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RESUMO

A polinizagao realizada por espécies de abelhas nativas do género Bombus ¢ fundamental
para garantir a reprodugdo sexuada das plantas e a seguranga alimentar humana.
Entretanto, essas abelhas encontram-se em declinio populacional devido a diversos
fatores, incluindo a exposi¢ao a doses subletais de agrotoxicos. O fipronil € um agrotoxico
com acgao inibitoria sobre os receptores pos-sindpicos neuronais, causando estimulagdo
excessiva de neurdnios no sistema nervoso dos insetos. A pesquisa considerou que
concentragdes subletais de fipronil encontradas em campo e utilizadas em sistemas
agricolas poderiam prejudicar o organismo de Bombus atratus. Assim, a pesquisa
analisou os efeitos de concentra¢des subletais de fipronil, 1,5 pL L, 2,5 pL L'e 3,5 uL
L1, sobre as células do sistema hepatonefrocitico (SHN) de B. atratus, por meio da
utilizagdo de biomarcadores. Dessa forma, foram realizadas andlises morfologicas,
morfométricas, genotoxicas, histoquimicas de fluorescéncia e histoquimicas de
trofocitos, enocitos e células pericardicas. Os resultados indicaram as concentragdes de
fipronil analisadas prejudicaram os grupos celulares analisados do SHN de B. atratus,
com efeitos mais brandos no tratamento de 1,5 pL L' e acentuados exposi¢des a 2,5 uL
L'e3,5uL L. Asexposi¢cdes aa 2,5 uL L' e 3,5 uL L! causaram danos de intensidade
similar sobre as células do SHN de B. atratus. A analise morfologica dos trofocitos
indicou perda da forma nuclear ramificada em todas as concentragdes analisadas,
enquanto as exposi¢des a 2,5 uL L' e 3,5 uL L! causaram vacuolizagdo citoplasmatica e
compactacdo da cromatina. Os endcitos apresentaram compacta¢do da cromatina em
todas as concentragdes analisadas. As células pericardicas apresentaram vacuolizagdo
citoplasmadtica, foram observadas em estagios II e III de ativacdo e apresentaram
compactacdo da cromatina em todas as concentragdes analisadas. A analise morfométrica
indicou diminui¢do da area celular dos trofocitos e endcitos dos grupos expostos a 2,5 pL
L'e3,5uL L (P<0,0001), enquanto as células pericardicas apresentaram aumento da
area celular em todas as exposicdes analisadas (P < 0,0001) devido a atividade pinocitica
da hemolinfa e vacuoliza¢do do citoplasma. A andlise genotdxica indicou que todas as
concentragdes analisadas prejudicaram o material genético das células, com maior
intensidade em relacdo as exposi¢des a 2,5 pL L' e 3,5 pL L' (P < 0,0001). A anélise
histoquimica de fluorescéncia indicou que as exposi¢des a 2,5 uL L' e 3,5 pL L
causaram fragmentacdo da cromatina em todos os grupos celulares analisadas, indicado
pelos ntcleos vermelhos observados. As andlises histoquimicas indicaram que o contetido
de proteinas diminuiu em trofocitos e células pericardicas, permanecendo inalterados nos
endcitos, em todas as concentracdes analisadas. Os conteidos de glicogénio e
triglicerideos permaneceram inalterados em todos os tratamentos e grupos celulares
analisados. Os resultados indicaram que a acdo do fipronil prejudicou a mobilizag¢do de
moléculas, prejudicando o metabolismo energético das abelhas dos grupos expostos. A
pesquisa concluiu que a acdo dos efeitos de concentragdes subletais de fipronil
encontradas em campo prejudicaram as células do SHN e o organismo de B. atratus.

Palavras-chave: ecotoxicologia; agrotoxicos; biomarcadores; abelhas nativas brasileiras.



ABSTRACT

Pollination by native bee species of the genus Bombus is essential for ensuring the sexual
reproduction of plants and human food security. However, these bees are experiencing
population decline due to several factors, including exposure to sublethal doses of
pesticides. Fipronil is an agrochemical with inhibitory action on neuronal postsynaptic
receptors, causing excessive stimulation of neurons in the insect's nervous system. The
study found that sublethal concentrations of fipronil found in the field and used in
agricultural systems could harm the organism of Bombus atratus. Therefore, the study
analyzed the effects of sublethal concentrations of fipronil (1.5 pL L', 2.5 pL L}, and
3.5 uL L") on the cells of the hepatonephrocytic system (HNS) of B. atratus, using
biomarkers. Therefore, morphological, morphometric, genotoxic, fluorescence
histochemical, and histochemical analyses of trophocytes, oenocytes, and pericardial cells
were performed. The results indicated that the analyzed fipronil concentrations damaged
the analyzed cell groups of the SHN of B. atratus, with milder effects in the treatment of
1.5 uL L'and accentuated exposures to 2.5 uL L and 3.5 uL L', Exposures to 2.5 pL
L' and 3.5 pL L' caused damage of similar intensity to the SHN cells of B. atratus.
Morphological analysis of the trophocytes indicated loss of the branched nuclear shape at
all analyzed concentrations, while exposures to 2.5 uL L' and 3.5 pL L' caused
cytoplasmic vacuolization and chromatin compaction. Oenocytes showed chromatin
compaction at all concentrations analyzed. Pericardial cells showed cytoplasmic
vacuolation, were observed in stages II and III of activation, and showed chromatin
compaction at all concentrations analyzed. Morphometric analysis indicated a decrease
in the cell area of trophocytes and oenocytes in the groups exposed to 2.5 pL L' and 3.5
uL LT (P<0.0001), while pericardial cells showed an increase in cell area at all exposures
analyzed (P < 0.0001) due to pinocytic activity of the hemolymph and vacuolation of the
cytoplasm. Genotoxic analysis indicated that all concentrations analyzed damaged the
genetic material of the cells, with greater intensity in relation to exposures to 2.5 pL L™!
and 3.5 uL L' (P < 0.0001). Fluorescence histochemical analysis indicated that exposure
to 2.5 uL L' and 3.5 pL L' caused chromatin fragmentation in all cell groups analyzed,
as indicated by the observed red nuclei. Histochemical analyses indicated that protein
content decreased in trophocytes and pericardial cells, while remaining unchanged in
oenocytes, at all concentrations analyzed. Glycogen and triglyceride contents remained
unchanged in all treatments and cell groups analyzed. The results indicated that fipronil's
action impaired the mobilization of molecules, impairing the energy metabolism of bees
in the exposed groups. The study concluded that the effects of sublethal fipronil
concentrations found in the field harmed HNS cells and the B. atratus organism.

Keywords: ecotoxicology; pesticides; biomarkers; Brazilian native bees.
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1. INTRODUCAO
1.1. ABELHAS COMO BIOINDICADORAS DA QUALIDADE AMBIENTAL

Os insetos sdo o grupo de animais mais abundantes e amplamente distribuidos nos
ecossistemas, e apresentam grande importancia para a subsisténcia dos seres humanos.
Hé aproximadamente 400 milhdes de anos os insetos tornaram-se o grupo bioldgico
dominante do planeta, com cerca de 100 milhdes de espécies desde seu surgimento.
Atualmente o grupo bioldgico constitui 65% de toda a biodiversidade conhecida no
planeta (Parikh; Rawtani; Khatri, 2021). O interesse pelo estudo desse taxon estd
relacionado com a importancia de sua fungdo ecoldgica, que envolve a manutengdo de
recursos naturais, gerenciamento da produtividade agricola e profilaxia de doengas
transmitidas aos seres humanos (Buchholz; Egerer, 2020). Em trabalhos cientificos esses
animais sdo utilizados em estudos de diversas areas, como mudancas climaticas, biologia
do desenvolvimento, ecologia, ecotoxicologia, evolugdo, genética e fisiologia (Morris,

2020).

As abelhas sdo insetos da ordem Hymenoptera, familia Apidae com
aproximadamente vinte mil espécies descritas. A familia Apidae apresenta varias tribos
como Apini, Bombini, Euglossini, Meliponini, Xylocopini, entre outros. A grande
maioria das espécies apresenta habitos solitarios e cerca de mil espécies sdo sociais, com
variados graus de sociabilidade. Os taxons com maiores graus de sociabilidade sdo
encontrados em dois grupos: as abelhas altamente eussociais, como as tribos Apini e
Meliponini; e as primitivamente eussociais, como a tribo Bombini, que inclui as abelhas

do género Bombus (Abrol; Mondal; Shankar, 2021; Toledo-Hernandez et al., 2022).

Os impactos ambientais causados pela agdo humana modificaram as condi¢des
ambientais dos ecossistemas. Diversos impactos ambientais de natureza antrdpica
contribuem atualmente para o declinio da biodiversidade no mundo todo. Entre esses
fatores estdo a utilizagdo de agrotoxicos, substancias relacionadas ao controle de pragas
em sistemas agricolas, mas também essencialmente prejudiciais para espécies de insetos
polinizadores (Brasil ef al., 2020; Carvalho ef al., 2024). Os insetos apresentam sistemas
sensoriais especializados, localizados principalmente na cabega, responsaveis por
capacita-los a reconhecer e explorar diversos habitats. Esses orgdos sdo afetados pelos
efeitos dos agrotoxicos (Carvalho et al, 2024). Os efeitos toxicoldgicos sobre o
organismo dos polinizadores contribuem para o entendimento e identificagdo de impactos

ambientais (Chowdhury et al., 2023) que de acordo com levantamentos bibliogréficos,
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podem resultar na extin¢do de 40% de todas as espécies de insetos do mundo nas proximas
décadas (Sanchez-Bayo; Wyckhuys, 2019). O cenério, além de alarmante, contribui para
que espécies de insetos possam ser utilizadas como ferramenta para monitorar a qualidade
de ambientes contaminados por substincias toxicas. As atividades vitais dos
polinizadores como metabolismo, crescimento e reproducdo sao afetados pelos
agrotoxicos (Chowdhury et al., 2023), de forma que muitas espécies de insetos possam
ser utilizadas em estudos ecotoxicologicos como importantes bioindicadores da qualidade

ambiental (Brasil et al., 2020).

Os bioindicadores sdo organismos bioldgicos que podem ser utilizados para
avaliar o estado qualitativo do meio ambiente, ou seja, sdo utilizados para mensuragdo da
funcionalidade dos ecossistemas naturais e as alteracdes biogeograficas causadas pela
acao antropica (Khatri et al., 2018; Di Fiore et al., 2022). Eles indicam como a mudanga
ambiental afeta um habitat, comunidade ou ecossistema. Os bioindicadores também sido
importantes ferramentas para o fornecimento de informacgdes sobre os compostos
quimicos encontrados no ambiente e os efeitos da intensidade da exposi¢do sobre seus
organismos (Chowdhury et al, 2023). A utilizagdo de insetos terrestres como
bioindicadores ¢ aplicada ha décadas para o monitoramento da qualidade ambiental e
inclui diversos grupos como abelhas, libélulas, besouros, mariposas, borboletas, moscas,

formigas, entre outros (Parikh; Rawtani; Khatri, 2021).

As abelhas sdao importantes bioindicadores e organismos biologicos fundamentais
para a manutencdo da integridade dos ecossistemas e da biodiversidade. Durante a
polinizagdo, a interacdo desses animais com as flores e a capacidade de visitar extensas
areas possibilitam o contato com substancias quimicas presentes nos habitats (Sonika;
Kumar, 2021; Di Fiore et al., 2022). As abelhas podem, por consequéncia, consumir
poluentes enquanto forrageiam, transportd-los para as colonias, fornecé-los para
alimentag¢do das larvas ou agrega-los aos materiais utilizados na constru¢do de seus
ninhos (Feldhaar; Otti, 2020). Dessa forma, o monitoramento de compostos quimicos
como agrotoxicos passa a ser uma ferramenta importante, ndo apenas para comprovar
riscos potenciais sobre as populagdes de polinizadores, mas também para determinar o
nivel de contamina¢do ambiental em determinada regido (Chowdhury et al, 2023).
Atualmente, técnicas de monitoramento, analises quimicas e processamento de dados

permitem caracterizar areas afetadas por agrotéxicos, indicar os periodos de maior risco
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de contaminagdo e identificar compostos mais toxicos para as abelhas em culturas

agricolas (D1 Fiore et al., 2022).

