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RESUMO

PROVASE, Michele. Anélise genotoxica do Fipronil® no cérebro de abelhas da espécie
Bombus atratus (Hymenoptera: Bombini). 2021. Dissertacdo Mestrado em Biotecnologia
e Monitoramento Ambiental — Universidade Federal de S&o Carlos, campus Sorocaba,
2021.

O fipronil® é um inseticida de acdo neurotdxica, efetivo no combate as pragas.
Atualmente ndo ha estudos sobre os seus efeitos genotdxico no cérebro de abelhas. Em
razdo disso, o presente estudo buscou verificar a genotoxicidade do fipronil® as duas
concentracdes estimadas em campo no cérebro de operarias de Bombus atratus atraves
de microeletroforese. Operarias de B. atratus foram coletadas em campo e transferidas
para o laboratério onde foram mantidas isoladamente em estufa B.O.D. (26 °C, 70%
umidade relativa) por 96 horas. A exposicdo foi realizada oferecendo uma solucgéo
contaminada com fipronil a 2,5 ppb e 3,5 ppb. O grupo controle mantido em mesma
condigdo foi ofertada &gua filtrada. Para todos os grupos foram ofertada sacarose 70% ad
libitum como alimento. Apos exposicao, as abelhas foram crio-anestesiadas e dissecadas,
o cérebro retirado foi macerado e centrifugado para isolamento dos nucleos. As amostras
preparadas foram submetidas a técnica Ensaio Cometa. Os cometas foram analisados
através de microscopio 6tico, e pelos parametros: indice de Danos (ID), Frequéncia de
Dano (FD%) e Dano total (DT). Aplicou-se também teste estatistico de Tukey (p<0,05).
Os resultados mostraram que os valores médios obtidos para ID e FD% apresentaram
diferencas notaveis entre 0s grupos experimentais em relacdo ao grupo controle.
Entretanto, ao analisar DT através do teste de Tukey, observou-se que a concentragdo 2,5
ppb ndo causou danos significativos ao DNA nas células neurais de B. atratus
(p=0,4434), como observado na concentracdo de 3,5 ppb que induziu efeitos genotoxicos
significativos ao cérebro dessas abelhas (p=0,0215). Assim, conclui-se que a
concentracdo encontrada em campos de 3,5 ppb é genotoxica ao cérebro de operéarias de
B. atratus.

Palavras-chave: ensaio cometa; Bombus atratus; fipronil; genotoxicidade.



ABSTRACT

PROVASE, Michele. Genotoxicity of Fipronil® in the brain of bumblebee Bombus
atratus (Hymenopter: Bombini). 2021. Dissertacdo Mestrado em Biotecnologia e
Monitoramento Ambiental — Universidade Federal de S&o Carlos, campus Sorocaba,
2021.

Fipronil® is a neurotoxic insecticide, effective for control of crop pests. However, there
are no data about possible genotoxic effect of sublethal concentrations in the brain of
pollinator bees. Therefore, this study aimed sought to analyze the genotoxicity of
fipronil® at two concentrations estimated in the field in the brain of foraging workers of
Bombus atratus through microelectrophoresis. Workers of B. atratus were collected in
the field and transferred to laboratory where they were kept isolately at 26 °C and 70%
relative humidity for 96 hours. Exposure was performed by offering a solution
contaminated with fipronil at 2.5 ppb and 3.5 ppb and water as control. Sucrose syrup at
70% was offered to all groups as food ad libitum. After exposure, the workers were crio-
anesthezied at 4 °C and dissected, the removed brain was macerated and centrifuged to
isolate the nuclei. The prepared samples were submitted to the Comet Assay technique.
Comets were analyzed using an optical microscope, and by the parameters: Damage Index
(ID), Damage Frequency (FD%) and Total Damage (DT). Tukey's statistical test was also
applied (p<0.05). The results showed that the mean values obtained for ID and FD%
showed notable differences between the experimental groups in relation to the control
group. However, when analyzing DT through the Tukey test, it was observed that the
concentration of 2.5 ppb did not cause significant damage to the DNA of the neural cells
of B. atratus (p=0.4434), as observed in the concentration of 3.5 ppb, that induced
significant genotoxic effects in the brain of these bees (p=0.0215). Thus, it is concluded
that the concentration found in fields of 3.5 ppb is genotoxic to the brain of B. atratus
workers.

Keywords: comet assay; Bombus atratus; fipronil; genotoxicity.



LISTA DE FIGURAS
FIGURA 1. Visualizacdo interna do ninho de abelhas pertencente ao género Bombus. 23
FIGURA 2. Representagédo do sistema nervoso das abelhas..........cccoovvvviiiieiinicnnns 25

FIGURA 3. Representacdo das diferentes estruturas morfologicas presentes no cérebro
0aS ADEINAS ... 26

FIGURA 4. Principais etapas da técnica Ensaio COmeta. .........coceveereiieieinenieeeeens 29

FIGURA 5. Niveis de danos ao DNA e suas respectivas categorias no Ensaio Cometa.

FIGURA 6. Numero de periddicos indexados nos anos de 2010 a 2021 no banco de dados
Scopus e ScienceDirect referentes aos estudos com Ensaio Cometa em insetos. .......... 32

FIGURA 7. Estrutura quimica do inseticida fipronil ... 38

FIGURA 8. Estrutura quimica dos metabolitos resultantes do processo de degradacdo do

fipronil N0 MEI0 AMDIENTE..........ciiei e 39
FIGURA 9. Mecanismo de ag&o do fipronil no receptor GABA. ........cccooeiiveiiieninnnn. 41

FIGURA 10. NUmero de periédicos indexados nos anos de 2010 a 2021 no banco de

dados Scopus e ScienceDirect referentes aos estudos com inseticida fipronil em abelhas

FIGURA 11. Abelha operaria de Bombus atratus...........ccccceecvvvrviireieeicrese e 47

FIGURA 12. Protétipo de Caixa Entomoldgica para exposicao de insetos em ensaios

L1000 (o) qToto] [0 [ Tolo LSS 48

FIGURA 13. Representacdo esquematica do processo de analise e contagem dos

nucleoides presentes nas Iaminas histologicas de ambos 0S grupos...........cccceeveereenen 51

FIGURA 14. Representagdo visual das comparagdes analiticas entre os estados de

integridade da cromatina em diferentes niveis no cérebro de Bombus atratus. ............. 52

FIGURA 15. Micrografia referente a presenca de nucleoides no cérebro de Bombus

atratus observado N0 grupo CONTIOIE .........couiiiiiiiiieiee e 54

FIGURA 16. Micrografia dos niveis de cometas observados nos grupos experimentais 1
B 2 ettt e ettt Rt Rt et E e R e bRt Re b et e Rt Re et oAt Re R e e ReeRe b et Re et et e e re et e 56



FIGURA 17. Micrografias referentes aos padrdes observados nos grupos: Experimental

1 (2,5 ppb de fipronil) e Experimental 2 (3,5 ppb de fipronil) ........ccccoooiiiiiiniiinn. 57

FIGURA 18. Anélise estatistica referente ao Dano Total (DT) entre os grupos controle,

experimental 1 e eXperimental 2..........cccoooiieiieii i 60



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. Aplicacdo da técnica Ensaio Cometa na avaliacdo de danos ao DNA em

diferentes MOdeloS A INSELOS. ......eevvieiirieii e 34
TABELA 2. Efeitos do fipronil em diferentes espécies de abelhas. .........c.ccoccoeinenenn. 44

TABELA 3. Valores descritivos do indice de danos (ID), Frequéncia de Dano (FD%) e
Dano Total (DT) no cérebro de Bombus atratus expostas as concentracfes de 2,5 ppb e
3,5 PPD e FIPIONIL. ..o s 59



LISTA DE AREVIATURAS E SIGLAS

Ab — Anel basal

ABNT — Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
ANOVA — Anadlise de Variancia

b — Borda

c— Colar

Ce — Cérebro

cc — Corpo central

co — Conectivos

cm — Célice mediano

cp — Corpo pedunculado

CT — Cometas

DT — Dano Total

FAQO — Food and Agriculture of the United Nations
FD% — Frequéncia de Dano

ga — Ganglios abdominais

GABA — Acido gama-aminobutirico

gt — Ganglio toréacico

GluCl — Glutamato

IBAMA — Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
ID — indice de Dano

la—Lamina

La— Lobo antenal

lo — Lobo éptico

me — Medula



n — Nucleoides

N — Nervos

OECD - Organization for Economic Cooperation and Development
P — Pedunculo

pc — pons cerebralis

Pr — Protocérebro

PI — Lateral do protocérebro

SCGE - Single Cell Gel Eletrophoresis

SN — Sistema Nervoso



SUMARIO

1. INTRODUGAOQ ...ttt ee et se s 16
2. OBJIETIVOS ...ttt sb e ae s nenreereens 20
2.1 ODJELIVO GEIAl ..ottt ne s 20
2.2 ODJEtiVO ESPECITICO ..ot 20
3. FUNDAMENTAGCAO TEORICA .......oooeeeeeeeieeeeseeeseeseessseessiensesssesiesses s 21
3.1 Abelhas do gENEro BOMDUS .........coviiiiiieiiee e 21
3.1.1 Biologia geral das abelhas BOMBUS ...........cccooieiieiiiieceece e 21
3.1.2 Ciclo biologico das col6nias de Bombus atratus...........ccccvevvevveveeieesieeneese e 22
3.2 Sistema Nervoso das abelhas: CErebro..........cccovvvveiiiiiiieciiceeee e 24
3.3 ENSAI0 COMELA ...oveiiieie ettt st nre e 27
3.3.1. Caracterizacdo da técnica Ensaio COMEta........ccccevvererviiiveieieiese e 27
3.3.2. Beneficios do Ensaio Cometa para a ecotoxXicologia.........ccoevvvererncncienineneenn 30
3.3.3. Aplicabilidade do Ensaio Cometa em INSELOS .........ccceevevieiiieieeieeiee e 31
3.3.4 Diversificando modelos de estudos no Ensaio Cometa: As abelhas ..................... 37
KRR T o1 (] | USSP 38
3.4.1. Fipronil: Propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas. ...........cccccvevviieeiiciiesnennn. 38
3.4.2 Fipronil: MecaniSmMO de ACAO .......c.ccveveirierieeieieesie e seese e e e sre e eas 40
3.4.3 Evidéncias do efeito de inseticidas fipronil em abelhas eussociais....................... 41
4. MATERIAIS E METODOS ......ooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseses s eseessse s eseeseesesseeren e, 47
o I ©0] [ - OSSP 47
4.2. Manutencao dos animais em condic¢des laboratoriais...........ccccoveveieeieciiesinenne. 47
4.3 Fracionamento celular para 0 Ensaio Cometa..........ccccoeovvvevienieniesieene e 48
O g Y T [0l @] -] - LT 49
4.4.1 Preparo das 1aminas hiStolOgICas. .........ccoeiririieiieriec s 49
4.4.2 Tratamento COM SOIUGAOD 08 LISE .....ccueiuiiiiiiiiieieieee e 49
O R 111 0] (0] =] -SSP 50
4.5 Coloracao das laminas histologicas Ensaio Cometa...........cccocevveveieececiesenenne. 50
4.6 Analise das laminas histolOgiCas............ccoveviiiieiiieii e 50
4.6.1 Andlise estatisticas das 1aminas histolOgiCas............cccecvvevierieiieie e 52
5. RESULTADOS E DISCUSSAO ..ottt ee s 54
5.1 Andlise visual do efeito genotédxico do fipronil no cérebro de Bombus atratus 54
5.2 Danos ao DNA no cérebro de Bombus atratus ..........cccceeveeeeeinnenene e 58
8. CONCLUSAOD......oiuiiieiriieieeisiies sttt 63
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cooiiiiiiieieeeee s 64
APENDICE A ...ttt 77

APENDICE Bi...o.ooceoeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e s e e et e et e e es e e s et e e e e e 79



16

1. INTRODUCAO

As abelhas sdo importantes polinizadores devido a sua eficacia e ampla
distribuicdo em diferentes paisagens geobotanicas. Estudos mostram que cerca de 25 mil
espécies de abelhas sdo responsaveis pelos servigos de polinizacdo de diferentes biomas,
bem como na manutencao de 90% das florestas nativas, proporcionando o melhoramento
na qualidade dos frutos e na ampliacdo de 70% da produtividade agricola (FAO, 2004;
FAOQ, 2021; FREITAS; PINHEIROS, 2012; KHALIFA et al., 2021; KLEIN et al., 2007,
RICKETTS et al.,, 2008; REILLY et al.,, 2020; SCIENE FOR ENVIRONMENT
POLICY, 2020).

Embora seja evidente a importancia dos polinizadores para 0S Sservigos
ecossistémicos e para producdo de alimentos do setor agricola, um fenbmeno que tem
preocupado a comunidade cientifica é o crescente registro de desaparecimento e redugéo
de populacg6es inteiras de abelhas pelo mundo, ocasionado por diferentes fatores bidticos
e abidticos (ABDALLA; DOMINGUES; BALSAMO, 2018; BALSAMO et al., 2019;
DOMINGUES et al., 2017; FREITAS; PINHEIROS, 2012; GOULSON et al., 2015;
NOGUEIRA et al., 2019).

