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RESUMO 

PROVASE, Michele. Análise genotóxica do Fipronil® no cérebro de abelhas da espécie 

Bombus atratus (Hymenoptera: Bombini). 2021. Dissertação Mestrado em Biotecnologia 

e Monitoramento Ambiental – Universidade Federal de São Carlos, campus Sorocaba, 

2021.  

 

O fipronil® é um inseticida de ação neurotóxica, efetivo no combate às pragas. 

Atualmente não há estudos sobre os seus efeitos genotóxico no cérebro de abelhas. Em 

razão disso, o presente estudo buscou verificar a genotoxicidade do fipronil® às duas 

concentrações estimadas em campo no cérebro de operárias de Bombus atratus através 

de microeletroforese. Operárias de B. atratus foram coletadas em campo e transferidas 

para o laboratório onde foram mantidas isoladamente em estufa B.O.D. (26 °C, 70% 

umidade relativa) por 96 horas. A exposição foi realizada oferecendo uma solução 

contaminada com fipronil à 2,5 ppb e 3,5 ppb. O grupo controle mantido em mesma 

condição foi ofertada água filtrada. Para todos os grupos foram ofertada sacarose 70% ad 

libitum como alimento. Após exposição, as abelhas foram crio-anestesiadas e dissecadas, 

o cérebro retirado foi macerado e centrifugado para isolamento dos núcleos. As amostras 

preparadas foram submetidas à técnica Ensaio Cometa. Os cometas foram analisados 

através de microscópio ótico, e pelos parâmetros: Índice de Danos (ID), Frequência de 

Dano (FD%) e Dano total (DT). Aplicou-se também teste estatístico de Tukey (p<0,05). 

Os resultados mostraram que os valores médios obtidos para ID e FD% apresentaram 

diferenças notáveis entre os grupos experimentais em relação ao grupo controle. 

Entretanto, ao analisar DT através do teste de Tukey, observou-se que a concentração 2,5 

ppb não causou danos significativos ao DNA nas células neurais de B. atratus 

(p=0,4434), como observado na concentração de 3,5 ppb que induziu efeitos genotóxicos 

significativos ao cérebro dessas abelhas (p=0,0215). Assim, conclui-se que a 

concentração encontrada em campos de 3,5 ppb é genotóxica ao cérebro de operárias 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. Dissertação Mestrado em Biotecnologia e 

Monitoramento Ambiental – Universidade Federal de São 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 ºC 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 ºC 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. 
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1. INTRODUÇÃO 

As abelhas são importantes polinizadores devido à sua eficácia e ampla 

distribuição em diferentes paisagens geobotânicas. Estudos mostram que cerca de 25 mil 

espécies de abelhas são responsáveis pelos serviços de polinização de diferentes biomas, 

bem como na manutenção de 90% das florestas nativas, proporcionando o melhoramento 

na qualidade dos frutos e na ampliação de 70% da produtividade agrícola (FAO, 2004; 

FAO, 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 importância dos polinizadores para os serviços 

ecossistêmicos e para produção de alimentos do setor agrícola, um fenômeno que tem 

preocupado a comunidade científica é o crescente registro de desaparecimento e redução 

de populações inteiras de abelhas pelo mundo, ocasionado por diferentes fatores bióticos 

e abióticos (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 diminuição de populações de 

muitas espécies de abelhas pertencentes ao gênero Bombus, principalmente nos 

continentes europeu e americano, regiões que possuem um monitoramento maior e mais 

frequente (BIESMEIJER et al., 2006; CAMERON et al., 2011). Dentre os fatores que 

causam esse fenômeno, encontram-se: desmatamento; presença de patógenos; atividades 

industriais intensivas; fragmentação de áreas florestais devido à expansão agrícola; e uso 

indiscriminado de agrotóxicos (CAMERON et al., 2011, FREITAS et al., 2009; HUNG 

et al., 2018; RICKETTS et al., 2008). 

Além disso, estudos recentes têm mostrado aumento dos índices de contaminação 

de abelhas por xenobióticos, principalmente durante as atividades de forrageamento, 

processo pelo qual as abelhas coletam pólen, néctar, água, resina e até argila ou barro para 

a manutenção da colônia. Sendo através da atividade de forrageamento que aumentam as 

chances de exposição dessas abelhas a diferentes substâncias químicas, 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 traços 

(ABDALLA; DOMINGUES; BALSAMO, 2018; CESCHI-BERTOLI et al., 2020; 
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PROVASE et al., 2021). De modo que os agrotóxicos — aos quais abrange as classes de 

herbicidas, fungicidas e inseticidas — tem-se destacados como os principais agentes 

tóxicos que mais causam efeitos negativos ao ciclo de vida das abelhas, contribuindo para 

o declínio das colônias (DICKS et al., 2016; NOCELLI et al., 2012). 

No Brasil, o agronegócio é uma das principais atividades econômicas do país 

(VALADARES; ALVES; GALIZA, 2020), e à medida que ocorre expansão das áreas 

agrícolas, a demanda e uso de agrotóxicos aumenta, principalmente os agrotóxicos 

pertencentes a classe de inseticidas. Segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente 

(IBAMA), o Brasil está entre os maiores consumidores mundiais de agrotóxicos 

(IBAMA, 2019). Em 2019, contextualizando a situação, foi registrado um aumento de 

12,97% (620.537,98 toneladas do princípio ativo) nas vendas internas de agrotóxicos em 

relação a 2018 (IBAMA, 2019).  

O uso intensivo de inseticidas recorrentes das atividades agrícolas é altamente 

preocupante, principalmente para os polinizadores, visto que, esses agentes tóxicos 

apresentam grande persistência no meio ambiente, podendo ser encontrados resíduos no 

solo, água, pólen 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 

estão em constante contato (PANSERI et al., 2014) como é o caso das espécies do gênero 

Bombus.  

Algumas espécies do gênero Bombus são abelhas nativas e apresentam grande 

importância nas atividades de polinização, principalmente para as plantas silvestres, isso 

em relação à atividade de polinização realizada por espécies exóticas, como Apis mellifera 

Linnaeus 1758, uma polinizadora generalista (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012). 

Essas abelhas do gênero Bombus também desempenham papel de destaque na polinização 

de algumas culturas agrícolas, como a do tomate (VELTHUIS; VAN DOORN, 2006).  

Além disso, as abelhas do gênero Bombus são eficientes bioindicadores, e a 

utilização dos seus órgãos internos tem-se mostrado altamente relevante para estudos 

ecotoxicológicos, visto que um determinado agente tóxico pode não afetar a taxa de 

mortalidade de uma população, entretendo este pode interferir no fitness de seus 

indivíduos (ABDALLA; DOMINGUES; BALSAMO, 2018; NOGUEIRA et al., 2019; 

PROVASE et al., 2021). 

 No que se refere aos estudos ecotoxicológicos utilizando a espécie Bombus 

atratus Franklin 1913, estes são pouco explorados, e mais raros são os estudos utilizando 
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o cérebro destas abelhas na avaliação de genotoxicidade frente à ação dos inseticidas. 

Uma temática altamente relevante, dado que os inseticidas embora sejam aplicados em 

insetos-alvo, seu uso na agricultura pode ter implicações negativas ao atingir insetos não-

alvo que atuam no controle de pragas ou na polinização (CULLEN et al., 2019). Além 

disso, estudos apontam que cerca de 90% dos inseticidas utilizados possuem ação 

neurotóxica nos insetos (PEREIRA, 2010) como por exemplo, o fipronil. 

O fipronil é um inseticida altamente tóxico, que se caracteriza por sua ação 

neurotóxica nos insetos, considerado o princípio 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 ação desse inseticida é o bloqueio do 

influxo de íons de cloreto através dos receptores de ácido gama-aminobutírico (GABA) 

(BARBARA et al., 2005), bem como os canais de cloreto ativados pelo glutamato 

(GluCl), presentes nos insetos (BARBARA et al., 2005; NARAHASHI et al., 2010). 

Como consequência da interrupção do influxo de íons de cloro, os impulsos sinápticos 

que ocorrem nas células nervosas são afetados negativamente, resultando em 

hiperexcitação 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 

alterações morfológicas nos corpos celulares de neurônios, 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) estão associados principalmente 

a plasticidade comportamental desses organismos, representando o centro de integração 

multimodal, ao qual recebem informações olfativas, visuais e gustatórias (KIYA et al., 

2007), o comprometimento da funcionalidade e integridade dessas estruturas, induzidas 

pela ação do fipronil, resultam em inexorável disfunção sensorial e cognitiva do cérebro 

e consequente inabilidade das abelhas exercerem suas funções. 

Nessa perspectiva, é possível compreender os danos genéticos causados pela ação 

do fipronil no cérebro de abelhas B. atratus, através da técnica do Ensaio Cometa, uma 

metodologia que consiste na migração diferencial das alças de DNA em cromatinas que 

sofrem descompactação, por um processo de microeletroforese (ÖSTILING; 

JOHANSON, 1984; SHAPOSHNIKOV et al., 2008). Na ecotoxicologia, essa técnica 

vem se destacando como uma ferramenta importante para o monitoramento ambiental 
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(LAPUENTE et al., 2015). Embora sua aplicação 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 operárias B. atratus, utilizando concentrações 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 substância nestes organismos. 

 

  



20 

 

2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Verificar possíveis efeitos genotóxicos do fipronil® no cérebro de operárias de 

Bombus atratus. 

2.2 Objetivo Específico  

• Verificar se há efeitos de genotoxicidade do fipronil® no cérebro de operárias 

Bombus atratus nas concentrações de 2,5 ppb e 3,5 ppb. 