Levantamentos realizados por Di Fiore et al. (2022) indicaram que as abelhas
podem acumular poluentes ambientais em seu organismo e fornecer dados sobre a
progressao da poluicdo ambiental ao longo do tempo e dos locais onde realizam forrageio.
O quadro torna as espécies de abelhas importantes bioindicadores por apresentarem
adequarem os elementos quimicos encontrados nos habitats onde realizam o forrageio,
com os encontrados em seu organismo (Chowdhury et al., 2023). Pesquisas realizadas
por Negri et al. (2015) revelaram que ao analisar as abelhas da espécie Apis mellifera
expostas a metais-trago, foi demonstrado que poluentes quimicos eram encontrados em
partes dos corpos das abelhas relacionados com o transporte € manuseio do polen, como
ao longo de asas dianteiras, cabeca e a superficie interna das pernas traseiras. Pesquisa
semelhante realizada por Pellecchia e Negri (2018) confirmou a importancia de A.
mellifera como bioindicador da polui¢do atmosférica ao forragearem a locais proximos a
uma fabrica de cimento localizada em Lugagnano Val d'Arda, regido da Emilia-Romanha,
Italia. As abelhas foram expostas a uma grande variedade de poluentes que permaneceram
retidos em seus corpos, evidenciando a possibilidade de monitorar os locais ¢ a

concentracao de metais trago daquela regido.

1.2. SERVICOS ECOSSISTEMICOS E A POLINIZACAO

Além de importantes bioindicadores da qualidade ambiental, espécies de abelhas
sdo os principais polinizadores do planeta, servigo ecossistémico fundamental para
garantir a reproducdo sexuada das plantas e a seguranca alimentar humana. Os servigos
ecossistemas sdo os beneficios que os seres humanos recebem mediante as atividades
desenvolvidas pelos demais seres vivos nos ecossistemas, sem as quais nao poderia existir
vida no planeta. Os servigos ecossistémicos sao estruturados na forma de bens e servigos,
ou seja, os componentes dos ecossistemas e as atividades efetuadas pelos organismos
bioldgicos, respectivamente (Voumik; Mimi; Raihan, 2023).

Os servigos ecossistémicos sdo encontrados de diversas formas, como fungdes de
regulacao (gases, clima, regulacdo da agua, retencdo do solo, suprimento de agua,
formag¢ao do solo, polinizacdo, controle bioldgico); funcdes de habitat (local de vida

adequado, habitat de reproduciao adequado); fun¢des de produgdo (alimentos, matérias-
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primas, recursos genéticos); e funcdes culturais (estética, recreagdo espiritual, ciéncia e

educacdo) (Kaya; Giiltekin; Giiltekin, 2023) (Fig. 1).

Figura 1 - Servicos Ecossistémicos

Figura 1 — Servicos Ecossistémicos. Fonte: Servicos Ecossistémicos. Disponivel em: <https://etica-
ambiental.com.br/o-que-sao-servicos-ecossistemicos/>. Acesso em: 02/10/2023.

Os servicos ecossistémicos efetuados pelos insetos, além de contribuir para
garantir a estrutura tréfica das cadeias alimentares (Kaya; Giiltekin; Giiltekin, 2023),
também estdo relacionados com a ciclagem de nutrientes, dispersdo de sementes,
manutencdo da fertilidade do solo e, principalmente, a polinizagdo de diversas espécies
vegetais (Stephens et al., 2023). Essas caracteristicas tornam os insetos dentre os grupos
de animais mais importantes para manuten¢ao da funcionalidade dos ecossistemas no
planeta (Scaccabarozzi et al., 2024). A polinizagdo ¢ fundamental para manutencio da
funcionalidade dos ecossistemas e para garantia da seguranca alimentar dos seres

humanos e outros animais (Khalifa ez al., 2021).

A polinizagdo ¢ um processo essencial para estabelecer a reproducdo sexuada do
grupo das angiospermas. Oitenta e sete por cento de todas as espécies de angiospermas

sdo dependem da polinizagdo para reprodugdo, principalmente efetuada pelos insetos
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(Catania et al., 2023). O processo ¢ fundamental para garantia da recombinacgao génica e
para o estabelecimento do aumento da variabilidade genética de populagdes das espécies
vegetais (Toselli; Sgolastra, 2020). De forma incontestavel, a manutengdo da
variabilidade genética dentro de populagdes ¢ imprescindivel para proporcionar
resisténcia frente a pressao da selecdo natural imposta por mudangas ambientais (Pardo;

Borges, 2020; Stephens et al., 2023).

Os polinizadores sdo animais como os insetos (abelhas, moscas, vespas,
mariposas, borboletas e besouros) e vertebrados (passaros, morcegos, lagartos e pequenos
mamiferos), de forma que as espécies de abelhas sdo as principais polinizadoras nos
ecossistemas (Stephens et al., 2023). Como as espécies de plantas e seus polinizadores
coevoluiram ao longo de milhares de anos, existe uma interagdo mutualistica, em que os
polinizadores recebem alguma forma de “recompensa” nutricional pela visitacdo e
entrega de polen (Kaya; Giiltekin; Giiltekin, 2023). A maneira mais comum como as
plantas atraem os polinizadores ¢ fornecendo alimentos como grios de polen, estruturas
com os gametas masculinos presentes nas anteras das flores. O grdo de pdlen adere ao
corpo dos polinizadores que, ao visitarem outras plantas, realizam o transporte de pélen
para as partes femininas das flores, o pistilo. Os polinizadores apresentam caracteristicas
comportamentais ¢ anatdmicas que aumentam a eficiéncia e a precisdo da entrega de
polen (Sukumaran; Khanduri; Sharma, 2020; Khalifa ef al., 2021). O polen também ¢
utilizado como a principal fonte de proteinas para as larvas dentro das coldnias
(Timerman; Barrett, 2021). As plantas também podem oferecer néctar, 6leos, resinas,
fragrancias e outros recursos que induzem a visitacao de abelhas para entrega do polen

(Ballarin, 2024).

Espécies de abelhas realizam a polinizacdo de plantas silvestres e de sistemas
agricolas. Na agricultura, os polinizadores promovem o aumento quantitativo e
qualitativo de sementes e frutos, contribuem para plantas mais resistentes e influenciam
no controle de pragas (Pardo; Borges, 2020). Culturas como trigo, milho, arroz, algodao,
além de o6leos, bebidas alcoodlicas e medicamentos sdo produzidos a partir de plantas
polinizadas por insetos (Abrol; Mondal; Shankar, 2021; Khalifa ef al., 2021). As espécies
de abelhas protagonizam a poliniza¢do de uma variedade de culturas essenciais para
alimentacdo humana, como maca, frutas citricas, tomate, meldo, morango, péssego,
cereja, manga, uva, azeitona, cenoura, batata, cebola, abdbora, feijao, pepino, girassol,

nozes, alfafa, cacau, kiwi, maracuja, melancia, dentre outros (Abrol; Mondal; Shankar,
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2021). Portanto, em casos de declinio de populagdes de polinizadores, a produgdo global

de alimentos e a seguranga alimentar humana serdo afetados de forma inevitavel (Katumo

etal., 2022).

Estima-se que cerca de 75% de toda produ¢do agricola mundial dependa da
polinizagdo realizada por animais, de forma que somente as culturas dependentes da
polinizagao efetuada por espécies de insetos apresente um valor anual que varia entre US$
195 bilhdes a US$ 387 bilhdes (Catania et al., 2023). Somente nos EUA, a polinizagao
resulta em US$ 16 bilhdes ao ano, de forma que US$ 12 bilhdes sdo vinculados
exclusivamente por espécies de abelhas (Rader et al., 2016). No entanto, estimar o valor
da polinizagdo em ecossistemas naturais e prever as consequéncias de sua perda sao mais
desafiadores do que estimar seu valor econdmico na agricultura (Kaya; Giiltekin;
Giiltekin, 2023). Nos ecossistemas naturais, a polinizacdo insuficiente resulta em
consequéncias graves relacionadas com a manutencio da diversidade bioldgica, como a

extingdo local de espécies (Abrol; Mondal; Shankar, 2021).

1.3. ACAO ANTROPICA SOBRE OS SERVICOS ECOSSISTEMICOS

A dinamica de um ecossistema autossuficiente influencia o fornecimento de
recursos naturais dos quais os seres vivos se beneficiam. A crescente transformacdo de
ambientes naturais para uso de recursos naturais prejudicou este cenario. Atividades
antropicas, como uso inadequado do solo, emissdo de poluentes e desmatamento afetam
a manuten¢ao de processos fundamentais para sustentar a vida na Terra (Sannigrahi et al.,
2020). Os impactos ambientais causados pela acdo humana interagem de forma
simultanea e vincular fungdes ecoldgicas ¢ fundamental para o gerenciamento holistico
de servigos ecossistémicos (Ekka ef al., 2020). Neste contexto, as atividades humanas
exploram de forma multifuncional os ecossistemas naturais. Estima-se que entre os anos
de 1700 e 2000, o crescimento de atividades agricolas reduziu a extensdo da vegetacao
do planeta, causando extingdes em massa. A extin¢ao local de uma espécie biologica ¢é
acompanhada pela perda de suas interagdes com outros seres vivos € o ambiente natural,
de forma que fungdes ecoldgicas sao perdidas. Estas interacdes podem ser criticas para a
sobrevivéncia de outras espécies ou da funcionalidade do ecossistema. Atualmente, a
exploracdo de recursos naturais acompanha o desafio de garantir o uso e gerenciamento
sustentaveis desses recursos para atender demandas de mercado e o crescimento

econdmico (Sannigrahi et al., 2020; Prakash; Verma, 2022).
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As principais ameacas a biodiversidade e a prestacdo de servigos ecossistémicos
causados pela acdo antropica sdo a perda de habitat, o desmatamento, introdugdo de
espécies exoticas e polui¢do (Prakash, 2021). A perda de habitats, mudancgas climaticas e
a poluicdo sao reconhecidos como os principais agentes que contribuem para perda da
biodiversidade e de servigos ecossistémicos (Sannigrahi et al., 2020; Prakash; Verma,
2022), interferindo em processos ecoldgicos envolvendo polinizagdo, manutengdo da
fertilidade do solo, biociclos da dgua, do carbono, entre outros processos (Prakash;

Verma, 2022).

As espécies exoOticas invasoras se estabeleceram fora de sua area natural,
geralmente introduzidas pela acdo humana, podem causar extingdes de espécies nativas e
tornarem-se pragas (Abrol; Mondal; Shankar, 2021). As espécies invasoras podem
parasitar ou predar espécies nativas, hibridizar, competir por recursos, introduzir doengas
e modificar habitats. Geralmente as espécies exéticas se adaptam aos novos ecossistemas,
apresentam acentuado crescimento populacional, redefinem processos ecologicas no

novo ambiente, e ameagam a biodiversidade local (Prakash, 2017; Prakash; Verma, 2022).

A perda de habitats esta relacionada com o crescimento demografico e as
crescentes demandas por recursos naturais. O ambiente natural passa entdo a ser utilizado
para praticas agricolas, mineragdo, infraestrutura industrial e areas urbanas, resultando
em perda de biodiversidade. A exploracdo de recursos naturais como ¢ praticada
atualmente também esta relacionada com o crescimento populacional e a perda de
habitats. Os avancos cientificos e tecnologicos possibilitaram a maximizacao da
capacidade exploratdria dos recursos naturais de forma insustentdvel, agravando ainda
mais a situacdo (Sannigrahi et al., 2020; Prakash; Verma, 2022). Alguns estudos indicam
que dentro de 200 ou 300 anos, cerca de 50% de todas as espécies de mamiferos e passaros
possam extinguir (Prakash; Verma, 2022). A produg¢do de alimentos, a formagao do solo,
a regulagdo do clima e de gases atmosféricos estdo relacionados com a abundancia e
funcionalidade dos ecossistemas (Arowolo et al., 2018). O desmatamento ¢ outra forma
de perda de habitats e estima-se que aproximadamente metade das florestas tropicais do

inicio do século XX ja desapareceram (Prakash; Verma, 2022).

A polui¢do ¢ outro efeito das atividades antropicas que prejudica os servigos
ecossistémicos. As atividades agricolas liberam substancias quimicas como fertilizantes
e agrotoxicos no meio ambiente, que podem causar impactos ambientais (Masih, 2021).

