,78% anualmente

entre 1989 e 2019 em todo o mundo. Isso representa quase o dobro da taxa de
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crescimento das colénias de abelhas manejadas, que se manteve em torno de

0,95%, ressaltando assim a indisponibilidade de polinizadores gerenciados para
atender plenamente a crescente demanda na agricultura em escala global
(MASHILINGI et al., 2022).

Em varias regides do mundo, estudos tem documentado as perdas anuais
de colbnias de abelhas meliferas, enfatizando as dificuldades continuas dos
apicultores em manter a saude e a sobrevivéncia geral das colbénias. Bruckner et
al. (2023), documentaram os resultados de pesquisa nos E.U.A em trés anos
(2017-18, 2018-19 e 2019-20). Os autores registraram as maiores taxas de perda
de colbnias no inverno (37,7%) em 2018-2019, enquanto que em 2019 as maiores
perdas foram notadas no verao (32,1%).

De acordo com Castilhos (2021), no Brasil, entre 2018 e 2019 as perdas de
colénias manejadas somaram um total de 27,2%, sendo a maior incidéncia de
perdas registradas durante a primavera e o verdo, quando as atividades agricolas
séo intensas.

A mortalidade e o desaparecimento das abelhas podem ser causados por
diversos fatores. Durante a analise e coleta de amostras de pragas e patégenos de
113 colmeias no inverno de 2009 em Israel, Soroker et al. (2011) identificaram a
presenca do fungo Nosema ceranae em 35% das colmeias, enquanto o acaro
Varroa destructor foi observado em 21% delas, além da identificacdo de diversos
agentes virais.

Apos perdas inexplicAveis e generalizadas de colénias manejadas nos
Estados Unidos, na auséncia de uma causa conhecida, o evento foi nominado
como "Disturbio do Colapso das Colénias" ou "Colony Collapse Disorder" (CCD).
Os principais fatores que tém sido associados a sindrome séo: estresses causados
por patdgenos, ma nutricdo, manejo inadequado das colbnias, uso de agrotoxicos,

e a combinacao entre estes fatores (vanENGELSDORP et al., 2009).

2.4 Glifosato como herbicida

O glifosato (N-[fosfonometil]-glicina), € um agente pds-emergente de amplo
espectro, herbicida sistémico ndo seletivo, que efetivamente mata ou suprime todos
os tipos de plantas, incluindo gramineas, plantas perenes, vinhas, arbustos e

arvores. Quando empregado em concentracdes reduzidas, o glifosato desempenha
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um papel como regulador do crescimento vegetal e agente dessecante (IARC,

2015).

O mecanismo de acdo ocorre atraves da inibicdo da enzima 5-
enolpiruvilchiguimato-3-fosfato sintase (EPSPs) da via metabdlica do acido
chiquimico, impedindo a sintese de determinados aminoacidos essenciais ao
crescimento das plantas (STEINRUCKEN & AMRHEIN,1980; MALIK et al., 1989).

A via do chiguimato € encontrada apenas em microrganismos e plantas,
nunca em vertebrados (HERRMANN & WEAVER, 1999). Visto que nao existe um
alvo conhecido para o glifosato em animais superiores, a sua toxicidade para
humanos e outros animais é fortemente debatida (LACROIX & KURRASCH, 2023).

Em relatorio publicado pelo IBAMA (2022), a venda total de produtos
formulados em 2022 foi 7% maior em relagcdo ao ano anterior, sendo o glifosato e
seus sais o0 ingrediente ativo mais comercializado no pais, com aumento de 13%
em relacdo ao ano de 2021.

Dados semelhantes sao registrados na Unido Europeia, onde a utilizagéo do
glifosato se destaca nas culturas agricolas (WYNN & WEBB, 2022). Todavia, ha
um debate ativo para renovacéao da licenca de uso expirada no final do ano de 2022
para o proximo quinquénio, levando a comisséo responsavel pela regulamentacao,
decidir por uma aprovacao temporaria do uso do glifosato, valida somente para o
ano de 2023 (VON DER LEYEN, 2022).

Esse adiamento na aprovacdo do uso do herbicida glifosato deve-se
principalmente aos recentes estudos que evidenciam o potencial mutagénico e/ou
genotdxico da exposi¢cdo aguda ou crbnica ao principio ativo (BENBROOK et al.,
2023; BERNI et al., 2023; MAKRIS et al., 2022; MUNOZ et al., 2023).

Em contrapartida, no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
reavaliou a utilizacdo do glifosato em culturas convencionais, e através de nota
técnica decidiu pela manutencdo da comercializacdo do ingrediente ativo. Como
forma de regulamentar os niveis maximos de exposicdo humana ao herbicida,
determinou-se que a dose de ingestdo diaria aceitavel (IDA) via agua potavel e

alimentos seja de 0,5 mg/kg de peso corporal/dia (ANVISA, 2020).
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2.5 Impactos do glifosato sobre organismos nao-alvo

Os cultivos agricolas brasileiros demandam alto consumo de agrotoxicos,
sendo estes de efeitos variaveis, podendo atingir facilmente organismos néo alvos,
a exemplo de predadores, organismos de solo, polinizadores, bem como aqueles
presentes em ecossistemas aquaticos (BELCHIOR et al., 2017).

No solo o glifosato é degradado por microorganismos ao &acido
aminometilfosfénico (AMPA), um metabdlito que pode se acumular no ambiente
(IARC, 2015). Nos mamiferos, o glifosato ndo é metabolizado eficientemente,
sendo excretado principalmente inalterado na urina; no entanto, evidencias indicam
que o herbicida pode sofrer metabolismo microbiano intestinal em humanos
(MOTOJYUKU et al., 2008).

Em um estudo de avaliacdo da toxicidade do herbicida glifosato e de seu
principal metabdlito, AMPA, nos estagios iniciais de desenvolvimento do peixe
ameacado de extingdo Steindachneridion melanodermatum, Barreto et al. (2023)
demonstraram uma notavel toxicidade aguda de ambos os compostos para 0s
individuos, resultando em mortalidade em ambas as fases, embrionaria e larval.

Semelhantemente, Cuhra et al. (2013), relataram que baixos niveis de
herbicida a base de glifosato induziram efeitos negativos no invertebrado aquatico
Daphnia magna, tendo-se constatado uma reducéo significativa no tamanho dos
organismos juvenis, em todas as concentracfes analisadas, além de efeitos sobre
o crescimento e a fertilidade.

