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RESUMO

O mercario (Hg) € um metal traco ndo essencial, altamente toxico aos seres vivos e um dos
principais contaminantes dos corpos d’agua. Apesar da importancia genotoxica do Hg, ndo ha
estudos sobre sua genotoxicidade em abelhas nativas neotropicais, utilizando biomarcadores de
efeito. Pelo exposto, realizou-se um estudo da genotoxicidade do Hg em abelhas da espécie
Bombus atratus por meio do ensaio cometa. Este ensaio determina a extensao do dano ocorrido no
DNA de nucleos celulares individualmente, atraves da migracdo diferencial de fragmentos do
DNA em microeletroforese. Apesar da efetividade e sensibilidade da técnica, ndo ha registros na
literatura da aplicabilidade desse ensaio em abelhas neotropicais do género Bombus, o qual
apresenta muitas espécies ameacadas de extin¢do. Operarias de B. atratus foram coletadas no
municipio de Sorocaba, SP, (23°34'53.1"S 47°31'29.5") durante os meses de fevereiro a marco de
2019. Apds a coleta, as operarias foram colocadas, individualmente, em caixas especiais para o
ensaio toxicoldgico e mantidas em incubadora a 26 °C, 70% de umidade, no escuro, por 48 horas,
conforme recomendagfes da OECD. Foram utilizadas 11 operérias para 0 grupo exposto ao Hg a
concentracdo de 0,2 pug L 1, concentracio de Hg considerada segura pelo CONAMA (n° 357,
2005), e mesmo numero para o grupo controle. Ambos os grupos foram mantidos com uma solucéo
de sacarose a 70%, adicionalmente ao grupo exposto ofertou-se solugdo de 0,2 pug L ** de Hg e ao
grupo controle, agua ndo contaminada. Apds 48h, os tecidos que compbe o Sistema
Hepatonefrocitico (SHN), vaso dorsal, hemacitos, corpo gorduroso e células pericardicas e 0s
tibulos de Malpighi (TM) foram coletados e processados para a realizacdo do Ensaio Cometa. Os
resultados mostraram que o Hg promoveu genotoxicidade nestes animais. Com rela¢do ao grupo
controle, o SHN das operarias expostas ao Hg mostrou-se sensivel a contaminacdo pela presenca
abundante de diferentes niveis de cometas, os quais indicam a fragmentacdo do material genético,
enquanto os TM, por sua vez, foram menos responsivos ao metal traco, apresentando menor
quantidade de ndcleos danificados. A anélise estatistica comparada entre os parametros nivel 0 e
dano total mostrou maior genotoxicidade promovida pelo Hg no SHN do grupo exposto com
relagdo ao grupo controle. Por outro lado, a genotoxicidade nos TM foi semelhante entre 0s grupos
controle e exposto. Portanto, conclui-se que o0 SHN é mais responsivo a exposi¢do ao Hg do que
os TM. Também se concluiu que a concentracdo de Hg considerada segura pelo CONAMA
comprometeu as células que compde o SHN, prejudicando a fisiologia geral da espécie estudada,

mesmo que 0s TM n&o tenham sido afetados.

Palavras-chave: Dano DNA,; abelhas; metal; genotoxicidade.



ABSTRACT

The mercury (Hg) is a non-essential trace metal, that is highly toxic to living beings, is a major
contaminant of water bodies. Despite the genotoxic importance of Hg, there are no studies on its
genotoxicity in native neotropical bees, using effective biomarkers. Therefore, a study of the
genotoxicity of Hg in Bombus atratus bees was carried out through the comet assay. This assay
determines the extent of DNA damage to individual cell nuclei by differential migration of DNA
fragments in microelectrophoresis. Despite the effectiveness and sensitivity of the technique, there
are no records in the literature about the applicability of this assay to Bombus neotropical bees,
which have many endangered species. B. atratus workers were collected from Sorocaba, SP,
(23°34'53.1"S 47°31'29.5") during the months of February to March 2019. After capture, the
workers were individually placed in special boxes for the toxicological test and kept in an incubator
at 26 °C, 70% humidity, in the dark, for 48 hours, according to OECD recommendations. Eleven
workers were used for the group exposed to Hg at a concentration of 0.2 pg L %, concentration
considered safe by CONAMA (n° 357, 2005), and the same number for the control group. Both
groups were maintained with a 70% sucrose solution. In addition to the exposed group, 0.2 ug L -
! Hg solution was offered, and to the control group, uncontaminated water. After 48 hours, the
tissues that compose the Hepato-Nephrocytic System (HNS), dorsal vessel, hemocytes, fat
body/pericardial cells, and Malpighi tubules (MT), were collected and processed for the comet
assay. The results showed that Hg promoted genotoxicity in these animals. Regarding the control
group, the HNS of workers exposed to Hg was sensitive to contamination due to the abundant
presence of different levels of comets, which indicate the fragmentation of genetic material. While
MT, in turn, were less responsive to the trace metal, presenting fewer damaged nuclei. Statistical
analysis compared between level 0 and total damage parameters showed higher genotoxicity
promoted by Hg in HNS of the exposed group, compared to the control group. While genotoxicity
in MT was similar between control and exposed groups. Therefore, it can be concluded that HNS
IS more responsive to Hg exposure than MT. It was concluded that the concentration of Hg
considered safe by CONAMA compromised the cells that compose the HNS, impairing the general

physiology of the studied species, even if the TM were not affected.

Keywords: DNA damage; bees; metal; genotoxicity.
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1 INTRODUCAO GERAL

Pertencentes a ordem Hymenoptera e a familia Apidae, as abelhas sdo consideradas
animais essenciais ao servico ecossistémico de polinizacdo, pois atuam como 0s principais
polinizadores em ecossistemas terrestres (NEFF; SIMPSON, 1993; BUCHMANN; NABHAN,
1996; COSTANZA et al., 1997; KLEIN et al., 2007; MICHENER, 2007). Sdo conhecidas
aproximadamente 20.000 espécies de abelhas, estando presentes em praticamente todos os
continentes, caracterizando uma grande biodiversidade e adaptabilidade (RAMOS et al., 2015).

O servigo de polinizacdo prestado por esses insetos € fundamental para a conservagao
da biodiversidade vegetal, uma vez que contribui para a manutencéo das comunidades vegetais,
influenciando na riqueza e abundancia de espécies em um determinado ecossistema (BAWA et
al., 1985). Além disso, contribuem também com a melhoria da quantidade e da qualidade de
sementes e frutos produzidos, os quais séo a base da cadeia alimentar nos sistemas naturais
(IMPERATRIZ-FONSECA; NUNES-SILVA, 2010; OLIVEIRA, 2015; FREITAS et al.,
2017).

As abelhas sdo extremamente relevantes na atividade de polinizacdo, pois visitam
frequentemente flores especificas, caracterizando um comportamento de fidelidade floral, o que
possibilita uma maior probabilidade de as flores visitadas serem polinizadas (FREITAS;
PAXTON, 1998) e, por estarem presentes em praticamente quase todos os habitats e serem
sensiveis as alteracdes ambientais, também sdo consideradas eficientes bioindicadoras da
qualidade ambiental (PERUGINI et al., 2011). Entretanto, apesar da sua principal importancia
ter carater ecologico, as abelhas também sdo consideradas relevantes & economia devido ao seu
papel na polinizacdo de sistemas agricolas e por meio do fornecimento de seus produtos, tais
como o mel, propolis, cera, geleia real e pélen (MICHENER, 2007; LAUTENBACH et al.,
2012; LIMA; ROCHA, 2012).

Contudo, mesmo sendo fundamentais para a manutencgéo da vida no planeta, populagdes
de diferentes espécies de abelhas estdo em declinio, tais como a espécie exdtica Apis mellifera
e espécies nativas, como as abelhas do género Bombus (van der VALK et al., 2012). Esse
género compreende aproximadamente 240 espécies, das quais, apenas seis sdo encontradas no
Brasil, sendo que as espécies Bombus morio e Bombus atratus localizam-se abundantemente
no sul e sudeste do pais (MOURE; SAKAGAMI, 1962; SAKAGAMI, 1976; WILLIAMS,
1998; MICHENER, 2000).

As causas desse declinio sdo diversas. Dentre os fatores principais, encontram-se as

mudancas climaticas, o0 desmatamento para avanco de agricultura intensiva (culminando em
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destruicdo e perda de habitats), uso exacerbado de agrotoxicos e atividades industriais e de
mineragdo (FITZPATRICK et al.,, 2007; SANTOS, 2010). Dessa forma, 0 crescente
desaparecimento de populacdes de abelhas esta diretamente associado ao declinio na
polinizacdo, o que compromete tanto a qualidade ambiental quanto a produtividade agricola,
uma vez que estes polinizadores sdo utilizados em diversas monoculturas (IMPERATRIZ-
FONSECA; NUNES-SILVA, 2010).

As atividades industriais e de mineragcdo representam uma das principais fontes de
emissdo de mercurio (Hg) no ambiente. A principal fonte antropica de Hg advém da queima de
combustiveis fésseis e da sua emissao por inddstrias quimicas e de eletroeletrénicos, enquanto,
no Brasil destaca-se como a principal fonte emissora deste composto a mineracao, a qual utiliza
0 Hg na amalgamacéo do ouro para extracdo (LACERDA; PFEIFFER, 1992; LACERDA et
al., 2007; TINOCO et al., 2010).

O Hg é um metal traco ndo essencial aos seres vivos e altamente tdxico, que se
caracteriza por ser cumulativo, pouco degradavel, dificil de ser metabolizado e altamente
reativo as biomoléculas (ZAHIR et al., 2005; LIMON-PACHECO; GONSEBATT, 2009).
Dessa forma, é considerado uma substancia com potencial genotdxico significativo, sendo
relevante para estudos com abordagem ecotoxicoldgica, uma vez que este é o ramo da biologia
que estuda, dentre outros parametros, os efeitos e impactos de agentes tdxicos em organismos
vivos de determinado ecossistema (TRUHAUT, 1977; BUTLER, 1978; ZHOU et al., 2007,
NAGAJYOTI; LEE; SREEKANTH, 2010). Além disso, o nivel de Hg encontrado nos produtos
apicolas (mel, cera, polen e propolis) tém preocupado os pesquisadores nao so por ser deletério
aos seres humanos, mas também as abelhas (TOPORCAK et al., 1992; FREITAS et al., 2009;
BATELKOVA et al., 2012; PABLO et al., 2012; MAGGID et al., 2014).

Nessa perspectiva, é possivel compreender os danos genéticos causados pela agdo do
Hg nas abelhas por meio do ensaio cometa, uma metodologia comumente utilizada em estudos
genotoxicoldgicos que possibilita a avaliacdo e quantificacdo de danos no material genético do
organismo em estudo. Trata-se de uma técnica altamente sensivel que pode ser aplicada para
determinar a extensao de danos no DNA de ndcleos celulares individualizados, uma vez que o
seu principio consiste na migracao diferencial dos fragmentos de DNA através de um processo
de microeletroforese (OSTILING; JOHANSON, 1984). Esse ensaio é considerado um eficiente
biomarcador de genotoxicidade e tem sido amplamente aplicado em estudos de
biomonitoramento em organismos sujeitos a exposi¢do de diversos contaminantes ambientais,

pois permite a investigacdo do mecanismo de acdo de compostos quimicos genotoxicos e a
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influéncia dos metais traco ndo essenciais no ambiente (MOLLER, 2005; AUGUSTYNIAK;
GLADYSZ; DZIEWIECKA, 2016).

Nesse contexto, a analise do efeito genotdxico do Hg em operarias da espécie Bombus
atratus, por meio da aplicacdo do ensaio cometa, é fundamental para a elucidacdo do impacto
causado por essa substancia nestes organismos, resultando em um estudo relevante para a
promocdo de acgdes futuras focadas na conservagédo destes animais, 0s quais sdo extremamente
importantes, tanto ecoldgica quanto economicamente. Assim, 0 parametro utilizado nesta
pesquisa visou verificar se a concentracdo de Hg considerada segura para todos 0s corpos
d’agua pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA n° 357, 17 de margo de 2005)

é, de fato, segura as abelhas da espécie B. atratus.
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2 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito genotdxico do mercurio a uma concentragdo considerada segura pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente (Resolu¢do CONAMA n° 357, de 17 de marco de 2005)

sobre o sistema hepatonefrocitico e tubulos de Malpighi de operarias de Bombus atratus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver um protocolo do ensaio cometa para melhor visualizagdo dos resultados
em operarias de Bombus atratus expostas a uma concentracdo de mercurio considerada
segura (0,2 ug L );

e Analisar, por meio dessa metodologia, o efeito genotoxico do mercurio de mesma
concentracdo no sistema hepatonefrocitico e nos tabulos de Malpighi destes animais,

e Realizar um estudo morfolégico comparado dos tubulos de Malpighi entre operérias

expostas a 0,2 pg L de mercrio e grupo controle.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ABELHAS: Bombus atratus

As abelhas sdo vitais para a manutencao da estrutura e funcionamento de grande parte
dos ecossistemas naturais, bem como para a agricultura, representando a maioria dos insetos
polinizadores (KEARNS; INOUYE, 1997; SCHONFELDER; BOGNER, 2017). Estes insetos
pertencem a ordem Hymenoptera, com aproximadamente 20.000 espécies descritas e utilizam
recursos florais como fonte de alimento e energia durante todo o seu ciclo de vida
(MICHENER, 2000). A maioria apresenta habitos solitarios, enquanto aproximadamente 1.000
espécies sdo sociais com diferentes graus de sociabilidade (FREITAS et al., 2009).

Dentre os insetos, as abelhas sdo consideradas eficientes indicadoras do estresse
ambiental, principalmente devido a sua capacidade de percorrer longas distancias e interagirem
em diferentes habitats, sendo a principal espécie polinizadora que contribui para a manutencao
de florestas e da diversidade floral, visto que mais de 90% das espécies de vegetacao tropical
com flores e cerca de 78% das espécies de zonas temperadas necessitam da polinizacdo pelas
abelhas (FERNANDEZ, 1994; SANNA et al., 2000; BULDINI et al., 2001; BOGDANOV et
al., 2003; DEVILLERS; PHAM-DELEGUE, 2003; FAO, 2004; FREDES; MONTENEGRO,
2006; KLEIN et al., 2007).

Ao visitarem as flores para a coleta de polen ou néctar, as abelhas ndo causam danos a
flor ou a planta, o que, consequentemente, proporciona beneficios a manutencdo da
biodiversidade dos ecossistemas naturais (DEVILLERS, 2003). No entanto, as abelhas também
sdo economicamente importantes, pois ao polinizarem sistemas agricolas, os frutos apresentam
maior tamanho e melhor qualidade (MCGREGOR, 1976; JARLAN et al., 1997; LIMA;
ROCHA, 2012).

A andlise de 6rgéos internos das abelhas também é um aspecto de extrema importancia
e que deve ser considerado ao lhe atribuir o titulo de bioindicadora ambiental uma vez que, por
possuirem respiracdo traqueal, sdo atingidas diretamente por qualquer tipo de contaminante,
incluindo residuos de poluentes e xenobioticos, os quais podem se acumular em seus érgaos e
tecidos (BOGDANOV et al., 2003; CRUZ-LANDIM, 2009; CRUZ et al., 2010). O termo
xenobidtico deriva da juncdo das palavras gregas xeno (estranho) e bios (vida), sendo
literalmente atribuido as substancias estranhas aos organismos, pois sdo capazes de alterar o
equilibrio orgénico e também promover toxicidade genética (NATIVIDADE; RODRIGUES;
VIEIRA, 2011; IOVDIJOVA; BENCKO, 2010). S&o representados principalmente por
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pesticidas agricolas, inseticidas, plasticos, metais e farmacos (IAVICOLI, FONTANA;
BERGAMASCHI, 2009; I0VDIJOVA; BENCKO, 2010). Todavia, além da exposi¢io por
contato, as abelhas também podem ser expostas aos xenobidticos por meio da ingestdo de néctar
e polen de plantas contaminadas pelo ar, agua e solo durante o seu cultivo (BOGDANOV,
2007).

As abelhas do género Bombus, popularmente conhecidas como mamangavas, séo
grandes e pilosas e apresentam coloracgéo diferenciada no térax e abdémen, variaveis de acordo
com a espécie e subespécie. O género € composto por abelhas sociais primitivas que exploram
uma alta variedade de habitats, possuindo uma distribuicdo geografica ampla, sendo
encontradas geralmente em regides de clima moderadamente seco e temperado até florestas
tropicais e subtropicais, e por isso, o Brasil constitui uma zona periférica de distribuicdo do
género (MOURE; SAKAGAMI, 1962; WILLIAMS, 1994; CAMERON et al., 2007).

Como sdo cosmopolitas, as abelhas do género Bombus apresentam-se distribuidas por
todo o planeta, principalmente em quase todo o hemisfério norte e com ampla dispersdo na
Ameérica do Sul. Apesar dessa extensa distribuicdo geografica pelo globo, as espécies de
Bombus apresentam caracteristicas morfoldgicas semelhantes, sugerindo que a capacidade de
adaptacdo destes animais é fundamental para a colonizacéo de diversos habitats, dentre eles as
terras tropicais do Brasil (MOURE; SAKAGAMI, 1962; CAMERON et al., 2007).