A poluicdo por agroquimicos foi identificada como um dos principais fatores associados
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ao declinio generalizado de espécies de insetos, incluindo abelhas e outros polinizadores
(Sgolastra et al., 2020). A sensibilidade de espécies a exposicao a agrotoxicos ¢ variada,
mas conhecida por prejudicar as relagdes ecoldgicas nas cadeias alimentares e 0s servigos

ecossistémicos (Prakash; Verma, 2022).

As mudancas climaticas sdo alteracdes do clima ao longo do tempo, causadas de
forma natural ou acentuadas pelas atividades humanas (Verma, 2021). As mudancas
climéaticas podem impactar os padroes comportamentais em diversas espécies e prejudicar
suas funcgdes ecoldgicas (Schifer et al., 2018). As causas sao atribuidas principalmente
pela liberacdo de gases de efeito estufa para atmosfera, resultantes principalmente pela
queima de combustiveis fosseis (Prakash, 2021). A medida que as temperaturas
aumentam, as espécies tendem a migrar para latitudes e altitudes mais elevadas, pois ao
alterar os padrdes de temperatura e chuva, espécies sdo forcadas a migrarem para regides
com condi¢Oes mais favoraveis. Assim, altera¢des no clima causam modifica¢des nas
paisagens, de forma que algumas espécies ndo consigam se adaptar mais as novas
condigdes. No sul da Asia, cada aumento de 1°C acima do limite de 26 °C causa prejuizos
em 10% na producdo de arroz por impactar a polinizacdo realizada principalmente por
espécies de abelhas nativas (Sannigrahi ef al., 2020). O aquecimento global também esta
relacionado com a elevag¢dao dos niveis dos oceanos, resultando em redugdes de areas
litoraneas e de ilhas, contribuindo mais uma vez para perda de biodiversidade (Prakash,

2021; Prakash; Verma, 2022).

O declinio de populagdes de espécies de abelhas nativas € conhecido e recebe
grande atengdo por parte da comunidade cientifica (Sanchez-Bayo; Wyckhuys, 2019). O
desenvolvimento econdmico sem a adogao de estratégias sustentaveis representa riscos a
diversidade e abundancia desses animais. Os impactos ambientais podem reduzir a
quantidade e qualidade dos recursos florais e habitats de nidificacdo das espécies de
abelhas, assim como prejudicar a aptiddo destes animais (Hanberry et al., 2021),
ocasionando perda da biodiversidade nos ecossistemas naturais (Reverte et al., 2020).
Aproximadamente 60% dos servigos ecossistémicos globais sao impactados por
atividades antrépicas devido a atividades insustentaveis (Xu et al., 2018). Nesse contexto,
politicas de prote¢do ambientais sdo necessdrias para mitigar os impactos causados pela

acdo antropica sobre os servigos ecossistémicos (Reverte et al., 2020).

A polinizagdo realizada por espécies de abelhas € severamente impactada pelas

atividades antropicas. Como tentativa para sensibilizar a opinido publica, a atribuicao de
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valores econdmicos aos servicos ecossistémicos de polinizagdo representa uma
ferramenta importante na tentativa de preservar esses animais. No entanto, ndo ¢ possivel
quantificar o valor ecolégico da polinizagdo (Ekka et al., 2020). Com relacdo ao
panorama observado, o trabalho atual apresenta resultados e levanta argumentos na
tentativa de protecdo da biodiversidade de espécies de abelhas nativas e de servigos

ecossistémicos.

1.4. CONSERVACAO DAS ABELHAS NATIVAS

A medida que ocorre o declinio populacional de espécies de abelhas, torna-se
fundamental o planejamento de medidas para reverter ou minimizar os efeitos antroépicos
prejudiciais aos ecossistemas e populagdes de polinizadores. A presenga de abelhas
nativas contribui para a biodiversidade nos ecossistemas e promove aumento da produgao
agricola (Kaya; Giiltekin; Giiltekin, 2023). Os polinizadores sustentam a produtividade
de muitas culturas, muitas vezes sem a consciéncia dos agricultores. No entanto, a adogdo
de praticas sustentaveis no setor agricola permanece baixa, principalmente devido a falta

de conhecimento sobre o manejo de atividades sustentaveis (Scheper ef al., 2023).

A importancia da conservacdo de espécies de abelhas ¢ defendida por
pesquisadores. No entanto, setores da sociedade continuam mal informados em todo
mundo e negligenciam as consequéncias relacionadas aos desastres ambientais e
problemas sociais associados com o declinio de espécies de abelhas nativas. A
conscientizacdo sobre a importancia desses polinizadores necessita sensibilizar
principalmente os profissionais do agronegdcio € com poder de implementar politicas
publicas para promover medidas mitigatorias de impactos ambientais para conservagao
desses animais (Kaya; Giiltekin; Giiltekin, 2023). Esses esfor¢os envolvem educagdo
ambiental e as acdes devem ser focadas em atividades para minimizar as causas do
declinio populacional de polinizadores, como a racionaliza¢ao do uso de agrotdxicos, ou
seja, a utilizagdo deve ocorrer como ultima estratégia e somente quando muito necessaria.
Em alguns casos a proibi¢do de determinados compostos quimicos deve ser concretizada
(D1 Fiore et al., 2022). Além dos valores econdmicos e ecoldgicos, a conservagdo das
abelhas nativas garante a manuten¢do e melhoria de outros aspectos importantes para os
seres humanos, como estética paisagistica para atividades recreativas e culturais. Em vista
do que foi abordado, h4 a necessidade de identificar as espécies de abelhas nativas em

declinio populacional, analisar as causas locais, para elaborar estratégias de
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monitoramento € iniciativas para conservacao desses animais (Abrol; Mondal; Shankar,

2021).
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2. CAPITULO 1 - AS ABELHAS DO GENERO BOMBUS EM PESQUISAS
ECOTOXICOLOGICAS

RESUMO

As abelhas nativas do género Bombus sdao fundamentais para poliniza¢do das plantas nos
biomas nacionais. No entanto, atualmente observa-se reducdo na distribuicdo e
abundancia dessas abelhas, causado principalmente devido a utilizacdo de agrotoxicos em
sistemas agricolas, como o fipronil. Para classificar a toxicidade de agrotdxicos,
formulagdes comerciais fornecem as Avaliagcdes de Risco. No entanto, muitas vezes os
efeitos subletais dos agrotoxicos sobre espécies de abelhas nativas sao negligenciados nas
Avaliagcdes de Risco. A espécie B. atratus foi utilizada na atual pesquisa por ser
encontrada nas regides sul e sudeste do pais, local onde a pesquisa foi realizada. O atual
trabalho avaliou o efeito das concentragdes subletais de fipronil encontradas na natureza
sobre as células do sistema hepatonefricitico (SHN), fundamental para a sobrevivéncia
dos insetos. O SHN ¢ a primeira barreira para neutralizagdo de compostos quimicos
presentes no organismo dos insetos, formado principalmente por trofécitos, endcitos e
células pericardicas, que formam um sistema concéntrico em torno do vaso dorsal dos
insetos. A atual pesquisa analisou os efeitos das concentragdes subletais de fipronil
encontradas em campo e utilizadas na pulverizag¢io de culturas agricolas, 1,5 pL L, 2,5
uL L' e 3,5 uL L. A pesquisa considerou que essas concentragdes fossem capazes de
prejudicar o organismo de espécies de abelhas nativas. Assim, o atual trabalho realizou
um levantamento da problemadtica da utilizacdo dos agrotdxicos de forma inadequada e
ndo racionalizada em sistemas agricolas e a forma como essas substancias podem
prejudicar o organismo de espécies de abelhas nativas, como B. atratus.

Palavras-chave: biomarcadores; mamangavas; pesticidas; pulverizacdes.
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ABSTRACT

Native bees of the genus Bombus are essential for plant pollination in Brazil's biomes.
However, there is currently a decline in the distribution and abundance of these bees,
primarily due to the use of pesticides, such as fipronil, in agricultural systems.
Commercial formulations provide Risk Assessments to classify pesticide toxicity.
However, the sublethal effects of pesticides on native bee species are often overlooked in
Risk Assessments. The species B. atratus was used in the current research because it is
found in the southern and southeastern regions of the country, where the research was
conducted. The current study evaluated the effect of sublethal concentrations of fipronil
found in nature on cells of the hepatonephritic system (HNS), which is essential for insect
survival. The HNS is the first barrier to neutralizing chemical compounds present in insect
organisms, composed primarily of trophocytes, oenocytes, and pericardial cells, which
form a concentric system around the insects' dorsal vessel. The current study analyzed the
effects of sublethal concentrations of fipronil found in the field and used in crop spraying:
1.5 uL LY, 2.5 pL LY, and 3.5 pL L. The study found that these concentrations could
harm native bee species. Therefore, the current study surveyed the problem of
inappropriate and irrational pesticide use in agricultural systems and how these
substances can harm native bee species, such as B. atratus.

Keywords: biomarkers, bumblebees, pesticides, spraying.
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2.1. INTRODUCAO

As abelhas sdo importantes bioindicadores e imprescindiveis para manutencao da
biodiversidade nos ecossistemas (Sonika; Kumar, 2021). No entanto, a utiliza¢ao
extensiva de agrotoxicos representa uma grande ameaca para as abelhas nativas e o
monitoramento desses compostos quimicos ¢ fundamental para comprovar os riscos sobre
as populagdes de polinizadores (Chowdhury et al., 2023). Dessa forma, o atual trabalho
sera realizado para demonstrar o potencial que concentragdes subletais de agrotoxicos
utilizados em sistemas agricolas nacionais apresentam para prejudicar os polinizadores

de forma individual, mesmo sendo organismos nao-alvos da acdo dos agrotoxicos

(Sgolastra et al., 2020).

A polinizacdo realizada pelas abelhas nativas do género Bombus ¢ fundamental
para garantir a diversidade de espécies vegetais e a variabilidade genética das plantas
(Catania et al., 2023). As abelhas do género Bombus exploram uma grande diversidade
de habitats e s3o fundamentais para polinizagdo das angiospermas nos ecossistemas
(Catania et al., 2023). Embora grande parte da diversidade de espécies das abelhas do
género Bombus esteja localizada no continente europeu, também existem representantes
nas Américas (Abrol; Mondal; Shankar, 2021). No entanto, o declinio populacional
desses polinizadores ¢ relatado em diversos estudos. As causas do declinio populacional
sao multifatoriais e atribuida principalmente a utilizacdo de agrotoxicos (Chowdhury et
al., 2023; Kaya; Giiltekin; Giiltekin, 2023). Nesse contexto, o Brasil estd entre os trés
paises que mais utilizam agrotoéxicos em sistemas agricolas (Perobelli, 2025), o que
intensifica a exposi¢do das abelhas nativas (Balsamo et al., 2020). Assim, torna-se
imprescindivel minimizar os efeitos antrdpicos prejudiciais aos ecossistemas (Kaya;
Giltekin; Giiltekin, 2023). O objetivo do trabalho € buscar a conservagdo e prote¢do das
espécies de abelhas nativas do género Bombus, indispensaveis para manutencao do

servico ecossistémico da polinizagdo dos biomas nacionais.

Os esforgos para garantir a prote¢cdo das abelhas do género Bombus sao
negligenciados, ou recebem pouca atengdo, apesar da importancia ecologica que essas
abelhas apresentam. Grande parte das pesquisas ecotoxicologicas sobre os efeitos de
concentragdes subletais de agrotoxicos em abelhas sdo realizadas com a espécie A.
mellifera, que nao apresenta a mesma sensibilidade comparagdo com espécies do género
Bombus (Abrol; Mondal; Shankar, 2021). Portanto, existe um escasso conhecimento

sobre os efeitos subletais de agrotoxicos sobre espécies de abelhas nativas em comparagao
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com A. mellifera. A falta de informagdes prejudica a constru¢do de legislacdes para
protecdo dessas abelhas (Ellman et al., 2023). O fipronil foi um agrotéxico utilizado em
larga escala no Brasil e com poucas informagdes sobre seus efeitos toxicologicos sobre
espécies de abelhas nativas (Pisa ef al., 2021). Dessa forma, a atual pesquisa analisara os
efeitos subletais do fipronil sobre abelhas nativas da espécie B. atratus. A contaminagao
das abelhas nativas pelo fipronil ocorre principalmente pela pulverizagdo de culturas
agricolas (Carvalho et al., 2024). O fipronil ¢ um inseticida com ag¢do inibitoria de
receptores poOs-sindpicos neuronais, causando estimulagdo excessiva dos neuronios
(Farder-Gomes, 2021) e prejudicando habilidades cognitivas dos insetos (Riveros;

Gronemberg, 2022).