• Verificar os efeitos de genotoxicidade do fipronil® a partir da aplicação dos 

parâmetros de Índice de Dano (ID), Dano Total (DT) e da Frequência de Dano 

(FD%). 
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1 Abelhas do gênero Bombus 

3.1.1 Biologia geral das abelhas Bombus   

As espécies do gênero Bombus são abelhas primitivamente eussociais 

pertencentes à Apidae (Bombini) (MICHENER, 2007), que compõem aproximadamente 

250 espécies classificadas em 38 subgêneros (WILLIAMS, 1998; CAMERON; HINES; 

WILLIAMS, 2007).  

Comumente encontradas em regiões com clima temperado, as abelhas das 

espécies Bombus estão presentes em todos os continentes com exceção da Oceania e 

Antártida (CAMERON et al., 2011; GRIXTI et al., 2009; MARTINS; MELO, 2010). Em 

termos de riqueza de espécies, essas abelhas apresentam altos índices em áreas 

montanhosas ou em latitudes elevadas como no Oriente e Paleoártico com cerca de 175 

espécies, quando comparada à América do Sul, cujo número é reduzido a 

aproximadamente 22 espécies (WILLIAMS, 1996).  

No Brasil as abelhas do gênero Bombus são popularmente conhecidas como 

“mamangavas” (GARÓFALO, 2005), as quais estão distribuídas geograficamente em 23 

estados, exceto nos estados do Piauí, Sergipe e Tocantins (GARÓFALO, 1978a; 1978b; 

MOURE; MELLO, 2008). Segundo os registros apontados por Moure e Sakagami (1962) 

apenas seis espécies deste gênero são encontradas no país, 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 simpátricas principalmente nas regiões sul e sudeste do país (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 coloração diferenciada no tórax e 

abdômen, características variáveis de acordo com a espécie e subespécie (MICHENER, 

2007). Devido ao seu tamanho corporal, esses indivíduos podem transportar uma grande 

quantidade de pólen de diferentes paisagens geobotânicas mesmo quando em condições 

adversas, além de possuírem estruturas especializadas como uma glossa longa que 

alcança até mesmo flores com corolas tubulares longas, comportamento de vibração do 
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tórax, agitando as anteras e liberando o pólen; sendo de grande importância para aumentar 

a variabilidade ou mesmo para que ocorra a fecundação cruzada em determinadas 

espécies vegetais (AGUILAR-BENAVIDES, 2008; HEINRICH, 2004).  

A distância percorrida pelas abelhas operárias 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 distância entre 3 – 10 Km durante o 

forrageamento, embora as distâncias mais comuns de forrageamento relatadas na 

literatura para esses indivíduos 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 biológico das colônias de Bombus atratus 

Em regiões tropicais as espécies de Bombus podem apresentar dois ciclos de vida 

anuais, já em regiões temperadas, há somente um ciclo, devido à estação de inverno, na 

qual a rainha fecundada tem um período de hibernação (GARÓFALO, 1979; 

DUCHATEAU; VELTHUIS, 1988; DEVILLERS; PHAM-DELEGUE, 2003). As 

espécies B. atratus apresentam ciclo de vida anual, embora no Brasil não há dados 

suficiente evidenciando a ocorrência de apenas um ou dois ciclos anuais (GARÓFALO; 

ZUCCHI; MUCCILLO, 1986). Entretanto, segundo Abdalla, F.C. (informação pessoal), 

os ninhos de B. atratus apresentam mais de um ciclo com a substituição da rainha mais 

de uma vez por ano. 

Os ninhos são geralmente construídos em diferentes substratos naturais como em 

cavidade subterrânea (Figura 1) como solo, câmaras 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 solitária da colônia com uma rainha 

fecundada que constrói os primeiros alvéolos de cria dando origem às primeiras operárias 

que auxiliarão no desenvolvimento da colônia (GARÓFALO, 2005; GOULSON, 2010). 

Período na qual a rainha realiza as atividades externas e internas da colônia, como coleta 

de alimento, construção dos potes de mel e casulos, até cuidado com as crias (GOULSON, 

2010). Após o emergir das primeiras operárias a rainha cessa as atividades externas e 
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assumindo unicamente a função reprodutiva no interior da colônia, enquanto as operárias 

assumem as demais atividades internas, bem como as externas de forrageamento para 

manutenção da colônia (GARÓFALO, 2005; GOULSON, 2010). 

 

FIGURA 1. Visualização interna do ninho de abelhas pertencente ao gênero Bombus. 

 

 

Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional. Fotógrafo: Sidney Cardoso. 

 

A dominância da rainha sobre as operárias é realizada através de agressões físicas 

não ritualizadas e com ausência de feromônios (VELTHUIS; VAN DOORN, 2006). Esse 

comportamento também é observado em B. atratus como uma maneira de impor 

limitações e defender o território de outras rainhas (GARÓFALO, 2005). 

Contudo, quando a colônia atinge seu clímax de desenvolvimento, ocasionado 

pelo aumento na frequência de oviposições pela rainha acelerando o crescimento 

populacional da colônia e, consequentemente, o número de operárias, a rainha pode 

perder sua dominância e operárias com ovários desenvolvidos dão início a produção de 

sexuados (machos e rainhas), onde começam a ovipositar ovos haplóides que originarão 

machos (GARÓFALO, 1979). Os machos (filhos das operárias) saem do ninho após 3 – 

4 dias de emergência, podendo variar entre as espécies deste gênero (GARÓFALO, 2005; 

AGUILAR-BENAVIDES, 2008).  

O ciclo da colônia termina quando a rainha fundadora morre (CAMERON; JOST, 

1998). Embora as colônias de Bombus Neotropicais, ao contrário do que acontece com 

espécies de clima temperado, são abelhas perenes, permitindo que uma rainha nova 
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assuma o ninho iniciando um novo ciclo evitando o final do ciclo biológico 

(GARÓFALO, 1979). 

 

3.2 Sistema Nervoso das abelhas: Cérebro 

A aplicação de estudos ecotoxicológicos utilizando biomarcadores moleculares e 

celulares são de grande relevância para obter melhor compreensão dos fatores e os efeitos 

que causam mortalidade das abelhas. Perspectiva atribuída em relação aos estudos 

clássicos que pode não apresentar informações suficientes para uma compreensão clara e 

coesiva dos fenômenos 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 são os insetos mais susceptíveis a exposição 

de diferentes contaminantes ambientais, principalmente durante a atividade de 

forrageamento. Em razão disso, estes organismos são considerados eficientes 

bioindicadores para estudo de avaliação risco como por exemplo, na avaliação de 

contaminantes ambientais com os inseticidas, visto que as abelhas são organismos 

altamente vulneráveis à ação neurotóxica dessas substâncias (BELZUNCES; 

TCHAMITCHIAN; BRUNET, 2012; JACOB, 2015). 

Embora apresentem diferença anatômica entre o sistema nervoso dos vertebrados 

e dos insetos, a sua organização geral pode ser considerada homoplásica à função e à 

especialização dos neurônios no cérebro, cordão nervoso ventral e nas terminações 

sensoriais ao longo do corpo e formando estruturas complexas, como antenas, olhos 

compostos e ocelos. Em ambos os organismos há um sistema nervoso central com vias 

eferentes e aferentes que comandam os músculos, as glândulas e os receptores sensoriais 

(CRUZ-LANDIM, 2009; SNODGRASS, 1956). 

O sistema nervoso das abelhas é formado pelo cérebro e ramificações da cadeia 

nervosa ventral, constituída de gânglios interligados por segmentos nervosos os 

chamados conectivos (Figura 2) (AZEVEDO; NOCELLI, 2020; CRUZ-LANDIM, 2009; 

SNODGRASS, 1956). 
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FIGURA 2. Representação do sistema nervoso das abelhas. Legenda: Ce: Cérebro, gt: 

gânglio torácico, co: conectivos, ga: gânglios abdominais, N: nervos. 

 

Fonte: Adaptada de Azevedo; Nocelli, 2020. 

 

O cérebro é o órgão responsável por receber os impulsos sensoriais vindos dos 

órgãos dos sentidos da cabeça e dos gânglios da cadeia nervosa ventral, através de 

interneurônios ascendentes. Nas abelhas o cérebro é dividido em três regiões: 

protocérebro, deutocérebro e tritocérebro. O tritocérebro representa a menor região do 

cérebro, composto por um par de lobos localizados ventralmente aos lobos antenais e 

paralelamente ao esôfago. Esta porção do sistema nervoso fica localizada fora da estrutura 

cerebral e apresenta elementos motores e sensoriais que o ligam ao sistema 

estomogástrico (CRUZ-LANDIM, 2009; SNODGRASS, 1956). Na região onde está 

localizado o deutocérebro são encontrados os lobos antenais, estruturas esféricas que 

recebem estímulos olfatórios captados por neurônios sensitivos presentes nas antenas e 

nas estruturas da boca (AZEVEDO; NOCELLI, 2020; CRUZ-LANDIM, 2009). 

O protocérebro é constituído em pons cerebralis, complexo ou corpo central, os 

corpora pedunculata, pars intercerebrailis e lobos ópticos (Figura 3). Os corpos 

pedunculados ou corpora pedunculata, são formados por estruturas pares constituídas 

cada uma com duas neurópilas, que compõem os corpos celulares de neurônios, as células 

de Kenyon, que recebem e transmitem estímulos informacionais através de nervos 
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aferentes e eferentes, que fazem conexão com os órgãos dos sentidos nas abelhas (CRUZ-

LANDIM, 2009; FAHRBACH, 2006). As células de Kenyon podem ser subdivididas em 

três subtipos: células de Kenyon compactas internas, externas e não compactas. Essas 

células são facilmente identificadas pelo tamanho e localização de seus corpos celulares 

(FARRIS; SINAKEVITCH, 2003; KIYA et al., 2007). 

 

FIGURA 3. Representação das diferentes estruturas morfológicas presentes no cérebro 

das abelhas. Legenda: cc: corpo central; La: lobo antenal, lo: lobo óptico; Pr: 

protocérebro; pl: lateral do protocérebro; pc: pons cerebralis; cp: corpo pedunculado; cm: 

cálice mediano; cl: cálice lateral; ab: anel basal; b: borda; c: colar; P: pedúnculo; Região 

dos lobos ópticos (me: medula; la: lâmina).  