Por serem estruturalmente grandes, conseguem transportar uma maior carga de pélen
para diferentes paisagens geobotanicas e o forrageamento € possibilitado mesmo em condi¢fes
adversas. Além disso, possuem estruturas especializadas que lhes garante aperfeicoar o
processo de polinizacdo, como a presenca de uma glossa longa que alcanca até mesmo flores
com corolas tubulares longas. Essas abelhas apresentam comportamento de vibracdo do térax,
agitando as anteras e liberando o polen; este comportamento é de extrema importancia para
aumentar a variabilidade ou mesmo para que ocorra a fecundagdo cruzada em determinadas
especies vegetais, como o tomate (AGUILAR-BENAVIDES, 2008).

A longevidade de Bombus varia conforme a regido em que se encontra; duram de 13 a
34 dias em regides de clima temperado e, em média, 41 dias em regides de clima tropical
(SILVA-MATOS; GAROFALO, 2000). Durante todo o ciclo de vida sua alimentacio é
retirada, com maior frequéncia, de plantas das familias Asteraceae, Leguminosae,
Melastomaceae, Verbanaceae e Solanaceae (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2003), sendo
gue as abelhas adultas possuem uma dieta rica em néctar, pois este fornece energia para o voo,

enquanto a alimentacdo das larvas é constituida de uma mistura de polen e mel, os quais sdo
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responsaveis por fornecerem nutrientes para 0 seu crescimento e desenvolvimento
(WILLIAMS, 1994).

No Brasil sdo encontradas apenas seis especies de Bombus, todas pertencentes ao
subgénero Fervidobombus: B. atratus Franklin, 1913, B. bellicosus Smith, 1879, B. brasiliensis
Lepeletier, 1836, B. brevivillus Franklin, 1913, B. morio (Swederus, 1787) e B. transversalis
(Olivier, 1789) (MOURE; SAKAGAMI, 1962). As abelhas da espécies B. atratus ocorrem em
12 Estados brasileiros: BA, ES, GO, MG, MS, MT, PR, RJ, RO, RS, SC, SP; B. morio apresenta
praticamente a mesma distribuicdo de B. atratus, ndo tendo sido encontrada no Estado de RO;
B. bellicosus é a que apresenta menor distribuicdo, encontradas apenas em PR e RS; ja B.
transversallis tem sido encontrada em AC, AM, AP, MT, PA e RO, B. brasiliensis ocorre no
ES, GO, MG, MS, PR, RJ, SC e SP enquanto B. brevivillus ocorre no AP, BA, CE, ES, GO,
MT, PA, PB, PE, RJ e RN (MOURE; SAKAGAMI, 1962).

A B. atratus (Figura 1) é uma espécie neotropical encontrada em regides da América do
Sul, incluindo paises como a Colémbia, o Equador, o Brasil e a Argentina. Essas abelhas
possuem cor predominantemente preta e corpo praticamente todo recoberto por curtas cerdas.
Vivem em coldnias ndo perenes pequenas, constituidas por uma rainha fundadora e ndo mais
do que uma centena de operarias, as quais sao responsaveis pela coleta de alimento
(GAROFALO, 1976). As operarias possuem uma longa proboscide, a qual facilita a coleta de
néctar em flores com uma morfologia mais tubular e profunda. Suas antenas sdo relativamente
longas. Operarias possuem um comprimento de asa entre 4 e 10 mm e as rainhas costumam ser
de duas a trés vezes maiores que as operarias (SILVA-MATQOS, 1986; 1993).



19

FIGURA 1 — Abelha operéria da espécie Bombus atratus

0.6 cm

Fonte: Laboratorio de Biologia Estrutural e Funcional, 2019.

Relatos de desaparecimentos e diminuicdo das populacdes de muitas espécies do género
Bombus nas Américas e no Leste da Europa vém agravando a urgéncia em identificar as causas
deste fendbmeno. Nos anos entre 1950 a 2000 foram registrados o desaparecimento de
populacbes de 13 espécies de Bombus na Europa Ocidental, sendo que quatro delas s&o
consideradas extintas (KOSIOR et al. 2007). Na América do Norte, desde 1940, as espécies B.
borealis, B. terricola e B. variabilis desaparecem do Estado de Illinois, EUA (GRIXTI et al.,
2009) e 0 mesmo vem ocorrendo com as espécies B. affinis, B. fraternus, B. pensylvanicus e B.
vagans (GRIXTI et al., 2009; CAMERON et al., 2011). Alem disso, populacdes da espécie B.
occiddentalis, muito utilizada para polinizagdo em estufa nos EUA, estdo decrescendo
drasticamente (CARSWELL, 2015).

De acordo com o Servigco Americano de Pesca e Fauna Selvagem (USFWS, do inglés,
United States Fish and Wildlife Service, 2017), a espécie B. affinis foi incluida pelas autoridades
estadunidenses na lista de espécies em risco de extingdo; sendo esta a primeira vez que uma

espécie de abelha é objeto de tal medida no territério de proporgdes continentais dos Estados
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Unidos. Segundo a Associagdo Brasileira de Estudos das Abelhas (2017), a populacdo destas
abelhas diminuiu cerca de 88% desde o ano de 2000, coincidindo com a perda ou degradacao
de 87% de seu habitat, associada aos efeitos nocivos de pesticidas e patégenos. No Brasil, por
sua vez, 0 caso da espécie B. bellicosus é o mais notavel, onde o desaparecimento de populacdes
destas abelhas nos estados do Parana e Santa Catarina esta relacionado ao aumento de &reas
industrializadas e de zonas de agricultura intensiva (MARTINS; MELO, 2010).

Os fatores para a diminuicdo e/ou desaparecimento de espécies do género Bombus sao
diversos; porém, pode-se citar que o aquecimento global, alteracdo dos ecossistemas e aumento
de parasitas oportunistas, aumento das regifes de agricultura intensiva e maior uso de
agrotoxicos, industrializacdo e, consequente, aumento da liberacdo de residuos toxicos
industriais que contaminam o ambiente sdo 0s responsaveis para a ocorréncia deste evento
(EVANS et al., 2008; SANTOS et al., 2008; DE JONG, 2009; PLISCHUK et al., 2009,
MARTINS; MELO, 2010; CAMERON et al., 2011, HUNG et al., 2018).

3.1.1 Sistema Hepatonefrocitico

Descrito por Abdalla e Domingues (2015), o sistema hepatonefrocitico € formado pela
associacao de uma camada externa constituida pelo corpo gorduroso a uma camada interna de
células pericardicas, a qual recobre todo o vaso dorsal e é mais desenvolvida na regido do sinus
pericadium, ou coracdo. Além desses tecidos, os hemdcitos, células do sistema imunitéario,
também o compde. Todos esses tecidos e células desempenham papéis no metabolismo
intermediario, na filtragem e desintoxicag¢do da hemolinfa, assim como na defesa imunitaria,
portanto, os autores o designaram como sistema hepatonefrocitico (SHN), em alusdo as funcoes
analogas desempenhadas pelo figado e rins dos vertebrados. Como as abelhas ndo possuem
nefrocitos, este sistema complementaria a atividade dos tubulos de Malpighi (Figura 2)
(ABDALLA; DOMINGUES, 2015).
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FIGURA 2 - Representacdo esquematica do Sistema hepato-nefrocitico

Cabega : Térax Abdémen

’
,/Regido Miogénica
OU COragdo

Fonte: Adaptado de Abdalla e Domingues, 2015.

O vaso dorsal € um 6rgao tubular que se estende dorsalmente por toda a regido toracica
até a regido abdominal do corpo do inseto (Figura 3), sendo dividido em duas por¢es: a aorta,
presente na regido do torax e caracterizada por ser um tubo de parede fina e ndo pulsétil, e o
coragdo, localizado numa regido denominada sinus pericardium e que possui células
musculares estriadas com funcdo contrétil, caracteristica importante para a conducdo da
hemolinfa do abdémen, ao torax e cabeca, garantindo o transporte de hormonios e nutrientes
para os tecidos (POIANI; CRUZ-LANDIM, 2007; CRUZ-LANDIM, 2009; CHAPMAN, 2013;
TRIPLEHORN; JOHNSON, 2013).
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FIGURA 3 - Vaso dorsal. Legenda: vd — vaso dorsal.

Fonte: Laboratorio de Biologia Estrutural e Funcional, 2017.

Ja o corpo gorduroso, € um 6rgdo que preenche toda a cavidade do corpo dos insetos,
sendo distribuido em uma camada abaixo do tegumento (parietal) e outra camada ao redor dos
orgéos internos, ou visceral (CRUZ-LANDIM, 2009). Nas abelhas, dois tipos celulares
principais constituem esse 6rgdo, os trofocitos e os endcitos. A principal funcao exercida pelos
trofdcitos consiste no fornecimento de energia necessaria para as atividades metabdlicas, como
a sintese proteica da hemolinfa. Ja os endcitos séo responsaveis pela regulacdo da composigédo
da hemolinfa, atuando diretamente na eliminacdo de produtos toxicos ao organismo,
desempenhando papel fundamental em processos de desintoxicacdo (KUTERBACH et al.,
1982; STEELE, 1985; FAN et al., 2003; GUTIERREZ et al., 2007; CRUZ-LANDIM, 2009).

As células pericéardicas, por sua vez, sdo encontradas ao longo de toda a extensdo do

vaso dorsal e estdo organizadas em cordes com agrupamentos de até seis células enfileiradas.
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Além disso, também sdo encontradas ao redor do es6fago, onde sdo chamadas de “Garland
cells” (HOCHAPFEL et al., 2018). Morfologicamente, caracterizam-se pela presenga de um ou
mais nucleos, vacuolos e granulos citoplasmaticos (CRUZ-LANDIM, 2009). Elas
desempenham funcdo filtradora e excretora, pois sdo capazes de pinocitar e metabolizar
substancias toxicas presentes na hemolinfa produzindo, assim, metabdlitos de menor toxicidade
que sdo liberados para serem excretados pelos tibulos de Malpighi ou permanecem nestas
células por toda vida da abelha (MILLS; KING, 1965; CROSLLEY, 1972; POIANI; CRUZ-
LANDIM, 2006; DAS et al., 2008; CRUZ-LANDIM, 2009; HOCHAPFEL et al., 2018).

A hemolinfa ¢ um liquido constituido de substancias inorganicas e de células
denominadas hemdcitos, que se distribui por todo o corpo do inseto (CRUZ-LANDIM, 2009).
Os hemacitos desempenham diversas fungdes importantes para as abelhas, tais como, defesa
imunitaria, transporte de nutrientes, coagulacao da hemolinfa, secrecdo de enzimas hidroliticas,
entre outros (JONES, 1979; LAVINE; STRAND, 2002). No entanto, apesar do aumento de
estudos sobre 0s hemacitos nas Ultimas décadas, a hematologia dos insetos ndo esté totalmente
definida, pois ha divergéncias na literatura tanto em relacdo a sua classificacdo em diferentes
tipos quanto em relacdo a sua origem, tendo em vista que ha controvérsias se estas células
possuem origem mesodérmica ou se originam-se de divisGes de células pluripotentes de 6rgdos
hematopoieticos (JONES, 1962; GUPTA, 1969; STAURENGO-CUNHA; CRUZ-LANDIM,
1971; STAURENGO-CUNHA; CUNHA; CRUZ-LANDIM, 1976; CRUZ-LANDIM, 2009).

A combinacdo desses tecidos forma um sistema integrado, tendo em vista que a
hemolinfa segue um caminho sequencial até chegar ao vaso dorsal. Inicialmente, a hemolinfa
passa pelo corpo gorduroso e, posteriormente, pelas células pericardicas, tecidos importantes
na regulacdo de sua composicao para, somente assim, ser internalizada no vaso dorsal através
dos ostiolos localizados ao longo de sua parede (ABDALLA; DOMINGUES, 2015). A
hemolinfa é também distribuida no interior do corpo da abelha pela simples agitacdo mecéanica
de seu corpo (CRUZ-LANDIM, 2009).

Neste sentido, 0 SHN é um potencial biomarcador para estudos de toxicidade, pois
devido as caracteristicas dos tecidos que o constituem, atua diretamente no metabolismo
secundario, na producdo de vitelogenina, que além de ser um antioxidante, é o principal
componente proteico dos dvulos, atua também em processos de desintoxicacdo possuindo
grande capacidade de responder a produtos toxicos sendo, portanto, extremamente relevante
em estudos ecotoxicologicos e de monitoramento ambiental (ABDALLA; DOMINGUES,
2015).
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3.1.2 Tdbulos de Malpighi

O sistema excretor dos insetos é constituido por estruturas longas e finas que se
encontram livres na cavidade do corpo, denominadas tubulos de Malpighi (TM) (Figura 4).
Esse 6rgdo é originado pela evaginacdo da extremidade anterior do intestino posterior e possui
trés regides estruturalmente distintas: a regido proximal, ligada ao tubo digestério na transigdo
do intestino posterior e médio; a regido intermediaria e a regido distal, que € livre e termina em
um fundo cego na cavidade do corpo (CHAPMAN, 1998). Essas regifes sdo compostas por
tipos celulares diferentes que desempenham func¢es distintas na filtragdo da hemolinfa (CRUZ-
LANDIM, 1988; CRUZ-LANDIM, 2009).

FIGURA 4 - Representacdo esquematica dos tabulos de Malpighi em abelhas.

Tiibulos de Malpighi

Intestino
Reto

Estomago

Fonte: Adaptado de Biology — LibreTexts, 2005

Apenas uma unica camada de células (epitélio simples) forma a parede dos TM.
Enquanto a regido apical das células caracteriza-se pela presenca de numerosas
microvilosidades justapostas e organizadas, responsaveis por aumentarem a superficie de
transporte de agua e ions entre o citoplasma e o limen do tubulo, a regido basal possui inimeras
invaginacgdes que sdo responsaveis por aumentar a area de superficie da membrana plasmaética,
promovendo, assim, maior eficiéncia no transporte de agua e ions presentes na hemolinfa para
o interior das células (BRADLEY, 1985; MARTOJA; BALLAN-DUFRANCAIS, 1985).

A morfologia das células estéa diretamente relacionada as fungdes que esse 6rgao exerce.

Os TM atuam por meio de transporte ativo, na remoc¢éo de substancias toxicas ou prejudiciais
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presentes na hemolinfa, como metabdlitos toxicos e compostos nitrogenados, além de atuarem
também na retencdo e reabsorcao de substancias que sdo essenciais ao organismo, auxiliando
na homeostase da hemolinfa (WIGGLESWORTH, 1965; HAZELTON et al., 2001; NOCELLI
et al., 2016). Nesse sentido, sua principal funcdo consiste na excre¢do de compostos que nao
foram metabolizados ou se encontram em excesso na hemolinfa, como produtos nitrogenados,
e na reabsorcdo de elementos Uteis ao metabolismo celular sendo, portanto, fundamental no
processo de osmorregulacdo dos insetos (BERRIDGE; OSCHMANN, 1969; EICHELBERG;
WESSING, 1975).

A quantidade de TM pode variar em cada organismo, sendo que, na ordem Diptera é
relatado a presenca de 4 tabulos; na ordem Lepdoptera a presenca de 6, em Odonata este nimero
pode variar de 50 a 60 tabulos e em Orthoptera de 2 a 200. Em Hymenoptera, por sua vez, este
numero varia de 12 a 150, sendo que individuos da espécie B. atratus apresentam 80 tdbulos
(GREEN, 1979; CRUZ-LANDIM, 2009).

Sendo assim, por estarem presentes em todas as espécies de insetos, 0s TM representam
um dos 6rgaos-chave para estudos ecotoxicologicos destes animais, tornando-se altamente Uteis
como um potencial biomarcador de exposicdo a compostos toxicos e poluicdo ambiental
(BREITHOLTZ et al., 2008).

3.2 METAIS-TRACO: MERCURIO

Também conhecidos como metais pesados, 0 grupo dos metais-traco abrange 0s
elementos metalicos, semi-metalicos e ndo metélicos que possuem nimero atbmico maior que
20 e densidade superior a 5 mg.cm™ (MALAVOLTA, 2006; MARTINS et al., 2011). Esses
elementos sédo denominados “elementos potencialmente toxicos”, uma vez que geralmente séo
encontrados no ambiente em baixas concentracGes e possuem propriedades prejudiciais aos
seres vivos, podendo constituir uma fonte potencial de poluicdo ambiental (SANTANA, 2010).

Nessa perspectiva, o termo “metal-traco” remete a elementos toxicos e poluidores,
englobando, por exemplo, o chumbo (Pb), o arsénio (As) e o mercurio (Hg), considerados pela
Agéncia para o Registro de Substancias Toxicas e Doencas (ATSDR, do inglés, Agency for
Toxic Substances and Disease Registry) como as trés substancias que possuem maior potencial
toxico e que, consequentemente, exigem uma prioridade no controle e monitoramento destes
elementos (GUILHERME, 1999; ATSDR, 2005; MARTINS et al., 2011). Entretanto, enquanto

alguns compostos classificados como “metais-trago” ndo sdo essenciais aos seres Vvivos, outros
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de mesma classificacdo, tais como o zinco (Zn), cobre (Cu) e o manganés (Mn) séo
biologicamente essenciais quando absorvidos em concentragdes adequadas, mas que podem se
tornar toxicos se estas concentracGes ultrapassarem o nivel de tolerancia do organismo
(MARTINS et al., 2011). No entanto, para o estabelecimento da real toxicidade da substancia,
outros parametros devem ser considerados, como 0s tipos de organismos expostos, as vias de
exposicédo e a capacidade de assimilacdo de metais (PEIINENBURG; JAGER, 2003).