Para avaliar a toxicidade de agrotdxicos, as Avaliagdes de Risco sdo realizadas e
encontradas nas formulacdes comerciais. No entanto, grande parte das Avaliacdes de
Risco das formulagdes comerciais ndo fornecem informagdes sobre os efeitos subletais
dos agrotdxicos e negligenciam os efeitos causados sobre espécies de abelhas nativas. De
forma majoritaria, as Avaliagdes de Risco sobre os efeitos de agrotdxicos em abelhas
utilizam A. mellifera em suas analises e poucas informagdes sdo fornecidas sobre espécies
de abelhas nativas, como as do género Bombus (Carvalho et al., 2024). Dessa maneira, a
atual pesquisa podera contribuir com informacdes importantes sobre efeitos subletais do

fipronil sobre as abelhas nativas do género Bombus.

Para analisar os efeitos subletais de substancias quimicas sobre o organismo de
insetos, faz-se necessario a utilizacdo de biomarcadores de efeito, definidos como
alteracdes bioquimica, morfoldgica, histologica, fisiologica e comportamental de
espécies biologicas (NRC, 1987; Nicewicz et al., 2021). Assim, o atual trabalho utilizara
biomarcadores para avaliar o efeito do fipronil sobre células de um sistema crucial para a
sobrevivéncia dos insetos, conhecido como sistema hepatonefricitico (SHN) e descrito
inicialmente por Abdalla e Domingues (2015). O SHN ¢ uma combinacdo de tecidos
formados principalmente pelo corpo gorduroso (trofocitos e endcitos) e pelas células
pericardicas (Abdalla; Domingues, 2015). A importancia do estudo das células do SHN
de B. atratus expostas a agrotoxicos esta relacionado com a fungao desse sistema-chave
para o organismo dos insetos. O SHN representa a primeira linha de barreira para
neutralizacdo de substancias toxicas no organismo dos insetos (Abdalla; Domingues,
2015). Nesse contexto, caso as cé¢lulas do SHN sejam afetadas pela acdo do fipronil, ¢

possivel comprovar que as concentragdes subletais de fipronil encontradas na natureza
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apresentam capacidade para prejudicar as abelhas nativas do género Bombus. O atual
trabalho buscara levantar informagdes sobre os efeitos subletais do fipronil para as
abelhas do género Bombus, na tentativa de contribuir para o melhor entendimento dos

efeitos toxicoldgicos desse agrotoxico sobre as abelhas nativas.

2.2. REVISAO DA LITERATURA
2.2.1. Biologia Geral das Abelhas do Género Bombus

O género Bombus compreende o clado monofilético Bombini que, em conjunto
com Apini (abelhas do mel), Meliponini (abelhas sem ferrdo), e Euglossini (abelhas das
orquideas), constituem as abelhas corbiculadas, que se identificam pela estrutura
transportadora de pdlen na perna traseira. Atualmente sdo reconhecidas cerca de 270
espécies de Bombus, com 38 subgéneros (Taye; Rahman; Borkataki, 2020; Ghisbain,
2021). As abelhas do género Bombus sdo robustas, podem apresentar muitas cores e
exploram uma grande diversidade de habitats. A maior diversidade de espécies ¢
encontrada na Europa e América do Norte, com representantes também no continente
americano. A adaptacdo dessas abelhas em extensa variedade de climas e habitats ¢
explicada pela sua eficiéncia de forrageio. Os individuos adultos se alimentam
principalmente de néctar, fornecendo energia para o voo, enquanto as larvas sdo
alimentadas com graos de poélen e mel, que fornecem nutrientes para o crescimento
(Abrol; Mondal; Shankar, 2021).

As abelhas do género Bombus realizam polinizagdo por vibra¢do ao apoiarem-se
nos estames das flores, vibrando os musculos do térax e fazendo com que o grao de pdlen
seja liberado (Xu et al., 2025). Elas podem marcar as flores polinizadas por meio de
feromonios, que as impede de visitar a mesma flor novamente (Abrol; Mondal; Shankar,
2021). Essas abelhas sdo capazes de realizar polinizagdo de até 8 km do entorno da
coldnia, visitar grande niimero de flores, suportar grande quantidade de polen e forragear

em climas adversos e por longos periodos de tempo (Crowther et al., 2019).

As abelhas do género Bombus sdo encontradas geralmente em regides de clima
temperado, embora algumas espécies sejam encontradas em regides tropicais (Maebe et
al., 2021). Elas podem apresentar atividade de forrageio em condigdes climaticas
adversas, como em temperaturas de até -3,6°C e em condi¢des com vento e chuva. Essas

abelhas sdo polinizadoras mais eficientes por volta do meio-dia e em temperaturas entre
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15 a 25°C. Em dias quentes, acima de 25°C, elas forrageiam pela manha e no final da
tarde. Geralmente nao € observado forrageio em temperaturas acima de 35°C (Descamps
et al., 2021; Russell; Mcfrederick, 2022). Essas caracteristicas tornam as abelhas do
género Bombus polinizadoras de grande eficiéncia, de forma a realizar polinizagao

seletiva de certas espécies vegetais (Abrol; Mondal; Shankar, 2021).

O Brasil apresenta seis espécies do género: B. morio (Swederus, 1787), B. atratus
(Franklin, 1913), B. bellicosus (Smith, 1879), B. brasiliensis (Lepeletier, 1836), B.
brevivillus (Franklin, 1913) e B. transversalis (Olivier, 1789). A espécie B. atratus foi
utilizada para atual pesquisa por serem encontradas nas regides sul e sudeste do pais em
campos e cerrado moderadamente secos, ¢ assim € possivel a coleta no local em que a

pesquisa foi realizada (Krechemer; Marchioro; Butt, 2020; Oliveira et al., 2022).

2.2.2. Organizacio Social Do Género Bombus

Os diversos modos de vida observados entre as espécies de abelhas sao
denominados graus de sociabilidade. As abelhas sdo classificadas de acordo com o grau
de sua organizacdo social, como as espécies solitarias e sociais (Catania et al., 2023). A
maioria das espécies de abelhas apresenta modo de vida solitario, com fémeas construindo
e abastecendo os ninhos, sem cooperacdo com outros individuos (Polidori; Ferrari;
Ronchetti, 2025). Em algumas espécies de abelhas solitarias ndo ocorrem cuidados
parentais, de forma que apds a oviposi¢do, a fémea nao retorna ao ninho ou morre antes
das eclosdes. Além das espécies solitdrias, existem também as abelhas parasitas, como as
cleptoparasitas, que depositam seus ovos nos ninhos de outras espécies; e espécies sociais
(Catania et al., 2023). Dentre estas, existe um sistema de casta, com diferenciagdo
morfolégica, fisioldgica e comportamental, composto pela rainha e operarias, em que
ocorre divisdes de tarefas nas colonias. Na coldnia existe um elevado grau de parentesco
entre os individuos, pois as fémeas sao monogamicas. A rainha ¢ a responsavel pela
oviposi¢do, enquanto por evitar que operarias ovipositem por meio de agressoes fisicas,
impondo seu dominio dentro da colonia. As operdrias executam praticamente todas as
funcdes essenciais para a manutengdo da colonia. De acordo com a idade e aptiddo
morfofisiologica, as operarias desempenham diferentes tarefas (Polidori; Ferrari;

Ronchetti, 2025).
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As abelhas operarias do género Bombus apresentam variagdo de tamanho de oito
a dez vezes de massa corporal. O tamanho das abelhas determina a classificagdo de castas.
A varia¢do de castas entre as abelhas inicia-se ainda na fase larval e ¢ determinada
mediante a quantidade e qualidade de alimento ofertado as larvas (Cueva Del Castillo et
al., 2024). Em Apis mellifera o alimento ¢ constituido de uma mistura de secre¢des das
glandulas salivares e mandibulares, polen e néctar que € regurgitada as larvas. Nas abelhas
do género Bombus, a posi¢do do alvéolo na area de cria (alvéolos periféricos ou centrais)
influencia a quantidade de alimento que as larvas receberdo. Larvas localizadas em
alvéolos centrais geralmente recebem mais alimento em relagdo aos alvéolos periféricos.
Em A. mellifera, operérias sdo inférteis e morfofisiologicamente diferentes da rainha
(Martelli et al., 2022). Em Bombus, de forma contréria, a rainha costuma ser apenas o
individuo maior ¢ dominante da colonia e as operarias sdo capazes de se acasalar.
Entretanto, a rainha exerce forte dominancia sobre as operarias por meio de agressoes
fisicas, impedindo as operarias de acasalar. Esse sistema de organizagdo social ¢
classificado como eussocial primitivo (Princen et al., 2020). Em A. mellifera a rainha

exerce a dominancia sobre as operarias por meio de feromdnios (Margarita et al., 2020).

As operarias mais robustas das abelhas Bombus tendem a servir como forrageiras
por conseguirem transportar grandes quantidades de néctar e polen para colonia.
Operarias menores realizam tarefas relacionadas ao desenvolvimento das larvas e
dificilmente tornam-se forrageiras (Mackenzie et al., 2021). Os machos sao haploides e
gerados por partenogénese das operdrias ou rainha ndo fecundada, enquanto as fémeas
sdo rainhas ou operdrias, diploides, geradas por oviposi¢cdo de uma rainha fecundada. A
rainha ¢ a fundadora do ninho, apresentando tamanho corporal maior que as operarias e
responsavel por manter a hierarquia e o controle das func¢des dentro da colonia (Martinet
et al., 2022). Caso a rainha desapareca, ocorre uma substituicdo por outra abelha
forrageira maior e dominante, a falsa rainha, que por nao ser fecundada, gera uma prole
constituida de machos, mantendo a colonia em desenvolvimento até a fase reprodutiva.
Caso a falsa rainha se acasale, sdo gerados novas rainhas e operarias (Princen et al., 2020;

Martinet et al., 2022).
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2.2.3. Ciclo das Colonias de Bombus

Os ninhos das abelhas do género Bombus geralmente sdo construidos em
cavidades do solo e cobertos com uma camada de cera ou detritos de plantas. Um novo
ninho ¢ sempre iniciado por uma unica rainha fecundada (fase solitaria da colonia)
(Martinet et al., 2022). Ap6s selecionar um local para a constru¢do do ninho, a rainha
constroi alguns potes de cera para armazenar poélen, mel e alvéolos para oviposi¢ao.
Assim que as operarias emergem, a rainha abandona as atividades de campo, que passam

a ser exercida pelas operarias (Mackenzie ef al., 2021).

Conforme a populagdo aumenta dentro da coldnia, a rainha perde sua dominancia,
levando ao aparecimento de operarias com ovarios desenvolvidos, as quais também
iniciam a construcdo de alvéolos para oviposi¢do. Nesse estagio, a colonia atinge seu
climax de desenvolvimento, apresentando muitas fémeas com ovarios desenvolvidos e
com potencial para reprodugdo (Mullins; Strange; Tripodi 2020; Mackenzie et al., 2021).
Durante algum tempo a rainha mantem sua dominancia, comportando-se de maneira
hostil e agredindo as operdrias. Este comportamento ndo impede a oviposi¢cdo de ovos
haploides pelas operarias ¢ aumento do crescimento populacional na colonia (Princen et
al.,2020). As agressdes entre rainha e operarias tornam-se frequentes, até o ponto em que
arainha ndo consegue mais manter a dominancia para evitar as oviposi¢des das operarias.
Os machos emergem antes das fémeas e ndo retornam para colonia. As rainhas virgens
abandonam a coldnia para acasalar e estabelecer seus proprios ninhos, enquanto a antiga
rainha ¢ morta pelas operarias. Esse ciclo bioldgico ocorre em torno de seis meses € as
coldnias chegam a apresentar 500 a 600 operarias. Geralmente uma operaria vive cerca
de 4 semanas (Belsky et al., 2020; Mullins; Strange; Tripodi 2020; Mackenzie et al.,
2021).

