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COMO O INSETICIDA FIPRONIL PODE IMPACTAR COLONIAS DA VESPA
SOCIAL Polybia paulista

RESUMO GERAL

Os fenilpirazois (fipronil), sdo um grupo de inseticidas muito utilizados para 0 manejo de
insetos considerados pragas agricolas, devido a uma neurotdxica e efeito sistémico no corpo
vegetal, contudo, ndo existem estudos investigando as consequéncias de seu uso sobre as
col6nias de vespas sociais. As vespas sociais sdo predadoras generalistas, sendo importantes
no controle bioldgico, para o controle de insetos considerados pragas agricolas além de
também realizarem servicos de polinizacdo, podendo superar as abelhas em relacdo a
abundancia e riqueza de espécies como visitantes florais as abelhas. Contudo, ao visitarem e
consumirem recursos florais, acabam expostas a inseticidas utilizados nos cultivares,
entrando nas mesmas rotas de contaminacdo que as abelhas. O objetivo deste estudo foi
identificar a concentracdo letal média e avaliar os efeitos da exposi¢cdo a concentracdes
subletais em forrageadoras da vespa social Polybia paulista ao inseticida fipronil na sua
sobrevivéncia. Para a obtencdo da concentragdo letal média (CLso) as vespas foram expostas
a diferentes concentracdes de fipronil, e a CLso obtida foi utilizada posteriormente como
referéncia para a obtencdo das concentracdes subletais. Para a andlise de sobrevivéncia,
grupos de vespas controle e grupos de vespas expostas as concentracdes subletais foram
monitoradas até a morte e, em seguida foi calculado o tempo letal médio (TLso). A CLso, ap0s
24 horas, foi de 0.890 ng i.a./ uL, (~890 ppb). As vespas que foram expostas a qualquer uma
das concentracbes subletais sobrevivem por um tempo significativamente menor que as
vespas do grupo controle. Portanto, concluimos que a exposi¢do ao fipronil afeta a
sobrevivéncia de forrageadoras de P. paulista, tdo quanto o inseticida neonicotinoide
tiametoxam e que vespas socias podem ser, tdo quanto ou mais, susceptiveis a contaminacao
por fipronil do que outros insetos ndo alvo, comumente estudados.

Palavras-Chave: Fipronil; Polistinae; CLso; TLso; Toxicidade.

HOW THE INSECTICIDE FIPRONIL MAY AFFECT COLONIES OF THE
SOCIAL WASP Polybia paulista

GENERAL ABSTRACT

Phenylpyrazoles (fipronil) are a group of insecticides widely used for managing insects
considered agricultural pests, due to their neurotoxic action and systemic effects on plants.
However, there are no studies investigating the consequences of their use on social wasp

colonies. Social wasps are generalist predators and play an important role in biological



control of pest insects. In addition, they provide pollination services and may even surpass
bees in both abundance and species richness as floral visitors. However, by visiting and
consuming floral resources, they are also exposed to insecticides used in crops, thereby
entering the same contamination pathways as bees. The objective of this study was to identify
the median lethal concentration and evaluate the effects of exposure to sublethal
concentrations on the survival of foragers of the social wasp Polybia paulista to the
insecticide fipronil. To obtain the median lethal concentration (LCso), the wasps were exposed
to different concentrations of fipronil, and the LCso obtained was subsequently used as a
reference for obtaining the sublethal concentrations. For survival analysis, groups of control
wasps and groups of wasps exposed to sublethal concentrations were monitored until death,
and the median lethal time (LTso) was then calculated. The LCso after 24 hours was 0.890 ng
a.i./uL (~890 ppb). Wasps exposed to any of the sublethal concentrations survived for a
significantly shorter time than those in the control group. Therefore, we conclude that
exposure to fipronil affects the survival of P. paulista foragers as much as the neonicotinoid
insecticide thiamethoxam, and that social wasps may be as susceptible, or even more
susceptible, to fipronil contamination than other commonly studied non-target insects.

Keywords: Fipronil; Polistinae; LCso; LTso; Toxicity.

INTRODUCAO GERAL

Os inseticidas se tornaram a forma mais comum, acessivel e eficaz aos agricultores
para enfrentar a perda de produtividade na agricultura devido ao ataque de insetos
considerados pragas agricolas (de Morais et al., 2019; Seydi et al., 2021). Dentre os diferentes
inseticidas disponiveis no mercado, os fenilpirazois (fipronil) e neonicotinoides possuem
destaque, por sua alta eficiéncia, devido a sua acdo neurotodxica - atingindo diretamente o
sistema nervoso dos insetos (Wang et al., 2016; de Morais et al., 2019), e por serem de amplo
espectro, representando, os dois juntos, um terco do mercado global de inseticidas (Simon-
Delso et al., 2015; Castilhos et al., 2019).

O fipronil (FIP) pertence a classe dos fenilpirazois e € um inseticida sistémico,
amplamente utilizado na agricultura, que ao entrar em contato com a planta se dissemina por
todos os seus tecidos (Huseth & Groves, 2014; Seydi et al., 2021). Apresenta uma
versatilidade de aplicacBes, tendo aplicabilidade em ambientes residenciais, no uso
veterinario e agricola, para o controle de uma gama de espécies de insetos que causam danos
as plantagcdes como mosquitos, baratas, gafanhotos, triples, carrapatos e pulgas (McMahen et
al., 2015; Wang et al., 2016; Gongalves et al., 2022). De acordo com lIkeda et al. (2004) e
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Wang et al. (2016) o fipronil tem baixa toxicidade em mamiferos e alta em artropodes. Nos
sistemas agricolas ele é utilizado em diversos tipos de cultura, como milho, algodao, aveia,
trigo e cevada, representando uma alternativa aos inseticidas encontrados no mercado, uma
vez que muito insetos desenvolveram resisténcia a eles, como os piretréides, carbamatos e
organofosforados (Simon-Delso et al., 2015; de Oliveira et al. 2012; Wang et al., 2016).

O mecanismo de acéo do fipronil se da no funcionamento dos canais controlados pelo
acido gama-aminobutirico (GABA), atuando como antagonista do receptor GABAA (subtipo
de GABA) na membrana pés sinaptica, que sdo canais idnicos que ao se ligarem ao GABA
aumentam a permeabilidade da membrana plasmaética aos ions cloro, controlando a entrada
destes ions na via celular nervosa pelo influxo neural normal (Wang et al., 2016; Gupta &
Anaddn 2018). O fipronil bloqueia os receptores GABA, impedindo a abertura dos canais de
cloro, interrompendo o influxo dos ions cloro na célula, o que leva a excitacdo do sistema
nervoso central, levando a hiperexcitagdo neural, paralisia e, consequentemente, a morte do
inseto (Wang et al., 2016; de Morais et al., 2019).

Apesar da eficiéncia dos inseticidas ao controle de pragas nas areas de cultivo, devido
a0 uso excessivo ou inadequado e, a forma de aplicacdo, eles sdo encontrados em diferentes
partes dos ecossistemas, representando um risco aos organismos € ao meio ambiente
(Kocaman e Topaktas, 2010; Bernhardt et al., 2017; de Morais et al., 2019; Seydi et al., 2021).
Seus residuos contaminam a biota e os biomas, além de afetar a saude humana ao se
solubilizar nas guas do lencol freatico e se acumular nos solos e plantas (de Morais et al.,
2018; de Morais et al., 2019; Asad et al., 2021; Labad et al., 2022). O fipronil é considerado
toxico tanto para vertebrados, quanto invertebrados, tendo ja sido relatados efeitos em peixes,
girinos, misideos e crustaceos do género Daphnia (Stark & Vargas, 2005; Gibbons et al.,
2015; Saka & Tada 2021; Gongcalves et al., 2022).

Os insetos-alvos e ndo-alvos podem ter contato com os inseticidas por diferentes vias
de exposicdo, direta ou indiretamente nos campos de cultivo e até pelo tratamento de
sementes, que se incorpora nos tecidos vegetais, contaminando recursos alimentares, como o
néctar, polen, fluido de gutacdo e cera (Cresswell, 2011; Pisa et al., 2015; Zioga et al., 2020;
Du et al., 2022; Corcoran et al., 2023).

Diversos insetos nao-alvo utilizam os campos de cultivo como area de forrageamento,
utilizando as partes de plantas cultivadas como recurso, como por exemplo abelhas e vespas
(Silva-Pereira & Santos, 2006; Girolami et al., 2009). Estes insetos podem ser afetados pela
exposicdo aos inseticidas por meio de doses e concentracOes letais, que causam diretamente
a morte e por doses e concentragdes subletais, que ndo causam morte, mas afetam a fisiologia

e 0 comportamento (Desneux et al., 2007). Grande parte dos estudos que investigaram 0s



efeitos dos inseticidas sobre insetos ndo-alvos, se concentraram nas abelhas, devido a sua
importancia econdmica e ecoldgica (Thompson et al., 2020; Assis et al., 2022). Os estudos
com abelhas consideram o fipronil altamente toxico, em todas as vias de exposicao (Jacob,
2015; de Morais et al., 2018; Pashte & Patil, 2018).