O Hg, como ja mencionado, & um metal-traco ndo essencial aos seres vivos e altamente
toxico, sendo reconhecido pela comunidade cientifica como um poluente global (D’ITRI,
1991). Possui, entre outras propriedades, alta volatilidade em temperaturas elevadas, o que Ihe
permite percorrer longas distancias até ser condensado em locais de baixa temperatura e, como
possui capacidade de biomagnificacdo, representa um perigo a integridade dos ecossistemas
devido ao risco de contaminacdo, tendo em vista que este metal ndo apresenta uma fonte de
degradacdo natural capaz de elimina-lo e sua concentracdo aumenta a medida que percorre a
cadeia alimentar, acumulando-se no nivel tréfico mais elevado e podendo permanecer no
ambiente por um longo periodo de tempo (AZEVEDO, 2003; LAMBORG et al., 2002;
TEIXEIRA et al., 2009).

Este metal assume diversas formas quimicas que podem ser divididas nas seguintes
categorias: mercurio elementar de vapor ou liquido (Hg®), mercurio inorganico, principalmente
na forma de sais mercuricos (HgClz, HgS - ou cianabrio) e mercurosos (Hg2Cl2) e mercurio
organico, ligado a radicais de carbono, como o metilmercurio (metil-Hg) e o etilmercdrio
(BERNHOFT, 2011).

Com excec¢do do Hg°®, as outras formas do Hg sdo altamente catibnicas, sendo capazes
de interagir com cadeias de carbono e atomos de enxofre, &tomos abundantes e importantes
para a estrutura e a fungdo das biomoléculas. O metil-Hg é considerado 0 composto mais toxico
guando comparado ao mercdrio inorganico, pois é a forma que mais contribui para a
bioacumulacdo do Hg e morte de animais, podendo ser produzido tanto de forma abiogénica
quanto por processos de metilacdo realizada por bactérias presentes na agua e nos solos
(BISINOTI; JARDIM, 2004; SOUZA; SANTANA, 2013).

Ja os sais de Hg, principalmente os cloretos, também sdo altamente prejudiciais, pois
sdo lipossoluveis, caracteristica que lhes permite atravessar as membranas celulares dos
organismos expostos, ligando-se as macromoléculas bioldgicas, alterando, inativando ou
destruindo os sistemas enzimaticos e interferindo na funcionalidade e integridade dos acidos
nucleicos, comprometendo severamente as funcbes celulares, pois aléem de provocarem

distdrbios metabolicos gerais, sdo capazes de causar mutagénese, cito- e genotoxicidade, tendo
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em vista que mutagénese pode ser definida como a inducdo de alteragbes permanentes e
transmissiveis no nimero ou na estrutura do DNA, genotoxicidade refere-se a capacidade de
compostos quimicos induzirem alteracdes no material genético de organismos a eles expostos
e citotoxicidade diz respeito a capacidade de uma substancia induzir a morte da célula.
(GOODMAN; GILMAR, 1995; GUILLOUSO, 1998; LIMON-PACHECO; GONSEBATT,
2009; DURUIBE et al., 2007; RUTTKAY-NEDECKY et al., 2013).

As proteinas chamadas metalotioneinas (MTs) sdo macromoléculas responsaveis tanto
pela regulacdo de metais essenciais quanto pelo processo de desintoxicacdo de metais toxicos
(INACIO, 2006). As MTs possuem o Zn?** (metal essencial) como co-fator, porém este
elemento pode ser facilmente substituido por outros ions metalicos ndo essenciais como o Hg,
Cd*, Ag* e Cu*, sendo 0 Hg o metal de maior afinidade para ligacdo com estas proteinas. Assim,
guando o mercurio inorganico liga-se as MTs pode provocar a inativacdo parcial ou total de
suas funcdes (VIEIRA, 2017).

Nesse sentido, a exposicdo ao Hg é uma ameaca significativa a todos os seres vivos e
aos ecossistemas do mundo todo, pois todas as formas em que é encontrado podem produzir
toxicidade sisttmica (WHO, 1989; GRAEME; POLLACK, 1998), tendo em vista que é capaz
de diminuir a capacidade neuroldgica e neurocomportamental (MERGLER et al., 2007;
BRIDGES et al., 2016; LANDLER et al., 2017); capaz de causar imunotoxicidade (LEWIS et
al., 2013; ZHANG et al., 2016; CROWE et al., 2017) e nefrotoxicidade (TCHOUNWOU et
al., 2003), além de alterar o sistema endécrino (MEYER et al., 2014) e a reproducdo dos
organismos expostos (KLAPER et al., 2006; HOPKINS et al., 2013). Por ser bioacumulativo,
pode contaminar todas as espécies vegetais, inclusive o pélen, o néctar e as sementes, como
também pode afetar sua germinacdo e crescimento (ZHOU et al., 2007; MMA, 2013),
colocando em risco a biodiversidade tanto da fauna, quanto da flora de diversos ecossistemas,
0 que tem causado, gradualmente, grande preocupagdo na comunidade cientifica (D’ITRI,
1991; AREFIEVA; KAMAEVA; KRASILSHCHIKOVA, 2015).

Nos insetos, por sua vez, esse metal pode alterar a taxa de crescimento, o sistema
imunitario e de desintoxicagdo e aumentar sua taxa de mortalidade, sendo considerado um
importante fator de genotoxicidade relevante em estudos ecotoxicoldgicos (ZHOU et al, 2007;
VANOOIK et al., 2008; DUBOVSKIY et al., 2011). Os niveis de Hg nos produtos apiculas
(mel, cera, polen e propolis) tém preocupado os pesquisadores ndo sé por serem deletérios aos
seres humanos, mas também as abelhas (TOPORCAK et al., 1992; FREITAS et al., 2009;
BATELKOVA et al., 2012; PABLO et al., 2012; MAGGID et al., 2014).



28

Apesar dessa problematica, fontes antropogénicas de Hg sdo numerosas e difundidas
por todo o planeta (TOTH et al., 2016). Dentre elas, a que representa a maior emissao de
mercurio é a combustdo do carvao e de outros combustiveis fosseis (AREFIEVA; KAMAEVA,;
KRASILSHCHIKOVA, 2015). O Hg ja foi amplamente utilizado em amalgamas dentérias,
farmacos e instrumentos de medicdo e calibracdo, entretanto, atualmente é mais utilizado em
atividades industriais como catalisador na producdo de soda caustica, em baterias e lampadas
domésticas, bardbmetros, pesticidas, pintura, producéo de seda artificial, entre outros (CCOHS,
2000; TOTH et al., 2016). Os processos de mineracdo do ouro também contribuem
significativamente para a emissdo de Hg no ambiente. No Brasil, essa atividade representa a
maior fonte antropogénica dessa substancia, pois apés a remocdo da fracdo pesada de
sedimentos dos rios, solos ou rochas, 0 Hg é usado para promover a separacdo de particulas
finas de ouro por meio de amalgama (LACERDA; PFEIFFER, 1992; SALOMONS, 1995;
LACERDA et al., 2007; TINOCO et al., 2010).

Durante o processo de mineracdo, 0 Hg pode escapar para a atmosfera em forma de
vapor, podendo ser depositado nos solos e ecossistemas aquéaticos ou ser reabsorvido pelo corpo
humano através da respiracdo em uma proporcdo de 75~80%, ocasionando envenenamento
crénico por Hg se este vapor for inalado por um longo periodo de tempo (SALOMONS, 1995;
CASTILHOS, 2015). Na regido da Amazonia, a biodiversidade encontra-se em risco pela
contaminagcdo com Hg, pois um estudo recente realizado pelo Fundo Mundial para a Vida
Selvagem e Natureza (do inglés, World Wide Fund for Nature Brazil - WWF Brasil) em parceria
com o Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBIo) indica que diversas
espécies de peixes estdo altamente contaminadas devido ao uso indiscriminado de Hg na
mineracdo do ouro (WWF, 2017). Costa Junior et al. (2018), demonstraram ainda que as
comunidades ribeirinhas da regido Amazonica também estdo sofrendo contaminacdo por esta
substancia, principalmente pelo consumo de pescado com concentracao elevada de Hg.

Crimes ambientais também s&o responsaveis por elevarem os niveis de Hg no ambiente.
No ano de 2015, a barragem de rejeitos da empresa Samarco Mineracdo S.A, localizada na
cidade de Mariana, Minas Gerais, Brasil, rompeu-se liberando aproximadamente 45 milhdes de
m? de rejeitos e destruindo a Bacia do Rio Doce, e a analise de sedimentos revelou altos niveis
de Hg e outros metais no ecossistema local, sendo que a concentracdo de Hg ultrapassou 0s
limites estabelecidos pelas diretrizes de qualidade da agua do pais (HATJE etal., 2017; FARIA,
2018). Em 2019, uma barragem de rejeitos também rompeu na cidade de Brumadinho, Minas
Gerais, Brasil, contaminando aproximadamente 120 quildmetros do rio Paraopeba com metais

pesados e, consequentemente, impactando as cidades ribeirinhas da regido. De acordo com o
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Instituto de Gerenciamento de Agua de Minas Gerais (2019), os niveis de Hg que nunca haviam
sido detectados anteriormente na Bacia do Rio Paraopeba, comegaram a se acumular em valores
altos logo apds a ruptura da barragem.

Entretanto, vale ressaltar que, apesar das fontes antropogénicas de Hg serem
significativas, ha a existéncia de fontes naturais de emissdo deste elemento como, por exemplo,
em regides de atividades tectdnica e vulcanismo, com maior abundancia em rochas magmaticas
intrusivas (LAMBORG et al., 2002).

Pelo exposto, a contaminacdo por Hg tornou-se, ha décadas, motivo de preocupacao
devido aos seus diversos prejuizos para a saude humana e toda a biota (CASTILHOS, 2015).
Nesse sentido, a fim de estabelecer um limite seguro para exposicdo ao Hg, a legislacéo
brasileira determinou, por meio do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), a
concentragdo maxima de 0,2 pg L  de Hg permitida para aguas salobras da Classe V11 e aguas
doces da Classe Il (Resolugdo CONAMA n° 357, de 17 de marco de 2005). Sendo assim, é
neste contexto que o objetivo do presente trabalho se insere, visando constatar se esta
concentracdo pode ser, de fato, considerada segura para a ecotoxicologia terrestre, tendo como

modelo as abelhas.
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4 CAPITULO 1: ENSAIO COMETA EM INSETOS: APLICACOES E PERSPECTIVAS

Artigo submetido para a publicagdo na Revista Eletrénica Cientifica da UERGS.
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Resumo

O ensaio cometa ¢ uma metodologia rapida e relativamente simples que tem sido cada vez mais
utilizada para determinar danos ocorridos no DNA de diversos organismos. Dentre estes
animais, os insetos tém se tornado alvos de inimeros estudos de genotoxicidade em
ecotoxicologia, pois séo considerados eficientes bioindicadores do estresse ambiental. Nesta
perspectiva, 0 objetivo desta pesquisa foi realizar uma revisdo bibliografica a partir de um
levantamento de trabalhos que aplicaram 0 ensaio cometa em insetos para estudos de
genotoxicidade. Para isso, os bancos de dados PubMed e SCOPUS foram utilizados utilizando
palavras-chave como “comet assay” e “comet assay e insects”, delimitado no periodo de 2002
a 2018. Apos a selecdo dos artigos, notou-se que a aplicacdo do ensaio cometa cresceu
gradualmente no periodo analisado, de forma que os trabalhos com insetos se concentram
principalmente na espécie Drosophila melanogaster, um organismo modelo amplamente
empregado em estudos genéticos, mas outras espécies de diferentes ordens também ja foram
utilizadas. Além disso, observou-se que a abordagem principal com esses animais segue uma
tendéncia predominante em biomonitoramento ambiental, analisando o potencial genotéxico de
diferentes compostos, a fim de entender os efeitos em nivel molecular causados nestes animais,
para evidenciar o risco destes seres expostos a estas substancias. Contudo, apesar da ascensao
de trabalhos nessa &rea, ainda é necessario ampliar sua aplicacdo para uma maior
biodiversidade, contemplando também organismos nativos para compreender melhor sua
ecologia, realizar um biomonitoramento ambiental mais efetivo e a adotar estratégias de

conservacao destes animais no futuro.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Genotoxicidade. Bioindicador.
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Abstract

The comet assay is a rapid and relatively simple methodology that has been increasingly used
to determine DNA damage from various organisms. Among these animals, insects have become
the targets of numerous genotoxicity studies in ecotoxicology, because they are considered
efficient bioindicators of environmental stress. In this perspective, the objective of this research
was to perform a bibliographical review based on a survey of works that applied the Comet
Assay in insects for genotoxicity studies. For this, the PubMed and SCOPUS databases were
exploited using keywords such as "comet assay" and "comet assay and insects" delimited in the
period from 2002 to 2018. After the selection of the articles, it was noticed that the application
of the comet assay increased gradually during the analyzed period, so that insect work is
concentrated mainly on the species Drosophila melanogaster but other several species of
different orders have also been used. In addition, it was possible to observe that the main
approach with these animals is predominant in environmental biomonitoring, analyzing the
genotoxic potential of different compounds in order to understand the effects at the molecular
level caused in these animals, to show the risk of these beings exposed to these substances.
However, despite the emergence of works using the comet assay on insects, it is still necessary
to extend its application to a greater biodiversity, also contemplating native organisms to better
understand its ecology, to perform a more effective environmental biomonitoring and to adopt

conservation strategies of these animals in the future.

Keywords: Ecotoxicology. Genotoxicity. Bioindicator.
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4.1 INTRODUCAO

A ecotoxicologia foi originalmente definida como o ramo da toxicologia que estuda 0s
efeitos toxicos das substancias naturais e artificiais sobre os organismos vivos (TRUHAUT,
1977; BUTLER, 1978). Ecotoxicologia, também designada como Toxicologia Ambiental ou
Ecologia do Estresse, é 0 ramo da biologia que estuda e avalia o impacto de agentes toxicos ou
de alteracGes ambientais, naturais ou antrépicas, sobre 0s organismos vivos por meio de ensaios
toxicoldgicos padronizados em condi¢cbes controladas, com o intuito de entender e prever o
efeito destas substancias ou mudangas ambientais nos seres vivos de determinados ecossistemas
e nichos tréficos (TRUHAUT, 1977; JUNIOR; CARVALHO, 2017; MAIA et al., 2018).

Dentre os testes toxicoldgicos, o ensaio cometa é uma metodologia utilizada para a
avaliacdo de danos no DNA, permitindo a investigacdo do potencial genotoxico de compostos
quimicos em diferentes organismos. Devido a esta abordagem, este ensaio foi adotado como
ferramenta padrdo em estudos de biomonitoramento, de forma que sua aplicagdo vem
aumentando consideravelmente em um vasto numero de modelos experimentais
(AUGUSTYNIAK; GLADYSZ; DZIEWIECKA, 2016; LAPUENTE et al., 2015).

Os invertebrados sdo organismos interessantes para estudos ecotoxicolégicos devido a
sua importancia nos ecossistemas. Os insetos, em particular, representam o maior grupo de
invertebrados, podendo ser amplamente utilizados em estudos de toxicologia genética e
avaliacdes de risco ambiental, pela aplicacdo do ensaio cometa como metodologia, uma vez
que esta técnica tem sido cada vez mais utilizada, mostrando-se promissora para testes de
genotoxicidade em estudos de biomonitoramento ambiental (M@LLER, 2005;
AUGUSTYNIAK; GLADYSZ; DZIEWIECKA, 2016).

Os insetos sdo considerados 6timos bioindicadores, tendo em vista que um dado
bioindicador é considerado eficiente quando a populagéo, apesar de afetada, ndo é totalmente
eliminada pelas alteragdes ambientais, mas apresentam respostas frente a elas por meio de
reacOes comportamentais ou metabdlicas mensuraveis, que indicam e refletem as alteracdes no
ambiente onde elas vivem (WASHINGTON, 1984; BARTELL, 2006; BURGER, 2006;
SKALDINA; SORVARI, 2017).

As abelhas séo insetos de grande relevancia para esses estudos, uma vez que
desempenham um papel extremamente importante tanto econdmica quanto ecologicamente; séo
considerados 6timos polinizadores de sistemas agricolas, atuando também na conservagdo e
manutencdo da diversidade das florestas nativas, devido a sua capacidade de percorrer longas
distancias (MCGREGOR, 1976; BUDGE, et al., 2015; SCHONFELDER; BOGNER, 2017).
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Entretanto, as populagdes deste organismo encontram-se em declinio devido a inimeros fatores,
mas principalmente pelo aumento no uso de agrotdxicos e produtos toxicos liberados por
industrias no ambiente (DE JONG, 2009; CAMERON et al., 2011). Contudo, os estudos
genotoxicoldgicos com abelhas se concentram principalmente na espécie africanizada Apis
mellifera (THOMPSON, 2001), enquanto h& poucos estudos registrados na literatura
envolvendo as abelhas neotropicais e nativas que ocorrem no Brasil, como a espécie Bombus
atratus. Nessa perspectiva, a finalidade deste trabalho foi realizar uma revisao bibliografica
sobre a aplicacdo do ensaio cometa em insetos, bem como uma analise comparativa de trabalhos

utilizando essas duas espécies de abelhas em estudos ecotoxicoldgicos.