2.2.4. Importancia Econémica e Ecoldgica de Abelhas do Género Bombus

Espécies de abelhas nativas sdo responsaveis pela manutencao da diversidade e
abundancia de muitas espécies vegetais no ambiente natural e regides urbanas. As abelhas
do género Bombus sdo fundamentais para manuten¢do da variabilidade genética e da
biodiversidade de plantas dos biomas brasileiros, reconhecidamente fragilizados (Catania
et al., 2023). Por serem nativas, essas abelhas sdo polinizadoras mais eficientes em
comparagao com espécies exdticas como 4. mellifera. Por apresentarem coevolugdo com

as plantas nativas, as abelhas do género Bombus desempenham uma funcdo ecoldgica
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primordial para assegurar a polinizacao e a funcionalidade dos ecossistemas brasileiros
(Scaccabarozzi et al., 2024). No entanto, as abelhas do género Bombus nao produzem mel
em quantidade suficiente para comercializagdo, o que desperta menor atengdo dos

apicultores e prejudica os esfor¢os para sua conservagao (Abrol; Mondal; Shankar, 2021).

Em relagdo a importidncia econdmica, as abelhas do género Bombus sio
polinizadores duas a quatro vezes mais eficazes em relagdo a Apis mellifera (Abrol;
Mondal; Shankar, 2021). Incorporar essas abelhas em produgdes agricolas resulta em
aumentos de producdo, com diminui¢do de custos com insumos agricolas, como
fertilizantes e agrotdxicos (Macinnis; Forrest, 2020; Salvarrey et al., 2020). A poliniza¢ao
realizada pelas abelhas do género Bombus em sistemas agricolas resulta em melhoria da
qualidade e quantidade dos frutos (Fijen et al., 2018), aumentando o nimero e tamanho
de frutos por planta (Hristov et al., 2020). Em média, observa-se aumento de 14% do peso
e 7% do tamanho dos frutos (Abrol; Mondal; Shankar, 2021). Também ¢ possivel
observar aumento da quantidade de pélen e sementes produzidos pelas plantas (Yankit et

al., 2018).

Pelo menos 25 das principais culturas produzidas em paises europeus sao
polinizadas por essas abelhas, como kiwi, tomate, pimentdo, morango, framboesa,
mirtilo, abdbora, meldo, pepino, entre outros (Abrol; Mondal; Shankar, 2021). O valor
anual estimado pela polinizagdo realizado por abelhas do género Bombus em culturas
agricolas varia entre dois a trés bilhdes de dolares (Abrol; Mondal; Shankar, 2021). Paises
como Holanda, Nova Zelandia, Espanha, Itdlia, Israel, Franca, Japao, Coré¢ia do Sul,
Alemanha, Canadé, Suécia, Brasil, Reino Unido e EUA j4 realizaram o manejo de abelhas
do género Bombus em seus cultivos (Martin, ef al., 2019; Abrol; Mondal; Shankar, 2021).
Na América do Norte, a espécie Bombus impatiens € utilizada para polinizagdo de mirtilo,
abdbora e pimentao (Belsky; Camp; Lehmann, 2020). Em outras regides, cinco espécies
sdo bem documentadas para o manejo de culturas agricolas: B. terrestris (Europa, Norte
da Africa, Asia e Australia), B. occidentalis (oeste da América do Norte), B. ignitus e B.
lucorum (leste Asiatico) e B. impatiens (América do Norte) (Liczner, 2020; Abrol;

Mondal; Shankar, 2021).
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2.2.5. Declinio de Populacées de Abelhas Nativas

O declinio populacional de espécies de abelhas ¢ estimado em aproximadamente
9% em todo o mundo e 37% na Europa. A prote¢ao dos polinizadores tornou-se prioridade
na agenda de politica publicas em muitos paises, que passaram a adotar medidas
mitigatdrias para amenizar a situacao (Sgolastra et al., 2020). O declinio de populagdes
de abelha do género Bombus ¢ relatado atualmente em pesquisas realizadas
principalmente na Europa, América do Norte e América do Sul. As pesquisas ao longo da
ultima década indicaram que redugdes na distribuicao e abundancia de espécies destas
abelhas s3o frequentes e que as causas sao multifatoriais (Cameron; Sadd, 2020).
Atualmente, a maior parte das pesquisas com as abelhas do género Bombus foram
realizadas principalmente com as espécies B. terrestres, B. impatiens e B. terricola. Esses
trabalhos sd3o imprescindiveis para a compreensao da a¢ao € a maneira como essas abelhas
sao afetadas por diferentes classes substancias quimicas, bem como para a formulagao de
estratégias para garantir a manutencao da diversidade e prote¢do destes polinizadores
(Cameron; Sadd, 2020; Abrol; Mondal; Shankar, 2021). Assim, os estudos realizados com
essas abelhas poderao ser utilizados para futuras tentativas de formulagdes de politicas

governamentais para garantir a preservacao desses animais.

Estudos apontam que o declinio local de populagdes das abelhas Bombus esteja
associado a multiplos estressores observados em determinada regido, os mesmos
levantados anteriormente. Ha relatos de declinios de espécies de abelhas do género
Bombus na Europa, Asia, América do Sul e América do Norte (Graves et al., 2020; Sang
et al., 2024). Na América do Norte, algumas espécies demonstraram declinio gradual ao
longo de muitas décadas, enquanto outras espécies apresentaram rapidos declinios apenas
nas ultimas duas décadas (Cameron; Sadd, 2020; Sang et al., 2024). Também existem
relatos de populagdes saudéaveis e estaveis, como no subgénero Pyrobombus e para
algumas espécies observa-se expansao territorial, como B. hypnorum, B. terrestris, B.
lapidarius e B. soroeensis no Reino Unido; e B. impatiens, B. bimaculatus e B. ternarius
no nordeste da América do Norte. B. ferrestris e B. impatiens sdo associadas ainda a
expansoes regionais € intercontinentais devido a utilizacdo para polinizacdo de culturas
em estufas, bem documentada na Europa e introduzidas em outras regides com a mesma
finalidade. No entanto, essas duas espécies também tornaram uma ameaga para outras
espécies de abelhas nativas, por representarem, neste caso, espécies invasoras (Cameron;

Sadd, 2020).
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Os principais fatores relacionados ao declinio populacional das abelhas do género
Bombus e de outras espécies de abelhas sdo a perda de habitats, uso de agrotoxicos,
mudangas climaticas, transmissdo de patdégenos e disseminagdo global de espécies
invasoras (Cameron; Sadd, 2020). O status ameagado de muitas espécies indica a
necessidade urgente de monitoramento internacional; 26% de todas as abelhas norte-
americanas estdo ameagadas; 45% na América Central; 21% na Europa; e 12,5% na
América do Sul, embora a maior parte da espécies sul-americanas nido estejam bem

catalogadas (Cameron; Sadd, 2020).

O uso da terra esta associado ao desenvolvimento urbano e intensificagdo de
atividades agricolas, que contribuem para a perda de habitats. A perda de habitats
representa perda dos locais de nidificacdo e de recursos florais. A energia para realizagdo
de tarefas dentro da colonia ¢ obtida principalmente pelo consumo do néctar
(carboidratos), enquanto o polen (proteinas e lipidios) fornece nutrientes essenciais para
o desenvolvimento e reproducdao (Cameron; Sadd, 2020; Janousek et al., 2023). A
visitagao de diversos recursos florais contribui para um aumento da qualidade nutricional
das abelhas, enquanto a perda de recursos florais contribui para deficiéncia nutricional e
eleva os custos energéticos para realizacdo da atividade de forrageio. (Graves et al., 2020;
Janousek et al., 2023). Esses fatores explicam a vulnerabilidade das espécies de Bombus

quanto a degradagdo de habitats.

As abelhas do género Bombus geralmente sdo adaptadas ao clima frio e as
mudangas climdticas contemporaneas causada pelo aquecimento global estdo afetando as
distribuigdes de certas espécies nos biomas. A vulnerabilidade as mudangas de
temperaturas varia entre as espécies, prejudicando a capacidade de deslocamento desses
animais (Cameron; Sadd, 2020; Herbertsson et al, 2021). As espécies vegetais
polinizadas pelas abelhas também sao afetadas pelas mudancas climaticas. A diversidade,
a floragdo e a distribui¢do de plantas nativas sdo afetadas pelas mudangas climaticas, em
associacdo com a disseminacdo de espécies de plantas exoticas observada atualmente em
diversas regioes no mundo (Gérard et al., 2020; Herbertsson et al., 2021). As reducdes da
distribuicao de plantas nativas sdo mais prejudiciais também para as espécies de abelhas

nativas (Cameron; Sadd, 2020).

A consequéncia da associagcdo entre perda de habitats e mudangas climaticas
contribui para que espécies de abelhas nativas sejam encontradas apenas em determinadas

areas nos ecossistemas (Gérard et al., 2020; Herbertsson et al,, 2021). Essa condig¢ao
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contribui para reducdes em abundancia e fluxo génico, levando ao isolamento
populacional dessas abelhas. Como reconhecido, populagdes menores e isoladas sdo
sujeitas a consanguinidade, a reducdo da diversidade genética e a um risco maior de
extingdo (Cameron; Sadd, 2020). Jha (2015) discute em seu trabalho realizado no
sudoesto dos EUA, que populagdes de B. vosnesenskii estejam restritas em fragmentos de
mata em centros urbanos e terras agricolas e que as consequéncias do isolamento
populacional sdo observadas nas populagdes analisadas. Esses fatores podem limitar a
capacidade das espécies de Bombus em reagir aos multiplos fatores relacionados ao

declinio populacional.

O forrageio em determinada planta realizado por mais de uma espécie de abelha
facilita a transmissdao de parasitas entre elas, outro fator que contribui para o declinio
populacional (Cameron; Sadd, 2020). Alguns exemplos de parasitas encontrados em

diversas espécies de abelhas sdo:

e Crithidia bombi — protozodrio encontrado no intestino das abelhas. Os efeitos da
infeccdo prejudicam a capacidade de forrageamento, longevidade e fundagdo de
colonias (Blasco-Lavilla ef al., 2024).

e Nosema sp. - microsporideos que parasitam espécies de Bombus, como Nosema
bombi e Nosema ceranae. As infec¢des reduzem a eficiéncia da fundacdo e
desenvolvimento de coldnias e a longevidade das abelhas (Gisder et al, 2020;
Martinez et al., 2023).

e Apicystis bombi — protozoario apontado como uma das causas para o declinio de
populagdes de Bombus na América do Sul, também prejudica a aptidao das abelhas
e capacidade de manuteng¢do colonias (Aizen et al., 2019).

e Virus — A ocorréncia da infec¢do causada por virus em A. mellifera é conhecida ha
muito tempo. No entanto, pesquisas recentes demonstraram a ocorréncia também em
espécies de abelhas nativas. As hipoteses apontam que disseminagdo de grande parte
de doengas causadas por virus em espécies de Bombus tenha se originado a partir de
infestacdes em A. mellifera (Salvarrey et al., 2021; Pascall et al., 2021).

e Agrotoxicos — Abelhas ndo sdo alvos da acdo dessas substancias quimicas, assim, 0
que geralmente ¢ observado sdo efeitos subletais sobre os polinizadores,
prejudicando de forma genérica a atividade de forrageio, e o estabelecimento e
manuten¢do de coldnias (Toselli; Sgolastra, 2020). Os agrotoxicos também

aumentam a suscetibilidade dos polinizadoras a outros estressores ambientais, pois,
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dentre outros agravantes, prejudicam as respostas imunologicas desses animais. A
exposicdo a 1 pL L' de fipronil aumentou a mortalidade de populagdes de A.

mellifera infectadas com N. ceranae (Toselli; Sgolastra, 2020).

O grande problema relacionado com estudos de efeitos de agrotdxicos sobre as
abelhas do género Bombus ¢ que grande parte dos estudos sdo realizados com A. mellifera.
Alguns estudos com abelhas do género Bombus concentram-se em espécies europeias €
norte-americanas, que apresentam populacdes estaveis, ou se expandindo no ambiente
natural, como B. terrestris ¢ B. impatiens (Cameron; Sadd, 2020). Estudos com B.
terrestres expostas a agrotdxicos demonstraram que o estabelecimento de coldnias foi
prejudicado, reduzindo o nimero de larvas dentro da colonia. Estudos similares ndo
demonstraram o mesmo em A. mellifera quando expostas as mesmas concentragdes,
indicando que as espécies de Bombus, de forma geral, apresentam diferentes
sensibilidades em relacdo a exposi¢ao de agrotoxicos. Geralmente as abelhas do género
Bombus sdo mais sensiveis a exposicao a agrotdxicos, de forma que efeitos como reducao
da capacidade locomotora, de alimentagdo e atividade de forrageio ocorrem em
exposi¢des de menores doses em comparagdo com as mesmas respostas observadas em
A. mellifera (Main et al., 2020; Azpiazu et al., 2023). Varios paises determinaram
restri¢gdes e até proibi¢des de alguns principios ativos. O Canada impds recentemente
restricoes ao uso da imidacloprida, tiametoxam e clotianidina, enquanto os EUA
proibiram o uso de alguns produtos contendo clotianidina e tiametoxam (Cameron; Sadd,

2020).