No que tange a extenséo da contaminacao das fontes de agua potavel, Panis
et al. (2022) conduziram uma avaliacdo da concentracdo média de agrotoxicos na
agua (ppb), bem como da populacdo exposta, abrangendo 127 municipios
produtores de graos no estado do Parana, Brasil. Os resultados revelaram uma
correlacdo substancial entre os herbicidas glifosato-AMPA e diuron e o total de
casos de cancer registrados no mesmo periodo de analise.

A ocupacdao periférica dos municipios proximos as plantacdes, propicia um
maior grau de exposi¢cdo a poluicdo por agrotéxicos, por isso metodologias para
criacao de indicadores ecoldgicos do risco de contaminacao por agrotoxicos nas
cidades proximas as terras agricultaveis estdo sendo desenvolvidas. Os resultados
mostram que a maioria das cidades apresentam indices altos a muito altos de

exposicao a agrotoxicos, principalmente devido a proximidade da atividade agricola
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e a falta de cobertura arbdrea e zonas tampéo (AGOST et al.,2020; OKADA et al.,

2020; AGOST et al., 2022).

O Projeto de Lei 6.288/02, veda a pulverizacdo de herbicidas para capina
quimica em areas urbanas. Essa acdo visa inibir o uso indiscriminado e
irresponsavel de agrotoxicos como o glifosato, procurando impedir a exposi¢cao
para adultos, criancas, flora e fauna existentes no ambiente urbano (BRASIL,
2002).

Em estudo conduzido por De Souza et al. (2021), residuos de glifosato foram
guantificados em amostras de mel de cinco estados brasileiros. Seis amostras
apresentaram niveis do herbicida acima do limite maximo de residuos permitido
pela Unido Europeia (0,05 pg/ g 1). A identificacéo de residuos de glifosato coincidiu
com as regides que reportaram elevadas perdas de colonias de abelhas e ao
mesmo tempo, uso frequente do principio ativo na agricultura.

Abraham et al. (2018) e Nocelli et al. (2019), demonstraram em condicdes
experimentais e de semi-campo, respectivamente, que a utilizacdo de herbicidas a
base de glifosato tém o potencial de comprometer diretamente a sobrevivéncia
tanto de abelhas nativas como europeias e indiretamente afetar o processo de
polinizacdo, especialmente em concentracdes superiores as recomendadas, sendo
importante restringir 0 acesso e uso de tais herbicidas a pessoal treinado que
cumpra as diretrizes de pulverizacgéo.

Semelhantemente, Faita et al. (2023) examinaram, apds quatro semanas de
exposicao das abelhas europeias ao glifosato em condi¢des de campo, a presenca
do principio ativo no mel. Além disso, eles observaram uma reducao na populacao
de individuos adultos e na area de cria, a auséncia de uma rainha e a falta de
construcdo de células reais pelas operarias nas colmeias tratadas com o herbicida
em comparacao com o grupo controle. No grupo controle, as colmeias mantiveram
a presenca da rainha, uma alta populacdo de adultos e cria, além de estoque de

alimentos.

2.6 Ensaios ecotoxicologicos
Atualmente a comunidade cientifica tem se esforcado para padronizar
métodos confiaveis, a fim de avaliar e classificar a toxicidade de poluentes no meio

ambiente, possibilitando a diminuicdo do impacto ambiental. Ensaios de
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biotoxicidade sdo ferramentas Uteis para avaliar o impacto de poluentes em

diversos ecossistemas, vislumbrando a prevencdo de danos a biota (OGA et al.,
2014).

Em geral esses testes, homeados bioensaios, consistem em submeter o
organismo a diferentes concentracdes do poluente testado, por via oral, dérmica ou
peritoneal, por um periodo de tempo estabelecido, podendo ser classificados de
acordo com o tempo de exposicao, concentragao utilizada e efeitos observados
(RIBAS, 2020).

Consideram-se ensaios de toxicidade aguda aqueles que avaliam doses
elevadas de contaminantes por um curto periodo de exposi¢éo, variando entre 24
a 96 horas. Os testes agudos detectam os efeitos imediatos, geralmente
irreparaveis sendo as respostas normalmente relacionadas a mortalidade ou
imobilizacdo (KNIE & LOPES, 2004).

Os testes cronicos permitem avaliar os possiveis efeitos toxicos de
substancias quimicas sob condi¢cdes de exposi¢do prolongadas a concentracdes
subletais, ou seja, concentracdes que permitam a sobrevivéncia dos organismos,
embora afetem suas funcdes bioldgicas (tais como reproducdo, crescimento e
maturacédo) (RIBAS, 2020).

E fundamental levar em consideracéo a limitacéo dos testes de toxicidade
em condicbes controladas, pois estes podem apresentar variagcbes entre as
situacdes observadas no ambiente de cultivo. Os métodos laboratoriais
estabelecidos para simular a exposicéo ou toxicidade sao conduzidos com enfoque
nos individuos, isso possibilita o estabelecimento de uma ligacao ou relacao dose-
resposta mais clara entre um efeito e um estressor. Os testes de semicampo e
campo, por sua vez, sao mais realisticos, uma vez que focam na populacdo. Porém,
essa mesma vantagem imp0e desvantagens, pois € altissima a complexidade de
instalacdo, conducéo e analise dos resultados, pelo fato de que nédo € possivel
controlar todas as interferéncias do ambiente (CHAM et al., 2017).

Ao término de um teste de toxicidade, sdo obtidos diferentes niveis de um
efeito toxico pré-determinado, os quais estdo em funcao das diferentes diluicées do
agente quimico empregadas no experimento. Dessa forma, a curva dose-resposta

permite avaliar a resposta da populacéo estudada a partir das concentracdes, as
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quais 10%, 50%, 90% ou qualquer outra porcentagem da populacdo reage a um

determinado efeito (Magalhaes e Ferrao Filho, 2008).

Para efeito de estudos, termos como CLso (concentracao letal mediana), e
DLso (dose letal mediana), sdo comumente empregados, representando
respectivamente, a concentragao letal e dose letal empregadas para causar morte
em 50 % dos animais em um estudo (SISINNO, 2013).

No ambiente terrestre, além de outros organismos (minhocas, por exemplo),
as abelhas séo importantes bioindicadores. Atualmente, a espécie Apis mellifera é
utilizada internacionalmente como espécie-teste padrdo para produtos quimicos,
sendo estes autorizados para uso ambiente quando o risco as abelhas (dentre
outros organismos) néo ocorra ou possa ser mitigado (PINHEIRO et al., 2008).