Atualmente tem-se observado o desaparecimento e diminuicdo de populacdes de
muitas espécies de abelhas pertencentes ao género Bombus, principalmente nos
continentes europeu e americano, regides que possuem um monitoramento maior € mais
frequente (BIESMEIJER et al., 2006; CAMERON et al., 2011). Dentre os fatores que
causam esse fendmeno, encontram-se: desmatamento; presenca de patdgenos; atividades
industriais intensivas; fragmentacdo de areas florestais devido a expansao agricola; e uso
indiscriminado de agrotéxicos (CAMERON et al., 2011, FREITAS et al., 2009; HUNG
etal., 2018; RICKETTS et al., 2008).

Além disso, estudos recentes tém mostrado aumento dos indices de contaminagédo
de abelhas por xenobi6ticos, principalmente durante as atividades de forrageamento,
processo pelo qual as abelhas coletam pélen, néctar, &gua, resina e até argila ou barro para
a manutencao da colonia. Sendo através da atividade de forrageamento que aumentam as
chances de exposi¢do dessas abelhas a diferentes substancias quimicas, como fungicidas
(DOMINGUES et al., 2017; PETTIS et al., 2013), herbicidas (BOILY et al., 2013),
inseticidas (BALSAMO et al., 2019; SIMON-DELSO et al., 2015), e metais tragos
(ABDALLA; DOMINGUES; BALSAMO, 2018; CESCHI-BERTOLI et al., 2020;
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PROVASE et al., 2021). De modo que os agrotoxicos — aos quais abrange as classes de
herbicidas, fungicidas e inseticidas — tem-se destacados como 0s principais agentes
toxicos que mais causam efeitos negativos ao ciclo de vida das abelhas, contribuindo para
o0 declinio das coldnias (DICKS et al., 2016; NOCELLI et al., 2012).

No Brasil, o agronegocio € uma das principais atividades econémicas do pais
(VALADARES; ALVES; GALIZA, 2020), e a medida que ocorre expansdo das areas
agricolas, a demanda e uso de agrotdxicos aumenta, principalmente os agrotdxicos
pertencentes a classe de inseticidas. Segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
(IBAMA), o Brasil esta entre os maiores consumidores mundiais de agrotdxicos
(IBAMA, 2019). Em 2019, contextualizando a situacdo, foi registrado um aumento de
12,97% (620.537,98 toneladas do principio ativo) nas vendas internas de agrotoxicos em
relacdo a 2018 (IBAMA, 2019).

O uso intensivo de inseticidas recorrentes das atividades agricolas é altamente
preocupante, principalmente para os polinizadores, visto que, esses agentes tdxicos
apresentam grande persisténcia no meio ambiente, podendo ser encontrados residuos no
solo, agua, pélen e néctar das plantas (CULLEN et al., 2019; KRUPKE et al., 2012;
LENTOLA et al., 2017; THOMPSON et al., 2014), elementos com os quais as abelhas
estdo em constante contato (PANSERI et al., 2014) como é o caso das espécies do género
Bombus.

Algumas espécies do género Bombus sdo abelhas nativas e apresentam grande
importancia nas atividades de polinizacao, principalmente para as plantas silvestres, isso
em relacdo a atividade de polinizacéo realizada por espécies exoticas, como Apis mellifera
Linnaeus 1758, uma polinizadora generalista (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012).
Essas abelhas do género Bombus também desempenham papel de destaque na polinizagdo
de algumas culturas agricolas, como a do tomate (VELTHUIS; VAN DOORN, 2006).

Além disso, as abelhas do género Bombus sdo eficientes bioindicadores, e a
utilizacdo dos seus 6rgédos internos tem-se mostrado altamente relevante para estudos
ecotoxicologicos, visto que um determinado agente toxico pode ndo afetar a taxa de
mortalidade de uma populacdo, entretendo este pode interferir no fitness de seus
individuos (ABDALLA; DOMINGUES; BALSAMO, 2018; NOGUEIRA et al., 2019;
PROVAGSE et al., 2021).

No que se refere aos estudos ecotoxicologicos utilizando a espécie Bombus

atratus Franklin 1913, estes sdo pouco explorados, e mais raros sao os estudos utilizando
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0 cérebro destas abelhas na avaliacdo de genotoxicidade frente a acdo dos inseticidas.
Uma tematica altamente relevante, dado que os inseticidas embora sejam aplicados em
insetos-alvo, seu uso na agricultura pode ter implica¢Ges negativas ao atingir insetos néo-
alvo que atuam no controle de pragas ou na polinizacdo (CULLEN et al., 2019). Além
disso, estudos apontam que cerca de 90% dos inseticidas utilizados possuem acgédo
neurotoxica nos insetos (PEREIRA, 2010) como por exemplo, o fipronil.

O fipronil € um inseticida altamente toxico, que se caracteriza por sua agao
neurotoxica nos insetos, considerado o principio ativo que mais causa a mortalidade em
abelhas (CASTILHOS et al., 2019; EL HASSANI et al., 2005; MORAIS et al., 2018;
VIDAU et al., 2011). O principal mecanismo de acdo desse inseticida € o bloqueio do
influxo de ions de cloreto através dos receptores de &cido gama-aminobutirico (GABA)
(BARBARA et al., 2005), bem como os canais de cloreto ativados pelo glutamato
(GIuCl), presentes nos insetos (BARBARA et al., 2005; NARAHASHI et al., 2010).
Como consequéncia da interrup¢do do influxo de ions de cloro, os impulsos sinapticos
que ocorrem nas células nervosas sdo afetados negativamente, resultando em
hiperexcitacdo neuronal, paralisia severa, e posteriormente, a morte dos insetos (WANG
et al., 2016b; ZHANG et al., 2018).

Estudos realizados em abelhas A. mellifera mostraram que o fipronil, pode causar
alteracbes morfoldgicas nos corpos celulares de neurbnios, as chamadas células de
Kenyon, presentes nos corpos pedunculados localizado no cérebro dessas abelhas
(JACOB et al., 2015; ROAT et al., 2013). Desse modo, considerando que no cérebro das
abelhas os corpos pedunculados (corpora pedunculata) estdo associados principalmente
a plasticidade comportamental desses organismos, representando o centro de integragédo
multimodal, ao qual recebem informacdes olfativas, visuais e gustatorias (KIYA et al.,
2007), o comprometimento da funcionalidade e integridade dessas estruturas, induzidas
pela acdo do fipronil, resultam em inexorédvel disfuncdo sensorial e cognitiva do cérebro
e consequente inabilidade das abelhas exercerem suas funges.

Nessa perspectiva, € possivel compreender os danos genéticos causados pela acéo
do fipronil no cérebro de abelhas B. atratus, através da técnica do Ensaio Cometa, uma
metodologia que consiste na migracdo diferencial das alcas de DNA em cromatinas que
sofrem descompactacdo, por um processo de microeletroforese (OSTILING;
JOHANSON, 1984; SHAPOSHNIKOV et al., 2008). Na ecotoxicologia, essa técnica

vem se destacando como uma ferramenta importante para 0 monitoramento ambiental
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(LAPUENTE et al., 2015). Embora sua aplicacdo em estudos genotoxicologicos
utilizando abelhas neotropicais seja pouco explorada, os pesquisadores Ceschi-Bertoli et
al. (2020) realizaram um protocolo validando o uso do Ensaio Cometa em tecidos de
abelhas, voltado para as espécies neotropicais B. atratus.

Nesse contexto, o presente estudo visou avaliar o efeito do fipronil no cérebro de
abelhas operarias B. atratus, utilizando concentracfes estimadas em campos (2,5 ppb e
3,5 ppb), através da técnica do Ensaio Cometa, com o intuito de elucidar os impactos

causados por essa substancia nestes organismos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar possiveis efeitos genotdxicos do fipronil® no cérebro de operérias de

Bombus atratus.
2.2 Objetivo Especifico

e Verificar se ha efeitos de genotoxicidade do fipronil® no cérebro de operarias
Bombus atratus nas concentracoes de 2,5 ppb e 3,5 ppb.

o Verificar os efeitos de genotoxicidade do fipronil® a partir da aplicacdo dos
parametros de indice de Dano (ID), Dano Total (DT) e da Frequéncia de Dano
(FD%).



21

3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Abelhas do género Bombus

3.1.1 Biologia geral das abelhas Bombus

As espécies do género Bombus sdo abelhas primitivamente eussociais
pertencentes a Apidae (Bombini) (MICHENER, 2007), que compdem aproximadamente
250 espécies classificadas em 38 subgéneros (WILLIAMS, 1998; CAMERON; HINES;
WILLIAMS, 2007).

Comumente encontradas em regides com clima temperado, as abelhas das
espécies Bombus estdo presentes em todos os continentes com exce¢do da Oceania e
Antértida (CAMERON et al., 2011; GRIXTI et al., 2009; MARTINS; MELO, 2010). Em
termos de riqueza de espécies, essas abelhas apresentam altos indices em areas
montanhosas ou em latitudes elevadas como no Oriente e Paleoartico com cerca de 175
espécies, quando comparada a América do Sul, cujo numero é reduzido a
aproximadamente 22 espécies (WILLIAMS, 1996).

No Brasil as abelhas do género Bombus sdo popularmente conhecidas como
“mamangavas” (GAROFALO, 2005), as quais estdo distribuidas geograficamente em 23
estados, exceto nos estados do Piaui, Sergipe e Tocantins (GAROFALO, 1978a; 1978b;
MOURE; MELLO, 2008). Segundo os registros apontados por Moure e Sakagami (1962)
apenas seis espécies deste género sdo encontradas no pais, sendo: Bombus morio
Swederus 1787, Bombus atratus Franklin 1913, Bombus bellicosus Smith 1879, Bombus
brasiliensis Lepeletier 1836, Bombus brevivillus Franklin 1913 e Bombus transversalis
Oliver 1789. Embora as espécies Bombus morio e Bombus atratus sejam as mais
abundantes e simpatricas principalmente nas regides sul e sudeste do pais (MICHENER,
2007; MOURE; SAKAGAMI, 1962; SAKAGAMI, 1976).

As abelhas pertencentes a esse grupo destacam-se por serem robustas,
apresentando tamanho corporal grande (9 — 22 mm) e coloracdo diferenciada no torax e
abdémen, caracteristicas variaveis de acordo com a especie e subespécie (MICHENER,
2007). Devido ao seu tamanho corporal, esses individuos podem transportar uma grande
quantidade de pdlen de diferentes paisagens geobotanicas mesmo quando em condicdes
adversas, alem de possuirem estruturas especializadas como uma glossa longa que

alcanca até mesmo flores com corolas tubulares longas, comportamento de vibragéo do
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torax, agitando as anteras e liberando o polen; sendo de grande importancia para aumentar
a variabilidade ou mesmo para que ocorra a fecundacdo cruzada em determinadas
espécies vegetais (AGUILAR-BENAVIDES, 2008; HEINRICH, 2004).

A distancia percorrida pelas abelhas operérias durante suas atividades de
forrageamento depende de alguns fatores, tais como: densidade, sazonalidade da fonte de
alimento, tamanho do corpo da abelha. Segundo os pesquisadores Goulson et al. (2010)
as espécies de Bombus podem percorrer uma distancia entre 3 — 10 Km durante o
forrageamento, embora as distancias mais comuns de forrageamento relatadas na
literatura para esses individuos variam entre 250m e 2 Km, (KNIGHT et al., 2005;
HAGEN et al., 2011; JHA; KREMEN, 2012; REDHEAD et al., 2016).

3.1.2 Ciclo bioldgico das coldnias de Bombus atratus

Em regides tropicais as espécies de Bombus podem apresentar dois ciclos de vida
anuais, ja em regides temperadas, ha somente um ciclo, devido a estacdo de inverno, na
qual a rainha fecundada tem um periodo de hibernacio (GAROFALO, 1979;
DUCHATEAU; VELTHUIS, 1988; DEVILLERS; PHAM-DELEGUE, 2003). As
espécies B. atratus apresentam ciclo de vida anual, embora no Brasil ndo ha dados
suficiente evidenciando a ocorréncia de apenas um ou dois ciclos anuais (GAROFALO;
ZUCCHI; MUCCILLO, 1986). Entretanto, segundo Abdalla, F.C. (informacdo pessoal),
o0s ninhos de B. atratus apresentam mais de um ciclo com a substitui¢do da rainha mais
de uma vez por ano.

Os ninhos sdo geralmente construidos em diferentes substratos naturais como em
cavidade subterranea (Figura 1) como solo, cadmaras de sauveiros abandonados,
cupinzeiros e ocos de madeiras, sendo cobertos com uma camada de cera, detritos de
plantas ou barro (MARTINS; MELO, 2010; MICHENER, 2007; MOURE; SAKAGAMI,
1962).