Em um estudo, que buscou identificar e quantificar inseticidas presentes em amostras
de Apis mellifera, em campo, os autores constataram que o fipronil e os neonicotinoides séo
detectados frequentemente, tanto em niveis letais, que causam diretamente a morte dos
individuos, quanto niveis subletais, que ndo causam a morte mas afetam o comportamento,
fisiologia ou reproducéo (Castilhos et al., 2019), sendo uma ameaga a sobrevivéncia das
colonias, uma vez que o fipronil tem o efeito mais nocivo sobre colonias de abelhas (Fazekas
etal., 2012) e é responsavel por causa morte em um tempo menor quando comparado a outros
inseticidas (Traynor et al., 2016).

Abelhas expostas ao fipronil e seus metabdlitos, mesmo em doses subletais podem
sofrer alteragfes comportamentais (Decourtye et al., 2005; Souza, 2010; de Morais et al.,
2018), morfoldgicas (Jacob et al., 2015; Farder-Gomes et al., 2021y), fisiologicas (Roat et al.,
2013; Farder-Gomes et al., 2021,) e até mesmo efeitos negativos sobre o desenvolvimento e
manutencdo das col6nias (Zaluski et al., 2015).

Holder et al. (2018), em um estudo que investigou o inseticida responsavel pela
mortalidade em massa de coldnias de A. mellifera na Franca da década de 1990, sobre
exposicOes dietéticas baseadas em doses que estavam na faixa ambientalmente realista,
concluiram que o fipronil foi o Unico inseticida com capacidade de causar mortalidade em
massa, quando comparado ao imidacloprida, tiametoxam e cipermetrina. Segundo os autores
a mortalidade em massa causada pelo fipronil estd relacionada a sua capacidade de se
bioacumular nas abelhas o que contribui para a Toxicidade Reforcada ao longo do Tempo
(TRT), sendo considerado letal até quando em concentragdes residuais, que sao encontradas
geralmente no néctar e polen de plantagdes tratadas, o que explica a maior toxicidade do
fipronil as abelhas a exposicoes prolongadas, o que o torna um risco significativo a satde das
coldnias de abelhas.

A exposicdo cronica a doses subletais do fipronil também induz TRT em Bombus
terrestres (Linnaeus, 1758), o que reduz a longevidade das abelhas sem evidéncias de uma
possivel recuperacdo, representando um risco a estes polinizadores uma vez que estes
residuos tragcos permanecem no néctar e polén utilizado como recurso (Mulvey & Cresswell,
2020). Os efeitos do fipronil sobre as abelhas podem levar a reducdo da viabilidade da
ninhada, afetar o crescimento populacional, assim como o numero de larvas e pupas, podendo

levar a reducdo da saude e ao abandono da coldnia (Vidau et al., 2011).



Os efeitos comportamentais causados pela exposicdo ao fipronil também séo
encontrados em abelhas sem ferrdo. Farder-Gomes et al. (2021,, 2021,) observaram que a
exposicao a CLso do fipronil em operarias de Partamona helleri (Friese, 1900), causou um
aumento na distancia percorrida e velocidade de caminhada, provavelmente causado pela
excitacdo neural excessiva devido a acdo neurotoxica do inseticida, sendo que estas alteracdes
na mobilidade podem acarretar comprometimento da atividade de forrageamento. Estes
resultados corroboram os encontrados para Melipona scutellaris (Latreille, 1811) por
Lourenco et al. (2012). Além disso, forrageadoras de M. scutellaris quando expostas a este
inseticida podem sofrer estresse oxidativo, alteracdo da atividade das enzimas de
desintoxicacdo, alteracGes histopatoldgicas e danos a estrutura cerebral, 0 que pode levar ao
comprometimento cognitivo, como déficits no aprendizado e memoria, impactando
diretamente o forrageamento e a comunicacgdo (Farder-Gomes et al., 2021y). de Morais et al.
(2018) e Jacob et al. (2015) também observaram que a exposi¢do ao fipronil causa danos a
estrutura cerebral em forrageadoras de M. scutellaris e Scaptotrigona postica (Latreille,
1807), respectivamente.

Estudos sobre os efeitos decorrentes da exposicdo a doses subletais em insetos sociais,
como o impacto direto sobre o forrageamento e a comunicagéo observados por Farder-Gomes
et al. (20215, 2021), em abelhas, sdo essenciais pois na sociedade destes insetos € necessario
qgue haja uma comunicacao eficiente entre as companheiras de ninho para que cada casta
desempenhe suas funcBes corretamente, para manter a coesdo da col6nia (Wilson, 1971,
Blomquist & Bagneéres, 2010).

Ainda que exista um namero significativo de estudos que investigaram os efeitos de
inseticidas sobre abelhas sociais, apenas alguns estudos ja foram realizados com as vespas
sociais (Teixeira et al., 2022; Batista et al., 2022, 2023; Crispim et al., 2023), ndo tendo sido
realizado nenhum ainda com fipronil. Vespas sociais sdo abundantes em regides tropicais e
temperadas, em todo o mundo (Richter, 2000; Kudd, 2021), atuando como polinizadoras de
muitas espécies de plantas (Suhs et al., 2009), além de serem grandes predadoras de uma
ampla gama de insetos considerados pragas agricolas, como por exemplo, lagartas de
lepidopteros que atacam varias espécies de plantas em areas de cultivo, demostrando um alto
potencial para o atuacdo no manejo integrado de pragas como opc¢éo de controle bioldgico
(Richter, 2000; Kudd, 2021). As vespas socias também apresentam potencial como
indicadoras da qualidade ambiental (Souza et al., 2010; Dejean et al., 2011; Maciel et al.,
2023).

Tendo em vista que vespas sociais utilizam recursos que sao encontrados em campos

contaminados por agrotoxicos e estudos recentes comprovam que, de fato, inseticidas
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neonicotinoides e biopesticidas causam efeitos negativos sobre suas coldnias (Teixeira et al.,
2022; Batista et al., 2022, 2023; Crispim et al., 2023), elas podem, portanto, ser tdo
vulneraveis ao fipronil, quanto aos neonicotinoides. Levando em conta a importancia
ecologica deste grupo e a caréncia de estudos sobre os efeitos dos inseticidas sobre vespas
sociais, este estudo investigou a toxicologia do fipronil sobre a vespa social Polybia paulista
(Ihering, 1896) e os efeitos de concentragOes subletais sobre a sobrevivéncia.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Histdrico dos inseticidas e evolucao dos fenilpirazois

Inseticidas sdo substancias toxicas utilizadas para o controle de insetos (Kareru &
Maina, 2013). O uso de substancias para a atuacdo como inseticida remonta a antiguidade,
com a utilizacdo de arsénico em Roma (70 d.C), além do uso de outras substancias ao longo
do tempo, como o sulfeto de arsénico no século 16, pelos chineses, e no século 19 foram
usados varios sais metalicos (Moutschen-Dahmenet al., 1984; Kareru & Maina, 2013).

Conforme a agricultura foi mudando as formas de plantio e a popula¢do humana foi
crescendo, houve um aumento crescente na demanda de producédo de alimento, ampliando a
utilizacdo de produtos quimicos para controlar populacdes de insetos pragas, que atacam as
areas de plantio e causam prejuizos a produtividade destas areas (Sparks & Lorsbach, 2017),
estes produtos quimicos séo classificados como inseticidas (Kareru & Maina, 2013). Além
da expansdo da demanda produtiva, a resisténcia desenvolvida por muitos insetos a
inseticidas também impulsionou a criacdo de novas classes de compostos que pudessem
responder a esta resisténcia (Simon-Delso et al., 2015; Wang et al., 2016; Sparks & Bryant,
2022).

O fipronil foi descoberto e produzido pela empresa francesa a Rhone-Poulenc Agro
(atualmente Bayer CropScience) na década de 80, chegando ao mercado na década de 90
sendo um marco para a propria familia fenil-pirazol, que em principio, sdo substancias com
efeitos herbicidas, contudo é um inseticida de alta toxicidade (Tomlin, 2000; Tingle et al.,
2003; Simon-Delso et al., 2015). Com o surgimento do fipronil e dos neonicotinoides, na
mesma década, houve uma rapida adogao destes inseticidas ao mercado, uma vez que naquele
momento 0s compostos comercializados vinham apresentando baixa eficiéncia e os insetos
desenvolvendo resisténcia crescente a compostos como os organofosforados, piretrdides e
carbamatos (Bonmatin et al., 2015; Simon-Delso et al., 2015). Outros atributos que

contribuiram para a sua rapida aceitagdo foram: a sua natureza sistémica, alta persisténcia e



seletividade favoravel aos artropodes em relacdo aos vertebrados (Simon-Delso et al., 2015;
Gupta & Anadén, 2018).

O fipronil somado aos neonicotinoides respondem por um ter¢o do mercado mundial
de inseticidas, o que confirma a sua rapida aceitacdo e ampla e crescente utilizacdo desde sua
chegada ao mercado (Simon-Delso et al., 2015), além da sua popularidade ter incentivado a
criacdo de varios produtos, muito populares atualmente, baseados em fipronil, como:
ChipcoVR, Over n' OutTM, TeckPac, Choice, ICON 6.2FSTM, com a¢do em controle de
pragas em areas de cultivo e areas urbanas (Wang et al., 2016).

O mecanismo de acgéo do fipronil no sistema nervoso age da seguinte forma: uma vez
adentrado o corpo do inseto, o fipronil atinge diretamente o sistema nervoso, com sua agéo
especifica sobre os receptores do c-aminobutirico (GABA), que sdo responsaveis por darem
respostas ao composto inibitorio principal do sistema nervoso central (SNC), o
neurotransmissor GABA. Ele interfere diretamente na funcdo dos canais dependentes do c-
aminobutirico (GABA) inibindo a captacdo de ions cloreto pela célula nervosa, que ao ndo
serem capturados se acumulam gerando uma diferenca na concentracao destes ions dentro e
fora do meio celular, levando a excitacdo do SNC e, em doses suficiente, pode levar a
excitacdo neural excessiva, paralisia grave e, por fim, a morte (Gunasekara et al., 2007; Gupta
& Anadon, 2018; Gongalves et al., 2022).