Apesar de estudos de determinados fatores trazerem informagdes valiosas, ainda
ndo € possivel estabelecer uma compreensao efetiva dos efeitos interativos multifatoriais
sobre o declinio populacional de espécies de abelhas. A deficiéncia nutricional causada
pela perda de habitats esta relacionada com os efeitos de varios outros fatores, mas poucos
estudos relacionam os resultados da agdo de diversos estressores ao mesmo tempo. O
déficit nutricional também esta associado a maior vulnerabilidade & infecgdo por parasitas
e patdgenos embora o estabelecimento da relagdao de causalidade seja direto neste caso, o
estabelecimento da ligacao entre outros fatores ¢ mais complexos e exige mais estudos

(Cameron; Sadd, 2020; Abrol; Mondal; Shankar, 2021).

As tentativas para protecdo da biodiversidade e funcionamento de ecossistemas
saudaveis sdo irrefutdveis e a garantia efetiva da polinizagdo nos biomas brasileiros

enquadra-se neste contexto (Winfree ez al., 2018). Também ¢é categdrico que as atividades
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antropicas estejam impactando a biodiversidade das abelhas. No entanto, ha a necessidade
de mais estudos sobre os efeitos interativos e de longo prazo desses impactos ambientais
(Althaus et al., 2021). Algumas espécies de abelhas estdo em declinio em muitas regides
do mundo. No entanto, o status de outras espécies ¢ desconhecido e negligenciado. Essa
escassez de dados impede a formulagdo de politica para conservagao das abelhas, sendo
que as decisdes regulatorias de lideres mundiais para protecdo de espécies de
polinizadores sejam urgentes (Ellman et al., 2023). Nao ¢ possivel responder a perguntas
importantes, como a causa de algumas espécies estarem em declinio, enquanto outras
apresentam populacdes estaveis, com capacidade inclusive de expansao territorial. Sem
o suporte para permitir comparagdes de distribui¢des atuais e historicas de espécies de
abelhas nativas, a percep¢ao do declinio e a capacidade de determinar o status de risco
sao impossiveis de se realizar. Preencher essas lacunas permite realizar politicas concretas

para protecao das abelhas nativas e seus servigos ecossistémicos (Cameron; Sadd, 2020).

2.2.6. Ecotoxicologia

A conscientizagdo e preocupagdo do meio cientifico sobre o declinio de
populagdes de espécies de abelhas e suas consequéncias para a funcionalidade dos
ecossistemas e seguranca alimentar humana foram intensificados nas ultimas décadas. Os
primeiros indicios do declinio de populagdes de polinizadores ocorreram nos anos de
1990, com alta mortalidade observada em A. mellifera. A comercializagao de agrotdxicos
no inicio da década de 1990 enfatizava a sua eficacia, mas pouco ou nada era proposto
sobre os impactos ambientais e os potenciais danos sobre espécies ndo-alvos (Sgolastra
et al., 2020). As praticas observadas na agricultura intensiva atual, estimuladas pela
demanda do mercado para aumento da produgdo, contribuem para todos os fatores
relacionados ao declinio de populagdes de abelhas, principalmente a utilizagao intensiva

de agrotoxicos (Wagner, 2020; Hristov et al., 2021).

Desde a descoberta do diclorodifeniltricloroetano (DDT) por Paul Miiller em
1939, centenas de inseticidas foram desenvolvidos. Com o final da Segunda Guerra
Mundial, a utilizagdo de agroquimicos tornou-se intensa, periodo em que a necessidade
de aumentar a produgdo de alimentos para garantir a seguranca alimentar dos paises era
prioridade na agricultura. Desde entdo, o controle de pragas foi conquistado,
principalmente por meio da aplicagdo de agrotoxicos sintéticos. A questdo tornou-se

preocupante porque esses agrotoxicos também acabaram afetando as populagdes de
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abelhas, organismos ndo-alvos de sua acao (Syafrudin et al., 2021). Em paises em
desenvolvimento, esse declinio populacional ¢ inevitavel, pois a agricultura intensiva

predominante utiliza grandes quantidades de agrotdxicos (Farder-Gomes, 2021).

Programas de monitoramento para a racionalizagdo e conscientizagdo sobre a
utilizagdo de agrotoxicos devem ser implementados de forma imprescindivel para
minimizar impactos ambientais. Esse cenario ¢ observado em paises da Unido Europeia
na forma de proibigdes e restrigdes ao uso de agrotoxicos (Siviter; Brown; Leadbeater,
2018). Os trés paises que mais consomem e aplicam agrotdxicos sao Brasil, EUA e China,
de forma que a utilizagdo por hectare no Brasil (10,9 kg/ha) supera a dos Estados Unidos
(2,85 kg/ha) e da China (1,9 kg/ha) (Perobelli, 2025). A utilizagdo de agrotdxicos na
agricultura brasileira intensifica a exposi¢ao de insetos polinizadores (Béalsamo et al.,
2020). Atualmente, estima-se que 30% dos pesticidas utilizados no Brasil sdo proibidos
na Unido Europeia e outros paises, incluindo glifosato, atrazina, clorpirifés e acefato

(Siviter; Brown; Leadbeater, 2018; Perobelli, 2025).

Os principais grupos de agrotoxicos utilizados no Brasil sdo os neonicotinoides
(tiametoxam e imidacloprida), piretroides (cipermetrina) e fenilpirazol (fipronil), todos
prejudiciais para espécies de abelhas e muitos proibidos em outros paises (Pisa ef al.,
2021). Em regides agricolas, agrotoxicos como o fipronil podem persistir por meses ou
anos (Singh et al., 2021). Apesar deste cenario, a literatura ¢ insuficiente quanto os efeitos
subletais de agrotoxicos sobre as espécies de abelhas nativas (Nogueira et al., 2019).
Geralmente esses compostos sdo derivados sintéticos das defesas naturais das plantas e
bastante eficazes contra pragas agricolas (Yan et al., 2021). As abelhas sdo sensiveis a
esses compostos quimicos, que sdo aplicados de forma sistematica, como em tratamento
de sementes antes do plantio (milho e soja), borrifando no solo ao redor das culturas, ou
por meio da pulverizacdo (Evans; Chen, 2021). As plantas se desenvolvem e esses
compostos quimicos, que normalmente sdo sistémicos, sdo absorvidos e permanecem nos
tecidos vegetais, contaminando as abelhas que efetuam o forrageio (Mulvey; Cresswell,

2020).
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2.2.7. Escassez de Trabalhos Ecotoxicolégicos com Abelhas do Género Bombus
Grande parte dos estudos sobre efeitos de agrotdxicos sobre espécies de abelhas
sdo realizados com a espécie A. mellifera. Pesquisas com abelhas nativas sdo mais
restritos € muitos trabalhos envolvendo abelhas do género Bombus foram realizados com
a espécie B. terrestres, encontrada na Europa e utilizada para a polinizagao de culturas
em estufa do mundo todo (Abrol; Mondal; Shankar, 2021). A necessidade de pesquisas
relacionadas ao efeito subletal de agrotoxicos sobre as abelhas nativas do género Bombus
sao imprescindiveis para preservacao destes animais em territério nacional e para
formulacdes de iniciativas e legislagdes para garantir a integridade funcional dos biomas

brasileiros e a seguranga alimentar humana (Boeing et al., 2024; Provase et al., 2024).

A atual pesquisa realizou um levantamento na base de dados bibliograficos da
plataforma “Scopus”, para quantificar os trabalhos cientificos encontrados relacionados
com os efeitos de agrotoxicos em A. mellifera e em abelhas do género Bombus. O
levantamento foi realizado para comprovar a escassez de trabalhos ecotoxicoldgicos
relacionados com as abelhas do género Bombus. Ao selecionar as palavras “Apis
mellifera” e “pesticides”, a busca indicou 1722 publicac¢des entre os anos de 1970 e 2025
(Fig. 2), enquanto para as palavras “Bombus” e “pesticides”, foram encontradas apenas
343 publicagdes entre os anos de 1987 e 2025 (Fig. 3). Ao selecionar as palavras “Apis
mellifera” e “fipronil”, a busca indicou 120 publicag¢des entre os anos de 1999 e 2025

’

(Fig. 4), enquanto para as palavras “Bombus” e “fipronil”, a busca indicou apenas 6

publicacdes, que ocorreram entre os anos de 2018 e 2025 (Fig. 5).
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Figura 2 — Levantamento de trabalhos encontrados com as palavras: “Apis mellifera” e
“Pesticides”
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Figura 2 — Levantamento de publicacdes cientificas relacionadas com pesquisas ecotoxicoldgicas
relacionadas com agrotoxicos e abelhas da espécie A. mellifera. Fonte: Base de dados bibliograficos da
plataforma “Scopus”. Disponivel em: https://www-scopus-
com.ez31.periodicos.capes.gov.br/term/analyzer.uri?sort=plff&src=s&sid=08{7b6a326fdf88ebd247e¢998f
b759a&sot=a&sdt=a&sl=63&s=%28 TITLE-ABS-KEY %28%22 Apistmellifera%22%29+AND+TITLE-
ABS-KEY%28Pesticides%29%29&origin=resultslist&count=10&analyzeResults=Analyzetresults.
Acesso em: 23/05/2025.
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Figura 3 - Levantamento de trabalhos encontrados com as palavras: “Bombus” e
“Pesticides”

Documents by year

40

30

20

Documents

10

1987 1990 1993 1996 1999 2002 2005 2008 2011 2014 2017 2020 2023 2026

Year

Figura 3 — Levantamento de publicacdes cientificas relacionadas com pesquisas ecotoxicoldgicas
relacionadas com agrotoxicos e abelhas do género Bombus. Fonte: Base de dados bibliograficos da
plataforma “Scopus”. Disponivel em: https://www-scopus-
com.ez31.periodicos.capes.gov.br/term/analyzer.uri?sort=plff&src=s&sid=08{7b6a326fdf88ebd247e998f
b75fa&sot=a&sdt=a&sl=53&s=%28 TITLE-ABS-KEY %28Bombus%29+AND+TITLE-ABS-
KEY%28Pesticides%29%?29&origin=resultslist&count=10&analyzeResults=Analyze+results. Acesso
em: 23/05/2025.
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Figura 4 - Levantamento de trabalhos encontrados com as palavras: “Apis mellifera” e
“Fipronil”
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Figura 4 - Levantamento de publicagdes cientificas relacionadas com pesquisas ecotoxicoldgicas
relacionadas com fipronil e abelhas da espécie A. mellifera. Fonte: Base de dados bibliograficos da
plataforma “Scopus”. Disponivel em: https://www-scopus-
com.ez31.periodicos.capes.gov.br/term/analyzer.uri?sort=plff&src=s&sid=08{7b6a326fdf88ebd247¢998f
b75Wa&sot=a&sdt=a&sl=59&s=%28 TITLE-ABS-KEY %28Apis+mellifera%29+AND+TITLE-ABS-
KEY%28Fipronil%29%29&origin=resultslist&count=10&analyzeResults=Analyze+results. Acesso em:
23/05/2025.
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Figura 5 — Levantamento de trabalhos encontrados com as palavras: “Bombus” e
“Fipronil”
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Figura 5 - Levantamento de publicacdes cientificas relacionadas com pesquisas ecotoxicoldgicas
relacionadas com fipronil e abelhas do género Bombus. Fonte: Base de dados bibliograficos da plataforma
“Scopus”. Disponivel em: https://www-scopus-
com.ez31.periodicos.capes.gov.br/term/analyzer.uri?sort=plff&src=s&sid=08{7b6a326fdf88ebd247e¢998f
b75f9a&sot=a&sdt=a&sl=51&s=%28 TITLE-ABS-KEY %28Bombus%29+AND+TITLE-ABS-
KEY%28Fipronil%29%29&origin=resultslist&count=10&analyzeResults=Analyze+results. Acesso em:
23/05/2025.