O ciclo de vida dessas abelhas se inicia na fase solitaria da colénia com uma rainha
fecundada que constroi os primeiros alvéolos de cria dando origem as primeiras operarias
que auxiliardo no desenvolvimento da colénia (GAROFALO, 2005; GOULSON, 2010).
Periodo na qual a rainha realiza as atividades externas e internas da colénia, como coleta
de alimento, construcédo dos potes de mel e casulos, até cuidado com as crias (GOULSON,

2010). Apos o emergir das primeiras operarias a rainha cessa as atividades externas e
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assumindo unicamente a funcéo reprodutiva no interior da col6nia, enquanto as operarias
assumem as demais atividades internas, bem como as externas de forrageamento para
manutencio da colonia (GAROFALO, 2005; GOULSON, 2010).

FIGURA 1. Visualizacao interna do ninho de abelhas pertencente ao género Bombus.

Fonte: Laboratdrio de Biologia Estrutural e Funcional. Fotégrafo: Sidney Cardoso.

A dominancia da rainha sobre as operarias é realizada através de agressoes fisicas
ndo ritualizadas e com auséncia de feroménios (VELTHUIS; VAN DOORN, 2006). Esse
comportamento também é observado em B. atratus como uma maneira de impor
limitacdes e defender o territorio de outras rainhas (GAROFALO, 2005).

Contudo, quando a coldnia atinge seu climax de desenvolvimento, ocasionado
pelo aumento na frequéncia de oviposi¢cBes pela rainha acelerando o crescimento
populacional da colbnia e, consequentemente, 0 numero de operarias, a rainha pode
perder sua dominancia e operarias com ovarios desenvolvidos dao inicio a producéo de
sexuados (machos e rainhas), onde comegcam a ovipositar ovos hapléides que originardo
machos (GAROFALO, 1979). Os machos (filhos das operarias) saem do ninho apés 3 —
4 dias de emergéncia, podendo variar entre as espécies deste género (GAROFALO, 2005;
AGUILAR-BENAVIDES, 2008).

O ciclo da colbnia termina quando a rainha fundadora morre (CAMERON; JOST,
1998). Embora as coldnias de Bombus Neotropicais, ao contrario do que acontece com
espécies de clima temperado, sdo abelhas perenes, permitindo que uma rainha nova
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assuma o ninho iniciando um novo ciclo evitando o final do ciclo biologico
(GAROFALDO, 1979).

3.2 Sistema Nervoso das abelhas: Cérebro

A aplicacéo de estudos ecotoxicologicos utilizando biomarcadores moleculares e
celulares séo de grande relevancia para obter melhor compreensao dos fatores e os efeitos
que causam mortalidade das abelhas. Perspectiva atribuida em relacdo aos estudos
classicos que pode ndo apresentar informac6es suficientes para uma compreensao clara e
coesiva dos fendmenos que afetam as abelhas. (ABDALLA; DOMINGUES;
BALSAMO, 2018; CATAE et al., 2014; COSTA et al., 2015; DESNEUX;
DECOURTYE; DELPUECH, 2007).

Estudos tem destaca que as abelhas sdo 0s insetos mais susceptiveis a exposi¢ao
de diferentes contaminantes ambientais, principalmente durante a atividade de
forrageamento. Em razdo disso, estes organismos sdo considerados eficientes
bioindicadores para estudo de avaliacdo risco como por exemplo, na avaliacdo de
contaminantes ambientais com os inseticidas, visto que as abelhas sdo organismos
altamente vulneraveis a acdo neurotoxica dessas substancias (BELZUNCES;
TCHAMITCHIAN; BRUNET, 2012; JACOB, 2015).

Embora apresentem diferenca anatdmica entre o sistema nervoso dos vertebrados
e dos insetos, a sua organizacdo geral pode ser considerada homoplasica a funcdo e a
especializacdo dos neurdnios no cérebro, corddo nervoso ventral e nas terminacdes
sensoriais ao longo do corpo e formando estruturas complexas, como antenas, olhos
compostos e ocelos. Em ambos os organismos hd um sistema nervoso central com vias
eferentes e aferentes que comandam os musculos, as glandulas e os receptores sensoriais
(CRUZ-LANDIM, 2009; SNODGRASS, 1956).

O sistema nervoso das abelhas é formado pelo cérebro e ramificacdes da cadeia
nervosa ventral, constituida de ganglios interligados por segmentos nervosos 0S
chamados conectivos (Figura 2) (AZEVEDO; NOCELLI, 2020; CRUZ-LANDIM, 2009;
SNODGRASS, 1956).
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FIGURA 2. Representacdo do sistema nervoso das abelhas. Legenda: Ce: Cérebro, gt:
ganglio toracico, co: conectivos, ga: ganglios abdominais, N: nervos.

Fonte: Adaptada de Azevedo; Nocelli, 2020.

O cérebro é o 6rgdo responsavel por receber os impulsos sensoriais vindos dos
orgdos dos sentidos da cabeca e dos ganglios da cadeia nervosa ventral, através de
interneurdnios ascendentes. Nas abelhas o cérebro é dividido em trés regides:
protocérebro, deutocérebro e tritocérebro. O tritocérebro representa a menor regido do
cérebro, composto por um par de lobos localizados ventralmente aos lobos antenais e
paralelamente ao es6fago. Esta por¢do do sistema nervoso fica localizada fora da estrutura
cerebral e apresenta elementos motores e sensoriais que o ligam ao sistema
estomogastrico (CRUZ-LANDIM, 2009; SNODGRASS, 1956). Na regido onde esta
localizado o deutocérebro sdo encontrados os lobos antenais, estruturas esféricas que
recebem estimulos olfatorios captados por neurbnios sensitivos presentes nas antenas e
nas estruturas da boca (AZEVEDO; NOCELLLI, 2020; CRUZ-LANDIM, 2009).

O protocérebro é constituido em pons cerebralis, complexo ou corpo central, 0s
corpora pedunculata, pars intercerebrailis e lobos oOpticos (Figura 3). Os corpos
pedunculados ou corpora pedunculata, sdo formados por estruturas pares constituidas
cada uma com duas neurdpilas, que compdem os corpos celulares de neurénios, as células

de Kenyon, que recebem e transmitem estimulos informacionais através de nervos
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aferentes e eferentes, que fazem conexao com os 6rgdos dos sentidos nas abelhas (CRUZ-
LANDIM, 2009; FAHRBACH, 2006). As células de Kenyon podem ser subdivididas em
trés subtipos: células de Kenyon compactas internas, externas e ndo compactas. Essas
células sdo facilmente identificadas pelo tamanho e localiza¢éo de seus corpos celulares
(FARRIS; SINAKEVITCH, 2003; KIYA et al., 2007).

FIGURA 3. Representacdo das diferentes estruturas morfolégicas presentes no cérebro
das abelhas. Legenda: cc: corpo central; La: lobo antenal, lo: lobo Optico; Pr:
protocérebro; pl: lateral do protocérebro; pc: pons cerebralis; cp: corpo pedunculado; cm:
calice mediano; cl: célice lateral; ab: anel basal; b: borda; c: colar; P: pedinculo; Regido
dos lobos 6pticos (me: medula; la: 1dmina).

Fonte: Elabora pela autora. Referencial CRUZ-LANDIM (2009) e KLEI et al. (2017).

Devido a sua alta plasticidade sinaptica que esta diretamente relacionada com a
capacidade de aprendizagem, armazenamento e memorizagdo, as abelhas séo
consideradas excelentes modelos para estudos neurobiolégicos (ROAT; CRUZ-
LANDIM, 2011). Portanto, ao considerar a tematica proposta neste estudo, pode-se
compreender que o comprometimento do sistema nervoso e do cérebro das abelhas
conduz & inativacdo e/ou desorientacdo do processamento de informacdes que asseguram
coordenacdo e resposta rapidas das fungdes motoras, visuais, gustativas e olfativas nesses
organismos (CRUZ-LANDIM, 2009).
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3.3 Ensaio Cometa

3.3.1. Caracterizacdo da técnica Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa, também conhecido como eletroforese em gel de célula Unica
(SCGE, do inglés, Single Cell Gel Eletrophoresis) (COLLINS, 2014; OSTILING;
JOHANSON, 1984), é um metodo utilizado na avaliacdo de danos ao material genético
em nucleos celulares individuais, podendo ser aplicado em qualquer tipo de célula de
diferentes 6rgédos e/ou tecidos de organismos eucariéticos (AFANASIEVA; SIVOLOB,
2018; GAJSKI et al., 2019a). Considerado uma técnica altamente sensivel, com
capacidade de detectar a presenca de contaminantes presentes no meio ambiente, atraves
da avaliacdo do dano ao DNA em organismos modelos (AZQUETA et al., 2019; GAJSKI
etal., 2019a).

Essa técnica tem ganhado grande repercussao em estudos de biomonitoramento
humano e ambiental, testes de genotoxicidade in vitro e in vivo de produtos quimicos, e
estudos de ecotoxicidade, incluindo pesquisa basica focada nas analises aos mecanismos
de dano e reparo do DNA (AZQUETA et al., 2011; GAJSKI et al., 2019a; 2019b;
LANGIE; AZQUETA; COLLINS, 2015). Todavia, nos ultimos anos o Ensaio Cometa
vem se tornando uma ferramenta importante para ecotoxicologia, nas analises de
genotoxicidade em modelos experimentais aquaticos e terrestres (DE LAPUENTE et al.,
2015) para o monitoramento ambiental.

Os primeiros estudos utilizando a técnica do Ensaio Cometa passaram por
modificacdes metodologicas até chegar ao método atual. Inicialmente Rydberg e
Johanson (1978), desenvolveram um método capaz de realizar a quantificacdo do dano
ao DNA por lise de células incorporadas em gel de agarose sob condic¢des alcalinas (pH
12). Algum tempo depois Ostling e Johanson (1984) apresentaram uma versio
modificada, desenvolvendo a técnica de eletroforese em micro-gel, denominada também
de Ensaio Cometa com a aplicacdo de eletroforese em pH 9,5, visando melhorar a
sensibilidade da deteccdo de danos ao DNA de uma Unica célula.

Outras modificacGes foram realizadas ao longo dos anos, como a aplicacdo de
eletroforese em condicGes neutras; uso de enzima para detec¢do de danos; hibridizagcdo
de fluorescéncia in situ para marcacao de regides da calda (cromatina desenovelada) que
apresentam genes de interesse (AZQUETA; COLLINS, 2013; GAJSKI et al., 2019a;
2019b; M@LLER, 2005).
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Atualmente o Ensaio Cometa é comumente utilizado nas condi¢des alcalinas ou
neutras em sistemas in vitro e in vivo (SHARMA et al., 2010). Em condicdo alcalina o
Ensaio Cometa é considerado um método ideal para estudos ecotoxicoldgicos,
desenvolvido por Singh et al. (1988) com eletroforese conduzido sob condi¢des em pH
13. Essa técnica nao resulta apenas na deteccao de danos ao DNA, mas também de sitios
abasico ou AP (sitios apurinicos/apirimidinicos), esses sitios sdo resultantes de quando
uma base é perdida do DNA espontaneamente ou durante o reparo do DNA (AZQUETA
etal., 2011; PU; WANG; KLAUNING, 2015).

O processo da tecnica do Ensaio Cometa consiste na migracao diferencial das
alcas de DNA em cromatinas superenoveladas que sofrem descompactacéo, devido ao
dano causado na cromatina e sdo visiveis através do processo de microeletroforese
(OSTLING; JOHANSON, 1984; SHAPOSHNIKOV et al., 2008). Ou seja, em termos
metodoldgicos, as amostras celulares em suspensao sdo incorporadas em gel de agarose,
seguido de tratamento com solucao de lise, com a finalidade de remover membranas
celulares, envelope nuclear e proteinas, de modo que fique somente o nucleoide
incorporado ao gel (Figura 4), em seguida, as amostras sdo submetidas a eletroforese.
Durante aplicacdo do campo elétrico, as fitas simples de DNA perdem sua estrutura
compacta e tendem do nucleo para a suspensdo de agarose de baixo ponto de fuséo.
Durante o processo de eletroforese 0 DNA né&o danificado ndo se move, enquanto o DNA
danificado esta livre para migrar para longe do nicleo, isso acontece devido a
caracteristica do DNA, a qual apresenta uma carga negativa sendo atraido para o catodo
com carga positiva (AZQUETA; COLLINS, 2013; GUNASEKARANA; RAJ; CHAND,
2015).
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FIGURA 4. Principais etapas da técnica Ensaio Cometa.
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Fonte: Elaborado pela autora. Referencial Azqueta; Collins, 2013 e Gunasekarana; Raj; Chad, 2015.