4.2 MATERIAIS E METODOS

O trabalho teve caréater exploratério, de forma que o levantamento bibliografico foi
realizado nos bancos de dados PubMed e SCOPUS, utilizando palavras-chave para a busca, tais
como: “comet assay”; “comet assay e insects”; “comet assay e honey bees”; “comet assay e
Apis mellifera” e “‘comet assay e Bombus”. Foram selecionados os artigos cientificos pioneiros
que descreveram e otimizaram 0 ensaio cometa para possibilitar a compreenséo da realizacao e
aprimoramento das aplicacdes da técnica; além disso, também foi realizada a revisdo da
literatura no periodo que compreende os anos de 2002 a 2018 sobre esta metodologia aplicada
em insetos. Apds a selecdo dos artigos, realizou-se uma analise quantitativa e qualitativa dos
trabalhos, uma vez que houve a construcdo de graficos para analise numérica de publicacdes,

bem como a discusséo das principais abordagens de cada trabalho selecionado.

4. 3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Ensaio Cometa

O ensaio cometa, ou eletroforese em gel de célula unica (SCGE, do inglés, Single Cell
Gel Eletrophoresis), foi descrito originalmente pelos pesquisadores suecos Ostling e Johanson
(1984) como uma metodologia sensivel que avalia e quantifica danos no DNA de células
individuais, a partir da eletroforese do DNA em micro-gel. Trata-se de uma técnica precisa para

quantificar e identificar danos ao material genético, necessitando apenas de uma quantidade
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pequena de células, possibilitando o estudo com diversos organismos, além de possuir custo
relativamente baixo (BETTI et al., 1994; BELPAEME; COOREMAN; KIRSCH-VOLDERS,
1998; COLLINS, 2014).

Em 1988, Singh e colaboradores modificaram o protocolo descrito anteriormente,
atribuindo a técnica maior sensibilidade para a detec¢do de danos no DNA por meio do uso de
solucdo alcalina, uma vez que este pH otimiza a desnaturagdo e migracdo de moléculas de DNA
de fitas simples (SINGH et al., 1988). Essa metodologia descrita por Singh et al. (1988) é
considerada a publicacéo original do ensaio cometa (Tabela 1); contudo, desde sua publicacéo,

novas variacOes e aplicagdes da técnica surgiram no decorrer dos anos (Quadro 1).

TABELA 1 — Parametros descritos no protocolo original do ensaio cometa.

Parametros Protocolo original (Singh et al., 1988)

Tratamento com solucgéo de lise 60 minutos

Incubagéo das Iaminas na solugéo de

20 minutos
eletroforese
Parametros da cuba de eletroforese 300 mAe 25V
Tempo de corrida eletroforética 20 minutos

Fonte: Elaborado pela autora.



QUADRO 1 - Destaques das realizagdes do ensaio cometa e novas aplicagoes
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ANO

EVENTOS

1978

1984

1988

1989

1991

1996

1997

2000

2001

2005

2007

2018

Rydberg e Johanson introduziram um método para detec¢do de quebras de
fita de DNA em células individuais embebidas em agarose sob condicgdes
alcalinas (pH 12). A quantidade de DNA simples em relagdo a fita dupla foi
medida por coloracdo com Acridine Orange (AO) que emite frequéncia de
fluorescéncia verde e vermelha, respectivamente.

Ostling e Johanson descreveram uma versio modificada de células embebidas
em gel com eletroforese em pH 9,5. Nesse ensaio de microeletroforese, o
DNA fragmentado migrou em dire¢do ao anodo, enquanto o DNA com pouca
fragmentag&o permaneceu circular.

Singh et al. introduziram a eletroforese com pH 13. E considerada a
publicacdo original do ensaio cometa.

Olive descreveu uma versao distinta do ensaio cometa, utilizando eletroforese
em condic¢Oes neutras. A partir desde momento, as imagens obtidas eram
referidas como “cometas”.

Gedik et al. descreveram uma nova versdo do ensaio cometa, utilizando
enzima para a detecgdo de danos. Estas enzimas digerem os nucleotideos,
ampliando as faixas de danos do DNA e consequentemente, possibilitando
maior migragao de fragmentos.

Pfuler et al. detectaram crosslinks DNA-DNA pelo ensaio cometa.

Santos et al. utilizaram hibridizacdo de fluorescéncia in situ para marcacao de
regides com quebras de genes especificos.

Diretrizes internacionais foram publicadas para a aplicagdo do ensaio cometa
em Toéxicologia Genética e em Biomonitoramento.

Collins et al. mediram a atividade de reparo do DNA em extratos celulares.

O numero de publica¢bes sobre o ensaio cometa é alto. (2.390 publicactes
utilizando “comet assay” como termo de pesquisa no banco de dados Medline

em outubro de 2005).

Burlison et al. (2007) revisaram o protocolo original a fim de otimizar a
producdo de protocolos padronizados com maxima aceitacdo pelas agéncias
reguladoras internacionais, exigindo mais de uma concentragdo e mais de um
tecido, além do fracionamento subcelular do nucleo das células.

O numero de publicagdes sobre 0 ensaio cometa aumentou consideravelmente
nos ultimos anos. (11.101 publicagdes utilizando “comet assay” como termo
de pesquisa no banco de dados Medline ao final de 2018).

Fonte: Adaptado de Magller, 2005.
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O principio da técnica (Figura 1) consiste na incorporacéo de amostras celulares em gel
de agarose, seguido de tratamento com solucéo de lise a fim de remover membranas plasmaticas
e proteinas, mantendo apenas o nucleoide (cromatina nuclear sem o envoltério nuclear)
incorporado ao gel. Com isso, as amostras de material genético sao submetidas a um tratamento
alcalino e a eletroforese, a qual possibilita a migracdo dos fragmentos de DNA, resultando em
imagens nomeadas de “cometa” (Figura 2), uma vez que o material genético com pouca
fragmentacdo permanece com sua cromatina condensada, enquanto o DNA fragmentado migra
em direcdo ao anodo formando uma cauda que varia de tamanho conforme a extensdo do dano
ocorrido (FAIRBAIRN; OLIVE; O’NEILL, 1995; M@LLER, 2005).

FIGURA 1 - Principio do ensaio cometa, evidenciando as principais etapas da técnica.

. e e / [As céhlas sdo incorporadas em gel de agarose |

Tratamento com solugédo de lise — Eletroforese

Cabeca Cauda
Cometa ‘"")‘ k« € o T - /

Fonte: Adaptado de Gunasekarana, Rad e Chand, 2015.
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FIGURA 2 - Diagrama de um cometa tipico, evidenciando a distribuicdo do DNA na cabeca

(menos fragmentado) e na cauda (mais fragmentado).

........

Cabega Cauda

Cometa

Fonte: Adaptado de Lee; Steinert, 2003.

Conforme descrito por Collins (2004), de acordo com o tamanho da cauda formada é
possivel classificar visualmente os cometas em cinco categorias (Figura 3). A classe 0,
corresponde a um cometa sem cauda (representa 0 DNA integro), enquanto as classes de 1 a 3
correspondem aos cometas com intensidades de cauda crescente e a classe 4 que contempla os
cometas em que quase todo o DNA estd presente na cauda (GUNASEKARANA; RAJ;
CHAND, 2015).
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FIGURA 3 - Representacao das classes 0 a 4 na classificagdo visual de cometas.

Fonte: Collins (2004, p. 255).

Devido a simplicidade e facilidade do ensaio cometa, a necessidade de uma pequena
guantidade de amostra para realiza-lo, a possibilidade de utilizar diferentes tipos celulares e a
sua alta precisdo na avaliacdo de danos no DNA, esta metodologia pode ser aplicada em
diversos estudos, principalmente em ensaios clinicos e de biomonitoramento genotoxicoldgico
(AFANASIEVA,; SIVOLOB, 2018). Contudo, devido a alta sensibilidade da técnica, a
manipulacdo das amostras deve ser realizada cuidadosamente, a fim de ndo promover danos ao
DNA durante o preparo das laminas. Além dessa cautela especial, outra limitacdo encontrada
na técnica ¢ a variedade das propriedades bioldgicas dos diferentes tipos de amostras celulares
gue demandam ajustes especificos no protocolo (SZETO et al., 2005; ROJAS et al., 2014;
AFANASIEVA,; SIVOLOB, 2018). Para isso, a padronizagdo do protocolo para cada tipo de
tecido e espécie do qual o tecido foi extraido deve ser realizada, alterando-se parametros como
a concentracao e tempo de exposicao na solucédo de lise e o tempo de corrida eletroforética, por
exemplo (ENCISO et al., 2018).

O ensaio cometa foi aplicado originalmente em mamiferos (OSTLING; JOHANSON,
1984) porém, devido a sua versatilidade, esta metodologia foi adotada como ferramenta padréo
de biomonitoramento, sendo utilizada na Ecotoxicologia para avaliagdo de genotoxicidade, de
forma que sua aplicacdo vem aumentando consideravelmente em um vasto numero de modelos

experimentais tanto aquaticos quanto terrestres (LAPUENTE et al., 2015), tais como peixes
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(PANDRANGI et al., 1995), anfibios (RALPH et al., 1996), moluscos (THOMAS et al., 2007;
ANGELETTI et al., 2013), minhocas (VERSCHAEVE; GILLES, 1995), insetos (BILBAO et
al., 2002) e plantas (NAVARRETE et al., 1997).

Provavelmente devido a ampliacédo de suas aplica¢Ges, 0 nimero de publicacdes sobre
0 ensaio cometa também aumentou consideravelmente com o passar do tempo. Segundo Singh
(2016), utilizando-se o banco de dados PubMed, foi possivel constatar que, desde o ano da
descricdo do ensaio em 1988 (SINGH et al., 1988) até o fim do ano de 2015, os periddicos
indexados neste banco de dados somavam mais de nove mil documentos, utilizando os termos

de pesquisa “comet assay”, “microgel electrophoresis” ou “single cell gel electrophoresis”

(Gréfico 1).

GRAFICO 1 - Nimero de periddicos indexados por ano no banco de dados PubMed, utilizando
os termos de pesquisa “comet assay”, “microgel electrophoresis” ou “single cell gel

electrophoresis”.
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Fonte: Adaptado de Singh, 2016.
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4.3.2 Ensaio Cometa em insetos

Devido a sua importancia nos ecossistemas de todo o mundo, os invertebrados séo
organismos importantes para pesquisas em ecotoxicologia, principalmente para
biomonitoramento ambiental (SHETTY et al., 2017). Tendo em vista a emergéncia da inddstria
quimica a partir do século XX, desencadeou-se a apari¢cdo de novos compostos quimicos no
ambiente, que possuem efeito biologico significativo e que submetem os organismos vivos a
um alto grau de estresse por sua atividade tdxica, colocando-os em risco (LAPUENTE et al.,
2015). Estes compostos, também chamados de xenobidticos, sdo dificeis de decompor e
apresentam toxicidade consideravel, direta ou indiretamente, para 0s organismos expostos,
causando danos ao seu material genético (LAPUENTE et al., 2015).

Sendo assim, 0 ensaio cometa tem se tornado cada vez mais popular como um
biomarcador de genotoxicidade em estudos de biomonitoramento de exposi¢cdes ambientais em
gue organismos, tanto animais quanto vegetais, estdo sujeitos (M@LLER, 2005), tendo em vista
que um dado biomarcador em ecotoxicologia pode ser definido como “qualquer resposta
bioldgica a um produto quimico ambiental, medido dentro de um organismo ou em seus
produtos (urina, fezes, pélos, penas etc), indicando uma perturbacéo do seu estado normal, que
ndo pode ser detectado a partir do organismo intacto” (VAN GESTEL; VAN BRUMMELEN,
1996, p. 220).

Assim, a importancia de se utilizar nesses estudos um biomarcador como o ensaio
cometa consiste no fato de que o dano mais relevante em nivel molecular é a inducdo de lesdes
no DNA, uma vez que tais danos podem possibilitar o aparecimento de aberragdes
cromossdmicas, colocando em risco 0 sucesso reprodutivo dos organismos e,
consequentemente, uma perda de biodiversidade, a qual é um dos parametros mais relevantes
na Ecotoxicologia (JHA, 2008). Dessa forma, como 0s compostos toxicos podem se acumular
nos tecidos e Orgdos dos insetos, estes organismos sdo de grande interesse em bioensaios
ecotoxicoldgicos, podendo ser utilizados como bioindicadores da qualidade ambiental (HYNE;
MAHER, 2003; MALASPINA; SILVA-ZACARIN, 2006; ABDALLA; DOMINGUES, 2015;
SKALDINA; SORVARI, 2017).

O ensaio cometa utilizando insetos iniciou-se no ano de 2002 com moscas da espécie
Drosophila melanogaster, um organismo modelo amplamente utilizado em estudos genéticos
(BILBAO et al., 2002). Porém, no decorrer dos anos, 0 ensaio cometa foi utilizado para
mensurar danos no DNA em diferentes espécies de insetos (Figura 4), tornando-se uma

ferramenta que permite o estudo da interacdo destes organismos com diferentes xenobidticos
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presentes no ambiente (AUGUSTYNIAK; GLADYSZ; DZIEWIECKA, 2016), possibilitando
avaliar a capacidade de contaminantes em induzir danos ao DNA (AUGUSTYNIAK;
GLADYSZ; DZIEWIECKA, 2016; ZOCCHE et al., 2010). Assim, até 0 momento, espécies de
varias ordens, incluindo insetos que sdo importantes para a economia humana, foram

examinadas usando esta metodologia (SHETTY et al., 2017).

FIGURA 4 - Exemplo de diferentes espécies de insetos de quatro ordens distintas em que o

ensaio cometa foi aplicado.

ORTHOPTERA

* Chorthippus brunneus « Tenebrio molitor + Drosophila melanogaster
+ Schistocerca gregaria «  Curculio sikkimensis * Plodia interpunclolia + Drosophila simulans

+  Dolichopoda laetitiae + Sitophilus zeamais *Fiuelaxylosolia «  Drosophila heteroneura
- Dolichopoda geniculata « Lasioderma sermicome * ‘Spodoplera Wura «  Chironomus reparius

+ Chironomus kliensis
+ Chironomustentans
*  Linomyza trifolii

Fonte: Augustyniak, Gladysz e Dziewiecka (2016, p. 02)

Utilizando o banco de dados SCOPUS, foi possivel observar que no periodo de 2002 a

2018 foram registrados nesta plataforma 81 documentos que contemplam simultaneamente 0s

2 [3

termos de pesquisa “comet assay” e “ insects” (Grafico 2). Em 2015 foram registrados 8
documentos, enquanto, no ano de 2016 houve um aumento consideravel de trabalhos publicados
totalizando 12 documentos. Contudo, essa tendéncia de crescimento ndo se manteve, uma vez
que em 2017 houve um decréscimo de publica¢cdes para somente 7 documentos registrados,
sendo que este nimero se repetiu no ano de 2018. Esses dados evidenciam a necessidade de
fortalecer e impulsionar os estudos nessa area, tendo em vista que o0s insetos séo Otimos
bioindicadores e ainda ha uma lacuna que precisa ser preenchida, aumentando o nimero de
espécies a serem estudadas pelo ensaio cometa, o qual € um O6timo biomarcador de

genotoxicidade.
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GRAFICO 2 - Nimero de documentos registrados, por ano, no banco de dados Scopus,

utilizando os termos de pesquisa “comet assay” e ““ insects” simultaneamente.

Pt
(=]

NUMERO DE DOCUMENTOS

Fonte: Adaptado do banco de dados SCOPUS, 2018.

Nesse contexto, foi realizada uma revisao de trabalhos utilizando insetos de diferentes
ordens para observar e comparar as diferentes abordagens e aplicacdes do ensaio cometa nesses

organismos nos ultimos anos.

Diptera

Por serem animais que possuem caracteristicas como tempo de vida curta, facil
manutenc&o e geracao de alto nimero de descendentes em uma tnica linhagem, os insetos desta
ordem estdo sendo cada vez mais utilizados em estudos de biomonitoramento, genéticos,
toxicologicos e do desenvolvimento de doencas (MISHRA et al., 2017). Nessa perspectiva, ndo
s6 a D. melanogaster, como também outras espécies de dipteros, podem ser amplamente
exploradas como organismos-modelo para estudos que vise avaliar a genotoxicidade (MISHRA
et al., 2017). Com isso, 0 ensaio cometa ja foi aplicado em diferentes espécies, tais como
Chironomus riparius (LEE et al., 2008; MARTINEZ-PAZ et al., 2013; BERNABO et al., 2017;
AQUILINO; SANCHEZ-ARGUELLO; MARTINEZ-GUITARTE, 2018); Chironomus
kiiensis (AL-SHAMI et al., 2011), Chironomus ramosus (DATKHILE et al., 2015) e Aedes
aegypti (SHETTY et al., 2017).
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Nos estudos com organismos da espécie C. riparius, 0 ensaio cometa foi utilizado em
larvas aquaticas destes mosquitos, tanto para avaliar os efeitos genotdxicos do octacloroestireno
(LEE et al., 2008), do fungicida vinclozolina (AQUILINO; SANCHEZ-ARGUELLO;
MARTINEZ-GUITARTE, 2018) e do cobre (BERNABO et al., 2017), quanto para analisar e
quantificar os danos ocorridos no DNA causados por outros poluentes ambientais
frequentemente encontrados no ambiente aquatico (MARTINEZ-PAZ et al., 2013).