Além da sua atuacgdo sobre o sistema nervoso, o fipronil possui maior afinidade para
se ligar com os receptores aos canais de cloreto regulados por GABA de insetos, em
comparacgdo ao de mamiferos, o que o torna relativamente menos perigoso para humanos
quando usado no controle de insetos considerados pragas (Gunasekara et al., 2007; Simon-
Delso et al., 2015; Gupta & Anadon, 2018).

Segundo Negro et al. (2019) os inseticidas podem gerar toxicidade por meio da
criacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e por estresse oxidativo, o qual é o principal
indicador na avaliacdo da toxicidade de contaminantes (Mennillo et al., 2019). A presenca
excessiva de ROS atinge diretamente as mitocondrias e a membrana celular (Ki et al., 2012),
além de outros danos, como por exemplo, induzir a sinalizacdo de apoptose por meio da via
mitocondrial, como demonstrado para o fipronil em camundongos e células humanas
(Badgujar et al., 2016; Romero et al. 2016). Elas também podem alterar a atividade
antioxidante do sistema de defesa por meio do estresse oxidativo, causando danos aos
lipidios, DNA e proteinas (Wang et al., 2016). O fipronil pode ser biodegradado por meio
de processos como: fotdlise, oxidacdo, reducdo e hidrolise, formando os seguintes

metabolitos, FIP desulfnil, FIP sulfona, FIP sulfeto e FIP amida, respectivamente, sendo que



estes subprodutos podem ser mais toxicos que o préprio FIP (Simon-Delso et al., 2015; Gripp
et al. 2017; Tomazini et al., 2021).

O fipronil é amplamente utilizado na agricultura para uma grande variedade de
cultivares, como graos de cereais, algodao, sorgo, milho, arroz, palha (Gunasekara et al.,
2007), além de também ser muito utilizado para uso veterinario (Cappelini et al., 2018). Ele
atua tanto por ingestdo quando por contato, e pode ser utilizado para o controle de uma ampla
gama de espécies de insetos, como mosquitos, baratas, gafanhotos e outros artropodes, como
pulga e carrapato, servindo tanto para os estagios larvais como adultos (Gunasekara et al.,
2007).

Outra caracteristica importante que contribui para a alta eficiéncia e popularidade do
fipronil como inseticida € a sua natureza sistémica, isto significa que este composto ao entrar
no corpo vegetal, independente da forma de aplicacdo, consegue, por meio de suas
caracteristicas fisico-quimicas, se espalhar por todos 0s seus tecidos, 0 que protege a planta
diretamente contra a herbivora e indiretamente contra virus transmitidos por insetos
(Bonmatin et al. 2015; Simon-Delso et al., 2015). Além da sua caracteristica sistémica, o
fipronil pode persistir em diferentes regides das plantas, disponiveis para os insetos utilizarem
como recurso (Bonmatin et al., 2015). A contaminacdo do fipronil e seus metabolitos, de fato,
podem ser encontrados ndo somente no solo, agua e ar, mas também nos recursos florais,
como descrito por Aajoud et al., (2008), que detectou a presenca destes compostos na
inflorescéncia de plantas de girassol. Além disto, devido as suas caracteristicas sistémicas e
diferentes modos de aplicagéo o fipronil pode persistir em diferentes partes vegetais, como o
polén e o néctar, utilizado por insetos-alvos e insetos ndo-alvos como recurso (Bonmatin et
al., 2015).

O fipronil pode ser formulado em diferentes formas, como spray liquido, um sélido
ou produto granular, sendo que o produto granular é considerado a forma mais persistente
com uma meia vida aquosa e no solo, relativamente longa, sendo de 125 horas no meio
aquoso e de 438 horas no solo, e a sua formulacdo influéncia diretamente seu destino
ambiental (U.S. Environmental Protection Agency, 1996; Ngim & Crosby, 2001; Gunasekara
etal., 2007). Todas as caracteristicas responsaveis pela popularidade deste inseticida também
0 tornam presente em todos 0os compartimentos ambientais, como a agua, solo e o ar (Simon-
Delso et al., 2015), fatores que comecaram a levantar questdes sobre o destino ambiental e as
consequéncias da utilizag&o dos inseticidas sisttmicos na comunidade cientifica (Gunasekara
et al., 2007; Bonmatin et al., 2015; Simon-Delso et al., 2015; Pisa et al., 2021) Estudos que

avaliaram a presenca do fipronil no solo e na 4gua mostram que adsor¢do dele ao solo



aumenta conforme o teor de matéria organica aumenta e é relativamente moével nos solos
(Gunasekara et al., 2007).

A preocupacdo dos efeitos causados pelo uso deste inseticida e sua relagdo com o
Disturbio do Colapso Colonial (DCC), que atinge colbnias de abelhas, sendo registrados
casos de mortes sucessivas de coldnias de abelhas j& na década de 90 (Holder et al., 2018),
levou a proibicdo dele em vérios paises, sendo que segundo o banco de dados Pesticide
Database do Pesticide Action Network (PAN, 2022), o uso e venda do fipronil foi proibido
em 36 paises, incluindo 27 paises da unido europeia. No Brasil, o uso do fipronil foi suspenso
em algumas situagdes especificas, pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (Ibama, 2024), visando os inseticidas a base de fipronil usados na
aplicacdo em folhas e flores, para a protecdo dos polinizadores, ndo tendo sido, no entanto,

proibido seu uso totalmente, tratando se de uma restricdo de uso.

Efeitos sobre organismos ndo-alvo: Abelhas, Vespas e Outros Insetos

Os inseticidas sdo utilizados para controlar populacfes de insetos que atacam areas
de cultivo e geram prejuizos (Kareru & Maina, 2013; Sparks and Lorsbach, 2017). Entretanto,
os inseticidas ndo diferenciam insetos que causam prejuizos dos que ndo a causam, que
acabam entrando nas rotas de exposi¢do destes compostos, assim, 0s insetos ndo-alvo sdo
aqueles que ndo se destinam a ser afetados pelo uso de inseticidas, mas que podem sofrer
efeitos deletérios através da exposicdo a eles (Pisa et al., 2015; Gongalves et al., 2022).

Podemos observar a toxicidade e eficiéncia do fipronil pelos seus efeitos sobre
diferentes grupos de insetos, como nos coledpteros, quando foi demonstrado que a exposi¢do
ao fipronil, mesmo em baixas concentracdes é capaz de controlar a espécie Anthonomus
grandis grandis (Boheman, 1843), conhecido popularmente como gorgulho do algodoeiro e
considerado um inseto-alvo (Mulrooney & Goli, 1999). Segundo Mulrooney & Goli (1999)
o fipronil é altamente toxico para essa espécie, onde residuos foliares de até 3 ng/cm? séo
responsaveis pela mortalidade de 48% da populacéo testada no estudo.

Além dos estudos sobre os efeitos toxicoldgicos do fipronil sobre coledpteros, um
estudo recente que analisou o efeito de doses subletais do fipronil sobre o artrépode de agua
doce Unio delicatus (I. Lea, 1863), demonstrou a toxicidade a doses subletais sobre essa
espécie de mexilhdo, que sofrem alteragdes bioquimicas, fisioldgicas e histopatoldgicas apds
a exposicéo a este inseticida (Arslan & Ginal, 2023). Neste mesmo sentido, Asad et al.
(2021) demonstraram que o fipronil é toxico para 5 artrépodes ndo-alvo que vivem no solo
(colémbolo, tesourinhas, estafilinideos, formigas e &caros) e seus efeitos podem ser

observados varios dias apds aplicacdo. Dentre os artropodes que vivem no solo as formigas
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dominam grande parcela do ambiente terrestre, com importancia em diversas atividades
ecoldgicas, atuando como predadoras, herbivoras indiretas e necrofagas, além de serem
responsaveis por representarem a maior parte da biomassa local em ambientes tropicais
(Holldobler & Wilson, 1990; 1998; Wilson & Hdélldobler, 2005).

Os estudos feitos com formigas demonstram que a exposicéo ao fipronil, pode gerar
uma taxa de mortalidade de 93% da coldnia para a espécie Linepithema humile (Mayr, 1868),
no periodo de uma semana, causando a mortalidade das rainhas dentro de quatro semanas,
apos a exposicdo (Costa & Rust, 1999). Estes estudos exemplificados demonstram a
eficiéncia e os efeitos do fipronil como compostos inseticidas sobre algumas espécies de
insetos que sdo consideradas pragas agricolas, sendo importantes para demonstrar a
toxicidade deste composto e seus efeitos diversos sobre diferentes grupos de insetos, que
podem ajudar a elucidar também os efeitos destes compostos sobre insetos ndo-alvo.