 

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

 

Devido à sua alta plasticidade sináptica que está diretamente relacionada com a 

capacidade de aprendizagem, armazenamento e memorização, as abelhas são 

consideradas excelentes modelos para estudos neurobiológicos (ROAT; CRUZ-

LANDIM, 2011). Portanto, ao considerar a temática proposta neste estudo, pode-se 

compreender que o comprometimento do sistema nervoso e do cérebro das abelhas 

conduz à inativação e/ou desorientação do processamento de informações que asseguram 

coordenação e resposta rápidas das funções motoras, visuais, gustativas e olfativas nesses 

organismos (CRUZ-LANDIM, 2009). 
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3.3 Ensaio Cometa 

3.3.1. Caracterização da técnica Ensaio Cometa 

O Ensaio Cometa, também conhecido como eletroforese em gel de célula única 

(SCGE, do inglês, Single Cell Gel Eletrophoresis) (COLLINS, 2014; ÖSTILING; 

JOHANSON, 1984), é um método utilizado na avaliação de danos ao material genético 

em núcleos celulares individuais, podendo ser aplicado em qualquer tipo de célula de 

diferentes órgãos e/ou tecidos de organismos eucarióticos (AFANASIEVA; SIVOLOB, 

2018; GAJSKI et al., 2019a). Considerado uma técnica altamente sensível, com 

capacidade de detectar a presença de contaminantes presentes no meio ambiente, através 

da avaliação do dano ao DNA em organismos modelos (AZQUETA et al., 2019; GAJSKI 

et al., 2019a).  

Essa técnica tem ganhado grande repercussão em estudos de biomonitoramento 

humano e ambiental, testes de genotoxicidade in vitro e in vivo de produtos químicos, e 

estudos de ecotoxicidade, incluindo pesquisa básica focada nas análises aos mecanismos 

de dano e reparo do DNA (AZQUETA et al., 2011; GAJSKI et al., 2019a; 2019b; 

LANGIE; AZQUETA; COLLINS, 2015). Todavia, nos últimos anos o Ensaio Cometa 

vem se tornando uma ferramenta importante para ecotoxicologia, nas análises de 

genotoxicidade em modelos experimentais aquáticos e terrestres (DE LAPUENTE et al., 

2015) para o monitoramento ambiental.  

Os primeiros estudos utilizando a técnica do Ensaio Cometa passaram por 

modificações metodológicas até chegar ao método atual. Inicialmente Rydberg e 

Johanson (1978), desenvolveram um método capaz de realizar a quantificação do dano 

ao DNA por lise de células incorporadas em gel de agarose sob condições alcalinas (pH 

12). Algum tempo depois Östling e Johanson (1984) apresentaram uma versão 

modificada, desenvolvendo a técnica de eletroforese em micro-gel, denominada também 

de Ensaio Cometa com a aplicação de eletroforese em pH 9,5, visando melhorar a 

sensibilidade da detecção de danos ao DNA de uma única célula.  

Outras modificações foram realizadas ao longo dos anos, como a aplicação de 

eletroforese em condições neutras; uso de enzima para detecção de danos; hibridização 

de fluorescência in situ para marcação de regiões da calda (cromatina desenovelada) que 

apresentam genes de interesse (AZQUETA; COLLINS, 2013; GAJSKI et al., 2019a; 

2019b; MØLLER, 2005). 
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Atualmente o Ensaio Cometa é comumente utilizado nas condições alcalinas ou 

neutras em sistemas in vitro e in vivo (SHARMA et al., 2010). Em condição alcalina o 

Ensaio Cometa é considerado um método ideal para estudos ecotoxicológicos, 

desenvolvido por Singh et al. (1988) com eletroforese conduzido sob condições em pH 

13. Essa técnica não resulta apenas na detecção de danos ao DNA, mas também de sítios 

abásico ou AP (sítios apurínicos/apirimidínicos), esses sítios são resultantes de quando 

uma base é perdida do DNA espontaneamente ou durante o reparo do DNA (AZQUETA 

et al., 2011; PU; WANG; KLAUNING, 2015).  

O processo da técnica do Ensaio Cometa consiste na migração diferencial das 

alças de DNA em cromatinas superenoveladas que sofrem descompactação, devido ao 

dano causado na cromatina e são visíveis através do processo de microeletroforese 

(ÖSTLING; JOHANSON, 1984; SHAPOSHNIKOV et al., 2008). Ou seja, em termos 

metodológicos, as amostras celulares em suspensão são incorporadas em gel de agarose, 

seguido de tratamento com solução de lise, com a finalidade de remover membranas 

celulares, envelope nuclear e proteínas, de modo que fique somente o nucleoide 

incorporado ao gel (Figura 4), em seguida, as amostras são submetidas a eletroforese. 

Durante aplicação do campo elétrico, as fitas simples de DNA perdem sua estrutura 

compacta e tendem do núcleo para a suspensão de agarose de baixo ponto de fusão. 

Durante o processo de eletroforese o DNA não danificado não se move, enquanto o DNA 

danificado está livre para migrar para longe do núcleo, isso acontece devido à 

característica do DNA, a qual apresenta uma carga negativa sendo atraído para o cátodo 

com carga positiva (AZQUETA; COLLINS, 2013; GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 

2015).  
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FIGURA 4. Principais etapas da técnica Ensaio Cometa. 

 
 

Fonte: Elaborado pela autora. Referencial Azqueta; Collins, 2013 e Gunasekarana; Raj; Chad, 2015. 

 

Os danos celulares são observados através do processo de migração das alças de 

DNA, resultando em imagens semelhantes a cometas, fenômeno que dá origem ao nome 

da técnica em questão. Esse processo de migração das alças de DNA, que formam a cauda 

é analisado através de microscópio de fluorescência e microscópio ótico convencional, 

pontuados visualmente ou com auxílio de um software de análise 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 informações sobre o nível de lesões de DNA na célula 

(AZQUETA; COLLINS, 2013). Quanto maior o trecho de cromatina desenovelada, 

maior e mais nítida é a cauda do cometa, cuja cabeça é composta de cromatina intacta 

(ÖSTILING; JOHANSON, 1984; SHAPOSHNIKOV et al., 2008).  

 

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

Fonte: Adaptado de Collins, 2004. 

   

Núcleos intactos sem cauda (nucleoides) são classificados como células sem 

danos detectáveis ao DNA, denominado Nível 0. Enquanto, células lesionadas são 

identificadas através da formação de uma cauda similar ao de um cometa, formado pelas 
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alças de DNA desenovelado (Nível 1). À medida que os danos ao DNA aumentam, o 

processo de migração do DNA danificado varia em diferentes tamanhos (Nível 1– 4), 

permanecendo associados ao núcleo por uma cadeia simples. O tamanho da cauda é 

proporcional à dimensão do dano causado a célula, mas é de consenso que a simples 

visualização do “cometa” já significa que danos estão presentes no DNA 

(GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015). 

Durante o procedimento metodológico alguns cuidados devem ser tomados para 

evitar possíveis contaminações ou resultados não conclusivos, sendo estas: a manipulação 

das amostras deve ser realizada cuidadosamente, de modo a não promover danos ao DNA 

durante o preparo das lâminas; evitar a utilização de amostras celulares que possuem 

citoplasma bem estruturado, o que dificulta seu processo de lise, e consequentemente, 

diminuindo a eficiência dessa metodologia (AFANASIEVA; SIVOLOB, 2018; ROJAS 

et al., 2014). 

 

3.3.2. Benefícios do Ensaio Cometa para a ecotoxicologia 

A utilização de biomarcadores e bioindicadores como ferramentas para detecção 

de exposição e avaliação de efeitos genotóxicos vem aumentando cada vez mais, 

proporcionando informações cruciais para avanços e melhorias na ecotoxicologia. Uma 

ciência que visa estudar os efeitos das substâncias naturais e/ou sintéticas sobre os 

organismos, avaliando as respostas biológicas causadas por diferentes xenobióticos 

(MAGALHÃES; FERRÃO-FILHO, 2008).  

Nas últimas décadas vários estudos têm buscado destacar a importância da 

avaliação de danos ao material genético induzidos em espécies naturais, ressaltando a 

importância do uso da técnica Ensaio Cometa em estudos voltados a ecotoxicologia e 

ecogenotóxicologia, uma vez que, inicialmente essa técnica era destinado apenas para 

análise clínicas voltada para a saúde humana (JHA, 2008). 

Na ecotoxicologia, o Ensaio Cometa foi utilizado, a princípio, em avaliação de 

genotoxicidade em ambientes aquáticos direcionados aos peixes e alguns invertebrados, 

quando relacionado aos animais terrestres essa técnica é pouco abordada, e os dados 

disponíveis estão voltados para minhocas, caracóis e pequenos mamíferos 

(AUGUSTYNIAK et al., 2014; DE LAPUENTE et al., 2015).  
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Por ser um método versátil e que proporciona grandes vantagens como: 

capacidade de detecção de danos genotóxicos em nível celular; não apresenta restrições 

aos diferentes tipos de células eucariontes; proporciona resultados com pequeno número 

de células; fácil de conduzir e mais sensível que outros métodos para avaliação de danos 

a cromatina do DNA (FRENZILLI; NIGRO; LYONS, 2009). Em razão disso essa 

metodologia foi adotada como ferramenta padrão para estudos de biomonitoramento, nos 

processos de avaliação, interpretação e compreensão dos danos ao DNA das células e/ ou 

tecidos de diferentes organismos (DE LAPUENTE et al., 2015).  