Né&o distante, o trabalho utilizando C. ramosus aplicou 0 ensaio cometa em larvas
desta espécie a fim de estudar o estado do DNA dos individuos apds exposicdo a uma dose letal
de radiacdo-gama, tendo em vista que essa espécie foi descrita recentemente como um inseto
radio-tolerante (DATKHILE et al., 2015). Por sua vez, o estudo utilizando larvas da espécie C.
kiiensis aplicou o ensaio cometa para analisar o dano no material genético causado pelo cobre,
cadmio e zinco nesses organismos, estabelecendo também uma comparacdo do potencial
genotdxico destas substancias (AL-SHAMI et al., 2011).

Semelhante ao trabalho de Datkhile e colaboradores (2015), o estudo de Shetty et al.,
(2017) empregou o ensaio cometa em dipteros adultos da espécie Aedes aegypti, principal vetor
da dengue em paises tropicais e subtropicais, para avaliar danos no DNA induzidos por
diferentes doses de radiagdo-gama, podendo ser utilizado como um biomarcador de risco

ambiental.

Coleoptera

O ensaio cometa também ja foi aplicado em insetos da ordem Coleoptera, como na
espécie Sitophilus zeamais, um besouro popularmente conhecido como gorgulho-do-milho. A
fim de avaliar os impactos causados pela radiacdo-gama em amostras celulares destes
individuos, o ensaio cometa foi escolhido como metodologia nos estudos de Hasan et al. (2008,
2012).

Hasan et al. (2012) demonstraram, por meio do ensaio cometa, que 0 material genético
presente nos nucleos celulares dos organismos irradiados foi altamente danificado, enquanto o
DNA dos insetos utilizados como controle permaneceram intactos sugerindo, assim, que 0
ensaio cometa é uma ferramenta potencialmente util, principalmente pela sua alta sensibilidade
e precisdo do mesmo para a deteccdo de baixos niveis de fragmentacdo cromatinica (HASAN
et al., 2008).
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Lepdoptera

O bicho-da-seda, Philosamia ricini, foi utilizado no estudo de Kalita, Haloi e Devi
(2017) com o objetivo de compreender e avaliar o potencial toxico da cipermetrina nesses
individuos. Trata-se de um inseticida de baixa toxicidade, de forma que, seu carater genotoxico
pdde ser determinado pelo ensaio cometa. O ensaio cometa também foi aplicado em insetos da
espécie Helicoverpa armigera em diferentes fases do desenvolvimento com o objetivo de
avaliar a extensdo do dano ocorrido no DNA dos animais irradiados pela radiacdo-gama e
determinar se estes danos poderiam comprometer o seu desenvolvimento (KIM et al., 2015).

Por fim, estudos em estagio larval de Spodoptera frugiperda mostraram que o
benzoato de emamectina, um inseticida amplamente utilizado no controle de pragas, induziu
aumentos significativos nas quebras de DNA dos organismos expostos a esta substancia (WU
etal., 2016).

Orthoptera

Seguindo a tendéncia de estudos utilizando o ensaio cometa como ferramenta para
avaliar o potencial genotdxico de substancias potencialmente toxicas presentes no ambiente,
Augustyniak et al. (2014) utilizaram em seu trabalho larvas de gafanhotos da espécie
Chorthippus brunneus provenientes de individuos adultos coletados em ambientes com
diferentes niveis de poluicdo com metais traco para analisarem os danos existentes no DNA dos
animais originarios dessas localidades. Além disso, foi discutida também a toxicidade do
herbicida paraquat em organismos da mesma espécie, por meio do ensaio cometa, evidenciando
os danos genotdxicos induzidos por ele (AUGUSTYNIAK et al., 2015).

Em Chorthippus biguttulus utilizou-se o ensaio cometa para compreender as respostas
bioldgicas frente & exposi¢do cronica ao estresse ambiental causado por diferentes pesticidas
utilizados na agricultura (KARPETA-KACZMAREK et al., 2016). Enquanto, na mesma linha
de abordagem, em Aiolopus thalassinus monitorou-se os efeitos genotoxicos de diferentes
poluentes em animais coletados em regido proxima a atividades industriais (ABDELFATTAH,;
AUGUSTNYAK; YOUSEF, 2017).

Hymenoptera

Em espécies da ordem Hymenoptera, 0 ensaio cometa ja foi aplicado em algumas
espécies, tais como Apis mellifera (GAJSKI; GARAJ-VRHOVAC, 2008; HOSHINA; MARIN-
MORALES, 2014), Apis florea (HAYAT et al., 2018), Apis dorsata (HAYAT et al., 2018) e
Polybia paulista (HOSHINA et al., 2013).
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A espécie A. mellifera é amplamente estudada, de forma que os trabalhos com insetos
desta ordem concentram-se nestes animais. Portanto, o ensaio cometa j& foi aplicado nesses
organismos para diversos fins. Divergindo da tendéncia observada, na qual o ensaio cometa
estava sendo aplicado somente para biomonitoramento ambiental, os estudos com A. mellifera,
incluem ndo somente esta abordagem, mas também ensaios clinicos. Nessa perspectiva, 0
potencial genotdxico do veneno dessas abelhas foi analisado, uma vez que, no geral, 0s venenos
dos insetos desta ordem constituem uma fonte consideravel de substancias com potencial
farmacoldgico (HOSHINA; MARIN-MORALES, 2014). O veneno de A. mellifera foi alvo de
estudo para a compreensao do seu potencial genotoxico no sangue dos seres humanos, tendo
em vista que, apesar de suas propriedades medicinais serem bem conhecidas, ainda hé lacunas
acerca dos seus efeitos genotdxicos (GAJSKI; GARAJ-VRHOVAC, 2008). Ainda nesse
aspecto, também foi analisado o veneno de vespas da espécie Polybia paulista, para determinar
sua atividade genotoxica em diferentes concentracdes (HOSHINA et al., 2013).

Em trabalhos utilizando as espécies A. florea e A. dorsata a abordagem de
biomonitoramento ambiental é retomada, com um estudo que permite compreender como a
exposicao a inseticidas pode afetar abelhas em agroecossistemas, estabelecendo correlacdes
quantitativas entre os danos observados no DNA de amostras de individuos expostos a estes
compostos e amostras livres de inseticidas (HAYAT et al., 2018).

Contudo, ndo ha registros na literatura da aplicabilidade desta metodologia em abelhas
neotropicais do género Bombus, o que evidencia a defasagem de estudos com abelhas nativas
gue sdo de grande relevancia tanto ecolégica quanto economicamente, uma vez que Sdo
polinizadores essenciais para a manutencdo da diversidade floral em florestas e de sistemas
agricolas, respectivamente (LIMA; ROCHA, 2012; SCHONFELDER; BOGNER, 2017).
Portanto, apesar do crescimento eminente de trabalhos utilizando o ensaio cometa em insetos,
ainda é necessario ampliar sua aplicagdo para uma maior biodiversidade, contemplando
organismos nativos, para melhor compreensdo de sua ecologia e a realizacdo de um

biomonitoramento ambiental mais efetivo.

Os trabalhos relatados nesta revisdo demonstraram que 0 ensaio cometa tem sido
aplicado em muitos organismos invertebrados para estudos de biomonitoramento ambiental,
mostrando-se uma metodologia sensivel para a triagem de compostos toxicos presentes no
ambiente e para a investigacdo dos efeitos genotoxicos de diferentes substancias, tais como
inseticidas, metais e xenobiGticos em geral (COTELLE; FERARD, 1999). Devido a eficiéncia,

simplicidade e versatilidade do ensaio cometa, € notdvel o nimero crescente de espécies
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estudadas por esta técnica a partir de adequacdes e padronizagdo de protocolos existentes. As
otimizagGes dos protocolos tornam o ensaio cometa uma metodologia adequada para
praticamente qualquer tipo de tecido, possibilitando a sua aplicacdo em diferentes organismos
para as mais variadas abordagens (GLEI; SCHNEIDER; SCHLORMANN, 2016).

Nesse sentido, a aplicacdo deste ensaio tem sido bem-sucedida em diferentes espécies
de insetos, mostrando-se uma ferramenta eficaz para estudos de monitoramento da qualidade
ambiental, uma vez que um grande numero de produtos quimicos é sintetizado a cada ano e
estes tornam-se potenciais poluentes do ambiente, colocando em risco a entomofauna exposta
a estas substancias. Sendo assim, a partir dos trabalhos analisados nesta revisao, notou-se um
interesse em expans@o no uso de bioindicadores, como os insetos, para avaliagdo dos efeitos
genotoxicos de contaminantes, refletindo diretamente no crescente aumento de publicacdes
observadas ao longo das Gltimas décadas, utilizando o ensaio como metodologia e estes animais

como hioindicadores.

4.4 CONSIDERACOES FINAIS

O ensaio cometa &€ um excelente biomarcador genético e uma ferramenta
ecotoxicoldgica consistente, que pode ser aplicado em diversos estudos de genotoxicidade. Sua
aplicacdo no monitoramento ambiental permite relacionar as respostas bioldgicas causadas por
contaminantes com potenciais consequéncias ecoldgicas. Os insetos sdo considerados 6timos
bioindicadores e estdo em ascensdo nestes estudos que visam mensurar e quantificar efeitos
biol6gicos precoces em resposta a exposi¢ao a um contaminante.

Entretanto, este ensaio é aplicado a um numero limitado de espécies, se comparado a
toda biodiversidade. Devido a isto, é necessario expandir a diversidade de organismos
estudados por essa tecnica, permitindo que as lacunas que existem na avaliacdo do risco
ambiental sejam preenchidas, uma vez que os resultados indicam e refletem as alteragfes do
ambiente em que estes seres vivem.

Desta forma, priorizar estudos acerca da identidade genética de um organismo, por meio
da aplicacdo do ensaio cometa, possibilita monitorar os fatores que vém causando o declinio
populacional de diversas espécies, além de permitir que futuramente, seja possivel estabelecer

estratégias de conservacdo destes animais e do ambiente que habitam.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 COLETA DAS ABELHAS

As operarias de B. atratus (Franklin, 1913) foram coletadas nos fragmentos de Mata
Atlantica e Cerrado, na area que compreende o Campus de Sorocaba (SP) da UFSCar
(23°34'53.1"S 47°31'29.5"), nos meses de fevereiro (final) a marco de 2019. A captura foi
realizada com a utilizagdo de uma rede entomoldgica associada a imediata transferéncia das
abelhas para tubos Falcon de 50 mL (um individuo por tubo). Para evitar estresse nos

espécimes, todos os tubos Falcon foram mantidos em uma caixa térmica abrigada da luz direta.

5.2 PROCEDIMENTOS ECOTOXICOLOGICOS

Apos coletadas, as abelhas foram mantidas, isoladamente, em caixas especiais para este
fim, devidamente identificadas e com dimensdes de 16 x 12 x 10 cm (Figura 5), em estufa
B.0.D., a 26 °C, umidade relativa de 70%, no escuro. Os organismos coletados foram divididos
em dois grupos, sendo eles, o grupo experimental e o grupo controle. O grupo experimental (n
= 11) foi exposto ao mercdrio, pela oferta diaria de exatos 2 mL de solucdo contendo cloreto
de mercurio (HgCl,) a uma concentragdo de 0,2 pg L (concentragdo maxima de mercdrio
considerada segura para aguas salobras da Classe VII e aguas da Classe 1I, CONAMA), além
de alimento ad libitum, sendo este uma solucdo de 70% de sacarose (Figura 6). Para o grupo
controle (n = 11) foram ofertados 2 mL de agua filtrada e 0 mesmo alimento disponibilizado ao
grupo exposto. As abelhas foram sacrificadas apds 48 horas de bioensaio por meio de crio-
narcotizacdo a 4 °C e, em seguida, foram dissecadas para retirada dos tubulos de Malpighi e do
corpo gorduroso associado ao vaso dorsal, tendo em sequéncia o inicio dos experimentos com
0 preparo das laminas destes tecidos. As diretrizes da OECD (2017) para testes de produtos

quimicos em B. terrestris foram seguidas.



FIGURA 5 — Caixas de manutencédo das abelhas coletadas

Fonte: Da autora.

FIGURA 6 — Momento exato de alimentagdo da abelha coletada

Fonte: Da autora.
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5.3 ENSAIO COMETA
5.3.1 Preparo das laminas histologicas

As laminas histolégicas foram preparadas com um dia de antecedéncia. Diluiu-se a
Agarose de Grau Técnico Genético (GTG) (Agarose GTG 0,3 g, Phosphate Buffered Saline 20
mL), fervendo-a de duas a trés vezes. Em seguida, as laminas foram mergulhadas no gel
preparado, utilizando um porta laminas tipo frasco. A parte de baixo foi limpa para secarem
overnight em ambiente controlado, a temperatura ambiente. Os tecidos de interesse foram
macerados manualmente em 100 pL de PBS, com o auxilio de um pistdo rotativo para
microtubo, e, apds esse processo, 35 uL da amostra foram trasferidos para um Eppendorf ao
qual adicionou-se 80 pL de Agarose Low Electroendosmosis (LE) (Agarose-LE 0,1 g,
Phosphate Buffered Saline 20 mL). Assim, utilizando uma micropipeta, os 115 uL, agora
presentes no Eppendorf, foram acomodados na ldmina histoldgica previamente preparada.
Colocou-se uma laminula sobre a amostra imediatamente que a mesma (amostra) foi adicionada
a lamina. Ao final do processo, as laminas foram resfriadas a 4 °C por dez minutos e, em

seguida, as laminulas foram cuidadosamente retiradas.

5.3.2 Tratamento com Solucéo de Lise

As laminas histoldgicas foram submersas na Solucgédo de Lise Uso, durante uma hora e
trinta minutos. Essa solucdo foi produzida a partir de 133,5 mL de uma Solucgéo de Lise Estoque
(NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, N-Lauroyl-sarcosine 1%), 13,5 mL de
Dimetilsulfoxido (DMSO 9%) e 3 mL de Triton X-100 (2%), duas horas antes do uso para
atingir 4 °C. Passado o tempo, as laminas foram removidas da solucdo e submetidas a um banho

com Solucéo de Neutralizacdo (Tris 10 265 mM, pH 7,5) durante cinco minutos.

5.3.3 Eletroforese

As laminas foram dispostas dentro da cuba eletroforética com a parte fosca
(identificacdo) voltada para o polo positivo. A Solucédo de Eletroforese (EDTA 100 mM, NaOH
0,3 M) a 4 °C foi adicionada e as ldaminas permaneceram trinta minutos em descanso nesta
solucdo. Passado esse tempo, a fonte eletroforética foi ligada e ajustada para os parametros 25
volts (1V/cm), 300 mA, e tempo de corrida de 180 minutos. Apos a corrida, as ldaminas foram
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retiradas da cuba e lavadas com Solugédo de Neutralizagéo (Tris 10 mM, pH 7,5) por 5 minutos,
repetindo o processo 3 vezes.

5.3.4 Coloracao das laminas histologicas

As laminas foram lavadas duas vezes com agua destilada e deixadas para secar durante
uma hora e trinta minutos a 37 °C em estufa B.O.D., ou overnight & temperatura ambiente.
Depois de secas, aplicou-se a Solucdo Fixadora (HCI 4 278 M, Glicerol 1%, ZnSO4 7H20 0,2
M) nas laminas, durante dez minutos e apos este periodo, as ldminas foram lavadas trés vezes
com &gua destilada, sendo armazenadas, em seguida, em uma cubeta abrigada totalmente da
luz. A Solucdo de Coloragio (Na,COs 0,47 M, NHsNO3 12,5 mM, AgNOs; 6 mM, Acido
Tungstosilicico - HiW12SiO40] 0,86 mM, Formol 0,15%) foi despejada na cubeta, onde ficou
em contato com as laminas, no escuro, durante quarenta e cinco minutos. Ao final desse
processo as ldminas foram removidas da cubeta e lavadas trés vezes com agua destilada, sendo
submetidas, posteriormente, a um banho de Solucdo Parada (CH3COOH 1%) durante cinco
minutos e trés lavagens com agua destilada. Finalizado o processo, as laminas foram deixadas
para secar overnight a temperatura ambiente.

Para fins comparativos da eficacia de diferentes corantes, as laminas foram coradas
também com os corantes fluorescentes DAPI e Acridine Orange. Para a coloracdo com DAPI,
foram diluidos 1L do corante em 500 pL de PBS e, em seguida, adicionados 50 pL da solugédo
em cada lamina. Laminulas plasticas foram dispostas em cima das laminas de forma a
homogeneizar o corante na amostra. Com essa etapa finalizada, as laminas foram colocadas em
banho-maria a 37°C por 20 minutos e, depois de retiradas, foram lavadas com PBS por trés
vezes. Ja para a coloracdo com o Acridine Orange, que visa detectar o estado de compactagéo
e fragmentacdo da cromatina nuclear, foram adicionados 50 pL do corante em cada lamina, as
quais foram cobertas com uma laminula plastica, deixando reagir por 25 minutos. Por fim, as

laminas foram lavadas com PBS por trés vezes.

5.3.5 Adequacéo do protocolo original do ensaio cometa

Como néo havia metodologia descrita para a realizacdo do ensaio cometa em abelhas
da espécie B. atratus, inicialmente o protocolo original descrito por Singh e colaboradores
(1988) foi aplicado integralmente. Entretanto, para promover uma melhor visualizacdo de

cometas nesses individuos, realizou-se a padronizacdo da técnica, por meio de testes e
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alteracdes de diversos parametros (Tabela 1). As alteracdes finais feitas no protocolo constam

na metodologia descrita nos topicos anteriores.