Sao escassos os trabalhos que determinam a toxicidade de agrotoxicos para
espécies de abelhas sem ferrdo, como Scaptotrigona postica, ndo sendo possivel
comparar a sensibilidade destas aos agrotéxicos. Isso corrobora a necessidade de
pesquisa basica sobre abelhas nativas, para diminuir as incertezas quanto ao uso
da espécie A. mellifera nas avaliagdes de risco, nos ambientes agricolas brasileiros,
ou até mesmo indicar a necessidade de adicionar novos organismos-teste aos
ensaios ecotoxicoldgicos (PIRES & TOREZANI, 2018).

2.7 Biomarcadores de estresse oxidativo

As espécies reativas do metabolismo do oxigénio (EROs), também
chamadas de radicais livres, sdo encontrados em todos 0s sistemas bioldgicos. Em
condicbes fisioldgicas do metabolismo celular aerébio, o O2 sofre reducéo
tetravalente, resultando na formacgéo de H20. Durante esse processo sdo formados
intermediarios reativos, como os radicais superéxido (O2-), hidroperoxila (HO2) e
hidroxila (OH), e o perdoxido de hidrogénio (H202) (FERREIRA & MATSUBARA,
1997).

Os antioxidantes compdem um sistema de defesa presente nos organismos
aerdbicos, e sado definidos como qualquer substancia que, presente em menores
concentracbes que as do substrato oxidavel, seja capaz de atrasar ou inibir a
oxidacao deste de maneira eficaz (BARBOSA et al., 2010). Segundo Ghezzi et al.

(2016), a condicdo de estresse oxidativo existe quando a produgcédo de EROs
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excede a capacidade dos sistemas antioxidantes (devido a um aumento na geracao

de EROs ou uma diminuicdo nos niveis de antioxidantes).

Estes elementos antioxidantes podem ser produzidos pela prépria célula por
meio de um sistema enzimatico, ou obtidos pela dieta em um sistema nao
enzimatico. O equilibrio entre a producdo de espécies reativas do metabolismo do
oxigénio e a atuacdo do sistema antioxidante sdo diretamente responsaveis pela
homeostase oxidativa (Figura 1) (DA SILVA & JASIULIONIS, 2014).

[ Sistema de defesa }
e O o 0
»Y ¢

Fontes Endégenas Fontes Ex6genas Sistema N&o Enziméatico Sistema enziméatico
-Mitocondria -Radiacéo -Vitaminas A, C, E -Superdéxido Dismutase (SOD)
-Peroxissomos -Oz6nio -Carotenoides -Catalase (CAT)

-Células inflamatorias -Xenobidticos -Flavondides -Glutationa S-transferase (GST)

Figura 1: Equilibrio entre a producdo de espécies reativas do metabolismo do oxigénio (EROs) e
sistema antioxidante
Fonte: Adaptado de Da Silva e Jasiulionis, 2014

Nesse contexto, Lam & Gray (2003), afirmam que o uso de biomarcadores
se revela uma ferramenta eficiente em fornecer um alerta de exposicéo a doses de
substancias xenobibticas que levam a efeitos bioldgicos, como o estresse oxidativo.
Esses indicadores frequentemente restritos a alteracdes celulares, bioquimicas,
moleculares ou fisiologicas, podem ser aplicados em células, fluidos corporais,
tecidos ou 6rgaos dentro de um organismo.

Em um estudo realizado por Mahé et al. (2021) a utilizacao de biomarcadores
possibilitou a identificacdo de contaminantes presentes em abelhas meliferas de
areas rurais e urbanas, sendo essa ferramenta fundamental na avaliacdo de
defensivos agricolas, produtos farmacéuticos e metais pesados.

Entre os principais métodos utilizados como biomarcadores, destaca-se a
quantificacdo da atividade enzimatica, uma vez que mensurar 0 aumento ou a
inibicdo dessa atividade pode indicar algum tipo de resposta ao estresse ambiental,
a partir de ensaios realizados in situ ou in vitro (WEYDERT e CULLEN, 2010;
COGO et al., 2009).

A superéxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT) atuam no sistema de

defesa antioxidante celular, sendo amplamente usadas em células e tecidos
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cultivados (PIGEOLET et al., 1990), incluindo homogeneizados teciduais de

abelhas (WEIRICH et al., 2002, NIKOLIC et.al., 2015; CHAKRABARTI et al., 2015;
STARON et al., 2017; CARVALHO et al., 2013).

2.8 Superoxido dismutase (SOD)

A enzima superoéxido dismutase (SOD — EC 1.15.1.1), é a principal defesa
contra os possiveis danos causados pelo radical livre superoxido (O2-), podendo
ser encontrada em todos os compartimentos celulares susceptiveis ao estresse
oxidativo. A SOD ¢ classificada, de acordo com o seu metal cofator, em quatro
isoformas: manganés (MnSOD), ferro (FeSOD), cobre/zinco (Cu/ZnSOD) e o tipo
niquel (NiSOD) (FRIDOVICH, 1997).

Durante sua atividade, em meio aquoso, a SOD remove o radical livre Oz,
catalisando a sua dismutacao, produzindo oxigénio e peroxido de hidrogénio, como
demostrado na formula: 202- + 2H* = Oz + H202 (FERREIRA & MATSUBARA,
1997). A eliminacdo do anion superoxido impede a producdo de peroxinitrito e
danos celulares adicionais (WANG & ZHANG, 2015).

2.9 Catalase (CAT)

Responsavel por oxidar substratos organicos, a catalase (CAT-EC 1.11.1.6)
€ particularmente eficaz nas células dos organismos vivos, atuando na degradacéo
do peroxido de hidrogénio (H202). Na presenca de altas concentracdes de perdxido
de hidrogénio, a catalase atua, convertendo-o em agua e oxigénio, como ilustrado
na formula: 2 H20, Catalase 2 4,0 + O2 (BARREIROS et al., 2006).

Por outro lado, quando a concentracdo de H20:2 é baixa e os doadores de
hidrogénio apropriados estao presentes (por exemplo, etanol, metanol), a catalase
exibe atividade de peroxidase (SCIBIOR & CZECZOT, 2006). CAT é altamente
eficiente podendo quebrar milhdes de moléculas de perdxido de hidrogénio em um
segundo, estando localizada principalmente nos peroxissomos, mas ausente nas
mitocondrias de células de mamiferos (IGHODARO & AKINLOYE, 2017).

As catalases sdo empregadas para sofrer varias biodegradac¢des assistidas
de poluentes toxicos, como fendis e seus derivados (cresol, piragalol, guaiacol),

agrotoxicos, hidrocarbonetos poliaromaticos, corantes téxteis sintéticos entre
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outros, atuando também como marcadores de estresse oxidativo celular em

organismos exposto a xenobidticos (TAKIO et al., 2021).