Com uma perspectiva ecotoxicológica, a aplicação da técnica do Ensaio Cometa 

na análise de danos ao material genético é relevante, visto que, o surgimento de lesões no 

DNA possibilita a manifestação de aberrações cromossômicas, resultando em riscos ao 

sucesso reprodutivo dos organismos e, consequentemente, perda de biodiversidade, um 

dos parâmetros mais relevantes para a estudos na ecotoxicologia (JHA, 2008).  

Embora apresente vários benefícios, uma problemática observadas em alguns 

estudos por um período, foi referente a más interpretações dos resultados obtidos do 

Ensaio Cometa, por muito tempo se pensou que a cauda do cometa era composta de DNA 

fragmentado, porém, Östiling e  Johanson (1984) demostraram que, o que se observa 

nesta técnica é a migração das alças descompactadas de DNA devido a efeitos 

genotóxicos. Neste contexto, os estudos utilizando Ensaio Cometa ficaram até mais 

interessantes, pois pode-se estudar genes específicos das alças de DNA da cauda, verificar 

se estes danos são reversíveis ou não, e se há fenômenos epigenéticos nessas alterações 

(SHAPOSHNIKOV et al., 2008). 

 

3.3.3. Aplicabilidade do Ensaio Cometa em insetos 

Os primeiros estudos utilizando a técnica Ensaio Cometa foram realizados em 

mamíferos (ÖSTLING; JOHANSON, 1984). Como o principal foco dessa técnica é o 

DNA, uma molécula ubíqua e que apresenta estrutura, função e mecanismos de reparo 

similares ao de vários outros organismos, a implantação do Ensaio Cometa torna-se 

possível em vários organismos diferentes como por exemplo, os invertebrados, que são 

modelos importantes nos estudos ecotoxicológicos devido seu papel nos ecossistemas 

(AUGUSTYNIAK; GLADYSZ; DZIEWIECKA, 2016).  
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Em razão disso, o Ensaio Cometa é uma técnica com aptidão para estudar a 

genotoxicidade de produtos químicos e para avaliar a influência de xenobióticos como 

potencial genotóxico presente no meio ambiente (AUGUSTYNIAK; GLADYSZ; 

DZIEWIECKA, 2016), permitindo assim o desenvolvimento de novas possibilidades 

para as áreas da toxicologia, ecotoxicologia e monitoramento ambiental. 

Dentre o grupo de invertebrados, os que mais se destacam são os insetos, 

amplamente utilizados em estudos de toxicologia genética e avaliações de risco ambiental 

(MØLLER, 2005; AUGUSTYNIAK; GLADYSZ; DZIEWIECKA, 2016), por serem 

organismos que concernem vários grupos sistemáticos e habitam diferentes nichos 

ecológicos (GAJSKI et al., 2019a).  

Nessa percepção, ao realizar uma análise de dados referentes à utilização da 

técnica Ensaio Cometa em insetos, resultando em um levantamento de estudos científicos 

publicados (Research articles) através dos bancos de dados Scopus e ScienceDirect no 

período de 2010 a 2021, mostrou que 96 (Scopus) e 54 (ScienceDirect) documentos de 

pesquisa indexados, são referentes as publicações voltadas para a utilização dessa técnica,  

em forma de citação de sua metodologia e/ou suas aplicações. Para essa consulta foi 

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

 

FIGURA 6. Número de periódicos indexados nos anos de 2010 a 2021 no banco de 

dados Scopus e ScienceDirect referentes aos estudos com Ensaio Cometa em insetos. 

 

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 

considerável de estudos utilizando a técnica Ensaio Cometa atrelados aos insetos. 

Contudo, essa tendência de crescimento não se manteve, onde em 2018 houve um 

decréscimo de publicações registradas, e só voltou a ter um crescimento contínuo em 

2019 até o momento. Vale ressaltar que ao filtrar os resultados com foco apenas na 

aplicação da técnica Ensaio Cometa utilizando abelhas como organismo modelo, foram 

obtidos menos de 5 estudos científicos publicados (Research articles).  

Esses dados evidenciam a necessidade de fortalecer e impulsionar mais estudos 

nessa área e incentivar novos estudos com abelhas como bioindicador, uma vez que os 

insetos, assim como as abelhas, são considerados eficientes bioindicadores terrestres na 

avaliação de compostos químicos com características bioacumulativas em níveis 

celulares, histológicos e nos órgãos desses organismos (MALASPINA; SILVA-

ZACARIN, 2006), permitindo assim criar métodos de monitoramento e proteção ao 

ecossistema de substâncias tóxicas com essas características.  

Os primeiros estudos do Ensaio Cometa em insetos foram realizados em 

Drosophila melanogaster na análise de genotoxicidade de produtos químicos em estudos 

clínicos. A escolha desse organismo como modelo é devido sua alta relevância para 

diferentes tipos de processos relacionados à saúde humana, incluindo respostas a danos 

no DNA (LANGIER; AZQUETA; COLLINS, 2015). Na Tabela 1, são apresentados 

alguns estudos utilizando insetos de diferentes ordens, com o intuito de observar e 

comparar as aplicações do Ensaio Cometa nesses organismos. 
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TABELA 1. Aplicação da técnica Ensaio Cometa na avaliação de danos ao DNA em diferentes modelos de insetos. 

Organismo  Método Aplicação Referências 

 

Drosophila 

melanogaster 

(Diptera) 

 

Ensaio Cometa alcalino com uso de 

enzimas endonucleases 

formamidopirimidina-DNA glicosilase 

(FPG) e endonuclease III. 

 

Avaliação in vivo do dano oxidativo ao DNA após exposição aos 

produtos químicos ambientais como peróxido de hidrogênio (H2O2), 

cloreto de cádmio (CdCl) e sulfato de cobre (CuSO). 

 

Shukla; 

Pragya; Kar 

Chowdhuri, 

(2011) 

 

Lasioderma 

serricorne 

(Coleoptera) 

 

 

Ensaio Cometa alcalino* 

 

Avaliação para identificar o histórico de tratamento de irradiação de 

insetos-praga. 

 

Kameya et al. 

(2012) 

 

Chorthippus brunneus 

(Orthoptera) 

 

 

Ensaio Cometa alcalino* 

 

Detecção de danos ao DNA em gafanhotos submetidos a estresse 

ambiental multigeracional. 

Augustyniak 

et al. (2014) 

 

Sesamia nonagrioides 

(Lepidoptera) 

 

 

Ensaio Cometa alcalino 

 

Analisar os efeitos da irradiação de raios-X no DNA em S. 

nonagrioides nos estágios:  larvas, pupas e adultos.  

Avan Aksoy; 

Yazıci; Erel 

(2017) 

 

Bombyx mori 

(Lepidoptera) 

 

Ensaio Cometa alcalino* 

 

Análises de toxicidade no desenvolvimento reprodutivo induzido pelo 

fluoreto de sódio (NaF) resultando em dano ao DNA nas larvas de 

bicho-da-seda submetidas ao NaF. 

 

Tang et al. 

(2018) 

Fonte: Organizado pela autora. Nota: (*) Aplicação do ensaio com algumas modificações. 
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Continuação. TABELA 1. Aplicação da técnica Ensaio Cometa na avaliação de danos ao DNA em diferentes modelos de insetos.  

 

Bombus atratus 

(Hymenoptera)  

 

Ensaio Cometa no desenvolvimento de 

um protocolo de análise. 

 

Proporcionar melhores resultados visuais de células no Ensaio Cometa 

em relação ao método original (Singh et al., 1988), para abelhas B. 

atratus exposta ao mercúrio. 

 

Ceschi-Bertoli 

et al. (2020) 

Fonte: Organizado pela autora. Nota: (*) Aplicação do ensaio com algumas modificações. 
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Os estudos abordados nesta revisão, reafirmam a eficácia da aplicação do Ensaio 

Cometa em diferentes insetos, comprovando sua eficiência, simplicidade e versatilidade. 

Outro aspecto observado foi a menção de adaptações metodológicas da técnica seguindo 

as necessidades de cada organismos de estudo, para obter melhor eficiência na avaliação 

e análise de danos ao DNA, mas sem perder a fidelidade e eficácia do ensaio. Desse modo, 

a otimização dos protocolos reafirma a eficiência e adequação do Ensaio Cometa como 

uma metodologia satisfatória para praticamente qualquer tipo de célula e/ou tecido, 

possibilitando a sua aplicação em diferentes organismos independe das diversas 

abordagens (AUGUSTYNIAK; GLADYSZ; DZIEWIECKA, 2016; GLEI; 

SCHNEIDER; SCHLÖRMANN, 2016). 

Organismos da ordem Neuroptera são um indicativo dessa abordagem de 

otimizações dos protocolos para diferentes organismos, uma vez que, foram utilizados 

como sistema teste para monitoramento ecotoxicológico, destacando-se como 

organismos promissores para o Ensaio Cometa como relatado no estudo de Gastelbondo-

Pastrana et al. (2019), que utilizaram Ceraeochrysa claveri para detecção de 

genotoxicidade em células somáticas e germinativas sobre exposição de um biopesticida 

à base de azadiractina.  

Já a ordem Orthoptera o uso do Ensaio Cometa teve como princípio avaliar o 

potencial genotóxico de substâncias potencialmente tóxicas presentes no meio ambiente, 

utilizando larvas de gafanhotos da espécie Chorthippus brunneus contaminado com 

metais traço. Além disso, foi discutido também a toxicidade do herbicida Paraquat em 

organismos da mesma espécie, através do Ensaio Cometa, que permitiu evidenciar os 

danos genotóxicos. (AUGUSTYNIAK et al., 2014). 

Durante análises dos estudos atribuídos nessa revisão referente aos insetos, a 

ordem Hymenoptera, é a que apresentou menor proporção, o que mostra que ainda é 

necessário ampliar sua aplicação para obter uma maior biodiversidade, contemplando 

esses organismos, como o objetivo de favorecer uma melhor compreensão de sua 

ecologia, assim como a realização de um biomonitoramento ambiental mais efetivo. 