TABELA 1 — Alteragdes realizadas no protocolo original do ensaio cometa

Parametros

Protocolo original
(SINGH et al., 1988)

Testes

Alterac0es finais

Concentracdo da
Solucdo de Lise

Triton X-100 1%

Triton X-100 1%
Triton X-100 2%

Triton X-100 2%

Tempo de tratamento 30 minutos
com a Solucdo de 60 minutos 60 minutos 90 minutos
Lise 90 minutos
Parametros da cuba 300mAe25V
de eletroforese 300mAe25V 300mAe36V 300mAe25V
20 minutos
Tempo de (fo_rnda 20 minutos 60 m!nutos 180 minutos
eletroforética 90 minutos
180 minutos

5.3.6 Analise das laminas histoldgicas

Fonte: Elaborado pela autora.

As laminas histoldgicas foram analisadas com a utilizacdo de um fotomicroscépio

(Leica® DM1000), estabelecendo padrdes comparativos entre as laminas dos individuos do

grupo exposto e as laminas dos individuos controle. Para excluir qualquer analise tendenciosa,

a area total de todas as laminas foi observada cuidadosamente realizando movimentos “zigue-

zague” (Figura 7). Vale ressaltar que a regido preenchida pela primeira camada de gel de

agarose é maior do que a regido que contém a segunda camada de gel de agarose e amostra,

possibilitando a migracdo de cometas para a regido inicialmente isenta de amostra.
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FIGURA 7 — Padrdo de andlise das laminas histoldgicas

Primeira camada
de gel de agarose

[

L |

Segunda camada de gel
agarose com amostra

1 -

B. atratus
EXP Hg 0,2 ppb
V.D

Sentido de orientagdo
para analise das
laminas histolégicas

Fonte: Elaborado pela autora.

Foram realizados registros iconogréficos das laminas histoldgicas para a classificacdo
visual dos cometas em niveis distintos, de acordo com a intensidade do dano ocorrido no DNA.
Sendo assim, o nivel 0 corresponde aquele em que o dano ao material genético € nulo (< 5%),
o0 nivel 1 onde o dano é baixo (5~20%), o nivel 2 onde o dano é médio (20~40%), o nivel 3
onde o dano é alto (40~95%) e, por fim, o nivel 4 onde o dano ao DNA é total (>95%) e o
cometa mais intenso. O software gratuito CASP (http://casp.of.pl) foi utilizado para a medigéo
e padronizacdo dos cometas em seus respectivos niveis de dano a fim de excluir subjetividade
na classificagdo visual (KONCA, 2003).

Ap6s as medicdes, o Indice de Danos (ID) foi calculado através da formula:

ID total = 0.(n° nivel 0) + 1.(n° nivel 1) + 2.(n° nivel 2) + 3.(n° nivel 3) + 4.(n° nivel 4)
Em seguida, a andlise estatistica foi realizada através do teste Tukey's multiple

comparisons test, One Way ANOVA para dados ndo paramétricos, disponivel no software
GraphPad Prism.
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5.4 ANALISES MORFOLOGICAS

Para a analise morfoldgica, somente os tlbulos de Malpighi foram selecionados.
Inicialmente, o material bioldgico foi lavado com PBS e, em seguida, foi submetido ao processo
de desidratacdo, passando por uma bateria de soluc¢des alcodlicas de concentracbes 15%, 30%,
50%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95% e 100%, permanecendo por 10 minutos em cada solu¢do. Em
seguida, as amostras foram imersas em solucdo de xilol (1:1) por 10 minutos.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a metodologia de rotina para inclusao de
material em resina pléastica (historresina Leica) e foram cortadas em micrétomo Leica® modelo
RM225 com 2 um de espessura. Os cortes foram acomodados em 1aminas histoldgicas, as quais
foram coradas com hematoxilina e eosina (H.E). Por fim, foram analisadas e fotodocumentadas

em fotomicroscopio Leica® modelo DM 1000.



62

6 CAPITULO 2: COMET ASSAY PROTOCOL FOR Bombus atratus FAT BODY AND
PERICARDIAL CELLS (HYMENOPTERA, BOMBINI) AT A SAFE
CONCENTRATION OF Hg

Artigo submetido para a publicacdo na revista Mutation Research - Genetic Toxicology and Environmental

Mutagenesis.
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Abstract

The population decline of Bombus is closely related to the presence of pollutants in the
environment. Among these pollutants, trace metals represent a major concern, including
mercury (Hg), which is a known genotoxic substance. Genotoxicity induction may be
demonstrated by the comet assay (single-cell gel electrophoresis), which is a simple, rapid and
sensitive method to estimate DNA damage. The current work provided for the first time a
protocol of the comet assay for Bombus atratus at a considered safe concentration. Bees were
collected and divided into two groups (n = 11 each), the control group and the exposed group
(subjected to 0.2 parts per billion mercury). The bioassay was performed for 48 h under
controlled temperature and humidity conditions, according OECD guideline toxicological test
method for B. terrestris. The samples were stained with different dyes (DAPI, acridine orange
and silver nitrate) in order to observe the efficacy of each one. Variations in different parameters
of the methodology, such as the concentration and the time of exposure in the lysis solution as
well as the electrophoretic process, allowed the observation of comets at different levels. The
fluorescent dyes (DAPI and acridine orange) presented unstable fluorescence due to
photosensitivity decay, which represents a limiting factor for the analysis. On the other hand,
conventional staining with silver nitrate was more effective, specifically regarding tinctorial
stability and distinctness. Therefore, the comet assay is an effective method to evaluate
genotoxic effects in bees. The present results may help establish a suitable protocol for future

genotoxicity studies in neotropical bees, using different dose levels of xenobiotics.

Keywords: Standardization; Comet Assay; Genotoxicity; Bombus atratus; Ecotoxicology.
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6.1 INTRODUCTION

There are few studies on the cytotoxic effects of xenobiotics and trace metals on bees
of the genus Bombus [1, 2, 3, 4], despite numerous reports of the decline and disappearance of
populations of species of this genus worldwide [5, 6, 7]. The main reason for this decline is
exposure to pesticides and other contaminants. Among the contaminants, trace metals represent
an important source of toxicity for the colonies. Indeed, high concentrations of various trace
metals have already been found in the honey pots and pollen of eusocial bees [8, 9, 10, 11, 12,
13, 14].

Morphological and histochemical study demonstrated that cellular damage induced by
mercury at considered safe concentration in B. atratus and B. morio fat body and pericardial
cells is particularly harmful, impacting negatively the cell nuclei of such tissues [4]. However,
its genotoxic effects have been poorly evaluated in bee tissues through specific technique like
comet assay. The comet assay arises as a sensitive method employed to analyze damage to the
genetic material in individual cell nuclei [15, 16, 17]. DNA electrophoresis in a micro-gel is
relatively fast and simple, but involves several stages in order to prepare the samples for
experimentation. This factor represents an obstacle for the protocolization of the comet assay
using different species and tissues [18, 19, 20, 21]. Therefore, the present work proposes a
protocol for the comet assay (single-cell gel electrophoresis) in Bombus atratus tissues.

The work presented here do not intend focus on the toxicological bioassay, that, as stated
in the Organization for Economic Development and Co-operation (OECD) test guideline 474,
a chemical which shows no sign of toxicity up to the limit dose of 2 ppb need only be tested at
that dose. The protocol proposed here is first to produce better visual results of the comets as
possible, as standardized protocol [17] did not worked for Bombus atratus. After developed the
protocol for best visualization of the comets, future studies of different dose limits can be done,
as proposed by Burlinson et al. (2007).
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6.2 MATERIAL AND METHODS

Collection and experimental design

B. atratus workers were collected from the remaining fragments of the semideciduous
forest and Cerrado in the municipality of Sorocaba (S&o Paulo, Brazil) from January to March
2018. After collection, the workers were kept individually in 16 x 12 x 10 cm wood boxes with
two feeders attached to the bottom of the box (close to the wall), one for food and the other for
either freshwater or the mercury-contaminated solution. The boxes were kept inside an
incubator (26°C, relative humidity [RH] 70%, in the dark). They were fed ad libitum with a
sugar solution (70% sucrose). Bioassays were conducted in replicates for both the control and
experimental groups (n = 11 for each). The experimental group was offered 2 mL of the 0.2
parts per billion (0.2 pug L ) mercury solution (mercury chloride; Sigma-Aldrich, > 99.5%
purity). After 48-h exposure, all bees were sacrificed, and the fat body and pericardial cells that
shelter the dorsal vessels and Malpighian tubes were dissected. The OECD [22] guidelines for

testing chemicals in Bombus terrestris were consulted.

Preparation of histological slides

The histological slides were prepared one day in advance of the experiment. with the
dilution using Genetic technical grade (GTG) agarose (0.3 g in 20 mL phosphate buffered saline
[PBS]) was boiled two to three times, and then slides were submerged into the gel in order to
form a thin layer of agarose. Slides were dried overnight in a controlled environment at room
temperature. The tissues underwent manual maceration; upon maceration, 35 uL of the sample
was transferred to a new microtube (Eppendorf ®) and filled with 80 uL low electroendosmosis
(LE) agarose (0.1 g in 20 mL PBS). The sample (macerated tissue plus LE agarose) was settled
on the previously prepared histological slide. A coverslip was inserted onto the slide
immediately after the addition of the aforementioned sample. At the end of the procedure, the

slides were cooled to 4°C for 10 min, and then the coverslips were carefully removed.

Treatment with lysis solution and electrophoresis

Histological slides were immersed in a lysis solution (2.5 M NaCl; 100 mM
ethylenediaminetetraacetic acid [EDTA]; 10 mM Tris; 1% N-lauroyl-sarcosine; 9% dimethyl
sulphoxide and 2% Triton X-100) for 90 min. This solution was prepared 2 h prior to use or
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until it reached 4°C. After lysis treatment, the slides were removed from the solution and bathed
in neutralisation solution (10 mM Tris, pH 7.5) for 5 min.

The slides were then placed into the electrophoretic chamber; subsequently the
electrophoresis solution (100 mM EDTA and 0.3 M NaOH, pH 12) at 4°C was added. The
slides remained in alkaline treatment for 30 min. Next, the electrophoretic power supply was
connected and adjusted to 25 V (1 V/cm) and 300 mA. Electrophoresis was run for 180 min.
After completion, the slides were removed from the electrophoresis chamber and washed with

neutralisation solution three times for 5 min each.

Histological slide staining

The slides were washed twice with distilled water and allowed to dry for 90 min at 37°C
in a BOD oven, or overnight at room temperature in a controlled environment. After drying,
the samples were exposed to the fixation solution (4M HCI, 1% glycerol, 0.2M ZnSQO4 - 7TH20)
for 10 min. Subsequently, the slides were washed three times with distilled water and stored
overnight in a bucket totally sheltered from light. The slides were hydrated with distilled water
for 5 min. Thereafter, an ordinary silver nitrate staining solution (0.47 M Na2CO3z, 12.5 mM
NHsNO3, 6 mM AgNOs, 0.86 mM tungstilic acid - Ha[W12SiO40] and 0.15% formol) was
poured into the staining cuvette and stayed in contact with the slides in the dark for 40 min. The
slides were then removed from the cuvette, washed three times with distilled water and
subjected to a stop solution (1% CH3COQOH) bath for 5 min. Finally, the slides underwent three
washes with distilled water. At the end of the process, the slides were dried overnight at room
temperature in a controlled environment. For DAPI staining, 1 ul dye was diluted in 500 ul
PBS; 50 ul of the solution was added to each slide. Plastic slides were placed on top of the
histological slides in order to homogenize the dye in the sample. Thereafter, the slides were
incubated in a 37°C water bath for 20 min and then washed with PBS three times for further
fluorescence microscopy analysis. For acridine orange staining, which aims to detect the state
of compaction and fragmentation of nuclear chromatin, 50 pl dye was added to each slide. The
slide was covered with a plastic coverslip and allowed to react for 25 min. The slides were then

washed with PBS three times for further fluorescence microscopy analysis.
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6.3 RESULTS AND DISCUSSION

Testing different treatment times of the histological plates with lysis solution (30, 60 and
90 min) demonstrated that the longest exposure time (90 min) was more effective in disrupting
cell membranes to expose the nuclei, so that when submitted to the electrophoresis process, the
DNA fragments could migrate proportionally to the fragmentation pattern. Additionally,
changing the electrophoretic running time to 180 min at 25 V and 300 mA was essential for
obtaining good comet patterns of DNA damage in the Bombus atratus samples (Fig 1).
Additionally, we obtained a clean background. This procedure enabled the establishment of the
new comet assay protocol for these organisms (Fig. 2).

Fig 1. Comet assay in a sample of the dorsal vase of Bombus atratus.
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Fig 2. Visual classification of silver-nitrate-stained comets in five levels (0-4). Level 0: no damage (< 5%); level

1: low level of damage (5-20%); level 2: average damage (20-40%); level 3: high level of damage (40-95%); level
4: total damage (> 95%).

As proposed by Collins [23], comets were visually classified at one of five levels—from
level O (without DNA damage) to level 4 (maximum damage)—with all the utilised dyes. For
the samples stained with acridine orange (Fig. 3) or DAPI (Fig. 4), it was also possible to
visually classify the five levels, data that evidence their effectiveness. Both are DNA-binding
fluorescent dyes, and acridine orange, in particular, is a metachromatic dye that blends simple
DNA strands into red and green double strands [24]. However, both dyes presented limitations
regarding the amount of time available to analyze the sample, since the fluorescence decayed
rapidly. The silver staining is more chemically stable, after histological plate staining it was

possible to storage it for long time with no loss of sample quality and reliability.

Level 0 Level 1 Level 2 Level 3 Level 4

Fig 3. Visual classification of acridine-orange-stained comets in five levels (0-4). Level 0: no damage (< 5%);
level 1: low level of damage (5-20%); level 2: average damage (20-40%); level 3: high level of damage (40-95%);
level 4: total damage (> 95%)
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Level 0 Level 1 Level 2 Level 3 Level 4

Fig 4. Visual classification of DAPI-stained comets in five levels (0-4). Level 0: no damage (< 5%); level 1: low
level of damage (5-20%); level 2: average damage (20-40%); level 3: high level of damage (40-95%); level 4: total
damage (> 95%).

Finally, CASP software, available free of charge at http://www.casp.of.pl/, was used as
a complementary method to visually classify the comets. This image analysis programme
allows one to measure the relative size of the comets and the proportion of DNA present in the
head and tail. In level 0 comets, DNA is mostly in the head; comparatively, in level 4 comets
most DNA is in the tail (Fig. 5). For this analysis, the images were adjusted in order to better
delimit the DNA and to eliminate background noise. Specifically, the software limits the area
of the comet by means of a frame, which is composed of a line that denotes the tail and a circle
that indicates the head. The programme also provides graphs that estimate the percentage of
DNA found in each part.

Fig 5. Use of CASP software as a complementary method to visually classify the comets. The programme

generates a frame to limit the area of the comet and charts that provide information about the relative percentage

of DNA in each area.
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This programme was used as a verification method of visual classification in order to
exclude the subjectivity of this classification. This design provided more solid and accurate
results. However, as noted by Collins [23] the programme cannot be as accurate in delimiting
the non-fragmented portion of the comet at level 4 (Fig. 5). For B. atratus conventional staining
with silver nitrate was more effective, specifically regarding tinctorial stability and distinctness
of the comet levels.

The importance of this work is stablish a best protocol for comet visualization in bees,
since the ecotoxicological studies in laboratory conditions are methods that begin to investigate
possible impacts on bees in regions near environmental disasters, since we don’t have
systematic studies monitoring bees, or the general entomofauna, in cases of dam collapses and
other environmental disasters, like the illegal gold mining activity in Amazon Rain Forest.

Additionally, study of terrestrial ecotoxicology in Brazil is still developing.

6.4 CONCLUSION

The comet assay is a demonstrated efficient biomarker in ecotoxicology. Regarding its
applications in environmental monitoring sciences, this assay has been applied to a limited
number of species when compared to the known biodiversity. Considering this limited
application, and the lack of protocol methodology of the comet assay using bees of the Bombus
genus, the current work provides for the first time a validated method for running the comet
assay on these organisms. For B. atratus conventional staining with silver nitrate was more

effective, specifically regarding tinctorial stability and distinctness of the comet levels.
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7 CAPITULO 3: ESTIMATIVA DE DANOS NO DNA PELO ENSAIO COMETA EM
ABELHAS Bombus atratus EXPOSTAS A UMA CONCENTRACAO SEGURA DE
MERCURIO
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7.1 INTRODUCAO

O ensaio cometa, ou eletroforese em gel de célula Unica, é uma metodologia que permite
a avaliacéo e quantificacdo de danos no DNA da cromatina do nucleo de uma Unica célula e se
caracteriza por ser altamente sensivel e preciso, relativamente rapido e de baixo custo, podendo
ser aplicado em qualquer tipo de célula eucaridtica, mesmo em pequenas quantidades de
amostra (BELPAEME; COOREMAN; KIRSCH-VOLDERS, 1998). Nessa metodologia, as
células sdo incorporadas em gel de agarose, seguido de um tratamento com solucdo apropriada
para o rompimento das membranas celulares e nucleares a fim de selecionar apenas o material
genético, o qual é submetido a eletroforese em condicdes alcalinas. A partir disso, 0 DNA
fragmentado migra em direcdo ao anddo (eletrodo positivo para onde migram 0s ions
negativos), produzindo uma cauda, que pode ser classificada em até cinco niveis, conforme seu
comprimento (FAIRBAIRN; OLIVE; O’NEILL, 1995; M@LLER, 2005). Esse ensaio tem se
tornado cada vez mais promissor como um biomarcador de genotoxicidade, sendo amplamente
utilizado em estudos de biomonitoramento ambiental, pois permite tanto a investigacdo do
mecanismo de acdo de compostos quimicos genotdxicos em diferentes organismos, quanto a
investigacdo da influéncia destes toxicantes no ambiente (M@LLER, 2005; AUGUSTYNIAK;
GLADYSZ; DZIEWIECKA, 2016).