As abelhas, ao forragearem retiram da natureza diversas substancias como:
néctar, polen, exsudados de plantas, resinas, agua e até alimentos roubados de
outras colmeias (DA SILVA et al, 2021). Deste modo, os produtos apicolas e as
proprias abelhas, sdo potenciais bioindicadores da presenca de contaminantes no
ambiente, possibilitando o monitoramento de grandes &reas devido as longas
distancias percorridas na polinizacdo das plantas (OLIVEIRA et al.,, 2016;
NASCIMENTO et al., 2018; ATTAULLAH et al., 2023).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar a toxicidade do herbicida glifosato para abelhas Scaptotrigona
postica e o efeito da concentracdo letal e subletal sobre parametros de estresse

oxidativo.

3.2 Objetivos especificos
I. Estabelecer a concentracéo letal mediana (CLso) e a concentragéo subletal (CL1o)
em 48h, por meio da exposicdo oral ao herbicida glifosato em abelhas

Scaptotrigona postica,

Il. Determinar a resposta da atividade de enzimas antioxidantes - superoxido
dismutase e catalase - em abelhas Scaptotrigona postica submetidas a
concentracdo letal e subletal do herbicida glifosato em 48h e 120h,

respectivamente.
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Resumo

As abelhas sdo importantes indicadores da biodiversidade e satde geral dos ecossistemas.
Todavia esses polinizadores sofrem declinios significativos, impulsionados pela perda e
fragmentacdo de habitats, intensificacdo das praticas agricolas e alteragdes climaticas. O
glifosato, agrotoxico mais comercializado mundialmente, é usado em diversas préticas
agricolas, resultando na exposicdo de diversos organismos ndo alvo, incluindo abelhas.
Neste estudo, objetiva-se avaliar a toxicidade do herbicida glifosato em abelhas da espécie
Scaptotrigona postica por meio da determinacdo da concentracdo letal mediana oral (CLso)
e da concentracdo subletal (CL10) em testes de 48h de exposicdo. Além de avaliar o efeito
da concentracdo letal (CLso) e subletal (CL1o) sobre a atividade enzimética da superdxido
dismutase (SOD) e da catalase (CAT), em tempos de 48h e 120 horas, respectivamente. A
CLso encontrada em 48 horas foi de 7,41 pg i.a./uL dieta e a CLio de 0,70 pg i.a./ pL dieta.
A atividade enzimatica de SOD e CAT nas abelhas ndo diferiram estatisticamente em relacéo
ao grupo controle nos tempos e doses estabelecidos. Os dados deste estudo mostram que a
CLso de glifosato para S. postica se encontra dentro da concentracdo recomendada em bula
para pulverizacdo em lavouras, ressaltando a importancia da avaliacdo de toxicidade desse
herbicida em abelhas nativas. Além disto, infere-se que as enzimas SOD e catalase ndao foram
bons marcadores para o estresse oxidativo nessa espécie.

Palavras Chave: organofosforado, concentracdo letal mediana, estresse oxidativo.

Declaracéo de conflito de interesses

Os autores do artigo afirmam que ndo se encontram em situacdes de conflito de interesse que possam
influenciar o desenvolvimento do trabalho, tais como emissdo de pareceres, propostas de
financiamento, promogdes ou participacdo em comités consultivos ou diretivos, participacdo em
periodicos patrocinados, assim como qualquer relagéo financeira ou de outra natureza com pessoas
ou organizag@es que possam influenciar o trabalho de forma inapropriada.


mailto:mikl_veterinaria@hotmail.com

903
904
905
906
907
908
909
910
911
912
913
914
915
916
917
918
919
920
921
922
923
924
925
926
927
928
929
930
931
932
933
934

34
Introducao

No cenario global, as plantas e as abelhas sofrem declinios significativos,
impulsionados principalmente pela perda e fragmentagcéo de habitats, intensificacdo das
praticas agricolas e alteracdes climéticas (Sihag 2023; Torresani et al. 2023). Esses insetos
sdo importantes indicadores da biodiversidade e satde geral dos ecossistemas pois fornecem
um servico fundamental para muitas culturas - a polinizacdo das flores (Cao et al. 2023;
Mifarro et al. 2023;).

A intensificacdo dos plantios resulta em uso mais amplo de defensivos quimicos, que
incluem herbicidas, inseticidas e fungicidas. O glifosato (N- [fosfonometil] glicina) é o
ingrediente ativo em varios herbicidas comerciais para controle ndo seletivo de ervas
daninhas (Baer & Marcel 2014). O seu uso tem crescido nas ultimas décadas, sendo
atualmente o herbicida mais utilizado no mundo (Benbrook 2016). O persistente emprego
de produtos herbicidas contendo glifosato tem como resultado o incremento da exposicao
para uma variedade de organismos nao alvo, tanto em ambientes aquaticos quanto terrestres
(Kanissery et al. 2019; Rodrigues et al. 2019).

No contexto da apicultura brasileira, a espécie introduzida Apis mellifera prevalece,
sendo frequentemente a escolha inicial na avaliacdo das caracteristicas toxicas de
agrotoxicos, seguindo protocolos estabelecidos pela Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econdmico (OECD, 1998, 2013 e 2017). No entanto, é importante notar
que entre os anos de 2015 e 2023, 59 novas espécies de abelhas sem ferrdo foram
documentadas na regido Neotropical, das quais 16 foram registradas no Brasil (Nogueira
2023).

Em ensaios de toxicidade, os testes agudos (24 a 96 horas), detectam os efeitos
imediatos em exposicao a concentragdes letais, sendo as respostas normalmente relacionadas
a mortalidade ou imobilizacdo (KNIE & LOPES, 2004). Como definicdo, o termo CLso
(concentracéo letal mediana) representa a concentracdo letal empregada para causar morte
em 50 % dos animais em um estudo (SISINNO, 2013).

Ja os testes cronicos permitem avaliar 0s possiveis efeitos toxicos sob condic¢des de
exposicdo prolongadas a concentragdes subletais, ou seja, concentra¢fes que permitam a
sobrevivéncia dos organismos, embora afetem suas funcbes bioldgicas (tais como

reproducéo, crescimento e maturagéo) (RIBAS, 2020).
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Segundo revisdo meta analitica realizada por Battisti et al. (2021) as diferentes

formulacGes a base de glifosato demonstraram afetar negativamente a sobrevivéncia,
desenvolvimento e comportamento tanto de abelhas sem ferrdo, quanto de abelhas europeias,
mesmo quando utilizadas nas doses e concentragdes recomendadas pelo fabricante.