Estudos avaliando os efeitos da exposi¢do do fipronil sobre parasitoides de pulgdes,
um grupo ndo-alvo, com importante atuacdo como agente de controle sobre o manejo
integrado de pragas (MIP), relatam que larvas de Binodoxys communis (Gahan, 1926), um
parasitoide da familia Braconidae especializado em parasitar pulgées (Aphididae), quando
expostas a CL1o (1,19 mg/L) e CL2s (1,73 mg/L) sofrem reducdo significativa nas taxas de
sobrevivéncia e parasitismo, além disto, a exposi¢do a concentracdes subletais mais altas
causam efeitos negativos a longo prazo nas funcdes bioldgicas, com efeitos que persistem
nas geracoes seguintes, afetando genes relacionados a nutrigdo, desintoxicacdo, imunidade,
metabolismo e energia (Du et al.,, 2022). No mesmo sentido, Khan & Khan (2015)
observaram que a exposicdo de Trichogramma chilonis (Ishii, 1941), um parasitoide da
familia Trichogrammatidae, a doses progressivamente menores do fipronil, a partir da dose
recomendada em campo de 480 mL/acre (0,4x), incluindo concentracdes de 0,2x, 0,08x,
0,04x e 0,02x (sendo 0,2x equivalente a 20% da dose recomendada, equivalentes a 96, 38,4,
19,2 e 9,6 mL/acre, respectivamente), afetou a taxa de emergéncia e o parasitismo dos ovos
hospedeiros de Sitotroga cerealella (Olivier, 1789).

O grupo de insetos ndo-alvo mais estudado séo as abelhas, devido a sua importancia
ecologica, econbmica, e por sua vulnerabilidade aos inseticidas, sendo que a maior parte dos
estudos que avaliaram os efeitos destes compostos se concentram nesse grupo, com maior
enfoque na espécie A. mellifera (Roat et al., 2013; Zaluski et al., 2015, 2020; Christen & Fent,
2017; Chmiel et al., 2020; Lu et al., 2020; Abati et al., 2021; Assis et al., 2022; Dirilgen et
al., 2023).

As pesquisas com abelhas meliferas demonstram que a exposi¢édo ao fipronil e seus

metabolitos causam diversos efeitos negativos sobre o desenvolvimento, diminuindo a
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viabilidade da ninhada e o crescimento populacional (Zaluski et al., 2015), sobre a fisiologia,
com a diminuigdo da fertilidade, alteracBes de enzimas-chave e a inibigdo bioenergética
mitocondrial (Roat et al., 2013; Nicodemo et al., 2014; Renzi et al., 2016; Kairo et al., 2017;
Zaluski et al., 2017) e sobre o comportamento, com a reducdo da atividade motora,
responsividade a sacarose e sobre o forrageio (Aliouane et al., 2009; Zaluski et al., 2015;
Bovi et al., 2018).

Outro fator que deve ser levado em consideracdo para 0 maior nimero de pesquisas
com abelhas meliferas, € o fendbmeno que foi denomina Distarbio do Colapso Colonial
(DCC), apobs vérios relatos de apicultores, na década de 90, que observaram a mortalidade
sucessiva de coldnias de A. mellifera, sendo registrado nos Estados Unidos da América
(vanEngelsdorp et al., 2008; Engelsdorp et al., 2010), na Franca (Chauzat et al., 2006; Van
der Sluijs et al., 2013), Suica (Dainat et al., 2012) e no Brasil (Nunes et al., 2021).

O DCC é caracterizado pelo subito desaparecimento de forrageadoras, auséncia e
morte de abelhas adultas na colmeia ou fora dela e auséncia de pistas que indiquem invaséo
imediata por predadores ou pragas (Engelsdorp et al., 2010), sendo descritos varios fatores
que influenciam sua ocorréncia, como a ma nutricdo, o ataque de patégenos e principalmente
a exposicdo aos inseticidas sisttmicos (Holder et al., 2018; Lu et al., 2020) e ainda a
combinacdo de estressores pode afetar a saude da colonia (Vidau et al., 2011; Paris et al.,
2017). Os relatos de mortalidade sucessiva de col6nias de abelhas na Franca, entre os anos
de 1994 e 1998, tiveram como principais suspeitos a introducdo do fipronil (1993) e do
imidacloprida (1994), amplamente utilizados nas plantagcdes de Helianthus annuus
(Linnaeus, 1753), conhecido popularmente como girassol (Holder et al., 2018). Segundo
Holder et al. (2018), o Imidacloprida foi excessivamente responsabilizado quando na verdade
o fipronil é o mais provavel de ter causado a mortalidade em massa das abelhas, pois € letal
para elas até em doses minimas por causa de sua propriedade de bioacumular e gerar
toxicidade refor¢ada ao longo do tempo — TRT (Nicodemo et al., 2014).

Além dos estudos sobre os efeitos do fipronil em abelhas meliferas, alguns estudos
também avaliaram seus efeitos sobre abelhas sem ferrdo, que sdo responsaveis pela
polinizacdo de 30% a 90% das plantas com flores que existem e mais de 70 % das plantas
que cultivamos (Kerr, 1997; Araljo, 2017). A exposicdo a CLso (0,28 ng i.a. pL ") do fipronil
em P. helleri (Friese, 1900), prejudica a atividade motora e o forrageio, além de causar
consequéncias fisiolégicas, como alteracdo de enzimas de desintoxicacdo e alteracdes
histopatolégicas, com danos a estrutura cerebral que podem levar ao comprometimento
cognitivo (Jacob et al., 2015; de Morais et al., 2018; Farder-Gomes et al., 2021,, 2021y).
Lourenco et al. (2012) também concluiram que a exposic¢ao de M. scutellaris a concentracdes
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letais e subletais é altamente toxico, sendo que ela e a espécie S. postica sdo consideradas
mais sensiveis ao fipronil quando comparadas com A. mellifera (Ferreira et al., 2013).

Em relacdo as vespas sociais existem estudos com o fipronil em relacdo ao controle
de espécies do género Vespula (particularmente, Vespula vulgaris, Vespula germanica, e
Vespula pensylvanica) em regides que ndo fazem da parte da sua distribuigédo nativa, onde se
tornam espécies invasoras, causando danos ao ecossistema, uma vez que elas predam insetos
nativos, incluindo os polinizadores e competem por recursos com a fauna nativa (Moller et
al., 1991; Rust et al., 2017), além de causarem prejuizos a economia local (Edwards et al.,
2018).

Edwards et al. (2018) e Rust et al. (2017) fizeram estudos com iscas proteicas
(concentracéo de fipronil a 0,01% - 100 ppm), para o controle de vespas sociais do género
Vespula (Vespula vulgaris e Vespula germanica; e Vespula pensylvanica, respectivamente)
que sdo atraidas pela fonte proteica por serem predadoras e coletoras de proteina para a
alimentacédo das larvas, sendo que o fipronil foi considerado extremamente eficaz, mesmo
nas baixas concentracdes testadas, no controle de vespas sociais deste género. Neste mesmo
sentido, Buczkowski (2024) realizou um estudo avaliando a técnica “trap-treat-release”
(capturar, tratar e liberar) no controle populacional da vespa social Vespula maculifrons, por
meio de transferéncia horizontal de inseticida, na concentracdo de 0,5% (5 mg/mL) do
inseticida fipronil, tendo sido considerado altamente eficaz na transferéncia entre os
individuos e no controle populacional desta espécie de vespa social. Contudo, nenhum estudo
avaliou o efeito que estas metodologias podem ter em outras espécies de vespas sociais
nativas, especialmente se as forrageiras levarem as iscas a colnia, ou através dos proprios
individuos contaminados.

Existem poucos estudos que avaliaram os efeitos dos inseticidas sobre col6nias de
vespas sociais nativas, sendo baseados, no entanto, apenas em inseticidas neonicotinoides
(Batista et al., 2022, 2023; Crispim et al., 2023), biopesticida (Teixeira et al., 2022) e
organofosfato (Maciel et al 2022). Essa quantidade de estudos que encontramos na literatura
demonstra existir uma lacuna de conhecimento sobre os efeitos do fipronil neste grupo de
insetos e a necessidade de mais estudos que facam essa avaliacdo com outros inseticidas,
principalmente aqueles com caracteristicas sistémicas como o fipronil. Segundo Teixeira et
al. (2022) a exposigéo de Polistes versicolor (Olivier, 1791) a azaractina, em concentragéo
de 96 ng/mL tem seu comportamento de oviposi¢ao e sobrevivéncia prejudicados. Na espécie
P. paulista a exposicdo a doses e concentragdes subletais alteram significativamente a
mobilidade, sobrevivéncia, fisiologia e podem gerar alteracdes histologicas (Batista et al.,
2022, 2023). Neste mesmo sentido, a vespa social Protopolybia exigua (de Saussure, 1906),
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tem a sua mobilidade e manutencdo da col6nia reduzida significativamente quando expostas

as concentracgdes subletais de tiametoxam (Crispim et al., 2023).

Vespas sociais e sua importancia ecoldgica

As vespas, cabas ou marimbondos, como sdo chamados popularmente, séo insetos
agrupados dentro da ordem dos himendpteros juntamente com as abelhas e formigas, sendo
um termo generalista utilizado no Brasil para varias espécies (Carpenter & Marques, 2001).
As vespas sociais sdo denominadas de vespideos e pertencem a superfamilia Vespoidea, mais
especificamente os integrantes da familia dos vespideos (Vespidae sensu Carpenter, 1981).
Essa familia é composta por seis subfamilias monofiléticas: Priorvespinae (extinta);
Euparagiinae; = Masarinae  (vespas-masariinas); Eumeninae  (vespas-magoneiras);
Stenogastrinae; Vespinae (vespas sociais) e Polistinae (vespas sociais), dentre estas, as trés
ultimas reinem as espécies sociais dos vespideos e a subfamilia Polistinae retine as espécies
sociais que formam uma parte diversa e importante da fauna brasileira e a Unica das
subfamilias sociais com ocorréncia na regido neotropical (Carpenter & Marques, 2001).