Um destes compostos € o mercurio (Hg), uma substancia de elevada toxicidade, mesmo
se absorvido em pequenas doses ou baixas concentracdes, reconhecido pela comunidade
cientifica como um poluente global (D’ITRI, 1991). Além de ser cumulativo, pouco degradavel
e dificil de ser metabolizado pelo organismo, este metal-traco € altamente reativo as
biomoléculas, sendo capaz de alterar, inativar ou destruir macromoléculas, sistemas
enzimaticos e 4acidos nucleicos, comprometendo severamente a funcionalidade celular.
(GOODMAN; GILMAR, 1995; LIMON-PACHECO; GONSEBATT, 2009; DURUIBE et al.,
2007; RUTTKAY-NEDECKY et al., 2013).

Xenobidticos, como o Hg, sdo considerados um dos fatores que contribuem para o
declinio de populagdes de diversas espécies de abelhas, sabidamente ameagadas de exting&o.
As abelhas séo consideradas 6timas bioindicadoras do estresse ambiental devido sua capacidade
de percorrer longas distancias e interagir com diversos habitats, além de serem os principais
polinizadores responsaveis pela manutencdo de paisagens geoboténicas variadas e diversos
sistemas agricolas, desempenhando papel extremamente importante tanto ecoldgico quanto
econdmico (MCGREGOR, 1976; FERNANDEZ, 1994; JARLAN et al., 1997; SANNA et al.,
2000; BULDINI et al., 2001; BOGDANOV et al., 2003; DEVILLERS; PHAM-DELEGUE,
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2003; FREDS; MONTENEGRO, 2006; LIMA; ROCHA, 2012; SCHONFELDER; BOGNER,
2017).

Entretanto, os estudos que utilizam o ensaio cometa estdo focados na espécie Apis
mellifera (THOMPSON, 2001), enquanto trabalhos envolvendo abelhas nativas e neotropicais
que ocorrem no Brasil, como a espécie Bombus atratus, sdo pouco explorados e ndo abordam
0s 6rgdos internos destas abelhas para avaliagdo de biomarcadores do efeito do estresse
ambiental frente a acdo de xenobioticos (ABDALLA; DOMINGUES, 2015). O sistema
hepatonefrocitico (SHN) e os tubulos de Malpighi (TM) sdo 6rgaos relevantes para essa analise,
uma vez que ambos atuam em processos de desintoxicagéo e estdo diretamente em contato com
0s contaminantes (BREITHOLTZ et al., 2006; ABDALLA; DOMINGUES, 2015,
NOGUEIRA et al., 2019).

O SHN ¢é formado por uma associacao de tecidos localizados estrategicamente ao redor
do vaso dorsal. Os tecidos apresentam um arranjo espacial definido, ou seja, mais externamente
h& uma camada de corpo gorduroso, o qual é constituido de trofocitos e endcitos e, envolvido
por este, uma camada de células pericardicas, que envolve o vaso dorsal. Entre esses tecidos,
encontram-se hemacitos (ABDALLA; DOMINGUES, 2015). Esse sistema desempenha
funcbes importantes na regulagdo da homeostase da hemolinfa, assim como na remogéo e/ou
inativacdo de toxicantes e prevencao contra o estresse oxidativo, preservando o0s 6rgaos internos
e 0 cérebro da contaminacdo por toxicantes. Dessa forma, as células do SHN sdo altamente
responsivas a substancias toxicas, como 0s metais traco e outros xenobioticos, tornando-se um
eficiente biomarcador para estudos de monitoramento ambiental (ABDALLA; DOMINGUES,
2015).

Nessa perspectiva, este estudo visou avaliar, por meio do ensaio cometa, o efeito
genotdxico do Hg em concentragdo considerada segura pela legislacdo brasileira (CONAMA,
2005) nas células que compdem o SHN (trofdcitos, endcitos, células pericardicas, hemdcitos e

miofibrilas do vaso dorsal) e TM de abelhas da espécie B. atratus.
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7.2 MATERIAIS E METODOS
Coleta das abelhas e delineamento experimental

As abelhas da espécie B. atratus (Franklin, 1913) foram coletadas em fragmentos de
Mata Atléntica e Cerrado, na cidade de Sorocaba, S&o Paulo, Brasil, nos meses de fevereiro a
marc¢o de 2019. Apos coletadas, as abelhas foram mantidas, isoladamente, em caixas especiais
para este fim, em estufa B.O.D., em condi¢Ges de umidade e temperatura controladas. Os
organismos coletados foram divididos em dois grupos. O grupo experimental (n = 11) foi
exposto ao Hg, pela oferta diaria de exatos 2 mL de solugdo contendo cloreto de mercurio
(HgClz) a uma concentragdo de 0,2 pug L * (concentragdo maxima de merclrio considerada
segura para aguas salobras da Classe VI e dguas da Classe II, CONAMA), além de alimento
ad libitum, sendo este uma solugéo de 70% de sacarose. Para o grupo controle (n = 11) foram
ofertados 2 mL de agua filtrada e 0 mesmo alimento disponibilizado ao grupo exposto. Apds
48 horas de bioensaio, as abelhas foram sacrificadas através de crio-narcotizacdo a 4 °C e, em
seguida, foram dissecadas para retirada de amostras dos TM e do corpo gorduroso associado ao
vaso dorsal. As diretrizes da OECD (2017) para testes de produtos quimicos em B. terrestris

foram seguidas.
Ensaio Cometa

Laminas histologicas foram previamente preparadas com uma camada de gel de
agarose. Em seguida, os tecidos foram macerados com o auxilio de um pistdo rotativo para
microtubo, e incorporados em agarose para comporem a segunda camada de gel nas laminas
anteriormente preparadas. Estas |aminas foram submetidas aos seguintes processos: (i)
tratamento com solucdo de lise por 90 minutos; (ii) eletroforese 25 V, 300 mA por 180 minutos
e (iii) coloragdo com nitrato de prata.

A classificacgdo visual dos cometas em cinco categorias distintas foi realizada atraves de
analise das laminas em fotomicroscopio (Leica® DM1000), posteriormente, foi realizada a
analise de variancia utilizando o Tukey's multiple comparisons test, One Way ANOVA para

dados ndo paramétricos.

Analises morfologicas

Os TM foram submetidos ao processo de desidratacdo, passando por uma bateria de
solugdes alcoolicas de concentracbes 15%, 30%, 50%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95% e 100%,
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permanecendo por 10 minutos em cada solugdo. Apos este processo, as amostras foram imersas
em solugéo de xilol (1:1) por 10 minutos.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a metodologia de rotina para inclusao de
material em resina plastica (historresina Leica) e foram cortadas em microtomo Leica® modelo
RM225 com 2 pum de espessura. Os cortes foram acomodados em laminas histoldgicas, as quais
foram coradas com hematoxilina e eosina (H.E). Por fim, foram analisadas e fotodocumentadas

em fotomicroscopio Leica® modelo DM 1000.
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7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.3.1 Genotoxicidade do mercurio no sistema hepatonefrocitico

Ap0s a padronizacdo do ensaio cometa para melhores resultados na visualizacdo dos
cometas para as abelhas da espécie B. atratus (Capitulo 2), foi possivel analisar a
genotoxicidade do Hg a concentragdo de 0,2 pg L * nas células que compde o SHN de operéarias
da mesma espécie; comparando 0s grupos controle e exposto.

Notou-se prevaléncia de nucleoides (cromatina nuclear intacta) no grupo controle

(Figura 8A) e cometas de varios niveis nas células das abelhas expostas ao Hg (Figura 8B).

FIGURA 8 - Padrdes observados nos grupos. Legenda: (A) Grupo controle apresentando
majoritariamente nucleoide, ou nivel 0 (setas) sem danos no DNA. (B) Grupo exposto com
cometas majoritariamente em nivel 3 e 4 (setas) com DNA altamente danificado.

Fonte: Da autora.
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Toda a superficie de cada lamina corada com nitrato de prata foi analisada e foram
contados todos 0s niveis de cometa, ou seja, do nivel 0 ao 4, por individuo, totalizando 3.300
medi¢cdes em ambos os grupos. Os valores absolutos de dano genético por individuo de cada

grupo estdo elencados nas Tabelas 2 e 3.

TABELA 2 - Valores absolutos de dano genético por individuo do Grupo Controle (SHN).

Nivel 0  Nivel1 Nivel 2  Nivel 3 Nivel 4 TOTAL DIIIIE\I BLS:NEO

Controle 1 254 24 14 7 1 300 77
Controle 2 279 16 2 3 0 300 29
Controle 3 267 17 6 7 3 300 62
Controle 4 232 18 21 22 7 300 154
Controle 5 212 65 12 7 4 300 126
Controle 6 179 112 3 6 0 300 136
Controle 7 126 73 87 11 3 300 292
Controle 8 238 9 15 11 27 300 180
Controle 9 277 14 6 3 0 300 35
Controle 10 270 21 4 4 1 300 45
Controle 11 259 32 4 5 0 300 55

SOMA 2593 401 174 86 46 3300 1.191

Fonte: Elaborado pela autora.
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TABELA 3 - Valores absolutos de dano genético por individuo do Grupo Exposto (SHN).

Nivel 0 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 TOTAL DIIIE\I B/IAS:NEO
Exposta 1 230 34 19 13 4 300 127
Exposta 2 208 27 23 33 9 300 208
Exposta 3 222 25 21 23 9 300 154
Exposta 4 100 109 24 27 40 300 398
Exposta 5 25 13 12 44 206 300 993
Exposta 6 33 18 11 8 230 300 984
Exposta 7 121 88 50 35 6 300 317
Exposta 8 97 139 15 13 36 300 352
Exposta 9 179 107 4 2 8 300 153
Exposta 10 161 82 23 21 13 300 243
Exposta 11 159 126 4 9 2 300 169
SOMA 1535 768 206 228 563 3300 4.116

Fonte: Elaborado pela autora.

Ao analisar a porcentagem de niveis de cometa em cada grupo, observou-se que o Hg
tem efeito genotdxico para os tecidos analisados, uma vez que a maioria dos individuos
expostos apresentaram numero reduzido de nucleoide, ou nivel 0, quando comparado com o
grupo controle (Figuras 9 e 10). Alem disso, cometas de nivel 1 e 4 ocorreram em maior
guantidade em individuos do grupo exposto (Figuras 9 e 10), o que demonstra a maior

fragmentacdo do DNA desses individuos em relagdo ao grupo controle.
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FIGURA 9 — Porcentagem dos niveis de danos no sistema hepatonefrocitico de abelhas do

grupo controle.
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100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30% — — — — — — — — — — — —

Porcentagem dos Niveis de Dano (%)

20% — = = _ = | — . — _ = —

10% — — — — — — — L — — — =

0%

CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE
1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 11

Nivel 0 =Nivel 1 ®™Nivel 2 ®Nivel 3 =Nivel 4

Fonte: Elaborado pela autora.

A analise da distribuicdo da porcentagem de niveis de cometa, ou indice de dano (Figura
11), evidenciou a diferenca do grau de genotoxicidade entre os grupos por meio de uma analise
comparada. Constatou-se que aproximadamente 78% dos nucleoides dos individuos do grupo
controle estdo concentrados em cometas de nivel 0, isto €, com material genético integro (Figura
11). No grupo exposto, por sua vez, este nivel somou, aproximadamente, 47% (Figura 11).

Nas categorias que representam as diferentes intensidades de dano ocorrido no DNA
(niveis 1 a 4), o grupo controle totalizou 22% sendo que, deste nimero, o nivel 1 predominou
com 12%. Seguindo este parametro, pode-se sugerir que 53% dos nucleoides dos individuos do
grupo exposto foram danificados e distribuidos nos niveis de 1 a 4 do grupo exposto, sendo que

o nivel 1 predominou com 32%, seguido do nivel 4 com 18% (Figura 11).
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FIGURA 10 - Porcentagem dos niveis de danos no sistema hepatonefrocitico de abelhas do

grupo exposto.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O nivel 4 é a classe de cometa que apresenta a maxima fragmentacéo da cromatina, ou
seja, com 0 DNA altamente fragmentado e em fita Gnica. Quando essa categoria foi analisada
individualmente entre os grupos, observou-se uma diferenca consideravel de 17%, uma vez
que, 0 grupo exposto apresentou 18% de cometas de nivel 4, enquanto o grupo controle
apresentou 1% (Figura 11).
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FIGURA 11 - Anélise comparativa dos niveis de dano entre 0s grupos controle e exposto (%).

Diferenca total de danos no Sistema Hepato-Nefrocitico dos grupos Controle e Exposto
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Fonte: Elaborado pela autora.

Apo0s a analise visual, realizou-se analise de variancia (Tukey's multiple comparisons
test, One Way ANOVA para dados ndo paramétricos) para checar se havia diferencas
estatisticas entre os grupos controle e exposto (p > 0.0001). O dano total do DNA de cada
individuo € representado por cometas de nivel 1 a 4, pois nestes niveis encontram-se os ndcleos
que sofreram fragmentacdo da cromatina. Dessa forma, os nimeros correspondentes a esses
niveis foram compilados para determinar o dano total, enquanto o nivel 0, que corresponde ao
DNA integro, ou nucleoide, tendo sido mantido isolado na analise a fim de estabelecer
estatisticamente a quantidade de material genético intacto e a quantidade de material genético
danificado (Figura 12).

Os resultados indicam que o nivel 0 do grupo controle (NOctr) predominou (**** =
altamente significante) em relagéo ao dano total deste mesmo grupo (DTctr), o que era esperado
para animais ndo contaminados. Entretanto, o nivel 0 do grupo exposto (NOexp) ndo difere
estatisticamente do dano total (DTexp) encontrado nesse grupo. Isso demonstra que a
quantidade de nucleos integros € similar a quantidade de nucleos danificados.

Porém, ao comparamos os dados separadamente entre 0s grupos, notou-se que o nivel 0
do grupo exposto diminuiu em relacdo ao grupo controle (p = 0,0031), enquanto o dano total

do grupo exposto aumentou com relacdo ao grupo controle (p = 0,0031). Sendo assim, 0 grau
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de genotoxicidade do grupo exposto aumentou significativamente quando comparado com 0
grupo controle.

FIGURA 12 - Diferenca estatistica entre os grupos controle e exposto (Sistema
hepatonefrocitico). Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os demais (p >
0.0001). Teste de Tukey. Legenda: NOctr — Nivel 0 do grupo controle; DTctr — Dano total do

grupo controle; NOexp — Nivel 0 do grupo exposto; DTexp — Dano total do grupo exposto.
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Fonte: Elaborado pela autora.

E sabido que o Hg possui toxicidade significativa, mesmo se absorvido em pequenas
concentracdes (ZAHIR et al., 2005). O presente estudo indicou que as abelhas expostas a este
contaminante apresentaram nudcleos com DNA consideravelmente danificados, sendo
observados pela migracdo diferencial dos fragmentos do material genético das células
individualizadas em diferentes intensidades (Figura 13).

Esses resultados sdo corroborados pelo trabalhno de Nogueira et al. (2019), que
demonstraram por meio de analises morfoldgicas e histoquimicas, que as células do SHN de
operérias de B. atratus expostas a concentra¢des traco de Hg sofreram colapso, enquanto em
abelhas da espécie B. morio os trofdcitos e endcitos perderam suas caracteristicas, exibindo
contorno irregular e nacleo em picnose. As analises morfologicas dos tecidos desses

organismos indicaram que apesar de ter sido utilizada uma concentracdo de Hg considerada
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segura (0,2 ug L 1), todas as estruturas observadas no estudo (trofdcitos, endcitos e células
pericardicas) foram altamente danificadas (NOGUEIRA et al., 2019).

No entanto, foi possivel observar no presente trabalho que, dentre os tipos celulares que
compde o SHN, as células pericardicas foram mais danificadas em relacdo aos trofocitos e
enocitos. Isso pode estar relacionado a alta quantidade dessas células que envolvem o vaso
dorsal, e, consequentemente, foram mais recorrentes na analise visual de classificacdo de
cometas. Entretanto, seu alto nivel de dano pode estar associado diretamente a funcdo que
exerce no organismo das abelhas. As células pericardicas exibem capacidade pinocitaria e estdo
envolvidas na captacdo e metabolizacdo de produtos toxicos da hemolinfa, viabilizando sua
excrecdo pelos TM por meio de metabdlitos intermediarios menos toxicos ou aprisionando 0s
toxicantes dentro delas por toda a vida da abelha (MILLS; KING, 1965; CROSSLEY, 1972;
POIANI; CRUZ-LANDIM, 2006; DAS et al., 2008; CRUZ-LANDIM, 2009).