Os levantamentos realizados na base de dados bibliograficos deixaram claros a
escassez de trabalhos ecotoxicologicos relacionados com as abelhas do género Bombus
em comparagdo com A. mellifera. Esta espécie, por sua vez, ¢ valorizada em razao dos
interesses econdmicos associadas com a espécie, enquanto as abelhas do género Bombus,
embora imprescindiveis para manutencao da polinizagdo dos ecossistemas naturais, sdo
negligenciadas ou recebem menor atencdo em relagdo aos esforgos para garantir sua
conservagao. Os dados obtidos pelo levantamento de dados reforcam a importancia da
atual pesquisa para contribuir com informagdes sobre os efeitos subletais dos agrotdxicos
sobre as abelhas do género Bombus, sua importancia para os biomas brasileiros e a

necessidade de sua conservagao.
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2.2.8. Fipronil

Alta mortalidades de abelhas foi observada na Franga entre 1994 e 1998,
coincidindo com a introdu¢do no mercado de dois novos agrotdxicos, a imidacloprida e
o fipronil, amplamente utilizados em plantagdes de girassol (Rosa et al., 2024). O fipronil
¢ um principio ativo desenvolvido em 1987 pela Rhone-Poulenc Agro, empresa francesa
que atuava no setor agroquimico. O composto foi introduzido comercialmente em 1993
e registrado nos Estados Unidos trés anos mais tarde (Rosa et al., 2024). Inicialmente
aplicados em sementes, o agrotoxico ¢ absorvido pelas plantas em desenvolvimento e
distribuido para os tecidos vegetais (Nauen; Jeschke, 2011). No setor agricola, o fipronil
¢ utilizado em diversas culturas como arroz, batata, cana-de-agucar, soja, algodao, cevada,
trigo, eucalipto, feijao e milho. No Brasil, o fipronil pode ser encontrado em uma
variedade de agrotdxicos com indicagdes que incluiam aplicagdo foliar e tratamentos do
solo e sementes (Carvalho et al., 2024). As formulagdes comerciais incluem produtos
como Tuit® Florestal (Basf S.A.), Fipronil Nortox 800 WG (Nortox S.A.), Fipronil
Nortox Max (Nortox S.A.), Fipronil Alta 250 FS (Nortox S.A.), Regent® 800 WG (Basf),
Fipronil CCAB 800 WG (CCAB Agro S.A.), utilizados em plantagdes de soja, algodao,
arroz, batata, cana-de-agucar, cevada, eucalipto, feijdo, milho e trigo (Carvalho et al.,
2024). O fipronil também ¢ encontrado em formulag¢des de produtos veterinarios, muito
utilizado em ambientes urbanos para o controle de pragas como baratas, mosquitos,
gafanhotos, cupins, carrapatos, pulgas, entre outros (Pereira ef al., 2023; Carvalho ef al.,
2024). Atualmente fipronil pode ser encontrado em solos, &guas superficiais e
subterrineas, e sua distribui¢do representa riscos ao meio ambiente € para organismos

nao-alvos (Pino-Ortin ef al., 2021).

O fipronil ¢ um inseticida do grupo fenilpirazol, antagonista do neurotransmissor
acido gama-amino-butirico (GABA). O fipronil ¢ um agrotéxico que apresenta agao
inibitoria sobre os receptores pds-sinapicos neuronais, causando estimulagdo excessiva
de neurdnios no sistema nervoso dos insetos. A atuacdo do GABA ¢ de outros
neurotransmissores ¢ de grande importancia para os polinizadores, uma vez que regulam
as vias eferentes motoras, a cogni¢ao durante as atividades, coordenacao de movimentos
durante o forrageio, reconhecimento de plantas, localizagdo espacial, memoria e
aprendizagem (Lima et al., 2016; Farder-Gomes, 2021). Em condi¢des normais, ao ligar-
se a receptores pos-sinapticos, 0 GABA desencadeia a abertura dos canais de ions CI,

levando a entrada de ions para o meio intracelular, processo conhecido como



40

hiperpolarizagdo da membrana. Como consequéncia, ocorre a regulagdo inibitoria do
impulso nervoso (Farder-Gomes, 2021). No sistema nervoso central dos insetos, 0o GABA
afeta estruturas como o corpo de cogumelo (Paoli; Galizia, 2021), responsaveis pelo
processamento dos odores e pela integracdo multissensorial da formagao de memoria. As
informacdes olfativas sdo fornecidas ao corpo de cogumelo, onde ocorrem sinapses de
neurdnios conhecidos como células Kenyon (Provase et al., 2024). O bloqueio ndo
competitivo dos receptores de GABA causado pela ag¢do do fipronil, impede a abertura
dos canais CI°, impedindo o processo de hiperpolarizacao de neurdénios. O processo causa
o bloqueio da inibi¢do sinaptica e, consequentemente, hiperexcitagao do sistema nervoso,
causando danos para todas as habilidades cognitivas, sensitivas e motoras dos insetos
(Fig. 6) (Klein et al., 2017; Riveros; Gronemberg, 2022). O fipronil causa atividade neural
excessiva, tremores e paralisia, podendo levar a morte do inseto dependendo da
concentracgao utilizada (Astolfi et al., 2022). A seletividade do fipronil para receptores de
GABA em insetos ¢ maior em relevagdo aos receptores GABAérgicos de mamiferos, o
que aumentou a utilidade do fipronil para o controle pragas em areas agricolas (Avicor et

al., 2023).

Figura 6 - Acao Neurolédgica do Fipronil
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Figura 6 - Acdo Neurologica do Fipronil. Acéo inibitoria do fipronil sobre os receptores pos-sinapicos
neuronais, causando estimulagdo excessiva de neurénios no sistema nervoso dos insetos. Fonte: Adaptagao
de Bloomquist (2015).
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O fipronil apresenta classificacao toxicologica III (moderadamente toxico) e
potencial de risco ambiental II (altamente perigoso para o meio ambiente) (Carvalho et
al.,2024). A meia-vida do fipronil em sistemas agricolas ¢ de aproximadamente 18 meses.
Quando presente em agua com pH acido ou neutro, pode apresentar meia-vida de 49
meses (Singh et al., 2021). O fipronil pode ser degradado por processos como oxidagao,
fotodlise, hidrolise, biodegradagdo e varios compostos podem ser formados no ambiente,
como sulteto de fipronil e sulfona de fipronil, com toxicidades semelhantes ou maiores
em comparagao ao composto original (Bhatt ef a/., 2023). O tempo de permanéncia desses
compostos no ambiente pode variar de 111 a 350 dias, representando riscos para

organismos nao-alvo (Astolfi et al., 2022).

O fipronil apresenta propriedades sistémicas, caracterizado pela absorc¢ao pelas
plantas e distribui¢@o para os tecidos vegetais (Toselli; Sgolastra, 2020). Devido a sua alta
toxicidade para pragas, o fipronil ¢ aplicado em baixas concentragdes e mesmo assim
causa efeitos subletais em organismos nao-alvos (Sgolastra et al., 2020). A maior parte
das pesquisas ecotoxicologicas dos efeitos letais e subletais da a¢do do fipronil sobre os
polinizadores utilizaram 4. mellifera como modelo. Paises como Franca, Italia, Alemanha
e Eslovénia proibiram a utilizagdo do fipronil em plantagdes devido a sua alta toxicidade
para as espécies de abelhas. No Brasil, a substancia foi utilizada em plantagdes como as
de cana-de-acucar, eucalipto, café e frutas citricas, de forma que sua aplicagdo era
amplamente efetuada (Castilhos ef al., 2019). O sistema de produgdo agricola nacional
deve adotar formas alternativas de controle de pragas, menos prejudiciais para as espécies
de abelhas e, neste contexto, a utilizacao do fipronil na agricultura brasileira foi proibida,
pois embora seja eficaz para o controle de pragas, os danos causados para organismos

nao-alvos sao alarmantes (Carvalho et al., 2024; IBAMA, 2024).

Nos insetos, além do sistema nervoso, o fipronil pode afetar outros 6rgaos, como
os tibulos de Malpighi, prejudicando a capacidade de filtragem da hemolinfa e absor¢ado
de ions pelas células (Farder-Gomes ef al., 2022). A ag@o do fipronil sobre os tibulos de
Malpighi altera as concentragdes de ions na hemolinfa, prejudicando a sintese de
metaloproteinas, proteinas que apresentam metais na estrutura molecular e que
desempenham uma variedade de fungdes relacionadas @ manutengcdo homeostéatica no
organismo dos insetos (Oliveira et al., 2022). Cobre, ferro e zinco sdo cofatores de
metaloproteinas relacionadas com a acdo antioxidante celular contra o estresse oxidativo,

degradacao de toxinas via citocromo P450, producao de hormonio de muda, respostas
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imunologicas, desintoxicagdo de metais e replicacao celular (Amini-Esfidvajani et al.,
2022). A interrupgdo da expressdo dessas proteinas pode causar efeitos neuroldgicos nos
insetos e causar alteragdes comportamentais, prejudicando a atividade de forrageio das
abelhas (Oliveira et al., 2022). Os efeitos de doses subletais de fipronil levaram ao estudo
da exposi¢ao de uma variedade de organismos nao-alvos, como abelhas, baratas e lagostas

(Rosa et al., 2024).

Muitos trabalhos sobre a agao do fipronil em insetos foram realizados para estimar
a sua toxicidade. Pesquisas toxicologicas de exposi¢ao a doses subletais via oral em
baratas (Nauphoeta cinerea) indicaram que o fipronil prejudicou a capacidade olfatoria,
memoria e sensibilidade tatil, interferindo também em respostas neuromusculares. O
fipronil causou comportamento de autolimpeza excessiva e diminui¢ao da capacidade
exploratoria do ambiente. Analises de espectroscopia de raios X de cérebros de N. cinerea
demonstraram alteragdes nos niveis de minerais, como cobre, ferro e zinco, bem
conhecidos por sua importancia na fisiologia e comportamento dos insetos (Farder-
Gomes et al., 2022). As mesmas observagdes ocorrem em abelhas. O armazenamento de
minerais em células dos insetos envolve mecanismos de transporte em diferentes 6rgaos,
como trato digestério, corpo gorduroso, e tubulos de Malpighi (Farder-Gomes et al.,

2022; Rosa et al., 2024).

Pesquisas realizadas por Holder et al. (2018) concluiram que 4. mellifera expostas
ao fipronil apresentaram o composto no organismo apos seis dias, demonstrando também
capacidade de bioacumulacdo. Andlises da exposicao ao fipronil no intestino médio
realizado com a abelha da espécie Partamona helleri demonstraram aumento nas
atividades das enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e glutationa S-transferase (GST), morte celular por apoptose e diminui¢do na atividade
de proteinas da via de sinalizacdo relacionadas a proliferacdo e diferenciaciao celular
(Farder-Gomes et al., 2021). Essas enzimas sdo as principais vias antioxidantes em
abelhas e desempenham fung¢des importantes para diminui¢do do dano oxidativo nas

células (Margotta et al., 2018; Farder-Gomes et al., 2021).

Pesquisas realizadas por Astolfi et al. (2022) com A. mellifera concluiram que
forrageiras expostas a 2,5 pL L' de fipronil apresentaram alteragdes relacionadas ao
metabolismo, especificamente na biossintese de proteinas envolvidas no metabolismo de
carboidratos e aminoacidos, nos processos de transcrigdo e tradugdo do DNA, no

processamento de proteinas e alteragdes de mecanismos antioxidantes. Esses resultados
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foram causados devido a supressdo de determinados grupos de genes, prejudicando a
sade e sobrevivéncia das abelhas. O fipronil afetou a produgdo e o transporte de
adenosina trifosfato (ATP), sintese da enzima que atuam na lise da celulose e amido, e
em proteinas relacionadas ao transporte e metabolismo de carboidratos e ions inorganicos.
A exposicao ao fipronil também pode afetar a capacidade de absor¢do de nutrientes pelo
intestino, causar fadiga, prejudicando atividades do forrageio e outras tarefas realizadas
por operarias. De forma simultanea, os pesquisadores observaram que as abelhas ndo
deixaram de se alimentar, o que aumenta o risco de contaminacao dentro da col6nia, uma
vez que os alimentos contaminados nao sdo rejeitados pelas abelhas forrageiras de A.

mellifera. O mesmo poderia ocorrer com as abelhas nativas do género Bombus.