Os danos celulares sdo observados através do processo de migragdo das algas de
DNA, resultando em imagens semelhantes a cometas, fendmeno que da origem ao nome
da técnica em questdo. Esse processo de migracdo das alcas de DNA, que formam a cauda
¢ analisado através de microscopio de fluorescéncia e microscopio Gtico convencional,
pontuados visualmente ou com auxilio de um software de analise de imagem
(GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015; HONG et al.,, 2020; MURUZABAL,
COLLINS; AZQUETA, 2021). Na Figura 5, podemos observar a magnitude da cauda de
DNA do cometa, obtendo assim informacdes sobre o nivel de lesdes de DNA na célula
(AZQUETA; COLLINS, 2013). Quanto maior o trecho de cromatina desenovelada,
maior e mais nitida é a cauda do cometa, cuja cabeca é composta de cromatina intacta
(OSTILING; JOHANSON, 1984; SHAPOSHNIKOV et al., 2008).

FIGURA 5. Niveis de danos ao DNA e suas respectivas categorias no Ensaio Cometa.
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Classificagdo visual do Ensaio Cometa

Fonte: Adaptado de Collins, 2004.

Nucleos intactos sem cauda (nucleoides) sdo classificados como células sem
danos detectaveis ao DNA, denominado Nivel 0. Enquanto, células lesionadas s&o

identificadas através da formacdo de uma cauda similar ao de um cometa, formado pelas
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alcas de DNA desenovelado (Nivel 1). A medida que os danos a0 DNA aumentam, o
processo de migracdo do DNA danificado varia em diferentes tamanhos (Nivel 1- 4),
permanecendo associados ao nucleo por uma cadeia simples. O tamanho da cauda é
proporcional & dimensdo do dano causado a celula, mas é de consenso que a simples
visualizagdo do ‘“cometa” j& significa que danos estdo presentes no DNA
(GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015).

Durante o procedimento metodolégico alguns cuidados devem ser tomados para
evitar possiveis contaminagdes ou resultados ndo conclusivos, sendo estas: a manipulagéo
das amostras deve ser realizada cuidadosamente, de modo a ndo promover danos ao DNA
durante o preparo das laminas; evitar a utilizacdo de amostras celulares que possuem
citoplasma bem estruturado, o que dificulta seu processo de lise, e consequentemente,
diminuindo a eficiéncia dessa metodologia (AFANASIEVA; SIVOLOB, 2018; ROJAS
etal., 2014).

3.3.2. Beneficios do Ensaio Cometa para a ecotoxicologia

A utilizacdo de biomarcadores e bioindicadores como ferramentas para deteccéo
de exposicdo e avaliacdo de efeitos genotéxicos vem aumentando cada vez mais,
proporcionando informacdes cruciais para avancos e melhorias na ecotoxicologia. Uma
ciéncia que visa estudar os efeitos das substancias naturais e/ou sintéticas sobre 0s
organismos, avaliando as respostas bioldgicas causadas por diferentes xenobioticos
(MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008).

Nas Gltimas décadas varios estudos tém buscado destacar a importancia da
avaliacdo de danos ao material genético induzidos em espécies naturais, ressaltando a
importancia do uso da técnica Ensaio Cometa em estudos voltados a ecotoxicologia e
ecogenotoxicologia, uma vez que, inicialmente essa técnica era destinado apenas para
analise clinicas voltada para a satde humana (JHA, 2008).

Na ecotoxicologia, 0 Ensaio Cometa foi utilizado, a principio, em avaliacdo de
genotoxicidade em ambientes aquaticos direcionados aos peixes e alguns invertebrados,
guando relacionado aos animais terrestres essa técnica é pouco abordada, e os dados
disponiveis estdo voltados para minhocas, caracdis e pequenos mamiferos
(AUGUSTYNIAK et al., 2014; DE LAPUENTE et al., 2015).
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Por ser um método versatil e que proporciona grandes vantagens como:
capacidade de deteccdo de danos genotdxicos em nivel celular; ndo apresenta restricdes
aos diferentes tipos de células eucariontes; proporciona resultados com pequeno numero
de células; facil de conduzir e mais sensivel que outros métodos para avaliagdo de danos
a cromatina do DNA (FRENZILLI; NIGRO; LYONS, 2009). Em razdo disso essa
metodologia foi adotada como ferramenta padréo para estudos de biomonitoramento, nos
processos de avaliacdo, interpretacdo e compreensao dos danos ao DNA das células e/ ou
tecidos de diferentes organismos (DE LAPUENTE et al., 2015).

Com uma perspectiva ecotoxicoldgica, a aplicacdo da técnica do Ensaio Cometa
na analise de danos ao material genético é relevante, visto que, o surgimento de les6es no
DNA possibilita a manifestagéo de aberragcbes cromossomicas, resultando em riscos ao
sucesso reprodutivo dos organismos e, consequentemente, perda de biodiversidade, um
dos parametros mais relevantes para a estudos na ecotoxicologia (JHA, 2008).

Embora apresente varios beneficios, uma problematica observadas em alguns
estudos por um periodo, foi referente a mas interpretacbes dos resultados obtidos do
Ensaio Cometa, por muito tempo se pensou que a cauda do cometa era composta de DNA
fragmentado, porém, Ostiling e Johanson (1984) demostraram que, 0 que Se observa
nesta técnica é a migracdo das alcas descompactadas de DNA devido a efeitos
genotdxicos. Neste contexto, os estudos utilizando Ensaio Cometa ficaram até mais
interessantes, pois pode-se estudar genes especificos das algas de DNA da cauda, verificar
se estes danos sdo reversiveis ou ndo, e se ha fendmenos epigenéticos nessas alteracdes
(SHAPOSHNIKQV et al., 2008).

3.3.3. Aplicabilidade do Ensaio Cometa em insetos

Os primeiros estudos utilizando a técnica Ensaio Cometa foram realizados em
mamiferos (OSTLING; JOHANSON, 1984). Como o principal foco dessa técnica é o
DNA, uma molécula ubiqua e que apresenta estrutura, funcdo e mecanismos de reparo
similares ao de varios outros organismos, a implantacdo do Ensaio Cometa torna-se
possivel em varios organismos diferentes como por exemplo, os invertebrados, que séo
modelos importantes nos estudos ecotoxicoldgicos devido seu papel nos ecossistemas
(AUGUSTYNIAK; GLADYSZ; DZIEWIECKA, 2016).
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Em razdo disso, o Ensaio Cometa é uma técnica com aptidao para estudar a
genotoxicidade de produtos quimicos e para avaliar a influéncia de xenobidticos como
potencial genotdxico presente no meio ambiente (AUGUSTYNIAK; GLADYSZ;
DZIEWIECKA, 2016), permitindo assim o desenvolvimento de novas possibilidades
para as areas da toxicologia, ecotoxicologia e monitoramento ambiental.

Dentre o grupo de invertebrados, os que mais se destacam sd0 0S insetos,
amplamente utilizados em estudos de toxicologia genética e avaliacGes de risco ambiental
(M@LLER, 2005; AUGUSTYNIAK; GLADYSZ; DZIEWIECKA, 2016), por serem
organismos que concernem varios grupos sistematicos e habitam diferentes nichos
ecologicos (GAJSKI et al., 2019a).

Nessa percepgdo, ao realizar uma analise de dados referentes a utilizacdo da
técnica Ensaio Cometa em insetos, resultando em um levantamento de estudos cientificos
publicados (Research articles) através dos bancos de dados Scopus e ScienceDirect no
periodo de 2010 a 2021, mostrou que 96 (Scopus) e 54 (ScienceDirect) documentos de
pesquisa indexados, sdo referentes as publica¢cdes voltadas para a utilizagdo dessa técnica,
em forma de citacdo de sua metodologia e/ou suas aplicacOes. Para essa consulta foi

utilizando as palavras-chave (Keywords) “comet assay”, “insects” e “Bees” (Figura 6).

FIGURA 6. Numero de periddicos indexados nos anos de 2010 a 2021 no banco de
dados Scopus e ScienceDirect referentes aos estudos com Ensaio Cometa em insetos.

Nudmero de publicacbes

2010 20112012 2013 /2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Scopus 4 6 4 7 6 8 12 7 8 9 12 | 13
ScienceDirect 2 5 2 4 4 1 7 3 2 6 8 10

ano

@ SCOopUS ScienceDirect

Fonte: Bancos de dados Scopus e ScienceDirect. Palavra-chave (Keywords) “comet assay”, “insects” e

“Bees”.
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No ano de 2016 em ambos os bancos de dados foi registrado um aumento
consideravel de estudos utilizando a técnica Ensaio Cometa atrelados aos insetos.
Contudo, essa tendéncia de crescimento ndo se manteve, onde em 2018 houve um
decréscimo de publicagdes registradas, e s6 voltou a ter um crescimento continuo em
2019 até o momento. Vale ressaltar que ao filtrar os resultados com foco apenas na
aplicacdo da técnica Ensaio Cometa utilizando abelhas como organismo modelo, foram
obtidos menos de 5 estudos cientificos publicados (Research articles).

Esses dados evidenciam a necessidade de fortalecer e impulsionar mais estudos
nessa area e incentivar novos estudos com abelhas como bioindicador, uma vez que 0s
insetos, assim como as abelhas, sdo considerados eficientes bioindicadores terrestres na
avaliacdo de compostos quimicos com caracteristicas bioacumulativas em niveis
celulares, histologicos e nos o6rgdos desses organismos (MALASPINA; SILVA-
ZACARIN, 2006), permitindo assim criar métodos de monitoramento e protecdo ao
ecossistema de substancias toxicas com essas caracteristicas.

Os primeiros estudos do Ensaio Cometa em insetos foram realizados em
Drosophila melanogaster na anélise de genotoxicidade de produtos quimicos em estudos
clinicos. A escolha desse organismo como modelo é devido sua alta relevancia para
diferentes tipos de processos relacionados a saude humana, incluindo respostas a danos
no DNA (LANGIER; AZQUETA; COLLINS, 2015). Na Tabela 1, séo apresentados
alguns estudos utilizando insetos de diferentes ordens, com o intuito de observar e

comparar as aplicaces do Ensaio Cometa nesses organismos.



TABELA 1. Aplicacdo da técnica Ensaio Cometa na avaliacdo de danos ao DNA em diferentes modelos de insetos.
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Organismo Método Aplicacdo Referéncias
Drosophila Ensaio Cometa alcalino com uso de  Avaliacdo in vivo do dano oxidativo ao DNA apds exposi¢do aos Shukla;
melanogaster enzimas endonucleases produtos quimicos ambientais como peroxido de hidrogénio (H202),  Pragya; Kar
(Diptera) formamidopirimidina-DNA glicosilase cloreto de cAdmio (CdCI) e sulfato de cobre (CuSO). Chowdhuri,
(FPG) e endonuclease llI. (2011)
Lasioderma Ensaio Cometa alcalino* Avaliacdo para identificar o histérico de tratamento de irradiacdo de Kameya et al.
serricorne insetos-praga. (2012)

(Coleoptera)

Augustyniak

Chorthippus brunneus Ensaio Cometa alcalino* Deteccdo de danos ao DNA em gafanhotos submetidos a estresse et al. (2014)
(Orthoptera) ambiental multigeracional.
Avan Aksoy;
Sesamia nonagrioides Ensaio Cometa alcalino Analisar os efeitos da irradiagdo de raios-X no DNA em S. Yazici; Erel
(Lepidoptera) nonagrioides nos estagios: larvas, pupas e adultos. (2017)
Bombyx mori Ensaio Cometa alcalino* Anaélises de toxicidade no desenvolvimento reprodutivo induzido pelo  Tang et al.
(Lepidoptera) fluoreto de sodio (NaF) resultando em dano ao DNA nas larvas de (2018)

bicho-da-seda submetidas ao NaF.

Fonte: Organizado pela autora. Nota: (*) Aplicacdo do ensaio com algumas modificacdes.
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Continuacdo. TABELA 1. Aplicacdo da técnica Ensaio Cometa na avaliacdo de danos ao DNA em diferentes modelos de insetos.

Bombus atratus Ensaio Cometa no desenvolvimento de  Proporcionar melhores resultados visuais de células no Ensaio Cometa Ceschi-Bertoli
(Hymenoptera) um protocolo de anélise. em relacdo ao método original (Singh et al., 1988), para abelhas B. et al. (2020)
atratus exposta ao mercurio.

Fonte: Organizado pela autora. Nota: (*) Aplicacdo do ensaio com algumas modificacdes.
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Os estudos abordados nesta revisao, reafirmam a eficacia da aplicacdo do Ensaio
Cometa em diferentes insetos, comprovando sua eficiéncia, simplicidade e versatilidade.
Outro aspecto observado foi a men¢do de adaptacGes metodoldgicas da técnica seguindo
as necessidades de cada organismos de estudo, para obter melhor eficiéncia na avaliagéo
e anélise de danos ao DNA, mas sem perder a fidelidade e eficacia do ensaio. Desse modo,
a otimizacdo dos protocolos reafirma a eficiéncia e adequacdo do Ensaio Cometa como
uma metodologia satisfatoria para praticamente qualquer tipo de célula e/ou tecido,
possibilitando a sua aplicacdo em diferentes organismos independe das diversas
abordagens (AUGUSTYNIAK; GLADYSZ; DZIEWIECKA, 2016; GLEIl,
SCHNEIDER; SCHLORMANN, 2016).