A alimentacdo dos adultos das vespas sociais se baseia principalmente em
carboidratos, enquanto as larvas sdo alimentadas principalmente com fontes proteicas
(Richter, 2000; Kud6, 2021). Durante sua atividade de forrageamento elas buscam agua,
utilizada para o consumo, constru¢do do ninho e resfriamento; fibras vegetais que serdo
usadas para a construcdo dos ninhos; carboidratos que serdo utilizados como fonte de energia,
obtidos de alimentos como néctar, seiva, frutas e proteinas, que se baseiam principalmente
na predacdo de artrpodes, além de outras fontes proteicas (Menke, 1974; Edwards, 1980;
Akre, 1982; Greene, 1991; Wenzel, 1991; Jeanne, 1996; Richter, 2000).

Os vespideos sociais sdo classificados como oportunistas e generalistas (Richter,
2000), entretanto, em nivel individual podem ser classificadas como especialistas facultativos
(Richter, 1990), uma vez que uma forrageira que encontra um local onde consegue capturar
presas com sucesso, frequentemente retorna a este local, podendo se alimentar diversas vezes
das mesmas espécies de presas (Rabb & Lawson 1958; Suzuki, 1978; Richter & Jeanne,
1985) Além disto a prépria escolha dos locais de caca pode ser influenciada pela densidade
de presas, como demonstrado por Nakasuji et al. (1976), quando estudou 0 comportamento
de forrageio de Polistes jadwigae (Dalla Torre, 1904) e Polistes chinensis (Fabricius, 1793),
0s autores observaram que durante a caca de larvas de Spodoptera litura (Fabricius, 1775),
as forrageadoras procuravam e atacavam com maior frequéncia no local que possuia maior
densidade desta presa. As presas cacadas por elas sdo representadas por uma variedade de

insetos e outros artropodes, como moscas, formigas aladas, muitas espécies de lagartas,

13



cupins (Akre, 1982; Fowler, 1992), abelhas (Koeniger et al., 1996) e aranhas (Turillazzi,
1983).

Neste contexto, elas possuem alto potencial para atuar no manejo integrado de pragas
(MIP), uma vez que as areas de cultivo propiciam o crescimento de muitas espécies de insetos
considerados pragas agricolas e que servem como presas para as vespas sociais (Elisei et al.,
2010; Prezoto et al., 2019; Barbosa et al., 2022). De fato, estudos demonstram que algumas
espeécies de vespas sociais sdo frequentemente encontradas em diferentes areas de cultivo,
como Polyia ignobilis (Haliday, 1836), que é encontrada em culturas como soja, milho,
tomate, cana-de-acucar, cafezais e locais proximos a fontes hidricas, sendo uma importante
predadora de lagartas de diversas espécies consideradas pragas destas culturas (Carpenter &
Marques, 2001; Jacques et al., 2012; Prezoto et al., 2016; Jacques et al., 2018).

Os vespideos sociais para atender a necessidade de recursos buscam carboidratos
como o néctar, fornecido pelas plantas com flores e, por isto, acabam atuando como
polinizadores, podendo, superar as abelhas em relacdo a abundancia e riqueza de espécies
como visitantes florais de fragmentos de matas e ecossistemas hostis (areas degradas), com
uma alta representatividade nesses ambientes, o0s servicos de polinizacdo podem ser
desenvolvidos principalmente por elas (Sihs et al., 2009; Souza et al., 2010; Santos et al.,
2010; Clemente et al., 2012; Mello et al., 2011; Silva-Filho et al., 2020). Neste mesmo sentido
Brodmann et al. (2012) demonstraram que as espécies de plantas Scrophularia nodosa
(Linnaeus, 1753) e Scrophularia umbrosa (Linnaeus, 1753), produzem odores florais
especificos, especializados na atracdo de vespas sociais, sendo suas principais polinizadoras.

Outra caracteristica importante de algumas espécies de vespas sociais é seu potencial
como indicadoras da qualidade ambiental. Segundo Souza et al. (2010) elas podem indicar o
grau de conservacdo dos habitats pela sua sensibilidade a perturbacdo ambiental e
necessidade de areas com alto grau de conservacdo. Ferreira et al. (2020) observaram que
existe uma relacdo significativa entre a composicao e riqueza de espécies de vespas sociais e
a complexidade do habitat e também a quantidade de habitat nativo, pois as vespas sociais
dependem de habitats mais complexos, em sua estrutura, para nidificar e habitats mais
preservados podem favorecer a riqueza de vespas sociais. No mundo, a subfamilia Polistinae
é a segunda subfamilia mais diversa de Vespidae, com mais de 1000 espécies descritas
(Somavilla & Carpenter, 2020; de Castro et al., 2021).

No Brasil a subfamilia Polistinae é representada por 381 espécies, agrupadas em 21
géneros (Prezoto et al., 2021), sendo que diferentes levantamentos de fauna relatam a
presenca significativa, abundante e diversificada do género Polybia em diferentes regides
como Caatinga, Amazonia e Floresta Atlantica (Melo et al., 2015; Trindade, 2017; Gomes et
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al., 2020; Vieira et al., 2023). Dentro deste género, a espécie P. paulista é muito comum na
fauna brasileira (Kudé et al., 2005), com registro de ocorréncia para varios estados, como
Minas Gerais, Bahia, Goias, S&o Paulo, Rio de Janeiro, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Pard, Piaui e Distrito federa (Richards, 1978; Perez-Riverol et al., 2016; Prezoto et al., 2021;
Barbosa et al., 2022; Sguarizi-Antonio et al., 2022).

Polybia paulista € uma espécie de vespa social comum da fauna brasileira, que funda
suas coldnias por enxameamento, podendo ocorrer em qualquer més do ano. As col6nias
dessa espécie podem chegar a ter cerca de 20 favos e mais de 6000 operarias (Kudo et al.,
2005; Kudd, 2021). Durante a fundacdo algumas rainhas e muitas operérias se relinem em
aglomerados préximos do local do ninho e se organizam para a nidificagéo, construindo
geralmente em galhos, palmeiras e constru¢cdes humanas (Kudé et al., 2003; Kud6, 2021). Os
ninhos sdo construidos a partir de pontos de fixacdo do primeiro favo ao substrato e em
seguida s&o empilhados favos de forma sucessiva e um envelope fino serve de suporte as
células e recobre a colénia fechando quase por completo, com a presenca de um Unico local
de saida e entrada (Kudd, 2021).

Recentemente P. paulista tem sido utilizada como modelo de estudos “para avaliar o
efeito dos inseticidas sobre suas colbnias (Batista et al., 2022, 2023), no qual os autores
observam que inseticidas sistémicos sdo tdo prejudiciais as vespas sociais quanto sao as
abelhas, enfatizando a importancia de estudos sobre os efeitos dos inseticidas neste grupo de

insetos ndo-alvo.

OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade do inseticida fenilpirazol fipronil sobre a vespa social Polybia
paulista, por meio da definicdo da Concentracdo Letal Média (CLsp), assim como avaliar 0s

efeitos da exposicao subletal sobre a sobrevivéncia das forrageadoras desta espécie.

HIPOTESES

Os efeitos do fipronil sobre a sobrevivéncia de forrageadoras de P. paulista séo téo

significativos quanto os efeitos causados pelo neonicotinoide tiametoxam.

O fipronil apresenta elevada toxicidade para a vespa social Polybia paulista, podendo

ser comparavel ou superior a observada em abelhas sociais, comummente estudadas.
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RESUMO:
As vespas sociais sdo grandes predadoras generalistas, sendo importantes no controle
bioldgico, além de também realizarem servicos de polinizacdo. No entanto, ao visitarem e
consumirem recursos florais, acabam expostas a diversos inseticidas utilizados nos cultivares,
de forma similar as abelhas, entrando nas mesmas rotas de contaminacao. Dentre as diferentes
classes de inseticidas, os fenilpirazois (fipronil), sdo um grupo de inseticidas muito utilizados
para 0 manejo de insetos considerados pragas agricolas, devido sua acdo neurotéxica e efeito
sistémico no corpo vegetal, contudo, ndo existem estudos investigando as consequéncias de
seu uso sobre as coldnias de vespas sociais. Este estudo teve por objetivo identificar a
concentracdo letal média e avaliar os efeitos da exposicdo a concentracfes subletais em
forrageadoras da vespa social Polybia paulista ao inseticida fipronil na sua sobrevivéncia.
Para a obtengdo da concentracdo letal media (CLso) as vespas foram expostas a diferentes
concentragOes de fipronil, e a CLso obtida foi utilizada posteriormente como referéncia para
a obtencdo das concentracBes subletais. Para a analise de sobrevivéncia, grupos de vespas
controle e grupos de vespas expostas as concentracdes subletais foram monitoradas até a
morte e, em seguida foi calculado o tempo letal médio (TLso). A CLso, apds 24 horas, foi de
0.890 ng i.a./ uL, (~890 ppb). As vespas que foram expostas a qualquer uma das
concentragdes subletais sobrevivem por um tempo significativamente menor que as vespas
do grupo controle. Portanto, nossos resultados demonstram que a exposigéo ao fipronil afeta
a sobrevivéncia de forrageadoras de P. paulista, podendo levar menos tempo para matar

metade da populacdo quando comparado ao neonicotinoide tiametoxam, aléem de que vespas
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sociais desta espécie podem ser até 1,4 vezes mais susceptiveis a contaminacao por fipronil
do que algumas espécies de abelhas.