Outro ponto a ser levantado, é incentivar a aplicação dessa técnica sobre uma temática 

mais restrita como por exemplo, a implantação 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 são insetos que pertencem à ordem Hymenoptera, esses organismos 

desempenham um papel extremamente importante tanto para setor econômico alimentício 

quanto para os serviços ecossistêmicos, atuando assim na conservação e manutenção das 

florestas (BUDGE et al., 2015; SCHÖNFELDER; BOGNER, 2017), devido sua 

capacidade de percorrer longas distâncias (podendo variar de 100 metros até 12 km de 

distância de acordo com gêneros e espécies) (GOULSON, 2010; HOFMANN; 

FLEISCHMANN; RENNER, 2020), esses organismos pode ser um importante objeto de 

estudo para avaliar a genotoxicidade induzidos pelos xenobióticos com capacidade de 

reagir com o DNA diretamente ou após a sua ativação metabólica, produzindo danos na 

estrutura e/ou função do DNA. 

Durante as análises do uso do Ensaio Cometa em abelhas, foi observado uma 

limitação na abordagem dessas técnicas referente aos danos genotóxicos. Os poucos 

estudos encontrados estão concentrados em abelhas Apis mellifera. Sendo que alguns dos 

estudos divergem da temática de biomonitoramento ambiental, apresentando um foco em 

ensaios clínicos, um exemplo foram os estudos realizados com o veneno de A. mellifera 

na compreensão do seu potencial genotóxico no sangue dos seres humanos, tendo em 

vista que apesar de suas propriedades medicinais serem bem conhecidas, ainda há lacunas 

acerca dos seus efeitos genotóxicos (GAJSKI; GARAJ-VRHOVAC, 2008).  

A primeira aplicação do Ensaio Cometa em B. atratus é recente (CESCHI-

BERTOLI et al., 2020) e objetivou a eficiência da técnica por meio da avaliação dos 

efeitos do mercúrio em células do corpo gorduroso e células pericárdicas associadas ao 

vaso dorsal.   
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3.4. Fipronil 

3.4.1.  Fipronil: Propriedades físicas, químicas e biológicas 

 O fipronil, nome químico (RS)-5-amino-1-(2,6-dicloro-α-α-α-trifluorp-totil) -4-

triflurometilsulfinil-pirazol-3carbonitrila, é um inseticida que pertence à classe dos 

fenilpirezóis, sua fórmula química é C12H4C12F6N4OS (Figura 7) (ANVISA, 2021), peso 

molecular 437.1 g/mol, classificado como um inseticida quiral de baixa a moderada 

solubilidade na água. Esse inseticida tem afinidade com matrizes lipofílicas, como 

lipídios, óleos, proteínas e solventes orgânicos, e apresenta característica estável sob 

temperatura ambiente (GUNASEKARA et al., 2007). 

 

FIGURA 7. Estrutura química do inseticida fipronil. 

 

 

Fonte: ANVISA, 2021. 

Desenvolvido em 1987 por Rhône-Poulenc Ag Company (atualmente Bayer 

CropScience), o fipronil é comumente utilizado no controle de pragas em culturas 

agrícolas e florestais (formigas, cupins), bem como, em no uso veterinários e doméstico 

(ANVISA, 2021; LI et al., 2020; WRIGHT, 2013). Considerado um inseticida de amplo 

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

 O fipronil é classificado como altamente tóxico (classe II), segundo a 

Classificação Toxicológica da ANVISA (2021), e avaliado como muito perigoso ao 

ambiente (classe II), de acordo com a Classificação Ambiental do IBAMA, (MAPA, 

2012). Quando presente no ambiente, este pode sofrer degradação através dos processos 

de hidrólise, fotólise, redução e/ou oxidação, podendo ser convertido nos metabólitos: 

fipronil sulfona, fipronil desulfinil, fipronil sulfeto e fipronil amida (Figura 8) 

(GUNASEKARA et al., 2007; LI et al., 2020; WANG, 2016b).  

Estudos comprovaram que os metabólitos de fipronil são mais tóxicos do que seu 

composto original (SIMON-DELSO et al., 2015; QU et al., 2016). Analisar a taxa de 
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degradação dos pesticidas são extremamente importantes, pois permitem a previsão do 

potencial risco desse composto, associado ao período de exposição, ou seja, apresentam 

informações sobre a natureza e as quantidades dos metabólitos farmacológicos ativos do 

fipronil no solo são necessárias para conhecer o destino do inseticida (MANDAL et al., 

2013).  

A contaminação do fipronil no meio ambiente pode ocorrer através de aplicações 

contínuas nos solos, pelo processo de lixiviação. Outra forma de contaminação é por meio 

da dispersão mediada pelo vento e por animais polinizadores, como as abelhas que 

carregam o pólen e néctar contaminados de plantas expostas ao fipronil, visto que, em 

relação à vegetação, mais especificamente em plantas não-alvo, a contaminação ocorre 

pelo processo de absorção através de suas raízes (BONMATIN et al., 2014).  

 

FIGURA 8. Estrutura química dos metabólitos resultantes do processo de degradação do 

fipronil no meio ambiente. 

 

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 variação está 
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relacionada às características do ambiente em que foi depositado, por exemplo, em 

estudos de laboratório, 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 ação 

O fipronil é conhecido por sua ação neurotóxica, atuando na inibição dos canais 

de cloreto do receptor do ácido gama-aminobutírico (GABA), um neurotransmissor 

inibitório encontrado no sistema nervoso dos insetos (MӦHLER et al., 2004; 

SACHÄFER; BICKER, 1986), interrompendo o influxo neuronal normal dos íons de 

cloro e levando ao acúmulo de GABA nas junções sinápticas causando hiperexcitação 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 íons de cloro através da 

membrana da célula nervosa, onde o fipronil compete com o GABA pelos sítios de 

ligação do receptor GABA, bloqueando os canais de cloreto e levando a inibição da 

transmissão sináptica no sistema nervoso dos insetos. Os íons cloro tem um papel 

importante na regulação do impulso elétrico nas sinapses. Em uma sinapse inibitória, há 

o aumento de íons cloro dentro da célula devido a maior permeabilidade da membrana a 

ele. Por ser um aníon, a carga negativa na face citoplasmática da membrana celular 

hiperpolariza a célula e isso impede que haja deflagração de um potencial de ação 

(representação da direita – Figura 9). O contrário pode ocorrer, ou seja, se há inibição da 

difusão de íons cloro para dentro da célula, isso causa uma hiperexcitação das células 

(ALBERTS et al., 2002; BlOOMQUIST, 2003).  
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FIGURA 9.  Mecanismo de ação do fipronil no receptor GABA. 

 

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 relação 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 mamíferos (GUPTA; ANADÓN, 

2018). Um fator que proporciona essa maior eficaz do fipronil em invertebrados como os 

insetos, é sua capacidade de interação com os canais de cloro ativados por glutamato 

(GluCl) que estão presentes em invertebrados, e não em mamíferos (NARAHASHI et al., 

2010; SIMON-DELSO et al., 2015).  

 

3.4.3 Evidências do efeito de inseticidas fipronil em abelhas eussociais 

O crescente registro de desaparecimento e mortalidade de populações de abelhas, 

tem causado preocupação a comunidade científica, não somente devido a sua importância 

para a manutenção dos habitats, mas também devido ao seu papel no setor econômico 

agrícola (LAUTENBACH et al., 2012; LIMA; ROCHA, 2012). Em razão disso, estudos 

apontam os agrotóxicos com um dos principais causadores desses eventos ocorrentes, 

visto que quando utilizado indiscriminadamente, independentemente de sua composição, 
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estes não só afetam de forma drástica a saúde do indivíduo, mas também a integridade da 

colônia (DICKS et al., 2016). 

Dentre a classes que envolvem os agrotóxicos, os inseticidas são o principal foco 

dos estudos toxicológicos em abelhas (BLACQUIÈRE et al., 2012). Em razão 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 funções cognitivas, comportamentais e fisiológicas 

(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 tóxico para as abelhas (LOURENÇO et al., 2012a; 2012b), fato que levou 

a sua proibição nos países da Europa, como França, Itália, Alemanha e Eslovênia, por 

causar a redução de colônias inteiras de abelhas A. mellifera (GHISI et al., 2011).  

Uma análise de dados referentes aos efeitos do fipronil em abelhas apresentou 

oscilações ao longo dos anos. Evento que é apresentado durante um levantamento de 

estudos científicos publicados (Research articles) através dos bancos de dados Scopus e 

ScienceDirect entre os períodos de 2010 a 2021. Os registros mostram que 83 estudos 

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

 

FIGURA 10. Número de periódicos indexados nos anos de 2010 a 2021 no banco de 

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

 

Fonte: Bancos de dados Scopus e ScienceDirect. Para essa consulta foram utilizando as palavras-chave 

(Keywords) “fipronil” e “bees”. 

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

Scopus 10 7 7 11 4 9 11 15 10 6 8 7

ScienceDirect 3 2 6 11 11 12 16 20 17 25 30 42
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Considerando a importância das abelhas para os serviços ecossistêmicos e 

econômico já mencionados nos tópicos anteriores, esses dados apresentados são 

indicativos de uma limitação na preservação/conservação dessas abelhas, pois é através 

da avaliação de riscos e impactos ecológicos perante a esses organismos que permitem o 

desenvolvimento de métodos que possam amenizar os casos de desaparecimento e 

mortalidade das abelhas. Para proporcionar uma melhor interpretação dos efeitos 

negativos que o fipronil causa nas abelhas, a Tabela 2, apresenta a relação dos danos 

celulares e morfológicos. 
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TABELA 2. Efeitos do fipronil em diferentes espécies de abelhas. 