Organismos da ordem Neuroptera sdo um indicativo dessa abordagem de
otimizacGes dos protocolos para diferentes organismos, uma vez que, foram utilizados
como sistema teste para monitoramento ecotoxicologico, destacando-se como
organismos promissores para o0 Ensaio Cometa como relatado no estudo de Gastelbondo-
Pastrana et al. (2019), que utilizaram Ceraeochrysa claveri para deteccdo de
genotoxicidade em células sométicas e germinativas sobre exposicdo de um biopesticida
a base de azadiractina.

Ja a ordem Orthoptera 0 uso do Ensaio Cometa teve como principio avaliar o
potencial genotoxico de substancias potencialmente toxicas presentes no meio ambiente,
utilizando larvas de gafanhotos da espécie Chorthippus brunneus contaminado com
metais traco. Além disso, foi discutido também a toxicidade do herbicida Paraquat em
organismos da mesma espécie, através do Ensaio Cometa, que permitiu evidenciar o0s
danos genotoxicos. (AUGUSTYNIAK et al., 2014).

Durante analises dos estudos atribuidos nessa revisdo referente aos insetos, a
ordem Hymenoptera, € a que apresentou menor propor¢do, 0 que mostra que ainda é
necessario ampliar sua aplicacdo para obter uma maior biodiversidade, contemplando
esses organismos, como 0 objetivo de favorecer uma melhor compreensdo de sua
ecologia, assim como a realizacdo de um biomonitoramento ambiental mais efetivo.
Outro ponto a ser levantado, é incentivar a aplicacdo dessa técnica sobre uma temaética
mais restrita como por exemplo, a implantacdo desta técnica para avaliar os danos ao

DNA, induzidos pelos inseticidas.
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3.3.4 Diversificando modelos de estudos no Ensaio Cometa: As abelhas

As abelhas séo insetos que pertencem a ordem Hymenoptera, esses organismos
desempenham um papel extremamente importante tanto para setor econdmico alimenticio
quanto para 0s servigos ecossistémicos, atuando assim na conservacdo e manutencao das
florestas (BUDGE et al., 2015; SCHONFELDER; BOGNER, 2017), devido sua
capacidade de percorrer longas distancias (podendo variar de 100 metros até 12 km de
distancia de acordo com géneros e especies) (GOULSON, 2010; HOFMANN;
FLEISCHMANN; RENNER, 2020), esses organismos pode ser um importante objeto de
estudo para avaliar a genotoxicidade induzidos pelos xenobio6ticos com capacidade de
reagir com o DNA diretamente ou apds a sua ativacdo metabdlica, produzindo danos na
estrutura e/ou funcdo do DNA.

Durante as anélises do uso do Ensaio Cometa em abelhas, foi observado uma
limitacdo na abordagem dessas técnicas referente aos danos genotoxicos. Os poucos
estudos encontrados estdo concentrados em abelhas Apis mellifera. Sendo que alguns dos
estudos divergem da temética de biomonitoramento ambiental, apresentando um foco em
ensaios clinicos, um exemplo foram os estudos realizados com o veneno de A. mellifera
na compreensdo do seu potencial genotdxico no sangue dos seres humanos, tendo em
vista que apesar de suas propriedades medicinais serem bem conhecidas, ainda ha lacunas
acerca dos seus efeitos genotdxicos (GAJSKI; GARAJ-VRHOVAC, 2008).

A primeira aplicacdo do Ensaio Cometa em B. atratus é recente (CESCHI-
BERTOLLI et al., 2020) e objetivou a eficiéncia da técnica por meio da avaliacdo dos
efeitos do mercurio em células do corpo gorduroso e células pericardicas associadas ao

vaso dorsal.
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3.4. Fipronil

3.4.1. Fipronil: Propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas

O fipronil, nome quimico (RS)-5-amino-1-(2,6-dicloro-o-a-a-trifluorp-totil) -4-
triflurometilsulfinil-pirazol-3carbonitrila, € um inseticida que pertence a classe dos
fenilpirezois, sua formula quimica é C12H4C12FsN4OS (Figura 7) (ANVISA, 2021), peso
molecular 437.1 g/mol, classificado como um inseticida quiral de baixa a moderada
solubilidade na agua. Esse inseticida tem afinidade com matrizes lipofilicas, como
lipidios, Gleos, proteinas e solventes organicos, e apresenta caracteristica estavel sob
temperatura ambiente (GUNASEKARA et al., 2007).

FIGURA 7. Estrutura quimica do inseticida fipronil.
Cl
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Desenvolvido em 1987 por Rhdne-Poulenc Ag Company (atualmente Bayer

Fonte: ANVISA, 2021.

CropScience), o fipronil é comumente utilizado no controle de pragas em culturas
agricolas e florestais (formigas, cupins), bem como, em no uso veterinarios e doméstico
(ANVISA, 2021; LI et al., 2020; WRIGHT, 2013). Considerado um inseticida de amplo

espectro, o fipronil tem acdo em todas as fases de desenvolvimento em insetos.

O fipronil € classificado como altamente toxico (classe Il), segundo a
Classificacdo Toxicolégica da ANVISA (2021), e avaliado como muito perigoso ao
ambiente (classe Il), de acordo com a Classificagdo Ambiental do IBAMA, (MAPA,
2012). Quando presente no ambiente, este pode sofrer degradacédo através dos processos
de hidrdlise, fotolise, reducdo e/ou oxidagdo, podendo ser convertido nos metabolitos:
fipronil sulfona, fipronil desulfinil, fipronil sulfeto e fipronil amida (Figura 8)
(GUNASEKARA et al., 2007; L1 et al., 2020; WANG, 2016b).

Estudos comprovaram que os metabolitos de fipronil s&o mais toxicos do que seu
composto original (SIMON-DELSO et al., 2015; QU et al., 2016). Analisar a taxa de



39

degradacédo dos pesticidas sdo extremamente importantes, pois permitem a previsao do
potencial risco desse composto, associado ao periodo de exposicdo, ou seja, apresentam
informagdes sobre a natureza e as quantidades dos metabolitos farmacoldgicos ativos do
fipronil no solo sdo necessérias para conhecer o destino do inseticida (MANDAL et al.,
2013).

A contaminacdo do fipronil no meio ambiente pode ocorrer através de aplicacdes
continuas nos solos, pelo processo de lixiviagdo. Outra forma de contaminagao é por meio
da dispersédo mediada pelo vento e por animais polinizadores, como as abelhas que
carregam o pélen e néctar contaminados de plantas expostas ao fipronil, visto que, em
relacdo a vegetacdo, mais especificamente em plantas ndo-alvo, a contaminacdo ocorre

pelo processo de absorcao através de suas raizes (BONMATIN et al., 2014).

FIGURA 8. Estrutura quimica dos metabolitos resultantes do processo de degradagédo do
fipronil no meio ambiente.
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Fonte: Adaptado de PEI et al., 2004.

O tempo de permanecia (meia-vida) do fipronil no meio ambiente é de

aproximadamente 15 dias, porém pode variar desde 4 a 200 dias. Essa variagdo esta
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relacionada as caracteristicas do ambiente em que foi depositado, por exemplo, em
estudos de laboratdrio, analisando o fipronil em solo arenoso, observou-se que sua
permanecia variava entre 122 e 128 dias (BONMATIN et al., 2014; WANG, 2016a).

3.4.2 Fipronil: Mecanismo de a¢do

O fipronil é conhecido por sua acdo neurotoxica, atuando na inibicdo dos canais
de cloreto do receptor do acido gama-aminobutirico (GABA), um neurotransmissor
inibitorio encontrado no sistema nervoso dos insetos (MOHLER et al., 2004;
SACHAFER; BICKER, 1986), interrompendo o influxo neuronal normal dos ions de
cloro e levando ao acimulo de GABA nas juncdes sinapticas causando hiperexcitacao no
sistema nervoso, paralisia severa e, consequentemente, a morte dos organismos (WANG
et al., 2016a; WANG et al., 2016b; ZHANG et al., 2018).

Na Figura 9, podemos observar o controle do fluxo de ions de cloro através da
membrana da célula nervosa, onde o fipronil compete com o GABA pelos sitios de
ligagdo do receptor GABA, bloqueando os canais de cloreto e levando a inibi¢do da
transmissdo sindptica no sistema nervoso dos insetos. Os ions cloro tem um papel
importante na regulacdo do impulso elétrico nas sinapses. Em uma sinapse inibitoria, ha
0 aumento de ions cloro dentro da célula devido a maior permeabilidade da membrana a
ele. Por ser um anion, a carga negativa na face citoplasmatica da membrana celular
hiperpolariza a célula e isso impede que haja deflagracdo de um potencial de acdo
(representacdo da direita — Figura 9). O contrario pode ocorrer, ou seja, se ha inibicao da
difusdo de ions cloro para dentro da célula, isso causa uma hiperexcitacdo das células
(ALBERTS et al., 2002; BIOOMQUIST, 2003).
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FIGURA 9. Mecanismo de acdo do fipronil no receptor GABA.
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Fonte: Adaptado de Robea (2018).

Embora os canais de cloreto dependentes de GABA sejam expressos no sistema
nervoso de vertebrados e invertebrados, o fipronil apresenta maior afinidade para os
receptores GABA de insetos em relacdo aos receptores GABA de vertebrados (WANG
et al., 2016a), estudos mostram que o fipronil apresenta uma toxicidade seletiva de 500
vezes para esses organismos quando comparado aos mamiferos (GUPTA; ANADON,
2018). Um fator que proporciona essa maior eficaz do fipronil em invertebrados como os
insetos, € sua capacidade de interacdo com os canais de cloro ativados por glutamato
(GIuCl) que estdo presentes em invertebrados, e ndo em mamiferos (NARAHASHI et al.,
2010; SIMON-DELSO et al., 2015).

3.4.3 Evidéncias do efeito de inseticidas fipronil em abelhas eussociais

O crescente registro de desaparecimento e mortalidade de populagdes de abelhas,
tem causado preocupacdo a comunidade cientifica, ndo somente devido a sua importancia
para a manutencdo dos habitats, mas também devido ao seu papel no setor econémico
agricola (LAUTENBACH et al., 2012; LIMA; ROCHA, 2012). Em razé&o disso, estudos
apontam os agrotdxicos com um dos principais causadores desses eventos ocorrentes,

visto que quando utilizado indiscriminadamente, independentemente de sua composicao,
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estes ndo so afetam de forma drastica a sadde do individuo, mas também a integridade da
colénia (DICKS et al., 2016).

Dentre a classes que envolvem os agrotoxicos, os inseticidas sao o principal foco
dos estudos toxicoldgicos em abelhas (BLACQUIERE et al., 2012). Em razéo disso,
estudos referentes aos inseticidas tornaram-se temas de debate ao longo dos anos devido
aos seus efeitos adversos no meio ambiente, e no organismo das abelhas, podendo levar
ao comprometimento das fungbes cognitivas, comportamentais e fisiologicas
(BELZUNCES; TCHAMITCHIAN; BRUNET, 2012). Um exemplo disso é o fipronil,
embora seja considerado um inseticida eficaz para o controle de pragas, este resulta em
ser altamente toxico para as abelhas (LOURENCO et al., 2012a; 2012b), fato que levou
a sua proibicdo nos paises da Europa, como Franca, Italia, Alemanha e Eslovénia, por
causar a redugéo de coldnias inteiras de abelhas A. mellifera (GHISI et al., 2011).

Uma andlise de dados referentes aos efeitos do fipronil em abelhas apresentou
oscilacbes ao longo dos anos. Evento que é apresentado durante um levantamento de
estudos cientificos publicados (Research articles) através dos bancos de dados Scopus e
ScienceDirect entre os periodos de 2010 a 2021. Os registros mostram que 83 estudos

voltados a essa tematica foram indexados nos bancos de dados (Figura 10).

FIGURA 10. Numero de periddicos indexados nos anos de 2010 a 2021 no banco de
dados Scopus e ScienceDirect referentes aos estudos com inseticida fipronil em abelhas.
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Considerando a importancia das abelhas para 0s servicos ecossistémicos e
econdémico ja mencionados nos topicos anteriores, esses dados apresentados sdo
indicativos de uma limitacdo na preservacao/conservacao dessas abelhas, pois € através
da avaliagdo de riscos e impactos ecoldgicos perante a esses organismos que permitem o
desenvolvimento de métodos que possam amenizar 0s casos de desaparecimento e
mortalidade das abelhas. Para proporcionar uma melhor interpretacdo dos efeitos
negativos que o fipronil causa nas abelhas, a Tabela 2, apresenta a relagdo dos danos

celulares e morfologicos.



TABELA 2. Efeitos do fipronil em diferentes espécies de abelhas.
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Espécies

Efeitos do fipronil

Referéncias

Apis mellifera
(organismo em fase larval)

Alteragbes morfologicas no intestino médio larval, com ndcleos com
morfologia modificada e alteragdes citoplasmaticas nas células digestivas;

Silva Cruz et al., 2010

Apis mellifera

Comprometimento da atividade metabdlica, com aumento da atividade
respiratoria mitocondrial no corpo pedunculado.