Palavras-Chave: Fenilpirazois; Polistinae; CLso, Toxicidade.

INTRODUCAO

Os inseticidas atuais mais populares sdo denominados inseticidas sistémicos
representados pela classe dos fenilpirazois e neonicotinoides, que séo amplamente utilizados
no manejo de pragas, sendo aplicados em larga escala e considerados altamente toxicos para
muitos insetos (Bonmatin et al., 2015), representando um risco significativo para 0s
polinizadores (Zaluski et al., 2015, 2017, 2020). Dentro do grupo dos fenilpirazois, o fipronil
se destaca como o principal representante, com acao sistémica, esse inseticida é absorvido
pelas plantas apds a aplicacdo e se distribui por toda a sua estrutura vegetal, via seiva. Ele
pode ser encontrado durante todo o periodo de floracdo, no pdlen e no néctar, além de
apresentar grande versatilidade de aplicacdo (semente, solo, folha e iscas) e um amplo
espectro de acdo (McMahen et al., 2015; Seydi et al., 2021; Gongalves et al., 2022).

Os fenilpirazois sdo inseticidas neurotoxicos, que atuam de forma antagdnica aos
receptores do acido gama-aminobutirico (GABA), o que leva ao bloqueio do fluxo de ions
de cloreto, resultando em hiperexcitacdo, paralisia e consequente morte do inseto (Wang et
al., 2016; Gupta & Anadon, 2018). As consequéncias da exposicao ao fipronil podem variar
de acordo com a dosagem, gerando desde efeitos letais, que causardo diretamente a morte do
individuo, até efeitos subletais, que podem afetar sua fisiologia e comportamento (Desneux
et al., 2007). A exposicdo a altas doses podem resultar em acao neural excessiva, tremores,
paralisia e até morte imediata, em casos de contato direto (Zaluski et al., 2015), ja a exposicao
a doses subletais afeta a percepgédo gustativa, o aprendizado olfativo, a funcdo motora, a
capacidade de aprendizado e a memoria (Decourtye et al., 2005; Souza, 2010; de Morais et
al., 2018; Farder-Gomes et al., 2021,). Além de outros efeitos subletais como, alteracdes no
metabolismo cerebral (Roat et al., 2013), na fisiologia (Zaluski et al., 2020; Farder-Gomes et
al.,, 2021,) alteracbes morfologicas (Jacob et al., 2015) e diversas alteracdes
comportamentais, como ja demonstrado em trabalhos com abelhas (Aliouane et al., 2009;
Bovi et al., 2018; Zaluski et al., 2015; Farder-Gomes et al., 20215).

Devido a alta toxidade desses compostos surgiu uma grande preocupagédo em relacéo
aos efeitos negativos em abelhas e outros organismos néo-alvo (Mulvey & Cresswell, 2020).
Em muitos paises foram registradas perdas de colonias de abelhas e contaminacdo do

ambiente apos a liberagdo do uso de fenilpirazois em cultivos agricolas, como na Franca,
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Italia, Alemanha e Eslovénia, levando a proibigdo da utilizacdo destes compostos a partir de
1999 (Ghisi et al., 2011). A dose letal média (DLso) do fipronil em abelhas é baixa, o que
significa que até pequenas quantidades desse composto podem ser altamente tdxicas para
Apis mellifera e outras abelhas sociais, como as abelhas sem ferrdo, sendo considerado
altamente toxico para insetos-alvos e ndo-alvos (El Hassani et al., 2005).

De fato, Aliouane et al. (2009) demonstraram que a exposicao de A. mellifera a 0,01
ng/abelha de fipronil resultou em 100% de mortalidade em uma semana, comprometendo
funcGes motoras, cognitivas (como a memoria olfativa) e funcBes sensoriais das abelhas
sociais. De acordo com Farder-Gomes et al. (2021,) a abelha sem ferrdo Partamona helleri,
guando contaminada com este inseticida, tem comprometida sua atividade de forrageamento,
bem como pode apresentar distarbios nas funcdes cerebrais e motoras (Farder-Gomes et al.,
2021p). Segundo Lourengo et al. (2012) a contaminacéo de operarias de Melipona scutellaris
por fipronil pode alterar a velocidade e a distancia percorrida pelas forrageadoras,
comprometendo sua atividade de forrageio.

Além disso, o fipronil provoca estresse oxidativo e danos cerebrais, afetando a
cognicdo e a comunicacao das abelhas sociais (de Morais et al., 2018; Jacob et al., 2015;
Farder-Gomes et al., 2021,). Holder et al. (2018) apontam o fipronil como o principal
inseticida responsavel pela mortalidade em massa de A. mellifera que ocorreu na Franca, na
década de 1990, e justificam pelo fato, deste inseticida apresentar alta capacidade de
bioacumulacdo e toxicidade prolongada, mesmo em baixas concentracdes, podem ser
encontradas no néctar e no polen, representando um risco significativo para a salde das
colonias.

Apesar da proibicdo dessa classe de inseticidas em outros paises, a utilizacdo do
fipronil no Brasil ndo é proibida, no entanto, o seu uso foi restringido no inicio de 2024, de
forma cautelar, até a reanalise do produto ser concluida (Ibama, 2024), desta forma sem a
proibicdo total do seu uso, este produto continua sendo comercializado e utilizado em
diversas cultura, possibilitando a contaminacdo do ambiente e prejudicando insetos ndo-alvo,
como os polinizadores (Zaluski et al., 2015; Castilhos et al., 2019).

Embora exista um conhecimento acumulado sobre os efeitos de inseticidas em
abelhas, as vespas sociais ainda carecem de estudos como organismos nao-alvo de
inseticidas. Apesar da sua importancia ecoldgica e de estarem vulneraveis a exposicao a estes
compostos, quando elas forrageiam buscando recursos em campos contaminados, estdo téo
susceptiveis a contaminagdo quanto as abelhas (Sanchez-Bayo & Goka, 2014; Devi et al.,
2021; Choudhary et al., 2022). Por outro lado, em virtude da sua importancia ecologica as

vespas sociais possuem grande potencial para serem utilizadas no manejo integrado de pragas
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como uma opgao de controle bioldgico, por serem predadoras de uma grande diversidade de
insetos considerados pragas agricolas (Prezoto et al., 2019). Além disso, vespas sociais s&o
abundantes em muitos ambientes em todo mundo (Prezoto et al., 2016, 2019, 2021) e podem
superar as abelhas em relacdo a abundéncia e riqueza de espécies como visitantes florais,
exercendo um importante papel como agentes polinizadores facultativos de muitas espécies
de plantas (Suhs et al. 2009; Clemente et al., 2012).

Neste contexto, estudos recentes avaliaram que vespas da espécie Polybia paulista
sdo tdo sensiveis aos efeitos do neonicotinoide tiametoxam quanto as abelhas ja estudadas, e
que, a exposi¢do cronica a doses e concentragcbes subletais afetam negativamente a
sobrevivéncia, mobilidade e fisiologia destas vespas (Batista et al., 2022, 2023). Em outro
estudo recente, Teixeira et al. (2022) demonstraram que quando expostas ao biopesticida
azadiractina, operarias da vespa social Polistes versicolor tem sua expectativa de vida
diminuida. Crispim et al. (2023) também demonstraram que a exposi¢ao a concentracdes
subletais do tiametoxam pode reduzir de forma significativa a mobilidade e a manutencdo da
col6nia de forrageadoras da vespa social Protopolybia exigua.

Embora o declinio de polinizadores tenha sido inicialmente observado em abelhas de
interesse econémico, como Apis mellifera, espécies de vespas também podem estar
enfrentando uma “extingdo silenciosa”. A auséncia de monitoramento dessas populagdes,
somada ao fato de suas col6nias ndo serem exploradas comercialmente, dificulta a percepc¢éo
da ameaca que elas enfrentam (Teixeira et al., 2022; Batista et al., 2022, 2023; Crispim et al.,
2023).

Apesar das recentes descobertas proporcionadas por estes estudos, a literatura atual
disponivel apresenta uma lacuna em relacdo a toxicidade de diferentes inseticidas e dos
efeitos subletais destes, sobre a fisiologia, 0 comportamento e a reproducéo de colénias de
vespas sociais, ndo existindo nenhum estudo, ainda, que tenha avaliado os efeitos toxicos do
inseticida fipronil sobre colbnias destes insetos. Assim o objetivo deste estudo foi testar as
hipoteses: 1 - Os efeitos do fipronil sobre a sobrevivéncia de forrageadoras de P. paulista sdo
tdo significativos quanto os efeitos causados pelo neonicotinoide tiametoxam. 2 - O fipronil
apresenta elevada toxicidade para a vespa social Polybia paulista, podendo ser comparavel

ou superior a observada em abelhas sociais, comummente estudadas.
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MATERIAIS E METODOS:
Coleta e manutencao de colonias de Polybia paulista

Para a realizacdo dos experimentos foram feitas coletas de forrageadoras de P.
paulista de col6nias nidificadas nos arredores do Campus da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD) e outros locais nos arredores do municipio de Dourados, MS (22° 13" 16"
S; 54° 48' 20" W). Foram coletadas forrageadoras provenientes de trés coldnias diferentes
para a coleta de dados em cada experimento realizado, que estavam saindo/retornando ao
ninho, com o auxilio de uma rede entomoldgica. Ao todo, contabilizando os dois
experimentos realizados, foram utilizadas, 555 forrageadoras de nove col6nias diferentes. As
forrageadoras coletadas foram separadas por colnia e acondicionadas em potes plasticos de
1 litro, com furos na tampa, na base e nas laterais para permitir o fluxo de ar. Estes recipientes
foram mantidos em estufa de demanda bioguimica de oxigénio (B.O.D.) (30°C+2°C,
UR=80%:=10%) com &gua e mel (1:1) ad libitum pelo periodo de 24 horas para aclimatar os
insetos e evitar qualquer influéncia de estresse durante os experimentos.