Em estudo conduzido por De Souza et al. (2021) foi constatada a presenca de residuos
de glifosato no mel proveniente de regides brasileiras com altas taxas de perda de coldnias e
que concomitantemente utilizam a pulverizacéo frequente de agrotoxicos nas plantactes de
soja, inferindo assim o consumo desse herbicida em doses néo letais pelas abelhas. Castelli
et al. (2021) observaram que a exposi¢do de abelhas A. mellifera a doses subletais de
glifosato, resulta em alteracdes significativas na microbiota intestinal desses insetos, o que,
por sua vez, tem um impacto direto em sua sobrevivéncia.

Ao examinar os efeitos adversos do inseticida dimetoato em abelhas sem ferréo e
europeias, Dorigo et al. (2019) relataram que a concentracdo letal média (CLso) necessaria
para causar mortalidade de 50% da populacdo de larvas de Melipona scutellaris era 320
vezes menor que a requerida para atingir o mesmo efeito em larvas de Apis mellifera,
indicando assim a importancia da padronizacao dos testes para abelhas, dadas as variagdes
em sua biologia.

O emprego de biomarcadores, como a mensuracdo da atividade enzimatica,
desempenha um papel importante na avaliacdo de produtos defensivos utilizados na
agricultura. Aferir o aumento ou a inibicéo da atividade enzimatica pode indicar respostas a
situacOes de estresse ambiental, por meio de experimentos tanto in situ quanto in vitro (Cogo
et al. 2009; Weydert & Cullen 2010).

As enzimas superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) atuam no sistema de
defesa antioxidante celular, sendo amplamente usadas em células e tecidos cultivados
(Pigeolet et al. 1990), incluindo homogeneizados teciduais de abelhas (Weirich et al. 2002;
Nikoli¢ et al. 2015; Chakrabarti et al. 2015; Staron et al. 2017; Carvalho et al. 2013).

Em pesquisa conduzida por Tavares et al. (2023), a atividade antioxidante foi
mensurada frente aos efeitos de exposicdo a trés defensivos amplamente utilizados na
agricultura - imidacloprida, glifosato e piraclostrobina - em abelhas nativas - Melipona
scutellaris e Scaptotrigona postica - bem como na abelha africanizada Apis mellifera. A
resposta ao estresse oxidativo variou significativamente entre as trés espécies de abelhas,

conforme indicado pela divergéncia na expressdo das enzimas testadas.
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Dados sobre a exposicéo cronica a doses subletais de herbicidas em abelhas nativas

sd0 escassos, 0s poucos estudos disponiveis avaliaram os efeitos toxicos de inseticidas e
acaricidas nessas espécies (Piovesan et al. 2020; Padilha et al. 2018).

A expressiva representatividade dos meliponineos, tanto no Brasil quanto no mundo,
e sua importancia ecoldgica na promog¢do de praticas agricolas sustentaveis, conforme
ressaltado por Mashilingi et al. (2022), justifica uma investigacdo mais aprofundada sobre a
sensibilidade desses insetos aos defensivos agricolas (Pires & Torezani 2018).

Devido as demandas atuais, esta pesquisa tem como objetivo avaliar a toxicidade do
herbicida glifosato para abelhas nativas Scaptotrigona postica e investigar o efeito das

concentracgdes letal e subletal sobre parametros de estresse oxidativo.

Materiais e Métodos
Local do Experimento
O projeto foi desenvolvido no Meliponario da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (Protocolo SISGEN
A978DAB/2023) (Anexo A), localizado no municipio de Campo Grande MS, cujas
coordenadas geogréficas sdo: 20°30'31.25"S, 54°37'15.02"W, com clima tipo Am (clima
tropical de mongéo) de acordo com a classificacdo de Koppen e altitude média de 592

metros.

Determinacéo da Concentracéo Letal Mediana via Oral

Foram utilizadas neste estudo abelhas adultas de Scaptotrigona postica, provenientes
de cinco col6nias ndo parentais de tamanho médio que se encontravam em condicdes
fisiolégicas normais, livres de doengas, com cria em todos os estagios de desenvolvimento
e rainha jovem em postura. As coletas foram realizadas no periodo matutino entre outubro e
dezembro de 2022, com auxilio de uma garrafa plastica instalada na entrada das coldnias.

Apos a captura, as abelhas foram transportadas para o laboratorio, anestesiadas em
freezer a -2°C por 30 segundos, sendo entdo acondicionadas em caixas plasticas de 250 mL
(9,5 x 11,5 x 2,5 cm), dotadas de orificios para ventilacdo e equipadas com microtubos
fenestrados para suprimento de &gua e alimento (Fig.1). A fim de minimizar o estresse
ocasionado pelo confinamento, as abelhas permaneceram em adaptacdo por um periodo de
15 horas antes do inicio do fornecimento do agrotédxico, recebendo dgua e xarope de sacarose
(2:1) ad libitum.
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Figura 1. Abelhas S.postica em caixas b_lésticas para serem expostas ao herbicida
Fonte: Elaborado pelo autor

A metodologia empregada para determinacdo da CLsp via ingestdo seguiu as
diretrizes da OECD (2017) e de Medrzycki et al. (2013), com algumas adaptacOes. Para
determinacdo das concentragdes apropriadas para os testes de toxicidade, ensaios
preliminares com glifosato (Roundup Original DI® 445 g i.a./L, concentrado soltvel,) foram
realizados, utilizando cinco dilui¢bes de fator 4 da solucéo estoque (1pg i.a./uL agua). As
concentracdes escolhidas foram de: 0,0625; 0,25; 1,0; 4,0 e 16 pg i.a./uL &gua.

A partir do conhecimento das concentragcfes responsivas nos testes preliminares, na
segunda etapa do experimento, uma série de seis concentracdes (com fator ndo excedente a
2) foram estipuladas, sendo essas de: 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16 g i.a./uL dieta. Cada grupo
experimental recebeu uma das concentracdes ad libitum diluidas em xarope de sacarose,
fornecida em microtubo fenestrado tipo eppendorf de 1,5 ml, preenchido com algodao
embebido na solucdo contaminada, durante 48 horas.

Para cada concentracdo foram utilizados 10 individuos e os testes realizados em
triplicata, totalizando 21 unidades experimentais e 210 abelhas. O grupo controle recebeu
apenas agua e xarope de sacarose livre de glifosato.