Espécies  Efeitos do fipronil  Referências 

 

Apis mellifera 

(organismo em fase larval) 

 

Alterações morfológicas no intestino médio larval, com núcleos com 

morfologia modificada e alterações citoplasmáticas nas células digestivas; 

 

Silva Cruz et al., 2010 

 

Apis mellifera 

 

Comprometimento da atividade metabólica, com aumento da atividade 

respiratória mitocondrial no corpo pedunculado.  

 

Roat et al., (2012) 

 

 

Scaptotrigona postica 

 

 

Danos irreversíveis às células excretoras com vacuolização citoplasmática e 

acúmulo de material amorfo no lúmen.  Indução sutil na expressão de HSP70 

e alterações morfológicas no epitélio dos túbulos de Malpighi. 

 

Ferreira et al. (2013) 

 

 

Apis mellifera  

 

Extremamente deletério a pupas. 

Anomalias apresentadas: pigmentação alta na região proximal e corpo larval 

distal e malformação corporal, como ausência de cabeça e membros. 

 

Silva et al., 2015 

 

Scaptotrigona postica 

 

Alterações nas células de Kenyon, resultando em perfis picnóticos, indicando 

morte celular. 

 

Jacob et al., (2015) 

Apis mellifera Induziu alteração nas glândulas mandibulares e hipofaríngeanas. Zaluski, Justulin Jr.; 

Orsi (2017). 

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

 

Melipona scutellaris Alterações comportamentais: dificuldade motora, paralisia, hiperexcitação; 

Alterações citológicas: heterocromatina caracterizando morte celular. 
Morais et al. (2018) 

 

Partamona helleri 

Alterações nas atividades enzimática de desintoxicação.  

Indução estresse oxidativo no intestino médio. 

Farder-Gomes et al. 

(2021) 

Partamona helleri  

Alterações comportamentais: dificuldade motora, hiperexcitação. 

Comprometimento da atividade da catalase (CAT) e da glutationa  

S-transferase (GST). 

Danos histopatológicos no cérebro. 

Farder-Gomes et al. 

(2021) 

Fonte: Organizado pela autora.
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Por apresentar efeito neurotóxico, todas as exposições a este composto resultam 

principalmente em danos às células neurais, comprometimento da atividade locomotora, 

indução de alterações comportamentais, bem como alterações morfológicas como 

observados em estruturas cerebrais de abelhas como corpos de pedunculados, células 

antenais e dos lobos ópticos (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 são mais sensíveis ao fipronil em relação 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 declínios de colônias, estudos referentes a 

essa temática são escassos, isso considerando a importâncias das abelhas para os serviços 

ecossistêmicos, e o aumento do uso desse inseticida em culturas agrícolas, principalmente 

no Brasil, ao qual é considerado uns dos maiores consumidores de agrotóxicos no mundo 

(IBAMA, 2019). Dentre os fatores que tornam esse cenário ainda mais crítico é o fato de 

estudos sobre os efeitos genotóxicos do fipronil em populações de abelhas nativas com 

as espécies pertencentes ao gênero Bombus, não 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 agrotóxicos, bem como do inseticida fipronil sobre polinizadores, avaliando 

todas as espécies de abelhas, e não limitando-se apenas as abelhas economicamente 

importante com as abelhas da espécie A. mellífera (DICKS et al., 2016; FAO, 2004; FAO, 

2021). 

Em razão disso o objetivo do presente trabalho se insere, visando constatar se as 

concentrações de fipronil (2,5 ppb e 3,5 ppb) que foram detectadas no pólen como 

relatado nos estudos de Zaluski, Justulin Jr. e Orsi (2017) e Stoner; Eitzer, (2013), podem 

induzir ou não efeitos genotóxicos nas abelhas tendo como modelo as abelhas B. atratus. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

4.1. Coleta 

 Operárias de B. atratus (Figura 11) foram coletadas em fragmentos remanescentes 

de floresta de Mata Atlântica e Cerrado (23º34′ S 47º31′ W) da Universidade Federal de 

São Carlos, no Campus de Sorocaba, no município de Sorocaba, Estado de São Paulo, 

Brasil. As operárias foram coletadas individualmente com o auxílio de uma rede 

entomológica nos meses de janeiro a fevereiro de 2021, quando as colônias ainda estão 

estáveis e não há indivíduos reprodutivos em campo. Após a coleta, as operárias foram 

transferidas, individualmente, para um tubo Falcon de 50 mL. Todos os tubos Falcon 

contendo as operárias coletadas foram mantidos em uma caixa térmica no escuro para 

evitar o estresse nas abelhas antes de serem levadas ao laboratório. Para as áreas de 

estudos utilizadas não foi necessário um formulário de permissão formal ou parecer ético. 

 

FIGURA 11. Abelha operária de Bombus atratus. 

 

 

Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional. Fotógrafo: Sidney Cardoso. 

 

4.2. Manutenção dos animais em condições laboratoriais 

 As operárias de B. atratus foram mantidas individualmente em caixa 

entomológica especial (Figura 12) com dois alimentadores colados na parte inferior de 

uma das porções 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 solução contendo 2,5 ppb 

fipronil® (Sigma-Aldrich; >98% de pureza) (grupo experimental 1) e 3,5 ppb (grupo 
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experimental 2), além de alimento ad libitum (solução de 70% de sacarose). Para o grupo 

controle, foi ofertado 2 mL de água e o mesmo alimento ofertado ao grupo experimental. 

Após 96 horas de exposição, as abelhas foram crio-anestesiadas à 4 ºC e, em seguida, 

dissecadas para a retirada do cérebro. As concentrações 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 químicos em B. terrestris (OECD, 2017). 

 

FIGURA 12. Protótipo de Caixa Entomológica para exposição de insetos em ensaios 

ecotoxicológicos. Plano Base Superior (A), Protótipo em plano superior (B), Plano Base 

Lateral (C), Protótipo em plano lateral (D). 

 

Fonte: Laboratório 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 μL da 

solução de fracionamento (250 mM de sacarose, 50 mM de Tris-HCl pH 7,4 e 5 mM de 

MgCl2) dando assim início ao processo de fracionamento celular (DIMAURO et al., 
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2012). A amostra em solução de fracionamento foi macerada com o auxílio de um pistão 

rotativo para microtubo (Eppendorf®) durante 20 minutos e, em seguida, levada ao 

Agitador Vortex durante 1 minuto. Em sequência, as amostras foram submetidas ao 

processo de centrifugação à 1000xg durante 20 minutos. Após o processo de 

centrifugação e formação do precipitado, foi realizada a remoção cuidadosa do 

sobrenadante e a ressuspensão do precipitado utilizando 100 μL de solução de 

fracionamento. 

 

4.4 Ensaio Cometa 

4.4.1 Preparo das lâminas histológicas 

 Para o Ensaio Cometa as lâminas histológicas foram preparadas com um dia de 

antecedência. Diluiu-se a Agarose de Grau Técnico Genético (GTG) (Agarose GTG 0,3 

g, água destilada 20 mL), fervendo-a de duas a três vezes. Em seguida, as lâminas foram 

mergulhadas no gel 1,5% (p/v), utilizando um porta lâmina tipo frasco. As lâminas foram 

secas overnight. O órgão de interesse foi macerado como descrito no item 4.3, após esse 

processo, 55 μL da amostra foram transferidos para um novo microtubo separado, no qual 

foram adicionados 45 μL de agarose 0,5% (p/v) (Agarose Low Electroendosmosis (LE) 

— 0,1 g, água destilada 20 mL). Assim, com auxílio de uma micropipeta, os 100 μL 

presentes no microtubo foram acomodados na lâmina histológica previamente preparada. 

Colocou-se uma lamínula sobre a amostra imediatamente quando adicionada à lâmina. 

Ao final do processo, as lâminas foram resfriadas a 4 ºC por dez minutos e, em seguida, 

tiveram suas lamínulas cuidadosamente retiradas. 

 

4.4.2 Tratamento com Solução de Lise 

 As lâminas histológicas foram submersas em Solução de lise durante uma hora e 

trinta minutos. Essa solução foi produzida a partir de 133,5 mL de uma Solução 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 ºC. Transcorrido esse período, as lâminas foram removidas da solução e 
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submetidas a um banho com Solução de Neutralização (Tris 265 mM, pH 7,5) durante 

cinco minutos. 

 

4.4.3. Eletroforese 

 As lâminas foram dispostas na cuba eletroforética horizontal com a parte fosca 

(identificação) voltada para o polo positivo. A Solução de Eletroforese (EDTA 100 mM, 

NaOH 0,3 M) a 4 ºC foi adicionada e as lâminas permaneceram trinta minutos em 

descanso nesta solução. Transcorrido esse período, a fonte eletroforética foi ligada e 

ajustada para os parâmetros 25 volts (1V/cm), 300 mA. A corrida eletroforética ocorreu 

durante 20 minutos. Após esse período, as lâminas foram retiradas da cuba e lavadas com 

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

 

4.5 Coloração das lâminas histológicas Ensaio Cometa 

As lâminas foram lavadas duas vezes com água destilada e deixadas para secar 

durante uma hora e trinta minutos a 37 ºC em estufa B.O.D. Após secas, foi aplicada 

Solução Fixadora (HCl 4M, Glicerol 1%, ZnSO4 7H2O 0,2 M) nas lâminas, durante dez 

minutos, após este período, as lâminas foram lavadas três vezes com água destilada, sendo 

armazenadas, em seguida, em uma cubeta abrigada totalmente da luz. Para coloração por 

prata preparou-se uma solução de coloração (Na2CO3 0,47 M, NH4NO3 12,5 mM, AgNO3 

6 mM, Ácido Tungstosilícico - H4[W12SiO40] 0,86 mM, Formol 0,15%) que foi despejada 

na cubeta, onde ficou em contato com as lâminas, no escuro, durante quarenta e cinco 

minutos. Ao final deste processo, as lâminas foram removidas da cubeta e lavadas três 

vezes com água destilada, onde foram submetidas, posteriormente, a um banho de ácido 

acético a 1% (v/v) durante cinco minutos e três lavagens com água destilada. Finalizado 

o processo, as lâminas foram deixadas para secar overnight à temperatura ambiente em 

local controlado. 