Roat et al., (2012)

Scaptotrigona postica

Danos irreversiveis as células excretoras com vacuolizagdo citoplasmatica e
acumulo de material amorfo no limen. Inducdo sutil na expressdo de HSP70
e alteracGes morfoldgicas no epitélio dos tabulos de Malpighi.

Ferreira et al. (2013)

Apis mellifera

Extremamente deletério a pupas.
Anomalias apresentadas: pigmentacdo alta na regido proximal e corpo larval
distal e malformagé&o corporal, como auséncia de cabeca e membros.

Silva et al., 2015

Scaptotrigona postica

Alteracdes nas células de Kenyon, resultando em perfis picnéticos, indicando
morte celular.

Jacob et al., (2015)

Apis mellifera

Induziu alteragéo nas glandulas mandibulares e hipofaringeanas.

Zaluski, Justulin Jr.;
Orsi (2017).

Fonte: Organizado pela autora.
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Continuacao. TABELA 2. Efeitos do fipronil em diferentes espécies de abelhas.

Melipona scutellaris AlteracGes comportamentais: dificuldade motora, paralisia, hiperexcitagdo, Morais et al. (2018)
Alteracdes citoldgicas: heterocromatina caracterizando morte celular.

Alteracdes nas atividades enzimatica de desintoxicacao. Farder-Gomes et al.
Partamona helleri Inducdo estresse oxidativo no intestino medio. (2021)

Alteracbes comportamentais: dificuldade motora, hiperexcitacéo.

Comprometimento da atividade da catalase (CAT) e da glutationa Farder-Gomes et al.
S-transferase (GST). (2021)
Danos histopatoldgicos no cérebro.

Partamona helleri

Fonte: Organizado pela autora.
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Por apresentar efeito neurotoxico, todas as exposicoes a este composto resultam
principalmente em danos as células neurais, comprometimento da atividade locomotora,
inducdo de alteragcbes comportamentais, bem como alteracbes morfolégicas como
observados em estruturas cerebrais de abelhas como corpos de pedunculados, células
antenais e dos lobos opticos (JACOB et al., 2015; ROAT et al., 2012; ZALUSKI,
JUSTULIN Jr.; ORSI, 2017). Estudos mostram que algumas espécies apresentam
sensibilidade maior que outras espécies expostas ao fipronil, por exemplo, as abelhas
Melipona scutellaris sdo mais sensiveis ao fipronil em relacdo a abelhas silvestres como

Nomia melanderi, e Scaptotrigona postica (MORAIS et al., 2018).

Assim, perante a esses dados analisados podemos observar que apesar desses
estudos demonstrarem de forma clara os efeitos negativos causados pelo fipronil nas
abelhas e de pesquisas que os associem aos declinios de colbnias, estudos referentes a
essa tematica sdo escassos, isso considerando a importancias das abelhas para os servicos
ecossistémicos, e 0 aumento do uso desse inseticida em culturas agricolas, principalmente
no Brasil, ao qual é considerado uns dos maiores consumidores de agrotoxicos no mundo
(IBAMA, 2019). Dentre os fatores que tornam esse cenrio ainda mais critico € o fato de
estudos sobre os efeitos genotdxicos do fipronil em populacdes de abelhas nativas com
as espécies pertencentes ao género Bombus, ndo despertarem interesse relevante a
sociedade e comunidade cientifica, tornando o biomonitoramento dessas abelhas ainda
mais limitantes. Portanto, deve-se incentivar e priorizar estudos referentes aos riscos de
efeitos dos agrotoxicos, bem como do inseticida fipronil sobre polinizadores, avaliando
todas as espécies de abelhas, e ndo limitando-se apenas as abelhas economicamente
importante com as abelhas da espécie A. mellifera (DICKS et al., 2016; FAO, 2004; FAO,
2021).

Em razdo disso o objetivo do presente trabalho se insere, visando constatar se as
concentragfes de fipronil (2,5 ppb e 3,5 ppb) que foram detectadas no pdélen como
relatado nos estudos de Zaluski, Justulin Jr. e Orsi (2017) e Stoner; Eitzer, (2013), podem

induzir ou ndo efeitos genotoxicos nas abelhas tendo como modelo as abelhas B. atratus.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta

Operarias de B. atratus (Figura 11) foram coletadas em fragmentos remanescentes
de floresta de Mata Atlantica e Cerrado (23°34’ S 47°31’ W) da Universidade Federal de
Sao Carlos, no Campus de Sorocaba, no municipio de Sorocaba, Estado de Sao Paulo,
Brasil. As operérias foram coletadas individualmente com o auxilio de uma rede
entomoldgica nos meses de janeiro a fevereiro de 2021, quando as coldnias ainda estdo
estaveis e ndo ha individuos reprodutivos em campo. Apds a coleta, as operarias foram
transferidas, individualmente, para um tubo Falcon de 50 mL. Todos os tubos Falcon
contendo as operérias coletadas foram mantidos em uma caixa térmica no escuro para
evitar o estresse nas abelhas antes de serem levadas ao laboratorio. Para as areas de

estudos utilizadas ndo foi necessario um formulario de permissdo formal ou parecer ético.

FIGURA 11. Abelha operaria de Bombus atratus.

Fonte: Laboratdrio de Biologia Estrutural e Funcional. Fotégrafo: Sidney Cardoso.

4.2. Manutencgéo dos animais em condicdes laboratoriais

As operarias de B. atratus foram mantidas individualmente em caixa
entomoldgica especial (Figura 12) com dois alimentadores colados na parte inferior de
uma das porcdes laterais das caixas. As abelhas foram divididas em 3 grupos, sendo
realizado dois bioensaios para o grupo experimental (n = 22) e um grupo controle (n =
11). Para os grupos experimentais foi ofertado 2 mL de solugdo contendo 2,5 ppb

fipronil® (Sigma-Aldrich; >98% de pureza) (grupo experimental 1) e 3,5 ppb (grupo
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experimental 2), alem de alimento ad libitum (solucéo de 70% de sacarose). Para o grupo
controle, foi ofertado 2 mL de agua e 0 mesmo alimento ofertado ao grupo experimental.
Apos 96 horas de exposicdo, as abelhas foram crio-anestesiadas & 4 °C e, em seguida,
dissecadas para a retirada do cérebro. As concentragbes foram determinadas com base
nos estudos de Zaluski, Justulin Jr.; Orsi (2017) e Stoner; Eitzer, (2013). Para esse
procedimento foram consultadas as diretrizes da OECD (Guidelines 247) para testes de

produtos quimicos em B. terrestris (OECD, 2017).

FIGURA 12. Protétipo de Caixa Entomoldgica para exposicdo de insetos em ensaios
ecotoxicoldgicos. Plano Base Superior (A), Protdtipo em plano superior (B), Plano Base
Lateral (C), Prototipo em plano lateral (D).

Fonte: Laboratorio de Biologia Estrutural e Funcional. Patente-Processo BR 10 2020 0239090.

4.3 Fracionamento celular para o Ensaio Cometa

Os cérebros foram inseridos em um microtubo (Eppendorf®) contendo 100 pL da
solucgéo de fracionamento (250 mM de sacarose, 50 mM de Tris-HCIl pH 7,4 e 5 mM de

MgCl;) dando assim inicio ao processo de fracionamento celular (DIMAURO et al.,
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2012). A amostra em solucéo de fracionamento foi macerada com o auxilio de um pistéo
rotativo para microtubo (Eppendorf®) durante 20 minutos e, em seguida, levada ao
Agitador Vortex durante 1 minuto. Em sequéncia, as amostras foram submetidas ao
processo de centrifugacdo a 1000xg durante 20 minutos. Apds o0 processo de
centrifugacdo e formacdo do precipitado, foi realizada a remocdo cuidadosa do
sobrenadante e a ressuspensdo do precipitado utilizando 100 pL de solucdo de

fracionamento.

4.4 Ensaio Cometa

4.4.1 Preparo das laminas histologicas

Para o Ensaio Cometa as laminas histolégicas foram preparadas com um dia de
antecedéncia. Diluiu-se a Agarose de Grau Técnico Genético (GTG) (Agarose GTG 0,3
g, agua destilada 20 mL), fervendo-a de duas a trés vezes. Em seguida, as laminas foram
mergulhadas no gel 1,5% (p/v), utilizando um porta lamina tipo frasco. As laminas foram
secas overnight. O 6rgdo de interesse foi macerado como descrito no item 4.3, apds esse
processo, 55 uL da amostra foram transferidos para um novo microtubo separado, no qual
foram adicionados 45 uL de agarose 0,5% (p/v) (Agarose Low Electroendosmosis (LE)
— 0,1 g, agua destilada 20 mL). Assim, com auxilio de uma micropipeta, os 100 pL
presentes no microtubo foram acomodados na Iamina histol6gica previamente preparada.
Colocou-se uma laminula sobre a amostra imediatamente quando adicionada a lamina.
Ao final do processo, as laminas foram resfriadas a 4 °C por dez minutos e, em seguida,

tiveram suas laminulas cuidadosamente retiradas.

4.4.2 Tratamento com Solucéo de Lise

As laminas histologicas foram submersas em Solucdo de lise durante uma hora e
trinta minutos. Essa solucdo foi produzida a partir de 133,5 mL de uma Solucéo 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. Transcorrido esse periodo, as ldminas foram removidas da solucéo e
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submetidas a um banho com Solucdo de Neutralizacdo (Tris 265 mM, pH 7,5) durante

cinco minutos.

4.4.3. Eletroforese

As laminas foram dispostas na cuba eletroforética horizontal com a parte fosca
(identificacdo) voltada para o polo positivo. A Solucdo de Eletroforese (EDTA 100 mM,
NaOH 0,3 M) a 4 °C foi adicionada e as laminas permaneceram trinta minutos em
descanso nesta solucdo. Transcorrido esse periodo, a fonte eletroforética foi ligada e
ajustada para os parametros 25 volts (1V/cm), 300 mA. A corrida eletroforética ocorreu
durante 20 minutos. Apos esse periodo, as laminas foram retiradas da cuba e lavadas com

agua destilada por 5 minutos, repetindo o processo 3 vezes.

4.5 Coloracao das laminas histologicas Ensaio Cometa

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. Apo6s secas, foi aplicada
Solugéo Fixadora (HCI 4M, Glicerol 1%, ZnSO4 7H>0 0,2 M) nas laminas, durante dez
minutos, apos este periodo, as laminas foram lavadas trés vezes com agua destilada, sendo
armazenadas, em seguida, em uma cubeta abrigada totalmente da luz. Para coloragéo por
prata preparou-se uma solugéo de coloragdo (Na2CO3 0,47 M, NH4sNO3 12,5 mM, AgNOs
6 mM, Acido Tungstosilicico - H4[W12SiOu0] 0,86 mM, Formol 0,15%) que foi despejada
na cubeta, onde ficou em contato com as laminas, no escuro, durante quarenta e cinco
minutos. Ao final deste processo, as ldminas foram removidas da cubeta e lavadas trés
vezes com agua destilada, onde foram submetidas, posteriormente, a um banho de acido
acético a 1% (v/v) durante cinco minutos e trés lavagens com agua destilada. Finalizado
0 processo, as laminas foram deixadas para secar overnight a temperatura ambiente em

local controlado.

4.6 Analise das laminas histoldgicas

As laminas histoldgicas foram analisadas através do microscopio otico (Leica®
DM 4000 B LED) a partir do estabelecimento de padrdes comparativos entre as laminas

dos individuos do grupo exposto e as laminas dos individuos controle. Para excluir
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qualquer andlise tendenciosa, as areas totais de todas as laminas foram analisadas
cuidadosamente a partir da implementagao de quadrantes (“A”, “B”, “C” e “D”) em cada
uma das laminas de ambos os grupos (Figura 13). Em cada um destes quadrantes, 25
nucleoides foram contabilizados e classificados a partir do registro iconografico das
laminas histologicas, sendo a classificacdo de acordo com a intensidade do dano ocorrido
ao DNA. Sendo assim, o nivel 0 é aquele onde o dano ao material genético é nulo (< 5%),
o 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 0 cometa mais intenso (COLLINS, 2002).

FIGURA 13. Representacdo esquematica do processo de andlise e contagem dos
nucleoides presentes nas laminas histol6gicas de ambos 0s grupos.

Individuo A B A B A B

Exposto 01: C D C D C D
100 Nucleoides + 100 Nucleoides + 100 Nucleoides = 300 Nucleoides

Individuo A B A B A B

Exposto 02: C D c D p D
100 Nucleoides + 100 Nucleoides + 100 Nucleoides = 300 Nucleoides

Regido Transparente da Lamina
Regido Fosca da Lamina
Camada de Agarose com Material

Fonte: Laboratdrio de Biologia Estrutural e Funcional.

Assim, a analise visual foi realizada a partir da soma do nimero de nucleoide por
quadrante, obtém-se um valor de 100 nucleoides por lamina (3 lamina para cada
individuo). Foram contabilizados 300 cometas por individuo, totalizando 3300 cometas
por grupo (controle e experimentais).