As abelhas foram mantidas em estufa de demanda bioquimica de oxigénio (BOD) a
30°C +£1°C e umidade relativa de 70% +5%, protegidas da luz, em condi¢des semelhantes as
da colmeia. A mortalidade foi observada e contabilizada a cada 12 horas, quando houve
também reposicao do alimento para os grupos. Abelhas que permaneceram imdveis por um

periodo superior a 15 segundos foram consideradas mortas.

Analise da Atividade Antioxidante
Amostragem
Para analise da atividade das enzimas superoxido dismutase e catalase, um novo

experimento foi realizado. O método de coleta, transporte, acondicionamento, adaptacéo e
fornecimento de alimento as abelhas seguiram os mesmos protocolos adotados para a

determinacéo da concentracdo letal mediana via oral.
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As concentracOes administradas foram aquelas previamente determinadas nos testes

de toxicidade oral aguda, nomeadamente, a CLso (concentracao letal mediana) fornecida por
um periodo de 48 horas e a CL1o (concentracdo subletal), fornecida por um periodo de 120
horas. O grupo controle foi alimentado exclusivamente com agua e xarope de sacarose livre
de glifosato. Para cada concentragdo testada, foram utilizadas 10 individuos e os testes
realizados em quintuplicata, totalizando 15 unidades experimentais e 150 abelhas.

Durante o experimento, nos grupos testes e controle a oferta de agua e alimento foi
constante, com reposic¢éo a cada 12 horas. Abelhas que morreram durante esse intervalo
foram removidas e excluidas das analises. Ap6s a conclusdo do periodo de exposi¢cdo
estipulado para cada grupo, as abelhas foram congeladas (-80°C) até a realizacéo dos testes

enzimaticos.

Ensaio Enziméatico

A metodologia empregada para a extragdo das enzimas seguiu o protocolo descrito
por Farder-Gomes et al. (2021), com o cuidado de manter a temperatura das amostras a um
méaximo de 8°C. Os macerados provenientes do abdémen, cabeca, asas e membros de cada
unidade experimental (10 abelhas), foram diluidos em 1 mL de solucéo tampédo fosfatada
(4°C a 8°C).

Na sequéncia, 0 homogeneizado resultante foi submetido a centrifugacdo em 10.000
g por um periodo de 10 minutos, utilizando uma centrifuga refrigerada a 4°C, sendo o
sobrenadante resultante usado nos testes.

Na avaliacdo da atividade da SOD, foi empregado o kit Superoxide Dismutase
Colorimetric Activity Kit (Invitrogen, ThermoFisher Scientific®), o qual permite a medicao
de todos os tipos de atividade dessa enzima, abrangendo as formas Cu/Zn, Mn e FeSOD. As
amostras diluidas foram misturadas com um substrato, seguido pela adi¢do do reagente
contendo xantina oxidase, sendo entdo incubadas a temperatura ambiente durante um
periodo de 20 minutos. A leitura da intensidade da coloragdo gerada foi posteriormente
realizada utilizando um leitor de microplacas, com a leitura feita no comprimento de onda
de 450 nm.

Para avaliacdo da atividade da CAT, empregou-se o kit Amplex Red Catalase Assay
Kit (Invitrogen, ThermoFisher Scientific®). No decorrer do ensaio, as amostras contendo
catalase inicialmente reagem com o perdxido de hidrogénio (H20z), resultando na producéo

de agua e oxigénio. Posteriormente, 0 reagente denominado Amplex Red reage com
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qualquer H202 ndo consumido na presencga de peroxidase de rdbano, dando origem a um

produto de oxidacao altamente fluorescente, conhecido como resorufina. A quantificacdo da
coloracdo gerada foi conduzida mediante a utilizacdo de um leitor de microplacas, com a

leitura efetuada a um comprimento de onda de 560 nm.

Analise estatistica

Para a determinacdo da CLso por ingestdo, procedeu-se a contagem do numero de
abelhas mortas, sendo esses dados submetidos a analise Probit do tipo dose resposta,
utilizando o software LdP Line®. A partir do modelo matematico obtido, foram calculados
igualmente os valores da CL1o. Além disso, para a comparacgdo das varidveis referentes a
atividade enzimatica nas exposicdes letal e subletal foi empregado o teste de analise de
variancia (ANOVA).

Resultados e Discussao
Concentracédo Letal Mediana

Considerando a mortalidade de S. postica por ingestdo, foi notado um efeito
significativo na interagdo entre a concentracdo do principio ativo e a morte dos individuos
(Fig. 2). O ensaio foi validado segundo normas da OECD (2017), com limite de confianca

de 95% e mortalidade do grupo controle inferior a 10%.
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0 2 4 6 8 10 12 14 16
Concentragdo (ugi.a./pL dieta)

Porcentagem de Mortalidade

Fig. 2: Toxicidade oral do herbicida glifosato para individuos adultos de S. postica ap6s 48 h de exposicdo a
diferentes doses.
Fonte: Elaborado pelo autor

A partir dos dados de mortalidade das abelhas em 48h de exposi¢éo, os valores para
concentracdo letal mediana (CLso) e concentracdo subletal (CL1o) foram determinados
(Tabela 1).
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Tabela 1: ConcentracGes orais (g i.a./uL dieta) de glifosato necessarias para mortalidade de 50% e
10% de abelhas S. postica apds 48 h de exposicao.

Tempo de Exposicéo ClLso Mg i.a./uL dieta CLio Mg i.a./uL dieta
(95%0) I.C. (95%0) I.C.
48 h 7,41 0,70

I.C. Intervalo de confianca.

A andlise dos resultados com base na CLso € independente da quantidade de alimento
consumida por cada abelha, ao contrario da DLso, que se fundamenta em estimativas do
consumo por individuo, presumindo que todas as abelhas ingiram quantidades idénticas em
um periodo especifico (Stevenson,1978).Trabalhos recentes tém empregado o célculo da
concentracdo letal mediana em estudos toxicoldgicos para abelhas nativas (Piovesan et al.
2020; Al Naggar et al. 2022; Lourencetti et al. 2023).

De acordo com Thompson et al. (2022), abelhas transitam indiscriminadamente entre
plantas que foram submetidas ao tratamento com glifosato e aquelas que ndo foram. 1sso as
coloca em risco de exposicdo, tanto por via topica como por via oral, ao coletar recursos
florais das plantas. Segundo os autores, residuos de glifosato podem permanecer disponiveis
no polen por no minimo 70 horas ap6s aplicacao.

A recomendacdo para pulverizacdo do glifosato estd condicionada ao estagio de
desenvolvimento da planta infestante, com preferéncia para pulverizag¢do préximo ao inicio
da floracdo, podendo a dose variar entre 240 e 1.920 g de ingrediente ativo para cada 100
litros de agua (Amarante Junior et al. 2002).