Antes e ap0s a realizacdo de cada experimento, a B.O.D. foi esterilizada com alcool
70, de acordo com Metodologia adaptada de OECD (1998).

Determinacéo de concentracao letal média (CLso)

Para a contaminacéo das vespas foi preparada, previamente uma solucao estoque na
concentracdo de 1000 ng i.a/uL, obtida a partir do produto formulado FIPRONIL 800 WG
(80% i.a. Regent 800WG ®).

Antes da definicdo das concentracGes focais foi realizado um teste prévio para
determinacdo da faixa de resposta ao inseticida. Este teste consistiu em diluicGes em série
(1:10) da concentracdo estoque (contendo 1000 ng i.a./pL) diluida em xarope composto por
acucar e agua (1:1). Quatro concentracdes foram obtidas em ordem decrescente das faixas
que apresentaram de 0 a 100% de mortalidade (100; 10; 1; 0,1). Apo6s estabelecer a faixa de
resposta (0.1 e 1 ng i.a./puL) foram feitas novas diluicbes em cascata para obtencdo das
concentracgdes focais (0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9; 1; 1,3; 1,6 e 2 ng i.a./ul) para 24 horas (Fig. 1).
Como forma de controle dos efeitos das doses um grupo de vespas foram alimentadas

somente com 0 Xarope, Composto por agua e aglicar (1:1).
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Fig. 1. A partir da determinacdo da faixa de resposta ao inseticida, responsavel por causar de 0 %
a 100 % de mortalidade em 24 horas (0.1 e 1 ng i.a./uL), foram feitas novas diluicbes em cascata para
a obtencéo das concentragdes focais (0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 0,9; 1; 1,3; 1,6 e 2 ng i.a./ul) utilizadas para a
determinagéo da CLso.

Apbs aclimatacdo, as vespas foram separadas em grupos de 10 individuos, por
coldnia, proveniente de 3 coldnias diferentes, totalizando 30 individuos por tratamento (doses
e controle) e alocadas em potes plasticos de 250 mL, com furos para a passagem de ar, além
de furos maiores nas laterais, nos quais foram inseridos 2 microtubos de 1,5 mL, por pote.
Em um dos microtubos havia 1 mL de solucéo nas diferentes concentragdes focais ou somente
xarope, no caso do grupo controle e no outro microtubo era colocado agua destilada para o
consumo ad libitum. Foram feitos furos nas extremidades menores dos microtubos para
permitir o consumo ad libitum pelas vespas. Os potes plasticos com as vespas foram entdo
acondicionados em B.O.D. durante 24 horas, em seguida, foi contabilizado o nimero de
vespas mortas ap0s exposicdo em cada concentracdo testada. As vespas foram consideradas

mortas quando, apos tocadas por um pincel fino, ndo apresentavam nenhuma reacao (Fig.3).
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Fig. 2. Esquema do experimento de exposicao oral para a determinacdo da CLso. Ap6s 24 horas,
forrageiras de trés colbnias diferentes foram alocadas em grupos de 10 individuos por pote plastico
(250 mL), totalizando 30 individuos por tratamento. Cada pote continha dois microtubos de 1,5 mL:
um com 1 mL de solucéo (com uma das concentragdes focais ou apenas xarope, no caso do controle)
e outro com agua destilada, ambos com furos nas extremidades para permitir o consumo ad libitum.

Os potes foram mantidos em B.O.D. por 24 horas, e a mortalidade foi contabilizada.
Anélise de sobrevivéncia e tempo médio letal (TLso)

A partir da concentracdo da solucédo estoque foram realizadas diluicGes em xarope até
a obtencéo das concentragdes CLsono0 e CLsosio, baseadas nas concentragdes de CLso obtidas
previamente.

Para este experimento foram coletadas 45 forrageadoras, provenientes de 3 coldnias,
divididas em grupos de 15 vespas, por colbnia, que foram mantidos em potes plasticos de
250 mL em B.O.D. nas mesmas condi¢bes ja descritas acima, apds serem expostas
cronicamente as concentragdes CLso100 € CLsoi0. Um outro grupo de 45 vespas, formado por
15 vespas de cada coldnia, proveniente das mesmas 3 coldnias, foi mantido sem
contaminacdo como forma de controle. Para a contaminacéo cronica foi oferecida para cada
grupo de vespas 1 mL da solugdo contaminada em microtubos de 1,5 mL com furos nas
extremidades para permitir o consumo ad libitum pelas vespas.

O contetdo dos microtubos contendo as concentragdes focais foi renovado a cada 2

dias para evitar a degradacgé@o da solucdo. A mortalidade foi contabilizada diariamente, por
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45 dias e as vespas mortas foram retiradas dos potes para evitar o desenvolvimento de
patdgenos (Fig.3).

1 ml de k3

solucéo =
v\ \y
[ I I

Fig. 3. Esquema do experimento de analise de sobrevivéncia e tempo médio letal (TLso): foram
separados grupos de 15 forrageadoras, de trés coldnias diferentes, constituindo 45 forrageadoras por
tratamento. Os tratamentos consistiram em duas concentragdes subletais CLsoi00, CLsoi0 € grupo
controle, que foram expostas por 45 dias, com oferta ad libitum da solugdo nos diferentes tratamentos
e agua destilada. A cada dois dias, as solugdes eram trocadas. A mortalidade foi registrada diariamente

e individuos mortos foram removidos.
Analises estatisticas

Para a obtencdo da concentragdo letal média (CLso), os dados de mortalidade, obtidos
nos ensaios, foram analisados com o modelo linear generalizado com distribuicdo binomial.
Para avaliar a qualidade do ajuste do modelo aos dados, foi utilizado um envelope simulado
meio normal, para isto, utilizamos o pacote hnp (Moral et al., 2017). Em seguida, para se
determinar o valor de CLso oral, bem como os valores de intervalos de confianga de 95%, os
dados de mortalidade foram submetidos a analise estatistica pelo método Probit. A analise de
sobrevivéncia foi realizada usando o modelo de regressdo de Cox e o pacote “survival”. O
pacote “ecotox” foi utilizado para analisar o tempo letal médio. Esses procedimentos foram

realizados utilizando o software R (R Core Team, 2017).

RESULTADOS

Determinacao de concentracdo letal média (CLso)
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Com base nos dados de mortalidade, obtidos 24 horas ap6s a exposicao, obtivemos

uma CLso de 0.890 ng i.a./ uL, (~890 ppb), (Fig 4).
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Fig. 4. Curva de resposta (CLso) para as doses: 0,1; 0,3; 0,5; 0,7;0,9; 1; 1,3; 1,6 e 2 ng i.a./ul. CLso
=0.8902281 ng i.a./uL, SE = 0.460558, C.l. =0.7981165 + 0.9823397 método binomial, log-log.

Anélise de sobrevivéncia e tempo médio letal (TLso)

O tempo letal médio das vespas expostas a CLso/100 € CLsos10 foram de 9,04 (SE= 0,54)
e 2,66 dias (SE = 0,11) dias, respectivamente, e para o grupo controle foi de 29,20 (SE =

1,29) dias. O tempo letal médio diferiu significativamente entre cada tratamento e controle

(p < 0,0001) (Fig. 5).
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Fig. 5. Taxas de sobrevivéncia de forrageadoras de Polybia paulista apds a exposi¢ao cronica ao

fipronil em concentragdes subletais e controle.
DISCUSSAO

Os resultados mostram que a exposigdo cronica a concentracOes subletais do
inseticida fipronil afeta negativamente a sobrevivéncia de forrageadoras da espécie P.
paulista. Encontramos uma CLso de 0.890 ng i.a./ uL (fig. 1) e, quando comparada com a
CLso do fipronil para A. mellifera, que é de (1,27 ng/uLl), constatamos que estas vespas sdo
1,4 vezes mais sensiveis a este composto (Roat et al., 2013; Decourtye et al., 2005; Tingle et
al., 2003). Por outro lado, sdo 3,7 vezes menos sensiveis que a abelha Scaptotrigona postica,
cuja CLsp para este composto ¢ de 0,24 ng/uL (Jacob, 2013).

Segundo Holder et al. (2018) o fipronil é um inseticida altamente tdxico para as
abelhas meliferas, sendo considerado o principal responsavel pela mortalidade em massa das
colénias de abelhas ocorridas na Franca na década de 1990, portanto, com base nestes
resultados, podemos inferir que o fipronil pode ser igualmente tdxico as col6nias de vespas
sociais, que se expdem quando forrageiam em areas contaminadas de forma similar as
abelhas.