 

4.6 Análise das lâminas histológicas  

As lâminas histológicas foram analisadas através do microscópio ótico (Leica® 

DM 4000 B LED) a partir do estabelecimento de padrões comparativos entre as lâminas 

dos indivíduos do grupo exposto e as lâminas dos indivíduos controle. Para excluir 
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qualquer análise tendenciosa, as áreas totais de todas as lâminas foram analisadas 

cuidadosamente a partir da implementação de quadrantes (“A”, “B”, “C” e “D”) em cada 

uma das lâminas de ambos os grupos (Figura 13). Em cada um destes quadrantes, 25 

nucleoides foram contabilizados e classificados a partir do registro iconográfico das 

lâminas histológicas, sendo a classificação de acordo com a intensidade do dano ocorrido 

ao DNA. Sendo assim, o nível 0 é aquele onde o dano ao material genético é nulo (< 5%), 

o nível 1 onde o dano é baixo (5~20%), o nível 2 onde o dano é médio (20~40%), o nível 

3 onde o dano é alto (40~95%) e por fim, o nível 4 onde o dano ao DNA é total (>95%) 

e o cometa mais intenso (COLLINS, 2002).  

FIGURA 13. Representação esquemática do processo de análise e contagem dos 

nucleoides presentes nas lâminas histológicas de ambos os grupos. 

 

 

Fonte: Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional. 

Assim, a análise visual foi realizada a partir da soma do número de nucleoide por 

quadrante, obtém-se um valor de 100 nucleoides por lâmina (3 lâmina para cada 

indivíduo). Foram contabilizados 300 cometas por indivíduo, totalizando 3300 cometas 

por grupo (controle e experimentais).  

Nesse estudo foi utilizado o software gratuito CASP (http://casp.of.pl) para a 

medição e padronização dos cometas em seus respectivos níveis 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 classificação. Esse sistema de análise em imagem pode 

contribuir para a minimização 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. Representação visual das comparações analíticas entre os estados de 

integridade da cromatina em diferentes níveis no cérebro de Bombus atratus.  

Fonte: Elaborada pela autora com auxílio do Software CASP. 

 

4.6.1 Análise estatísticas das lâminas histológicas  

A partir do processo de verificação visual dos registros iconográficos foram 

realizadas análises estatísticas, contabilizando-se todos os níveis de danos ao material 

genético. Para isso foi realizada uma contagem e classificação de 100 núcleos (estágios 0 

a 4) por lâmina. Os cometas contabilizados foram avaliados a partir de três  parâmetros: 

Índice de Dano (ID), Dano Total (DT) e Frequência de Dano (FD%).  

O ID classifica os cometas em cinco níveis (Nível 0-4) de acordo com o 

comprimento da cauda como anteriormente citado, os valores obtidos para cada indivíduo 

podem variar de 0 (totalmente intacta: 100 células x 0) a 400 (com dano máximo: 100 

células x 4) (ANDRADE; FREITAS; SILVA, 2004). Os valores de ID foram calculados 

para cada indivíduo (n=11), com base na fórmula: 

𝐼𝐷 =  0 ∗ (𝑁0) +  1 ∗ (𝑁1) +  2 ∗ (𝑁2) +  3 ∗ (𝑁3) +  4 ∗ (𝑁4) 

Sendo: 

ID = Índice de Dano; 

N= Número de cometas em cada nível, onde: 

N0= Número de cometas em nível 0; 

N1= Número de cometas em nível 1; 
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N2= Número de cometas em nível 2; 

N3= Número de cometas em nível 3; 

N4= Número de cometas em nível 4. 

 

O DT representa a somatória de todos os níveis de dano (nível 1 a 4). Os valores 

de DT foram calculados através da fórmula: 

𝐷𝑇 = (𝑁1 + 𝑁2 + 𝑁3 + 𝑁4 ) 

Sendo: 

DT = Dano total;  

N= Número de cometas em cada nível, onde: 

N1= Número de cometas em nível 1; 

N2= Número de cometas em nível 2; 

N3= Número de cometas em nível 3; 

N4= Número de cometas em nível 4. 

 

A Frequência de dano (FD%) representa em percentual o número de células que 

apresentaram dano ao DNA de todos os níveis de cometas (nível 1 a 4) em relação ao 

total de cometas contados (nível 0 à nível 4) (ANDRADE; FREITAS; SILVA, 2004). 

Para esse estudo foi contabilizado 300 cometas por indivíduo. Assim aplicou-se o 

seguinte cálculo:  

𝐹𝐷% =  [𝐷𝑇/ 𝑛 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙] ∗ 100 
Sendo: 

FD% = Frequência 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 os grupos 

experimentais e controle. A probabilidade (p) menor que 0,05 (p < 0,05) foi considerada 

significativo. Para a análise foi utilizado o software GraphPad Prism v 8,0. 

  



54 

 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Análise visual do efeito genotóxico do fipronil no cérebro de Bombus atratus 

No grupo controle foi observada a predominância de nucleoides, núcleos 

interfásicos com cromatina nuclear intacta, sem danos à matriz nuclear ou DNA (Figura 

15). A presença de nucleoide é indicativo que o cérebro dessas abelhas se encontra em 

condições normais (GUNASEKARANA; RAJ; CHAND, 2015). Vale ressaltar, que 

embora tenha-se observado a formação de alguns cometas, este fenômeno não está 

estritamente relacionado a presença de substâncias com ação genotóxica. De acordo com 

a literatura, a presença de danos ao DNA pode estar associada a uma alteração na estrutura 

química do DNA, erros no mecanismo de reparo e replicação do DNA e inclusive, 

senescência (AZQUETA; COLLINS, 2013; CLANCY, 2008) resultando assim na 

formação de cometas.  

 

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

atratus observado no grupo controle. Legenda: n: nucleoides; CT: cometas (Seta). 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Nos grupos experimentais observou a formação de cometas no cérebro de 

operárias de B. atratus expostas às concentrações de 2,5 ppb e 3,5 ppb de fipronil. No 

grupo experimental 1 (2,5 ppb) foram observados a presença de cometas em nível 1 e 2, 
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em relação ao grupo controle, similares aos apresentados na Figura 16A. Já em relação 

ao grupo experimental 2 (3,5 ppb) houve um aumento considerável na frequência de 

cometas em nível 1 e 2, seguido de cometas com formação de caudas mais extensas, 

quando comparadas ao grupo experimental 1 (Figura 16B). Portanto, visualmente a 

concentração de 3,5 ppb de fipronil induziu um aumento da concentração de DNA na 

cauda do cometa, resultando no aparecimento de regiões mais descondensadas, indicativo 

de dano à cromatina o mesmo fenômeno ocorreu aos níveis 3 e 4.  

Os resultados da análise visual mostram que os grupos submetidos às 

concentrações encontradas em campo induziram o desenrolamento da fita de cromatina e 

seu desacoplamento da matriz endonuclear, resultando na formação de cometas (HONG 

et al., 2020; UEDA, 2020), e assim apresentando visualmente possíveis danos ao DNA 

das células neurais.   
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FIGURA 16. Micrografia dos níveis de cometas observados nos grupos experimentais 1 

e 2. (A) Cometas observados no grupo experimental 1 submetido à 2,5 ppb de fipronil. 

(B) Cometas observados no grupo experimental 2 submetido à 3,5 ppb de fipronil. 

Legenda: n: nucleoides; Nv1: Nível 1; Nv2: Nível 2; Nv3: Nível 3.  

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Ademais, em ambos os grupos experimentais, foi observada a presença de alguns 

padrões nas amostras, tais como: material com aspecto “sombreado” nas regiões com 

cometas (Figura 17 A e B); presença 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 à padrões observados nos grupos: Experimental 1 

(2,5 ppb de fipronil) e Experimental 2 (3,5 ppb de fipronil). (A) e (B) Regiões com 

“sombreamento”, ponta de seta ( ); (C) Seta pequena (→) indica a formação de cometas 

com bandas de DNA mais e menos condensada; (D) Seta grande () Célula neural com 

membrana plasmática.  

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

O fenômeno de “sombreamento” observado durante a análise 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, o “ghost” representa cometas que aparentemente reduziram muito o conteúdo 

de DNA durante o processo de eletroforese, ou seja, um possível indicativo de intenso 

dano ao material genético devido à ação da genotóxica de determinado contaminante 



58 

 

 

(LORENZO et al., 2013). Resultando assim em comentas difíceis de realizar a medição 

de dano ao DNA através de sistemas de análise de imagens, podendo ser apenas 

pontuados por meio de análise visual (KUMARAVEL et al., 2009). Desse modo a 

presença desse fenômeno neste estudo é considerado um cometa resultante da ação do 

fipronil, embora não seja possível determinar o estado de integridade da cromatina da 

célula de acordo com os níveis de cometa estabelecido na literatura (nível 0 a 4) e, 

portanto, não sendo atribuído em análise quantitativa.  

Na Figura 17D, a presença de células com membrana, após a preparação do 

material para a microeletroforese, é considerada um artefato de técnica comum. Uma vez 

que nos Ensaios Cometas, a solução lise auxilia a remover as membranas das células e 

solubilizar os componentes celulares, deixando o DNA superenovelado exposto 

(AZQUETA; COLLINS, 2013). Desse modo, a ausência de lise observada neste estudo 

pode estar atrelada ao tempo de duração do procedimento e temperatura da solução de 

lise para o órgão analisado, visto que este são fatores indispensáveis para uma lise celular 

eficiente (KARBASHI et al., 2019; MØLLER et al., 2020), permitindo assim destacar a 

importância da padronização do tempo de lise para cada tipo de tecido e órgão estudado, 

de modo a otimizar a sensibilidade do Ensaio Cometa e garantir a detecção dos danos ao 

DNA (ENCISO et al., 2018). 