A CLso encontrada no presente trabalho para S. postica de 7,41 pg i.a./pL em 48
horas, equivale a dose de campo do herbicida recomendada para o controle de varias ervas
daninhas em plantios de milho e soja. Para diversas culturas a dose recomendada na
aplicacdo é superior a 740 g de ingrediente ativo para 100 litros de &gua, aproximando-se
dos valores de CLso estabelecidos nesse trabalho, demonstrando assim alto risco de
toxicidade do glifosato para essa abelha nativa.

No estudo conduzido por Gomes et al. (2023), ao investigar a dose de campo de 1.750
g de ingrediente ativo de glifosato para 100 litros de agua, por meio de exposi¢do oral em
abelhas nativas Melipona capixaba, foi observado um indice de mortalidade de 90% apds
24 horas, ao equivalente de 17,8 ug i.a./uL de xarope contaminado com o herbicida.
Comparado aos resultados obtidos para S. postica, observa-se que abelhas nativas podem

apresentar diferentes sensibilidades ao produto, devendo-se considerar também que a
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variagdo na dose utilizada em campo e as condigdes ambientais podem interferir na

mortalidade.

Devido aos escassos trabalhos analisando a toxicidade do glifosato a abelhas do
género Scaptotrigona, torna-se dificil a anélise paralela das pesquisas, visto que, na espécie
mais utilizada em testes de toxicidade- Apis mellifera - os valores séo calculados em dose
letal mediana (DLso: pg ia/abelha), diferentemente do calculo do presente estudo (CLso: g
i.a./uL dieta).

Na anélise comparativa dos resultados de toxicidade do nosso estudo e os valores
encontrados por Wesonga et al. (2023) para abelhas Apis mellifera, cuja DLso foi de 229,5
ug i.a/abelha, nossos resultados demonstraram ser até 30 vezes menores, 0 que pode inferir
uma maior sensibilidade das abelhas sem ferrdo ao glifosato. De acordo com resultados de
Lourencetti et al. (2023), a influéncia da massa corporal e do metabolismo estdo
estreitamente relacionados com a variacdo na tolerancia de abelhas nativas a agrotdxicos,
podendo esta apresentar variacdo entre as espécies.

Segundo revisdo realizada por Battisti et al. (2023), a exposi¢do aguda e cronica de
larvas e adultos de abelhas sociais e solitarias ao glifosato e suas formulacdes, pode
desencadear alteracfes na expressdo génica, funcionamento enzimatico, metabolismo
oxidativo, além de diversos efeitos no desenvolvimento corporal desses insetos. Todavia, as
publicacGes que avaliam a toxicidade do glifosato em abelhas ndo Apis sdo limitadas.

No presente estudo, S. postica foi mais tolerante ao herbicida glifosato por ingestao
quando comparado a outros estudos onde os inseticidas foram avaliados em espécies do
género Scaptotrigona. Inseticidas como clorpirifos, fosmete e imidacloprid apresentaram
uma CLso entre 0,011 e 0,024 pg i.a./uL em 48h (Dorneles et al. 2017, Soares et al. 2015),
em contraste com o valor de 7,41 ug i.a./uL deste trabalho. A elevada sensibilidade de
organismos nao alvo aos inseticidas organofosforados e neonicotinoides pode ser atribuida
a forma como esses ingredientes ativos agem no sistema nervoso central dos insetos. Esse
processo resulta em danos irreversiveis nas sinapses nervosas, levando a um desfecho fatal
de maneira mais rapida (Gomes et al. 2023).

Atualmente a liberacdo do uso e registro de agrotdxicos emprega dados de CLso €
DLso, utilizando a espécie A. mellifera como modelo de referéncia, todavia é importante
considerar que espécies nativas como S. postica apresentam maior sensibilidade a moléculas

amplamente utilizadas como o glifosato.
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Testes enzimaticos

Durante a segunda fase do experimento, a concentracdo letal mediana e a
concentracdo subletal do glifosato foram empregadas para mensurar a atividade das enzimas
SOD e CAT. Os niveis de atividade enzimatica nas abelhas S. postica ndo apresentaram
diferencgas estatisticas significantes quando comparados ao grupo controle nos intervalos de

tempo e concentracdes estabelecidas (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2: Efeito da concentracdo letal mediana CLso (7,41 pg/pL) na atividade das enzimas SOD e
CAT (pg/pL) em macerados de abelhas S. postica ap6s 48 horas de ensaio.

Controle CLso (7,41 pg/puL)
SOD 0,043+0" 0,043+0%
CAT 0,164+0,0018 0,163+0,0006®

Valores apresentados como média e desvio padréo. Letras iguais indicam valores sem diferenca significativa
pelo teste ANOVA (p>0,05).

Tabela 3: Efeito da concentragdo subletal CL1o (0,70 pg/pL) na atividade das enzimas SOD e CAT
(ng/pL) em macerados de abelhas S. postica apds 120 horas de ensaio.

Controle CL10 (0,70 pg/pL)
SOD 0,043+0* 0,045+0,004*
CAT 0,164+0,0018 0,164+0,0018

Valores apresentados como média e desvio padrdo. Letras iguais indicam valores sem diferenca significativa
pelo teste ANOVA (p>0,05).

Enzimas antioxidantes desempenham um papel importante na regulacdo do nivel de
espécies reativas do oxigénio e sdo produzidos pelas células em resposta ao estresse. As
enzimas SOD e CAT constituem o principal sistema de prote¢do dos organismos contra o
estresse oxidativo (Prezenska et al. 2019).

A resposta enzimatica em sistemas antioxidantes apds exposicdo a herbicidas, com
foco em abelhas do género Scaptotrigona até onde sabemos, sdo inexistentes. O padrdo de
resultados da resposta enzimética aplicada a CLso do presente estudo assemelha-se ao
trabalho conduzido por Motta et al. (2023) onde abelhas nativas Partamona helleri foram
expostas a CLso do piretroide lambda-cialotrina. Apds 48 horas de bioensaio ndo houveram
diferengas significativas nos resultados das atividades de SOD e CAT em comparagéo ao
grupo controle.

Com o mesmo objetivo, Pal et al. (2022) investigaram o dano oxidativo em abelhas
europeias por meio da analise de enzimas antioxidantes. Os animais foram expostos por 16

dias a varios agrotoxicos em concentragdes subletais, incluindo o glifosato. Em relacéo as
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enzimas SOD e CAT, ndo foram observadas diferengas significativas na atividade

enzimatica nos tecidos intestinais em comparacao ao grupo controle.