Nesse estudo foi utilizado o software gratuito CASP (http://casp.of.pl) para a
medicdo e padronizacdo dos cometas em seus respectivos niveis de dano. O software
CASP fornece histogramas que estimam a porcentagem de DNA encontrado em cada
parte da célula analisada (Figura 14), valores estes representados em HeadDNA e
TailDNA que auxiliaram na classificacdo. Esse sistema de anélise em imagem pode
contribuir para a minimizagéo dos problemas de subjetividade e tornar o teste do cometa
mais objetivo e com maior reprodutibilidade (KUMARAVEL et al., 2009).
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FIGURA 14. Representacdo visual das comparacdes analiticas entre os estados de
integridade da cromatina em diferentes niveis no cérebro de Bombus atratus.

Nivel 1: Nivel 2: Nivel 3: Nivel 4:
Baixo nivel de danos Médio nivel de danos Alto nivel de danos Dano total ao DNA

LHead = LTail =
HeadDNA =
™=

L LTadl LComw 4 LHead = 23 LTail = 40 LComet = 6 LHead = 43 LTail = LComet = LHead = LTail = LComet =
HeadDNA = TailDNA = HeadDNA = 59.8524 TailDNA = 40.1476 HeadDNA = 524321 TailDNA = 4 HeadDNA = 44 TailDNA =
™= T™= 160591 OTM = 7.75655 ™= 7 OM= ™=827686 OMM= 6

Fonte: Elaborada pela autora com auxilio do Software CASP.

4.6.1 Andlise estatisticas das laminas histologicas

A partir do processo de verificacdo visual dos registros iconograficos foram
realizadas analises estatisticas, contabilizando-se todos os niveis de danos ao material
genético. Para isso foi realizada uma contagem e classificacdo de 100 nucleos (estagios 0
a 4) por lamina. Os cometas contabilizados foram avaliados a partir de trés parametros:
indice de Dano (ID), Dano Total (DT) e Frequéncia de Dano (FD%).

O ID classifica os cometas em cinco niveis (Nivel 0-4) de acordo com o
comprimento da cauda como anteriormente citado, os valores obtidos para cada individuo
podem variar de 0 (totalmente intacta: 100 células x 0) a 400 (com dano maximo: 100
células x 4) (ANDRADE; FREITAS; SILVA, 2004). Os valores de ID foram calculados
para cada individuo (n=11), com base na formula:

ID = 0% (NO)+ 1% (N1) + 2% (N2)+ 3% (N3)+ 4 (N4)
Sendo:
ID = indice de Dano;
N= Numero de cometas em cada nivel, onde:
NO= NUmero de cometas em nivel 0;

N1= Numero de cometas em nivel 1;
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N2= NuUmero de cometas em nivel 2;
N3= NUmero de cometas em nivel 3;

N4= NUmero de cometas em nivel 4.

O DT representa a somatdria de todos os niveis de dano (nivel 1 a 4). Os valores

de DT foram calculados através da formula:

DT = (N1+ N2+ N3+ N4)
Sendo:
DT = Dano total;
N= Numero de cometas em cada nivel, onde:
N1= Namero de cometas em nivel 1;
N2= Numero de cometas em nivel 2;
N3= Numero de cometas em nivel 3;

N4= NUmero de cometas em nivel 4.

A Frequéncia de dano (FD%) representa em percentual o nimero de células que
apresentaram dano ao DNA de todos os niveis de cometas (nivel 1 a 4) em relacdo ao
total de cometas contados (nivel 0 a nivel 4) (ANDRADE; FREITAS; SILVA, 2004).
Para esse estudo foi contabilizado 300 cometas por individuo. Assim aplicou-se o
seguinte célculo:

FD% = [DT/ntotal] * 100
Sendo:

FD% = Frequéncia de dano;
DT= Dano total;

n total = valor total de cometas contabilizado.

O teste de Tukey, foi aplicado aos valores médios obtidos do DT entre 0s grupos
experimentais e controle. A probabilidade (p) menor que 0,05 (p < 0,05) foi considerada

significativo. Para a andlise foi utilizado o software GraphPad Prism v 8,0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélise visual do efeito genotoxico do fipronil no cérebro de Bombus atratus

No grupo controle foi observada a predominancia de nucleoides, nucleos
interfasicos com cromatina nuclear intacta, sem danos a matriz nuclear ou DNA (Figura
15). A presenca de nucleoide é indicativo que o cérebro dessas abelhas se encontra em
condigdes normais (GUNASEKARANA,; RAJ; CHAND, 2015). Vale ressaltar, que
embora tenha-se observado a formacdo de alguns cometas, este fendbmeno ndo esta
estritamente relacionado a presenca de substancias com ac¢do genotoxica. De acordo com
a literatura, a presenca de danos ao DNA pode estar associada a uma alteragao na estrutura
quimica do DNA, erros no mecanismo de reparo e replicacdo do DNA e inclusive,
senescéncia (AZQUETA; COLLINS, 2013; CLANCY, 2008) resultando assim na

formacéo de cometas.

FIGURA 15. Micrografia referente a presenca de nucleoides no cérebro de Bombus
atratus observado no grupo controle. Legenda: n: nucleoides; CT: cometas (Seta).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nos grupos experimentais observou a formagdo de cometas no cérebro de
operérias de B. atratus expostas as concentragdes de 2,5 ppb e 3,5 ppb de fipronil. No

grupo experimental 1 (2,5 ppb) foram observados a presenga de cometas em nivel 1 e 2,
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em relacdo ao grupo controle, similares aos apresentados na Figura 16A. Ja em relacédo
ao grupo experimental 2 (3,5 ppb) houve um aumento consideravel na frequéncia de
cometas em nivel 1 e 2, seguido de cometas com formacdo de caudas mais extensas,
quando comparadas ao grupo experimental 1 (Figura 16B). Portanto, visualmente a
concentracdo de 3,5 ppb de fipronil induziu um aumento da concentracdo de DNA na
cauda do cometa, resultando no aparecimento de regiGes mais descondensadas, indicativo
de dano a cromatina o mesmo fenémeno ocorreu aos niveis 3 e 4.

Os resultados da analise visual mostram que o0s grupos submetidos as
concentracdes encontradas em campo induziram o desenrolamento da fita de cromatina e
seu desacoplamento da matriz endonuclear, resultando na formacgédo de cometas (HONG
et al., 2020; UEDA, 2020), e assim apresentando visualmente possiveis danos ao DNA

das células neurais.
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FIGURA 16. Micrografia dos niveis de cometas observados nos grupos experimentais 1
e 2. (A) Cometas observados no grupo experimental 1 submetido & 2,5 ppb de fipronil.
(B) Cometas observados no grupo experimental 2 submetido a 3,5 ppb de fipronil.
Legenda: n: nucleoides; Nv1: Nivel 1; Nv2: Nivel 2; Nv3: Nivel 3.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Ademais, em ambos 0s grupos experimentais, foi observada a presenca de alguns
padrdes nas amostras, tais como: material com aspecto “sombreado” nas regides com
cometas (Figura 17 A e B); presencga de cometas com bandas de DNA mais condensadas
e menos condensadas (Figura 17 C); células com membrana celular (Figura 17 D).

FIGURA 17. Micrografias referentes a padrdes observados nos grupos: Experimental 1
(2,5 ppb de fipronil) e Experimental 2 (3,5 ppb de fipronil). (A) e (B) Regides com
“sombreamento”, ponta de seta (‘); (C) Seta pequena (=) indica a formagao de cometas
com bandas de DNA mais e menos condensada; (D) Seta grande (6) Célula neural com
membrana plasmatica.

Ensaio Cometa: Grupos expostos

Fonte: Elaborado pela autora.

O fendmeno de “sombreamento” observado durante a analise visual nos grupos
experimentais (Figura 15 A; B) pode ser classificado como cometas “ghost”, “clouds” ou
“hedgehog” (KUMARAVEL et al., 2009; LORENZO et al., 2013). De acordo com a
literatura, 0 “ghost” representa cometas que aparentemente reduziram muito o contetdo
de DNA durante o processo de eletroforese, ou seja, um possivel indicativo de intenso

dano ao material genético devido a acdo da genotdxica de determinado contaminante
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(LORENZO et al., 2013). Resultando assim em comentas dificeis de realizar a medicao
de dano ao DNA através de sistemas de andlise de imagens, podendo ser apenas
pontuados por meio de andlise visual (KUMARAVEL et al., 2009). Desse modo a
presenca desse fendmeno neste estudo é considerado um cometa resultante da acdo do
fipronil, embora ndo seja possivel determinar o estado de integridade da cromatina da
célula de acordo com os niveis de cometa estabelecido na literatura (nivel 0 a 4) e,
portanto, ndo sendo atribuido em andlise quantitativa.

Na Figura 17D, a presenga de células com membrana, ap0s a preparagdo do
material para a microeletroforese, € considerada um artefato de técnica comum. Uma vez
que nos Ensaios Cometas, a solucdo lise auxilia a remover as membranas das células e
solubilizar os componentes celulares, deixando o DNA superenovelado exposto
(AZQUETA; COLLINS, 2013). Desse modo, a auséncia de lise observada neste estudo
pode estar atrelada ao tempo de duracdo do procedimento e temperatura da solucdo de
lise para o 6rgdo analisado, visto que este sdo fatores indispensaveis para uma lise celular
eficiente (KARBASHI et al., 2019; M@LLER et al., 2020), permitindo assim destacar a
importancia da padronizagdo do tempo de lise para cada tipo de tecido e 6rgédo estudado,
de modo a otimizar a sensibilidade do Ensaio Cometa e garantir a deteccdo dos danos ao
DNA (ENCISO et al., 2018).

Portanto, o apontamento desses fendmenos e a realizacdo da andlise visual
apresentada neste estudo fornecem informacGes que serdo cruciais e norteadores para
outros pesquisadores que buscam realizar estudos de genotoxicidade em abelhas, através

dessa técnica.

5.2 Danos ao DNA no cérebro de Bombus atratus

Através do indice de Dano (ID) pode-se observar que 0S grupos experimentais
apresentaram um ID maior em relacdo ao observado no grupo controle (Tabela 3). Onde
no grupo controle ha um baixo indice de Dano (138+37) em relacdo ao grupo
experimental 1 exposto a concentracdo de 2,5 ppb (215+118) e grupo experimental 2
exposto a 3,5 ppb de fipronil (321+198). Vale ressaltar que também h& uma diferenca

notavel entre ambos os valores médios nos grupos experimentais.
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O mesmo pode ser observado através da Frequéncia de dano (FD%), que no grupo
controle é de 27%, no grupo experimental 1 é de 38% e no grupo experimental 2 53%
(Tabela 3).

TABELA 3. Valores descritivos do indice de danos (I1D), Frequéncia de Dano (FD%) e
Dano Total (DT) no cérebro de Bombus atratus expostas as concentracdes de 2,5 ppb e
3,5 ppb de fipronil. Média + Desvio Padrdo (DP) obtida para os trés grupos
independentes.

indice de Frequéncia de Dano Total
Grupos Danos (ID) Dano (FD%) (DT)
Média £ DP Média £ DP Média + DP
Controle 138+37 27+6,4 80,9+18,7
Experimental 1 (2,5 ppb) 215+118 38+19,4 114,5+58,2
Experimental 2 (3,5 ppb) 321+198 53+30,7 155,2+92,3

Fonte: Elaborado pela autora. Nota: Dados individuais por grupo podem ser consultados no Apéndice A.

Apesar dos notaveis danos ao material genético observados no cérebro de B.
atratus apresentado pelo ID e FD%, a acdo genotdxica do fipronil nas abelhas estudadas
é melhor evidenciado através do dano total (DT), uma vez que este parametro avalia, 0s
niveis de danos ao DNA nas células, mantendo isolado da analise os nucleoides. Portanto,
neste trabalho o DT foi considerado o principal parametro para realizar as analises
estatisticas.

O grupo controle apresentou DT menor (80,9£18,7) em relacdo aos DT dos grupos
experimentais 1 (114,5+£58,2) e 2 (155,2+92,3), estes ultimos também apresentaram
diferencas entre seus valores médios (Tabela 3). Frente a estes resultados, é importante
destacar que danos a integridade e funcionabilidade de células neurais induzida pelo
fipronil podem acarretar o comprometimento da atividade motora e, consequentemente,
da atividade de forrageamento e orientacdo durante a localizacdo de fontes de recursos
para a colonia, (EL HASSANI et al., 2005).

Como apresentado pelos pesquisadores Farder-Gomes et al. (2021a), ao
submeterem operarias da espécie Partamona helleri ao fipronil, observou-se a inducéo

de hiperatividade comportamental nessas abelhas, além de alteracbes morfoldgicas nas
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células Kenyon, resultando em espacos intercelulares ampliados, vacuolizagdo intensa
nas neuropilas e condensacdo de cromatina nuclear.