Portanto, o apontamento desses fenômenos e a realização da análise visual 

apresentada neste estudo fornecem informações que serão 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 Índice de Dano (ID) pode-se observar que os grupos experimentais 

apresentaram um ID maior em relação ao observado no grupo controle (Tabela 3). Onde 

no grupo controle há um baixo índice de Dano (138±37) em relação ao grupo 

experimental 1 exposto à concentração de 2,5 ppb (215±118) e grupo experimental 2 

exposto à 3,5 ppb de fipronil (321±198). Vale ressaltar que também há uma diferença 

notável entre ambos os valores médios nos grupos experimentais.  
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O mesmo pode ser observado através da Frequência 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 Índice de danos (ID), Frequência de Dano (FD%) e 

Dano Total (DT) no cérebro de Bombus atratus expostas às concentrações de 2,5 ppb e 

3,5 ppb de fipronil. Média ± Desvio Padrão (DP) obtida para os três grupos 

independentes. 

Grupos 

Índice de 

Danos (ID) 
  

Frequência de 

Dano (FD%) 
 

Dano Total 

(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 Apêndice A. 

 

Apesar dos notáveis danos ao material genético observados no cérebro de B. 

atratus apresentado pelo ID e FD%, a ação genotóxica do fipronil nas abelhas estudadas 

é melhor evidenciado através do dano total (DT), uma vez que este parâmetro avalia, os 

níveis de danos ao DNA nas células, mantendo isolado da análise os nucleoides. Portanto, 

neste trabalho o DT foi considerado o principal parâmetro para realizar as análises 

estatísticas. 

O grupo controle apresentou DT menor (80,9±18,7) em relação aos DT dos grupos 

experimentais 1 (114,5±58,2) e 2 (155,2±92,3), estes últimos também apresentaram 

diferenças 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 orientação durante a localização de fontes de recursos 

para a colônia, (EL HASSANI et al., 2005). 

Como apresentado pelos pesquisadores Farder-Gomes et al. (2021a), ao 

submeterem operárias da espécie Partamona helleri ao fipronil, observou-se a indução 

de hiperatividade comportamental nessas abelhas, além de alterações morfológicas nas 



60 

 

 

células Kenyon, resultando em espaços intercelulares ampliados, vacuolização intensa 

nas neurópilas e condensação de cromatina nuclear. 

Na análise estatística referente ao DT obtido através do teste de Tukey (Apêndice 

B) observou-se uma diferença significativa apenas entre o grupo controle e o grupo 

experimental 2 (3,5 ppb) de p=0,0215 (p ≤ 0,05) (Figura 18), mas não em relação ao grupo 

controle e experimental 1 (2,5 ppb) sendo p=0,4434 e, portanto, apresentando p ≥ 0,05. 

 

FIGURA 18. Análise estatística 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 diferença significativa entre os grupos - teste de Tukey (p<0,05) 

e grupo seguido de mesma letras não são significativamente diferentes.  

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, com auxílio do software GraphPad Prism v.8. 

 

Esse resultado corrobora com os dados de estudos que estão sendo desenvolvido 

no Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional (LABEF). Através de análise 

histoquímica de fluorescência com Acridine Orange (AO), foi possível observar que 

indivíduos expostos à 2,5 ppb de fipronil, não apresentaram impactos significativos às 

células do sistema hepato-nefrocítico (trofócitos, enócitos e células pericárdicas). 

Entretanto, nos indivíduos expostos à 3,5 ppb de fipronil observaram-se impactos nas 

células trofócitos. 

Portanto, a concentração estimada em campo de 2,5 ppb não induz genotoxicidade 

ao cérebro das abelhas analisadas. Enquanto a concentração 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 genotóxicos de poluentes 

ambientais em abelhas nativas. Os resultados também são preocupantes, mesmo 

concentração traço de 3,5 ppb interferem no DNA das células neurais dessas abelhas e, 

muito provavelmente, na capacidade de desempenhar suas tarefas na colônia.  

No estudo de Jacob et al. (2015), ao avaliarem o impacto do fipronil no corpo 

pedunculado de abelhas Scaptotrigona postica, após submeter as abelhas a exposição 

tópica e oral, constatou que doses subletais 0.27 ng/abelha ou aproximadamente 270 ppb 

(tópico) e 0.24 ng/µL ou 240 ppb (oral) causaram alterações nas células de Kenyon, com 

a formação de núcleos picnóticos, indicativos de morte celular. Se comparamos as 

concentrações utilizadas, o fato da concentração traço utilizada nesta pesquisa (3,5 ppb) 

ter causado impacto semelhante à administração oral acima de 200 ppb, torna ainda mais 

impactante os resultados aqui apresentados e a necessidade de se determinar a 

concentração segura às abelhas em trabalhos futuros. 

Frente aos resultados observados neste estudo, a utilização do cérebro de abelhas 

B. atratus se mostrou um eficiente bioindicador de efeitos genotóxicos associado a 

contaminação por ingestão de inseticida, visto que foi possível comparar e mensurar 

concentração traço semelhante, como as utilizadas nesta pesquisa. Isso, pois os órgãos 

internos dos indivíduos predizem potenciais efeitos deletérios que somente a da taxa de 

sobrevivência atribuída em estudos sobre determinado período de exposição não mostra 

(ABDALLA; DOMINGUES, 2015). 

Uma grande preocupação que surge desta pesquisa é o fato das colônias 

pertencente ao gênero Bombus, além de apresentarem tamanho populacional afetivo 

pequeno, quando comparada as espécies pertencentes ao gênero  Apis, essas espécies 

iniciam o ciclo biológico da colônia com um único indivíduo, ou seja, a rainha fecundada 

(GARÓFALO, 1979; 2005). Em tese, cada perda de uma rainha fecundada é uma colônia 

destruída. Mesmo se a rainha não for contaminada, a fase social da colônia começa com 

poucas operárias, de 3 a 8 no máximo (GARÓFALO, 1979). Caso estas operárias forem 

contaminadas pelo fipronil, estas perdem a capacidade de orientação ou da realização das 

tarefas no ninho e fora dele, levando a colônia a colapsar precocemente.  

Vale ressaltar que no presente estudo não houve monitoramento comportamental 

das abelhas durante a realização dos bioensaios, embora foram presenciados movimentos 

letárgicos e padrões comportamentais atípicos como descrito na literatura 

(BELZUNCES; TCHAMITCHIAN; BRUNET, 2012; FARDER-GOMES et al., 2021a; 
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NOGUEIRA et al., 2019). Esses comportamentos podem estar atrelados a ação 

antagônica do fipronil nos neurotransmissores de ácido gama-aminobutírico (GABA) e 

canais de cloreto ativados por glutamato, proporcionando estímulo 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 são essenciais para desenvolver novos 

estudos que permitam a identificação dos mecanismos de ação do fipronil sobre diferentes 

espécies de abelhas. De modo que a concentração utilizada neste estudo reflete a 

concentração encontrada no meio ambiente, de forma que possa ser usada como 

bioindicador de contaminação ambiental, no conceito ecotoxicológico. Esse estudo 

também é considerando um parâmetro norteado para estudos de avaliação dos efeitos 

genotóxicos utilizando o Ensaio Cometa em  outros inseticidas e contaminantes 

ambientais, visto que nesse estudo ficou evidente que a técnica é precisa, podendo 

detectar dano ao DNA em concentrações traços.  
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6. CONCLUSÃO 

O efeito genotóxico do fipronil nos cérebros de operárias de Bombus atratus 

expostas há 96 horas, foi observado somente à concentração de 3,5 ppb. Através desse 

resultado evidencia a precisão da técnica Ensaio Cometa e a utilidade das abelhas como 

bioindicadoras, assim como dos órgãos internos dessas abelhas como biomarcadores de 

efeito em estudos de contaminação ambiental. 
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APÊNDICE A 

Valores arbitrários do Índice de Dano, Frequência de Dano e Dano Total por indivíduo 

do grupo controle de Bombus atratus. *Foram contabilizados 300 cometas por individuo, 

totalizando 3300 cometas. 

Grupo 

Controle 

Nível de Dano Genético*   

Índice 

de 

Dano 

Frequência 

de Dano 

Dano 

Total 

N0 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 

MÉDIA 219 37,7 29,8 12,5 0,81  138,2 27% 80,9 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

Valores arbitrários do Índice de Dano, Frequência de Dano e Dano Total por indivíduo 

do grupo exposto à 2,5 ppb de fipronil. *Foram contabilizados 300 cometas por individuo, 

totalizando 3300 cometas. 

Grupo 

experimental 1 

(2,5 ppb) 

Nível de Dano 

Genético* 
 

Índice 

de Dano 

Frequência 

de Dano 

Dano 

Total 

N0 N1 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 0  131 26 77 

MÉDIA 185,4 47,3 38,5 23,6 5  215,3 38% 114,5 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Valores arbitrários do Índice de Dano, Frequência de Dano e Dano Total por indivíduo 

do grupo exposto à 3,5 ppb de fipronil. *Foram contabilizados 300 cometas por individuo, 

totalizando 3300 cometas. 

Grupo 

experimental 2 

(3,5 ppb) 

Nível de Dano Genético*  
Índice 

de Dano 

Frequência 

de Dano 

Dano 

Total 

N0 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 

MÉDIA 141,7 57,7 50,4 37,6 12,4  321,3 53% 158,2 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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APÊNDICE B 

Análise de variância (ANOVA) referente ao Dano Total (DT) entre os grupos: Controle 

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

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Análise estatística do teste de Tukey múltiplas comparações ao Dano Total (DT) do DNA 

no cérebro de Bombus atratus. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Aplicação do Teste de Normalidade aos resultados obtidos de Dano Total (DT) no cérebro 

de Bombus atratus expostas às concentrações de 2,5 ppb e 3,5 ppb.  

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 