Devido a isso, as células pericardicas sdo altamente responsivas a exposi¢do de
toxicantes, podendo ter suas fungdes superativadas ou desativadas. Em estado de superativacao,
essas células estdo em intensa atividade de filtracdo da hemolinfa, enquanto, em estado de
desativacdo esta filtracdo € impedida promovendo, assim, a acdo prolongada dos agentes
toxicantes no organismo (ABDALLA; DOMINGUES, 2015). Segundo Nogueira et al. (2019),
as células pericérdicas expostas a mesma concentracdo de Hg do presente estudo apresentavam-
se todas em nivel 4, ou seja, maximo grau de atividade pinocitica. Nessa perspectiva, assume-
se que devido a esse maior tempo em contato com essas substancias, as células pericardicas sdo

mais danificadas, comprometendo equilibrio homeostatico dos fluidos corporais das abelhas.
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FIGURA 13 - Diferentes niveis de intensidade de danos das abelhas expostas ao Hg a
concentragéo de 0,2 pg L L. Legenda: nv 1. Danos minimos no DNA; nv 2. Danos médios no

DNA; nv 3. Danos intensos no DNA e nv 4. Danos maximos no DNA.
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Fonte: Da autora.

7. 3. 2 Genotoxicidade do mercurio nos tubulos de Malpighi

A analise da genotoxicidade do Hg a 0,2 pg L "t nos TM em analise visual das amostras
indicou que este tecido é menos responsivo a exposi¢ao do Hg em relacdo ao SHN, uma vez
que regides com concentracdo exacerbada de cometas nivel 1 a 4 ndo foram observadas.
Esporadicamente, foram observados cometas de nivel 1 em uma mesma regiéo (Figura 14). Os

valores absolutos de dano genético por individuo estdo elencados nas tabelas 4 e 5.
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FIGURA 14 — Cometas em nivel 1, observados nos tubulos de Malpighi de abelhas expostas
ao mercurio (0,2 ug L 3.

Fonte: Da autora.
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TABELA 4 - Valores absolutos de dano genético por individuo do Grupo Controle (TM).

Nivel 0 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 TOTAL DIEN B/IA?NEO

Controle 1 217 49 26 5 3 300 128
Controle 2 204 44 34 16 2 300 168
Controle 3 189 93 8 10 0 300 139
Controle 4 255 16 21 7 1 300 83
Controle 5 232 53 11 2 2 300 89
Controle 6 211 64 11 5 9 300 137
Controle 7 178 102 9 6 5 300 158
Controle 8 203 58 27 10 2 300 150
Controle 9 220 45 23 9 3 300 130
Controle 10 169 81 17 12 21 300 235
Controle 11 246 30 12 8 4 300 94

SOMA 2324 635 199 90 52 3300 1511

Fonte: Elaborado pela autora.
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TABELA 5 - Valores absolutos de dano genético por individuo do Grupo Exposto (TM).

Nivel 0 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 TOTAL DIIIE\I B/IA?NEO

Exposta 1 111 137 31 16 5 300 267
Exposta 2 167 102 19 10 2 300 178
Exposta 3 233 38 9 11 9 300 125
Exposta 4 155 88 31 19 7 300 235
Exposta 5 123 101 42 18 16 300 303
Exposta 6 138 122 25 9 6 300 223
Exposta 7 197 58 24 13 8 300 177
Exposta 8 206 51 18 11 14 300 176
Exposta 9 173 97 15 8 7 300 179
Exposta 10 211 27 22 28 12 300 203
Exposta 11 92 136 27 31 14 300 339

SOMA 1806 957 263 174 100 3300 2405

Fonte: Elaborado pela autora.

Ao analisar a porcentagem de niveis de cometa em cada grupo, observou-se que o efeito
genotdxico do Hg neste tecido ndo foi significativo, uma vez que a maioria dos individuos
expostos apresentaram numero reduzido de cometas de niveis 1 a 4, similar ao que ocorreu no
grupo controle (Figuras 15 e 16). Alem disso, os cometas de nivel O apareceram em maior

abundancia em ambos os grupos (Figuras 15 e 16).
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FIGURA 15 - Porcentagem dos niveis de danos nos tubulos de Malpighi de abelhas do grupo

controle.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A andlise da distribuicdo da porcentagem de niveis de cometa, ou indice de dano (Figura
17), evidenciou um grau de genotoxicidade semelhante entre os grupos por meio de uma analise
comparada. Constatou-se que aproximadamente 71% dos nucleoides dos individuos do grupo
controle estdo concentrados em cometas de nivel 0, isto €, com material genético integro (Figura
17). No grupo exposto, por sua vez, houve um decaimento sutil de cometas desta mesma
categoria, somando, aproximadamente, 55% (Figura 17).

Nas categorias que representam as diferentes intensidades de dano ocorrido no DNA
(niveis 1 a 4), o grupo controle totalizou 29%, sendo que deste numero, o nivel 1 foi
predominante com 18%. Seguindo este parametro, 45% dos nucleoides dos individuos do grupo
exposto foram danificados e distribuidos nos niveis de 1 a 4, entretanto o nivel 1 predominou

com 28%, seguido do nivel 4 com 18% (Figura 17).
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FIGURA 16 - Porcentagem dos niveis de danos nos tubulos de Malpighi de abelhas do grupo

exposto.

Grupo exposto de B. atratus

100%
90% I
80%
70%

60%

50%

40% — — — — — — — — — —

30% — =i I

Porcentagem dos Niveis de Dano (%)

20% — ——

10% — — —]

0%
EXPOSTA 1 EXPOSTA2 EXPOSTA3 EXPOSTA4 EXPOSTAS5 EXPOSTA6 EXPOSTA7 EXPOSTA8 EXPOSTA9 EXPOSTA 10 EXPOSTA 11
“Nivel 0 ®mNivell mNivel2 mNivel3 mNivel4

Fonte: Elaborado pela autora.

Analisando somente o nivel 4, o qual corresponde ao dano méximo da cromatina, ambos
0S grupos apresentaram quantidade infima, visto que, o grupo controle somou
aproximadamente 1%, enquanto o grupo exposto apresentou 3% de cometas neste nivel.
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FIGURA 17 - Anélise comparativa dos niveis de dano entre 0s grupos controle e exposto (%).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Apds a analise visual, realizou-se andlise de variancia (Tukey's multiple comparisons
test, One Way ANOVA para dados ndo paramétricos) para checar se havia diferencas
estatisticas entre os grupos controle e exposto (p > 0.0001). Assim como realizado para 0
sistema hepatonefrocitico, os nimeros que representam cometas de nivel 1 a 4 foram
compilados a fim de evidenciar o dano total ocorrido, enquanto o nivel 0, que corresponde ao
DNA integro, foi mantido isolado na analise (Figura 18).

Os resultados indicaram que o nivel 0 do grupo controle (NOctr) predominou (****) em
relagdo ao dano total deste mesmo grupo (DTctr), 0o que era esperado para animais nao
contaminados. Entretanto, 0 mesmo ocorre para 0 grupo exposto: o nivel 0 do grupo exposto
(NOexp) também predominou em relagcdo ao dano total (DTexp) encontrado neste grupo,
diferindo estatisticamente. Isto demonstra que a quantidade de nucleos integros € maior do que
guantidade de nacleos danificados.

O dano total do grupo exposto é estatisticamente similar ao dano total do grupo controle,
ambos com baixa quantidade de nucleos danificados. Sendo assim, o grau de genotoxicidade
do Hg foi baixo neste tecido, ndo representando prejuizos significativos a concentragdo

utilizada nesta pesquisa e no tempo exposto.
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FIGURA 18 - Diferenca estatistica entre os grupos controle e exposto (Tubulos de Malpighi).
Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os demais (p > 0.0001). Teste de
Tukey. Legenda: NOctr — Nivel 0 do grupo controle; DTctr — Dano total do grupo controle;
NOexp — Nivel 0 do grupo exposto; DTexp — Dano total do grupo exposto.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Frente a esses resultados, pode-se aventar que o Hg foi neutralizado pelos tecidos do
SHN antes de penetrar os tibulos de Malpighi ou estes 6rgéos apresentam adaptacdes celulares
e moleculares para metabolizar o Hg, resistindo aos seus efeitos deletérios. As células
pericardicas parecem assumir funcdo importante na retirada de material téxico da hemolinfa
gue ndo possa ser excretada pelos TM, para neutraliza-lo, aprisionando-o dentro da célula por
toda a vida da abelha ou devolvendo-o a hemolinfa como metabdlitos em condigfes de serem
excretados (MILLS; KING, 1965; FIFE et al., 1987; POIANI; CRUZ-LANDIM, 2007; DAS
et al., 2008; CRUZ-LANDIM, 2009).
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7.3.3 Morfologia dos tubulos de Malpighi

As anéalises morfoldgicas comparadas das células dos TM corroboram este achado.
Diferentemente do corpo gorduroso e células pericardicas; os nacleos das células dos TM que
apresentaram fragmentacdo cromatinica ndo foram muito frequentes (Figura 19).

Nas abelhas, em geral, esses 6rgaos tendem a serem longos, finos e numerosos nos
adultos. Em abelhas operarias adultas da espécie B. atratus o nimero total de tubulos é 80. O
epitélio dos TM varia ao longo da sua extensdo, sendo mais delgado na regido mediana e mais
alto na regido proximal e distal. Entre essas ultimas, as invaginacdes e microvilosidades das
células epiteliais sdo mais desenvolvidas na regido proximal, assim como o limen é mais aberto
(BERRIDGE; OSCHMAN, 1969; CRUZ-LANDIM, 2009).

Observou-se a porcao proximal (proxima a sua ligacdo com o intestino) dos TM, por ser
a porcdo mais proxima da sua abertura com o intestino e, provavelmente, as primeiras a serem
afetadas com a ingestdo do Hg.

No grupo controle (Figuras 19A e 19B) o limen apresentou-se vazio e estreito, com
epitélio formado de células colunares abauladas na porcdo apical. Essas células apresentam
microvilosidades (bordo em escova) bem desenvolvidas (Figuras 19A e 19B). A porgéo basal
das células dessa regido parece diferenciada, com um contorno mais claro ao redor de todo o
perimetro do tabulo, o que, segundo a literatura, pode representar o labirinto basal formado por
longas invaginacdes da membrana plasmatica da regido basal. As analises morfoldgicas

indicam caracteristicas morfoldgicas normais dos TM analisados (CRUZ-LANDIM, 2009).
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FIGURA 19 - Corte proximal dos tubulos de Malpighi das operérias de B. atratus evidenciando
as alteragBes morfoldgicas entre grupo controle e exposto a 0,2 pg L  de Hg. (A) e (B) Grupo
Controle. (C) e (D) Grupo Exposto. Legenda: int = intima, Ib = labirinto basal, | = lGmen, n =

nucleo, vc = vacuolizacdo, seta = microvilosidades.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em comparagdo com o grupo controle, algumas diferencas morfologicas dos TM das
abelhas expostas ao Hg foram encontradas (Figuras 19C e 19D). As células do T™M
apresentaram-se vacuolizadas, o que indica aumento das invagina¢des do labirinto basal e
consequente atividade de filtragem de hemolinfa. Além disto, em compara¢do com 0 grupo
controle, as células do TM das abelhas expostas apresentaram maior desenvolvimento das
microvilosidades, o que indica maior atividade de excrecdo de substancias ao limen. Conclui-

se que as células dos TM das abelhas expostas estavam em processo mais intenso de atividade,
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provavelmente estimuladas pela presenca de Hg na hemolinfa. Porém, em ambos 0s grupos,

nao se notou dano tecidual ou celular.



98

8 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, o ensaio cometa foi padronizado para abelhas da espécie B.
atratus pelo ajuste de parametros especificos da técnica, sendo extremamente relevante e
essencial para uma melhor visualizagcdo de cometas e, consequentemente, para a obtencdo de
resultados mais precisos e fidedignos na avaliacdo de genotoxicidade.

Apbs a padronizacdo, foram avaliados os efeitos genotdxicos do Hg em concentracao
considerada segura pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), nas abelhas em
questdo. A partir das analises de biomarcadores, como o sistema hepatonefrocitico e os tibulos
de Malpighi pela aplicacio do ensaio cometa, foi possivel constatar que o Hg a 0,2 pg L
promoveu respostas celulares consideraveis nestes animais.

O sistema hepatonefrocitico exibiu resposta distinta dos tubulos de Malpighi frente a
exposicao ao metal-traco, mostrando-se mais sensivel a contaminagdo pela presenca abundante
de diferentes niveis de cometas, os quais indicam a fragmentacdo do material genético.
Aproximadamente metade dos nucleos analisados estavam comprometidos e distribuidos em
cometas de niveis 1 a 4, enquanto a outra metade manteve-se em nivel 0, isto €, com o DNA
integro. Essa proporcdo é extremamente significativa, uma vez que, pode indicar o
comprometimento das fungdes celulares e distdrbios metabolicos em geral. Os tubulos de
Malpighi, por sua vez, foram menos responsivos ao Hg, apresentando menor quantidade de
nucleos danificados (cometas de nivel 1 a 4) pois, provavelmente, os efeitos desse metal-traco
foram minimizados pelo sistema hepatonefrocitico anteriormente.

Com base nesses resultados, infere-se que, apesar da concentracdo de Hg considerada
segura pelo CONAMA ndo promover a morte imediata das abelhas, pode causar alteracdes ou
inativar os sistemas metabdlicos das abelhas estudadas, podendo ser um fator que contribui para
0 desaparecimento das populacfes do género Bombus. O declinio populacional dessas abelhas
podera desencadear uma cascata de eventos correlacionados, pois pode comprometer a
qualidade ambiental pela auséncia do seu servico de polinizacdo e também a produtividade

agricola, com a producéo de frutos de baixa qualidade.
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ANEXO

Teste de Tukey: Sistema hepatonefrocitico
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Number of 1
families
Number of
comparisons per 6
family
Alpha 0,05
Tl::ter:%/ Sa:?sutl)tézle Mean  95.00% CI of Significant?  Summar Adjusted
b Diff. diff. 9 ; Y Pvalue
test
NOctrvs. DTctr | 171,5 192510 Yes st <0.0001  B-G
240.4
NOctr vs. NOexp 96,18 212710 Yes *x 0,0031 B-H
165.1
NOctrvs. DTexp | 7527 930610 Yes * 0,0276 B-M
144.2
DTctrvs. Noexp | -75,27 144210~ Yes * 0,0276 G-H
6.366
DTctrvs. DTexp | -96,18 Rl Yes e 0,0031 G-M
27.27
NOexpvs. DTexp | 20,91 228210 No Ns 0,8478 H-M
48.00
Test details Melan Mean 2 Mean Diff.  SE of diff. nl n2 q DF
NOctr vs. DTctr | 235,7 64,27 171,5 25,71 11 11 9,432 40
NOctr vs. NOexp | 235,7 139,5 96,18 25,71 11 11 5291 40
NOctr vs. DTexp | 235,7 160,5 75,27 25,71 11 11 4141 40
DTctr vs. NOexp | 64,27 139,5 -75,27 25,71 11 11 4141 40
DTctrvs. DTexp | 64,27 160,5 -96,18 25,71 11 11 5291 40
NOexp vs. DTexp | 139,5 160,5 -20,91 25,71 11 11 1,15 40




ANEXO

Teste de Tukey: Sistema Hepatonefrocitico
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Table Analyzed Data 1
Data sets analyzed B-M
ANOVA summary
F 15,05
P value <0.0001
P value summary rkkk
Significant diff. among Yes
means (P < 0.05)?
R square 0,5302
Brown-Forsythe test
F (DFn, DFd) 1.231 (3, 40)
P value 0,311
P value summary Ns
Are SDs significantly No
different (P < 0.05)?
Bartlett's test
Bartlett's statistic (corrected) 3,038
P value 0,3859
P value summary Ns
Are SDs significantly No
different (P < 0.05)?
ANOVA table ss DF  MS FESEF)E)”’ P value
Treatment (between 164086 3 sa695 "~ 340 pogao01
columns) =15.05
Residual (within columns) 145394 40 3635
Total 309480 43
Data summary
Number of treatments 4
(columns)
Number of values (total) 44




ANEXO

Teste de Tukey: Tubulos de Malpighi
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Table Analyzed Data 1
One-way analysis of variance
P value <0,0001
P value summary *hk
Are means signif. different? (P Yes
<0.05)
Number of groups 4
F 143,9
R square 0,8028
Bartlett's test for equal
variances
Bartlett's statistic (corrected) 9,246
P value 0,0262
P value summary *
Do the variances differ signif. (P ves
<0.05)
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 463888 3 154629
Residual (within columns) 113942 106 1075
Total 577830 109
Tukey's Multiple Comparison Mean Significant? P < Summar 95% CI of
Test Diff, q 0,057 y diff
160,2 to
NOctr vs DTctr 189,1 24,2 Yes i 218.0
10,54 to
NOctr vs NOexp 47,09 4,764 Yes ** 83.64
148,4 to
*kk 4
NOctr vs DTexp 177,3 22,69 Yes 206,2
-170,9 to -
= *k% 1
DTctr vs NOexp 142 18,17 Yes 113.1
-30,05 to
DTctr vs DTexp -11,77 2,382 No ns 6.501
NOexp vs DTexp 130,2 16,66 Yes i 108l 19

159,1