Na analise estatistica referente ao DT obtido através do teste de Tukey (Apéndice
B) observou-se uma diferenca significativa apenas entre o grupo controle e o grupo
experimental 2 (3,5 ppb) de p=0,0215 (p <0,05) (Figura 18), mas ndo em relagéo ao grupo
controle e experimental 1 (2,5 ppb) sendo p=0,4434 e, portanto, apresentando p > 0,05.

FIGURA 18. Analise estatistica referente ao Dano Total (DT) entre os grupos controle,
experimental 1 e experimental 2. Legenda: Ctr: DT do grupo controle; Exp. 1: DT do
grupo experimental 1 (2,5 ppb); Exp. 2: DT do grupo experimental 2 (3,5 ppb). Note
letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos - teste de Tukey (p<0,05)
e grupo seguido de mesma letras ndo sdo significativamente diferentes.
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Fonte: Elaborado pela autora, com auxilio do software GraphPad Prism v.8.

Esse resultado corrobora com os dados de estudos que estdo sendo desenvolvido
no Laboratério de Biologia Estrutural e Funcional (LABEF). Através de analise
histoquimica de fluorescéncia com Acridine Orange (AO), foi possivel observar que
individuos expostos a 2,5 ppb de fipronil, ndo apresentaram impactos significativos as
células do sistema hepato-nefrocitico (trofocitos, endcitos e células pericardicas).
Entretanto, nos individuos expostos a 3,5 ppb de fipronil observaram-se impactos nas
celulas trofocitos.

Portanto, a concentracao estimada em campo de 2,5 ppb ndo induz genotoxicidade
ao cérebro das abelhas analisadas. Enquanto a concentracdo de 3,5 ppb de fipronil induziu

danos ao DNA das células neurais presentes no cérebro de abelhas B. atratus. Esses dados
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contribuem para um tema quase inexplorado: a dos efeitos genotoxicos de poluentes
ambientais em abelhas nativas. Os resultados também sdo preocupantes, mesmo
concentracdo traco de 3,5 ppb interferem no DNA das células neurais dessas abelhas e,
muito provavelmente, na capacidade de desempenhar suas tarefas na colonia.

No estudo de Jacob et al. (2015), ao avaliarem o impacto do fipronil no corpo
pedunculado de abelhas Scaptotrigona postica, apds submeter as abelhas a exposicao
topica e oral, constatou que doses subletais 0.27 ng/abelha ou aproximadamente 270 ppb
(topico) e 0.24 ng/uL ou 240 ppb (oral) causaram alteracBes nas células de Kenyon, com
a formacdo de nucleos picnoticos, indicativos de morte celular. Se comparamos as
concentracdes utilizadas, o fato da concentracdo traco utilizada nesta pesquisa (3,5 ppb)
ter causado impacto semelhante a administracéo oral acima de 200 ppb, torna ainda mais
impactante os resultados aqui apresentados e a necessidade de se determinar a
concentracdo segura as abelhas em trabalhos futuros.

Frente aos resultados observados neste estudo, a utilizacdo do cérebro de abelhas
B. atratus se mostrou um eficiente bioindicador de efeitos genotdxicos associado a
contaminagdo por ingestdo de inseticida, visto que foi possivel comparar e mensurar
concentracdo traco semelhante, como as utilizadas nesta pesquisa. 1sso, pois 0s 6rgados
internos dos individuos predizem potenciais efeitos deletérios que somente a da taxa de
sobrevivéncia atribuida em estudos sobre determinado periodo de exposi¢cdo ndo mostra
(ABDALLA; DOMINGUES, 2015).

Uma grande preocupacdo que surge desta pesquisa é o fato das coldnias
pertencente ao género Bombus, além de apresentarem tamanho populacional afetivo
pequeno, quando comparada as espécies pertencentes ao género Apis, essas espécies
iniciam o ciclo bioldgico da coldnia com um Unico individuo, ou seja, a rainha fecundada
(GAROFALDO, 1979; 2005). Em tese, cada perda de uma rainha fecundada é uma col6nia
destruida. Mesmo se a rainha néo for contaminada, a fase social da colénia comega com
poucas operarias, de 3 a 8 no maximo (GAROFALO, 1979). Caso estas operarias forem
contaminadas pelo fipronil, estas perdem a capacidade de orientacéo ou da realizagéo das
tarefas no ninho e fora dele, levando a coldnia a colapsar precocemente.

Vale ressaltar que no presente estudo ndo houve monitoramento comportamental
das abelhas durante a realizacéo dos bioensaios, embora foram presenciados movimentos
letirgicos e padrfes comportamentais atipicos como descrito na literatura
(BELZUNCES; TCHAMITCHIAN; BRUNET, 2012; FARDER-GOMES et al., 20213;
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NOGUEIRA et al.,, 2019). Esses comportamentos podem estar atrelados a acao
antagbnica do fipronil nos neurotransmissores de acido gama-aminobutirico (GABA) e
canais de cloreto ativados por glutamato, proporcionando estimulo neural excessivo
levando a morte do inseto (NARAHASHI et al., 2010; SIMON-DELSO et al., 2015;
WANG et al., 2016a).

Sendo assim, os dados obtidos nesse estudo sao essenciais para desenvolver novos
estudos que permitam a identificacdo dos mecanismos de acédo do fipronil sobre diferentes
espécies de abelhas. De modo que a concentracdo utilizada neste estudo reflete a
concentracdo encontrada no meio ambiente, de forma que possa ser usada como
bioindicador de contaminacdo ambiental, no conceito ecotoxicologico. Esse estudo
também é considerando um pardmetro norteado para estudos de avaliagdo dos efeitos
genotoxicos utilizando o Ensaio Cometa em outros inseticidas e contaminantes
ambientais, visto que nesse estudo ficou evidente que a técnica € precisa, podendo

detectar dano ao DNA em concentracdes tracos.
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6. CONCLUSAO

O efeito genotoxico do fipronil nos cérebros de operarias de Bombus atratus
expostas ha 96 horas, foi observado somente & concentracdao de 3,5 ppb. Através desse
resultado evidencia a precisdo da técnica Ensaio Cometa e a utilidade das abelhas como
bioindicadoras, assim como dos 6rgdos internos dessas abelhas como biomarcadores de

efeito em estudos de contaminacdo ambiental.
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APENDICE A

Valores arbitrarios do indice de Dano, Frequéncia de Dano e Dano Total por individuo
do grupo controle de Bombus atratus. *Foram contabilizados 300 cometas por individuo,
totalizando 3300 cometas.

Indice Frequéncia Dano
Grupo Nivel de Dano Genético* de de Dano  Total
Controle Dano

NO N1 N2 N3 N4 ID FD% DT
01 221 36 31 12 0 134 26 79
02 222 38 28 11 1 131 26 78
03 213 41 36 9 1 144 29 87
04 178 56 42 21 3 215 41 122
05 230 28 26 16 0 128 23 70
06 236 33 25 6 0 101 21 64
07 227 43 21 8 4 113 24 73
08 215 48 31 6 0 128 28 85
09 220 32 29 17 2 149 27 80
10 199 36 41 23 1 191 34 101
11 249 24 18 9 0 87 17 51
MEDIA 219 37,7 29,8 125 0,81 138,2 27% 80,9

Fonte: Elaborado pela autora.

Valores arbitrarios do indice de Dano, Frequéncia de Dano e Dano Total por individuo
do grupo exposto a 2,5 ppb de fipronil. *Foram contabilizados 300 cometas por individuo,
totalizando 3300 cometas.

Grupo Nivel o!e_ Dano indice Frequéncia Dano
experimental 1 Genético* de Dano  de Dano Total
(2,5 ppb) NO NI N2 N3 N4 ID FD% DT

01 180 49 43 26 2 221 40 120

02 164 48 41 36 11 282 45 136

03 78 75 82 48 17 451 74 222

04 240 33 16 8 3 101 20 60

05 240 21 23 12 4 119 20 60

06 207 41 34 16 2 165 31 93

07 130 68 56 36 10 328 57 170

08 120 83 61 32 4 317 60 180

09 191 51 34 22 2 193 36 109

10 267 12 14 7 0 61 11 33

11 223 40 20 17 O 131 26 77
MEDIA 185,4 47,3 385 236 5 215,3 38% 114,5

Fonte: Elaborado pela autora.
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Valores arbitrarios do indice de Dano, Frequéncia de Dano e Dano Total por individuo
do grupo exposto a 3,5 ppb de fipronil. *Foram contabilizados 300 cometas por individuo,

totalizando 3300 cometas.

. T Indice  Frequéncia Dano
expecr;imsr?tal , Nivel de Dano Genético deDano  deDano  Total
(3,5 ppb) NO N1 N2 N3 N4 ID FD% DT
01 28 101 79 71 21 556 91 272
02 11 93 114 63 19 586 96 289
03 72 89 68 54 17 455 76 228
04 120 74 53 41 12 351 60 180
05 41 65 84 92 18 581 86 259
06 242 24 19 9 6 113 19 58
07 218 42 31 8 1 132 27 82
08 172 53 38 27 10 250 43 128
09 223 29 22 14 12 163 26 77
10 164 47 36 32 21 299 45 136
11 268 18 11 3 0 49 11 32
MEDIA 141,7 57,7 50,4 376 124 321,3 53% 158,2

Fonte: Elaborado pela autora.
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Analise de variancia (ANOVA) referente ao Dano Total (DT) entre os grupos: Controle

Experimental 1 (2,5 ppb) e Experimental 2 (3,5 ppb).

Ordinary one-way ANOVA
ANOVA results
1 |Table Analyzed Dano Total
2 |Data sefs analyzed AC
&
4 | ANOVAsummary
> | F 4.045
6 | Pvalue 0.0278
7| Pvalue summary *
8 | Significant diff. among means (P <0.05)? |Yes
9 | Rsquare 0.2124
11 |Brown-Forsythe test
12 | F (DFn, DFd) 9.142 (2, 30)
13 | Pvalue 0.0008
14 | Pvalue summary b
15 | Are SDs significantly different (P <0.05)7 |Yes
17 | Bartlett's test
18 | Bartlett's statistic (corrected) 18.25
19 | Pvalue 0.0001
20 | P value summary b
21 | Are SDs significantly different (P < 0.05)7 |Yes
22
23 | ANOVAtable sSs DF MS F (DFn, DFd) P value
24 | Treatment (between columns) 33105 2 16552 F(2,30)=4.045 P=0.0278
25 | Residual (within columns) 122760 30 40092
26 | Total 155865 32
28 |Data summary
29 | Number of treatments (columns) 3
30 | Number of values (total) 33

Fonte: Elaborado pela autora.
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Analise estatistica do teste de Tukey multiplas comparagdes ao Dano Total (DT) do DNA
no cérebro de Bombus atratus.

Ordinary one-way ANOVA
Multiple comparisons

1 |Number of families 1
2 [Number of comparisons per family 3
3 [Alpha 0.05
4
5 |Tukey's multiple comparisons test | Mean Diff. 95.00% Cl of diff. |Significant? |Summary |Adjusted P Value
6 | Cir.vs.Exp.1 -33.64 -100.9 to 33.61 No ns 04434
7 | Ctr.vs.Exp. 2 -77.36 -14461t0-1012 |Yes * 0.0215
8 | Exp.1vs. Exp.2 4373 -111.0t0 23.52 No ns 0.2599
9
10 | Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff.  |SE of diff. |n1
11 | Ctr.vs. Exp. 1 80.91 114.5 -33.64 27.28 11
12 | Ctr.vs.Exp. 2 80.91 158.3 -77.36 27.28 11
13 | Exp.1vs.Exp.2 114.5 158.3 -4373 2728 11

Fonte: Elaborado pela autora.
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Aplicacéo do Teste de Normalidade aos resultados obtidos de Dano Total (DT) no cérebro
de Bombus atratus expostas as concentracoes de 2,5 ppb e 3,5 ppb.

Normality and Lognormality Tests - - L
Tabular results Ctr. Exp. 1 Exp. 2
1 |Test for normal distribution
2 | Anderson-Darling test
3 A" 0.3448 0.1988 0.3472
4 P value 04150 0.8457 04093
5 Passed normality test (alpha=0.05)? Yes Yes Yes
6 P value summary ns ns ns
7
& | D'Agostino & Pearson test
9 K2 3243 0.6638 2.868
10 P value 0.1976 0.7176 0.2384
11 |  Passed normality test (alpha=0.05)? Yes Yes Yes
12 | P value summary ns ns ns
13
14 | Shapiro-Wilk test
15 W 0.9465 0.9645 09223
16 P value 0.5997 0.8262 0.3383
T Passed normality test (alpha=0.05)? Yes Yes Yes
18 P value summary ns ns ns
19
20 | Kolmogorov-Smirnov test
21 | KSdistance 0.1909 0.1041 0.1591
22 P value >0.1000 >0.1000 >0.1000
23 | Passed normality test (alpha=0.05)? Yes Yes Yes
24 P value summary ns ns ns
25
26 |Number of values 1 " 1

Fonte:

Elaborado pela autora.