Quando comparamos nossos dados com a CLso de 0,235 ngi.a./uL descrita por Batista
et al. (2023) que contaminaram forrageadoras desta espécie com tiametoxam, constatamos
que forrageadoras desta espécie sdo cerca de 4 vezes mais sensiveis ao neonicotinoide,
quando comparado ao fipronil. Uma possivel explicacdo para esta maior sensibilidade ao
tiametoxam pode estar relacionado ao processo de metaboliza¢do das enzimas que ocorre de

forma diferente para os metabolitos deste inseticida, sendo que a Clotianidina e o N-desmetil-

4
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tiametoxam tem sua acdo toxicolégica aumentada no organismo, pois se ligam mais
fortemente aos receptores nicotinicos de acetilcolina, aumentando sua toxicidade para insetos
(Nauen et al., 2003).

Segundo Pisa et al. (2015) outro fator importante a ser destacado sobre 0 a toxicidade
dos neonicotinoides e do fipronil esta relacionado ao tempo de exposi¢do, visto que pode
ampliar a toxicidade desses inseticidas quando expostas a periodos longos, sobretudo do
fipronil, por ser persistente, pode consequentemente levar a provaveis efeitos crénicos, que
podem ser observados na forma de déficits cognitivos, reducdo de fertilidade e alteracdes
comportamentais. Ainda de acordo com Pisa et al. (2015) existem outros fatores que podem
influenciar a toxicidade de inseticidas a abelhas, como, por exemplo, a dose letal média dos
inseticidas neonicotinoides e fipronil, que sofrem variacdo sob condic¢des abidticas e bioticas
diferentes; diferencas nas condi¢bes das abelhas testadas (salde das abelhas) e exposicdo
prévia das abelhas a outros inseticidas (Coker et al., 2018; Antonangeli et al., 2023), fatores
que talvez também possam influenciar nos efeitos dos inseticidas sobre as vespas sociais.

Uma varidvel que pode ser levada em consideracdo para estas diferencas de
sensibilidade na mesma espécie (Batista et al., 2022, 2023), é que, além do fato de serem
inseticidas diferentes, ha as diferencas na suscetibilidade das col6nias e, também as variacoes
ambientais sobre as quais as coldnias estavam submetidas, uma vez que apesar das coletas
terem sido realizadas na mesma populacdo, aconteceram em anos distintos. Nas atuais
condi¢des de mudancas climaticas, a cada ano as coldnias vem experimentado condicdes
significativamente distintas (World Meteorological Organization, 2023,, 2023p; Copernicus
Climate Change Service, 2025) sendo que segundo Dejean et al. (2011) as vespas sociais séo
sensiveis as variacdes climaticas, como mudancgas nas chuvas e temperatura, que podem
impactar significativamente suas populacdes. Além disto, Dou et al. (2022) discutem que
fatores ambientais como temperatura e condicdes de pré-exposicdo também podem
influenciar a toxicidade dos inseticidas.

As vespas contaminadas com a CLsoio Sobreviveram por um tempo
significativamente menor que as vespas contaminadas com a CLso100, € 05 dois tratamentos
sobreviveram por um tempo significativamente menor quando comparadas com o grupo
controle (Fig. 2). Ao compararmos nossos resultados com os obtidos por Costa (2015), que
avaliou os efeitos do fipronil sobre colonias de Melipona scutellaris, 0 TLso (CLsor10) foi de
4,37 dias e 0 TLso (CLso00) foi de 4,47 dias, quando comparamos com os dados que
obtivemos em nosso estudo pode-se avaliar que o0 TLso (CLso/10) 2,66 dias, € 1,6 vezes menor
para operarias de P. paulista, enquanto que a TLso (CLso/100) de 9,04 dias é 2,02 vezes maior

para P. paulista. Isso indica que ao menos para a maior concentracao testada, o fipronil tem
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a capacidade de matar a populacdo de vespas contaminadas em menos tempo que as operarias
da abelha nativa M. scutellaris.

Nossos valores de TLso para o fipronil foram menores que os obtidos por Batista et
al. (2023) com a mesma especie, P. paulista exposta ao tiametoxam: TLso (CLso/10) = 12,52,
TLso (CLsooo) = 27,48 dias. Isto demonstra que tanto para a maior quanto para a menor
concentracgéo testada, o fipronil leva menos tempo para matar metade da populagéo de vespas
desta espécie quando comparada ao tiametoxam. Além disto, apesar do inseticida tiametoxam
ter uma CLso menor do que a encontrada para o Fipronil, isso ndo torna o fipronil menos
toxicos a elas, uma vez que outros parametros também devem ser avaliados para determinar
a toxicidade de um inseticida, como a caracteristica de bioacumulagéo e toxicidade reforcada
ao longo do tempo (TRT) (Holder et al., 2018). O fipronil tem a capacidade de se bioacumular
e gerar TRT em abelhas, como demostrado por Holder et al. (2018), enquanto o tiametoxam
ndo, isto significa que o fipronil pode ser mais toxico em exposicdes prolongadas, 0 que 0
torna um risco significativo a satde das colénias a longo prazo, podendo atingir as vespas
sociais de forma semelhante.

O fipronil € um inseticida altamente persistente (Pisa et al., 2015), e representa um
grande risco para os insetos ndo-alvo, como as vespas sociais, pois, ele pode se acumular nos
organismos ao longo do tempo, em um processo conhecido como bioacumulagdo (Holder et
al., 2018). Esse acumulo € resultado de exposi¢fes continuas que podem ocorrer quando as
vespas sociais forrageiam em campos contaminados e entram em contato com residuos do
inseticida presentes no néctar e flores das plantas tratadas (Mulvey & Cresswell, 2020), ou
ao forragearem em areas adjacentes a campos de cultivo tratados, mesmo que ndo tratados
diretamente, uma vez que flores de borda de campo e de plantas nativas podem conter
residuos, representando outra rota de exposicdo gque ndo somente na propria area de
monocultura, como demonstrado para abelhas selvagens e meliferas (Ward et al., 2022; Zioga
et al., 2023). Nossos resultados apontam que a exposi¢do prolongada ao fipronil afeta
negativamente a sobrevivéncia de P. paulista, o que pode colocar em risco as populacées
desta espécie de vespa social. A falta de monitoramento pode levar a um declinio nédo
percebido dessas populacdes, somado a outros fatores além do uso de inseticidas, como
mudangas ambientais ou a invasdo de espécies, destacando a necessidade de protecdo para
esses insetos ndo-alvo (Rankin et al., 2022).

Outro ponto a ser destacado € sobre as diferengas na exposicao de espécies diferentes
de vespas sociais, pois apesar de existirem estudos especificos sobre os efeitos dos inseticidas
em vespas de ninho aberto e fechado, a ecologia das vespas sociais sugere que a estrutura do

ninho pode influenciar o risco de exposi¢do aos inseticidas, de forma indireta (O'Donnell,
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2000; Richards et al., 2017). Dada a diferenga na estrutura e na localizagdo dos ninhos, é
possivel que as vespas sociais de ninho aberto, por serem mais expostas ao ambiente, estejam
em maior risco de contaminag&o por inseticidas, enquanto as vespas de ninho fechado possam
ter algum nivel de protecdo, dependendo da localizacdo de seus ninhos e do comportamento
de forrageamento (O'Donnell, 2000). Esse aspecto ainda carece de investigacdo mais
aprofundada, pois além da estrutura e da localizacdo dos ninhos, a populacgéo de colénias de
vespas sociais de ninho aberto € menor que as de ninho fechado, como por exemplo para o
género Polistes que possui de 50 a 500 operarias no ninho, enquanto para Polybia varia de
1.000 a 10.000 operérias no ninho (O'Donnell, 2000; Dejean et al., 2011).

Este estudo representa os primeiros passos para entender os efeitos do fipronil sobre
col6nias de vespas sociais, com bases nos dados obtidos é possivel entender os efeitos letais
que o fipronil causa nas forrageadoras e o efeito do tempo sobre a toxicidade deste composto,
sendo necessarios estudos posteriores que investiguem o impacto sobre outros parametros, a
fim de termos uma melhor compreensdo dos efeitos de inseticidas sistémicos sobre vespas
sociais.

Portanto, concluimos que coldnias de vespas sociais da espécie P. paulista estdo
sendo afetadas pela contaminacédo ao inseticida fipronil, tendo sua sobrevivéncia diminuida
significativamente pela exposicdo cronica as concentraces subletais deste inseticida,
podendo matar metade da populacéo de vespas desta mesma espécie em menor tempo que 0
tiametoxam, além de apresentar uma CLso menor que a determinada para A. melifera. Tendo
em vista que os protocolos atualmente estabelecidos ndo protegem as vespas sociais, estudos
futuros devem avaliar o efeito de inseticidas sistémicos em outras espécies de vespas sociais
para compreendermos qual a extensdo real dos problemas que estes insetos ndo-alvo estdo
enfrentando e para estabelecer pardmetros que preservem a sua biodiversidade.

Diante desse cenario, com as pesquisas existentes sobre os efeitos dos inseticidas
sobre as vespas sociais, somados a estes novos dados que apresentamos para o inseticida
fenilpirazol fipronil, recomenda-se a reviséo das regulamentacgdes sobre o uso do fipronil e a
ampliacdo das pesquisas sobre seus impactos em insetos sociais ndo-alvo, como as vespas
sociais, explorando em estudos as toxicidades de diferentes inseticidas sobre a sua
sobrevivéncia e biologia, afim de entender os reais impactos que os inseticidas podem causar

sobre suas coldnia, conservacao e biodiversidade.
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