De acordo com Kodrik et al. (2015), a regulacdo da secrecdo de enzimas
antioxidantes em insetos esta condicionada a regulacdo por neurohorménios adipocinéticos,
0s quais desencadeiam reacdes de defesa e sdo responsaveis pela manutencéo da homeostase
nesses individuos. No entanto, os mecanismos relacionados a esses eventos permanecem
obscuros, sendo provavelmente especificos da espécie e/ou acompanhado por outros fatores
concomitantes.

Em uma reviséo realizada por Gong & Diao (2017), foi destacado que as abelhas
possuem mecanismos de desintoxicacdo complexos, envolvendo diversos genes e vias
metabolicas. No entanto, abelhas meliferas possuem uma quantidade limitada de genes
relacionados a desintoxicagdo, tornando-as suscetiveis a agrotdxicos, especialmente quando
expostas a combinagdes destes em ambientes reais.

O perfil de expressdo génica e o metabolismo oxidativo foi avaliado em larvas de
abelhas A. mellifera expostas a dose subletal de glifosato em exposicao crénica (120 h). Os
autores observaram que embora 29% das larvas fossem assintomaticas no grupo exposto,
elas apresentaram alteracGes transcricionais em varios genes, principalmente ligados a
resposta defensiva, mesmo na auséncia de sintomas observaveis (Vazquez et al. 2020).

Pesquisas sobre o sequenciamento de abelhas sem ferrdo estdo em desenvolvimento;
sendo relatado até 0 momento dados do genoma de somente duas espécies de abelhas nativas,
entre todas da tripo Meliponini, sendo elas Frieseomelitta varia e Melipona quadrifasciata
(Freitas et al. 2020). A sequéncia gendmica da abelha S. postica comeca a ser realizada,
entretanto ha diversas lacunas no conhecimento de genes de interesse que permitam entender
a traducdo de proteinas em um ambiente contaminado com agrotéxicos (Stella 2023).

Farder-Gomes et al. (2021) também realizaram exposi¢cdes baseadas na CLso, porém
utilizando o inseticida fipronil. Os efeitos agudos sobre a atividade enzimética de abelhas P.
helleri foram medidos apds 24h de bioensaio. Em relacdo a SOD ndo houve diferenca entre
0 grupo controle e o grupo tratado com o inseticida, entretanto houve uma diminuigédo
importante na atividade da catalase e um aumento na atividade da GST.

Em estudo recente realizado por Pons et al. (2023), resultados contraditérios foram
relatados em relacdo a resposta antioxidante da SOD e CAT em A. mellifera. Os autores

descreveram que ap6s exposi¢do subletal de curto prazo ao herbicida - 48 horas - houve um
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aumento significativo nas atividades da SOD e CAT, bem como um aumento de genes

relacionados a resposta antioxidantes apds 2 horas de exposi¢éo ao glifosato.

Da mesma forma, na exposi¢do cronica por 10 dias de abelhas nativas Bombus
terrestres ao glifosato em doses subletais, Tang et al. (2023), observaram aumento
expressivo na atividade da enzima SOD e das enzimas polifenoloxidases, entretanto néo
houve aumento relativo a enzima GST nos tecidos corporais mistos dos individuos.

A comparacdo de perfis de resposta ao estresse oxidativo, considerando diferentes
espécies de abelhas é complexa, sugerindo a existéncia de mecanismos que podem mudar
entre espécies, tempos de exposicdo e tipo de agrotoxico empregado. Enzimas como a
glutationa S-transferase (GST) que desempenha importante papel na desintoxicacdo de
abelhas a agrotdxicos (Moural 2023), podem ter tido alteracfes ndo avaliadas no presente
trabalho.

Conclusao

Os dados deste estudo mostram que a CLso de glifosato para S. postica se encontra
dentro da concentragdo recomendada em bula para pulverizacdo em lavouras, ressaltando a
importancia da avaliacdo de toxicidade desse herbicida em abelhas nativas. Além disto,
infere-se que as enzimas SOD e catalase ndo foram bons marcadores para o estresse
oxidativo nessa espécie. Estudos futuros para melhor compreensdo do papel das enzimas
sobre a atividade antioxidante de abelhas expostas a agrotoxicos sdo sugeridos, visto que 0s
processos de desintoxicacdo podem sofrer variag@es entre as diferentes espécies.
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5. CONSIDERACOES GERAIS

A analise de risco do glifosato para abelhas nativas S. postica conduzida
neste experimento, evidencia uma alta sensibilidade desses polinizadores ao
herbicida. Destaca-se que este é o primeiro estudo a relatar dados sobre a
concentracdo letal mediana para essa espécie. O estudo demonstra também que
A. mellifera ndo representa o Unico modelo para as avaliagcbes de toxicidade
exigidas para a autorizacao do uso de agrotoxicos

Além disso, os dados aqui apresentados evidenciam que é necessario
aprofundar o conhecimento dos sistemas metabodlicos que desempenham papéis
nos processos de desintoxicacdo de agrotdxicos nesses insetos. Esse
aprimoramento contribuird ndo apenas para uma avaliacdo mais abrangente dos
riscos associados ao uso do glifosato, mas também para o desenvolvimento de
estratégias de conservacédo desses polinizadores.

Diante dos prejuizos da aplicacao de glifosato durante o periodo de floracao,
torna-se importante a implementacéo de praticas de manejo integrado de pragas
como estratégia para preservar a apifauna. Além disso, a adocdo de novas
tecnologias para o controle de ervas daninhas, que minimizem ou eliminem a
necessidade de herbicidas, representa uma abordagem positiva para promover a

coexisténcia entre agricultura e biodiversidade.
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6. IMPANCTO ECONOMICO, SOCIAL, TECNOLOGICO E/OU
INOVACAO

A andlise de risco ecoldgico de agrotoxicos sobre abelhas nativas fornece
insights sobre o0s potenciais prejuizos na producdo agricola associados a
diminuicdo de polinizadores. Isso ndo apenas afeta os agricultores em termos de
rendimentos e custos, mas também influencia os precos dos alimentos e a
sustentabilidade da agricultura.

A reducdo das populagcbes de polinizadores nativos pode prejudicar as
comunidades locais que dependem da agricultura como meio de subsisténcia.
Agricultores familiares, em particular, podem enfrentar desafios econdmicos e
sociais devido a diminuicdo da produtividade de suas colheitas. Portanto, a analise
de risco ecolégico ndo apenas resguarda a biodiversidade, mas também
desempenha um papel efetivo na manutencao da estabilidade econdémica e social

em comunidades agricolas.
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