2.2.9. Rota de Exposicao

A populagdo humana aumentou rapidamente nos ultimos 200 anos, tornando a
segurang¢a alimentar uma tarefa desafiadora. De acordo com a Organizac¢do das Nacgdes
Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAQO), mais de 815 milhdes de pessoas estdo em
situacdo de fome, de forma que a producao global de alimentos precisaria aumentar em
aproximadamente 50% até 2050 para atender cerca de nove bilhdes de pessoas (Hafeez
etal., 2023). Os pregos das colheitas variam dependendo da oferta e demanda no mercado
e a unica maneira dos agricultores aumentarem seus lucros ¢ diminuindo os custos de
producao, comprometendo o minimo possivel o rendimento das colheitas (Zanin et al.,
2022). Por outro lado, os recursos naturais necessarios para a produgdo agricola estdo
cada vez mais escassos. Neste contexto, as técnicas tradicionais para aumentar a produgao
de alimentos, como a aplicagdo de agrotdxicos, ainda ¢ largamente utilizada para a
maximizacdo das producdes no mundo todo (Hafeez et al., 2023). Os agrotoxicos
apresentam um papel vital no agronegdcio, necessarios para o aumento da produtividade
agricola, embora sejam prejudiciais aos seres humanos e para as relagdes ecoldgicas nos
ecossistemas (Vikram, 2020). Como os beneficios da aplicacdo de agrotdxicos para o
aumento da producao agricola sdo incontestaveis e nao existe possibilidade que sua total
suspensao seja efetivada, € necessario formas mais especificas de agdo que minimizem o

acometimento de organismos nao-alvos (Hennig et al., 2023).

Os produtores também podem ser contaminados pelos agrotoxicos durante as
pulverizagdes, com a possibilidade de desencadear uma série de complicacdes para a

satide, como cancer e doengas respiratdrias; enquanto a contaminacao ambiental afeta as
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cadeias alimentares e causa complexos impactos ambientais (Chaitanya et al., 2020).
Existem trés maneiras de reduzir as pulverizacgdes: reduzir as aplica¢des durante o periodo
de cultivo, o que pode comprometer o rendimento da colheita; diminuir a dose aplicada,
o que pode diminuir o nivel de controle de pragas; e restringir o tamanho das areas tratadas
(Zanin et al.,, 2022). Cerca de 30% a 50% dos agrotdxicos aplicados sdo perdidos
lixiviados devido ao escoamento ou pela agdo de correntes de ar durante o processo de
aplicagdo (Xun et al., 2023). As técnicas de manejo para controles bioldgicos sdo
importantes ferramentas para a racionalizagdo da aplicacdo de agrotoxicos, que
continuam sendo mais eficientes e indispensaveis para o controle de pragas em sistemas
agricolas (Xun et al., 2023). Esses fatores causam consequéncias indesejaveis, como a

exposicao de espécies de abelhas nativas (Abrol; Mondal; Shankar, 2021).

As abelhas sdo frequentemente expostas a varios residuos de agrotdxicos ao
realizar o forrageio em regides agricolas e seus entornos (Decourtye et al., 2023). A rota
de exposicdo das abelhas nativas contaminadas pelo fipronil esta relacionada
principalmente com o processo de pulverizacdo. O fipronil pode ser aplicado de duas
maneiras em sistemas agricolas, na forma so6lida, diretamente no solo, e na forma liquida
por meio da pulverizagdo de folhas e flores (Carvalho et al., 2024). Atualmente a
pulverizagao € cada vez mais associada a tecnologias que utilizam maquinas e drones que
abrangem maiores areas e realizam o trabalho em menor periodo de tempo, de maneira

precisa e rapida (Hafeez et al., 2023).

As principais vias de exposi¢ao das abelhas aos agrotoxicos sdo por meio de
contato, oral e por inalag¢@o. A via por contato ocorre quando as abelhas entram em contato
com goticulas de agrotdxicos a deriva no ar e espalhadas apds as pulverizagdes. A via
oral ocorre pela ingestdo de residuos contaminados pelos agrotdxicos, como polen e
néctar. A contaminacao por inalagdo ocorre quando hé inalacdo de agrotoxicos volateis
durante ou apds a pulverizagdo (Sanchez-Bayo; Goka, 2014; Naharki; Regmi, 2020). A
toxicidade de agrotdxicos hidrofobicos ocorre principalmente por via contato de
exposicdo, enquanto a toxicidade de agrotoxicos hidrofilicos e sistémicos, como o
fipronil, ocorre principalmente por via oral de residuos no polen e no mel contaminados
apos a pulverizagao (Sanchez-Bayo; Goka, 2014; Carvalho ef al., 2024). A inalacdo de
agrotoxicos volateis perto de culturas tratadas ¢ considerada uma via secundaria de
exposicao para a maioria dos agrotoxicos (Sanchez-Bayo; Goka, 2014). A capacidade

sist€émica do fipronil permite com que permanega disponivel durante meses nos tecidos
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vegetais. Os efeitos da exposi¢cdo ao longo do tempo causam danos aos individuos e as

coldnias (Sgolastra et al., 2020).

Os efeitos individuais de doses subletais de fipronil afetam a longevidade, causam
tremores e paralisia e reduzem a capacidade de orientagdo espacial, memoria,
alimentagdo, habilidades cognitivas e motoras (Astolfi et al,, 2022). Nas colonias, as
abelhas apresentam comportamentos incomuns como autolimpeza excessiva,
incapacidade de substituicdo da rainha (Toselli; Sgolastra, 2020) (Fig. 7). Todos esses
efeitos podem contribuir para o declinio populacional de espécies de abelhas (Wakgari;

Yigezu, 2021).

Figura 7 — Rota de Exposi¢ado
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Figura 7 — Rota de Exposicdo ao Fipronil. Rota de exposi¢@o das abelhas do género Bombus ao fipronil
em sistemas agricolas e os efeitos da toxicidade em nivel individual e para colonias. Fonte: elaborada pelo
proprio autor.

A aplicacao do fipronil por meio da pulverizacao foi suspensa em todo territorio
nacional em 2024. Antes desse periodo, a pulverizagdo era proibida apenas nos periodos
de floradas. Os agricultores ainda podem realizar aplicagdes em sementes € no solo. A

decisdo foi tomada como medida cautelar, devido aos impactos sobre as populacdes de
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abelhas. As incertezas sobre a deriva do destino do fipronil no ambiente apds as
pulverizagdes fez com que sua aplicagao fosse vetada. Nessas circunstancias, a proibi¢ao
do fipronil direciona o Brasil em melhores praticas globais, como a preservacdo da

biodiversidade (IBAMA, 2024).

2.2.10. Avaliac¢oes de Risco

O Brasil esté entre os cinco maiores consumidores mundiais de agrotoxicos, com
aumento do consumo de ingredientes ativos em 152%, de 28382 para 71663 toneladas ao
longo de 15 anos. Os testes toxicologicos do fipronil sobre espécies de abelhas foram
levantados em diversos trabalhos, indicando alta suscetibilidade dos polinizadores
(Santos; Otesbelgue; Blochtein, 2018). Os agrotoxicos sistémicos como o fipronil podem
ser absorvidos pelas raizes e folhas e serem transportados para outros tecidos vegetais,
permanecendo durante semanas ou meses (Naharki; Regmi, 2020). Como resultado do
uso extensivo, essas substancias sao encontradas em ambientes terrestres e aquaticos. A
contaminagdo ambiental ocorre pelos ventos, escoamento de aguas superficiais e
subterraneas, absor¢do pelas plantas contaminando poélen, néctar e fluidos de gutacdo
(Naharki; Regmi, 2020; Carvalho ef al., 2024). A triagem de amostras ambientais das
areas de entorno onde essas substancias sdo aplicadas apresentam misturas de agrotdxicos
e seus metabolitos. Em geral, h4 fortes indicios de que solos, cursos d'agua e plantas de
ambientes agricolas e urbanos estejam contaminados com concentragdes ambientais

variaveis de misturas de agrotoxicos (Tudi et al., 2021).

Muitas vezes as informagdes sobre quando, onde e como os produtos quimicos
sao aplicados nao estdo prontamente disponiveis e os niveis de exposi¢do ndo podem ser
quantificados (Sgolastra ef al., 2020). A regulamentagdo de agrotoxicos deve ser baseada
em evidéncias cientificas solidas e atualizadas, por meio das quais produtos com potencial
para causar desequilibrios ambientais ndo sejam aprovados ou prontamente removidos do
mercado. Diante da incerteza cientifica, o principio da precaucdo deve prevalecer
(Sgolastra et al., 2018). Antes de serem autorizados, os agrotoxicos passam por um
processo de Avaliagdo de Risco para garantir que ndo causem danos irreparaveis aos

ecossistemas (Sgolastra et al., 2020).

As Avaliagdes de Risco sdo realizadas para estipular a toxicidade dos agrotoxicos

e tém como objetivo analisar se a utilizacdo de determinada substancia ¢ segura, de acordo



47

com os termos de uso formulados pelos fabricantes (Carvalho et al., 2024). As Avaliagdes
de Risco passam por algumas etapas associadas a Diretrizes para Testes de Produtos
Quimicos da Organizagao Internacional para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico
(OECD). Os testes de toxicidade seguem protocolos internacionais que estabelecem
métodos para avaliar a toxicidade de agrotdxicos sobre as abelhas (Carvalho ef al., 2024).
Genericamente, as Avaliagdes de Risco consistem em uma série de ensaios com base na
exposi¢do aguda para estimativas da concentragao letal mediana (CLso) e da dose letal
mediana (DLso), que podem ser levantadas por meio de exposi¢des via oral e por contato,
realizadas experimentalmente durante um determinado periodo de tempo (Sanchez-Bayo;
Goka, 2014). Ambos os parametros correspondem a dose responsavel pela mortalidade
de 50% dos individuos avaliados nos testes em determinado periodo de tempo. Esses
parametros apresentam grande importancia para a avaliacdo da toxicidade de diferentes
substancias, pois permitem estabelecer limites seguros de exposicao para proteger a saude
humana e o meio ambiente. Assim, os valores da DLso e a CLso podem ser utilizados para
classificagdo e rotulagem de produtos quimicos, fornecendo informagdes para o manuseio

dessas substancias (OECD 1998a, 1998b; Naharki; Regmi, 2020; Carvalho et al., 2024).

A DLso ¢ realizada por meio da aplicacdo de uma tinica dose de uma substéncia, e
expressa em massa da substancia por massa do animal. A CLso € a concentragdo de
determinada substincia encontrada no ar ou na 4gua e expressa em unidades
massa/volume (Naharki; Regmi, 2020; Carvalho et al., 2024). Algumas pesquisas
realizaram testes para estimar os valores de CLso e DLso do fipronil em abelhas,
principalmente para em A. mellifera (Carvalho et al., 2024). Estudo realizado por
Carvalho et al. (2024) avaliaram a CLso via oral do fipronil para A. mellifera e para abelha
nativa da espécie Scaptotrigona bipunctata, expostas durante 72 horas. Os valores de
CLso foram de 0,0204 ng uL! para 4. mellifera, e 0,0031 ng pL! para S. bipunctata,
indicando que a espécie nativa € mais sensivel a exposicao aos agrotoxicos em relagdo as

abelhas meliferas.

Sanchez-Bayo e Goka (2014) realizaram um levantamento sobre dados
encontrados em Avaliagdo de Risco de diversos agrotoxicos sobre as abelhas meliferas e
do género Bombus. Os dados sobre a toxicidade para A. mellifera foram obtidos por meio
do Manual de Pesticida (Tomlin, 2009), do banco de dados ECOTOX da Agéncia de
Protecao Ambiental dos EUA e do Banco de Dados AgriTox da Agence Nationale de

Sécurité Sanitaire de I’ Alimentation, de I’Environnement et du Travail da Franga. Os
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dados sobre a toxicidade de alguns agrotoxicos para abelhas do género Bombus eram mais
escassos ¢ foram obtidos por meio de levantamento bibliografico realizado pelos
pesquisadores. As toxicidades por via oral e por contato foram levantadas em periodos de
exposi¢oes realizados durante uma média de 48 horas. Os levantamentos realizados pelos
pesquisadores revelaram que, em geral, a sensibilidade de A. mellifera por exposicao oral
ao fipronil ¢ semelhante a de abelhas Bombus e que a DLso em A. mellifera ¢ de 0,001 pg
por abelha. Os pesquisadores também discutiram que, apesar do fipronil ser altamente
toxico para as abelhas, sua baixa prevaléncia no pélen, cerca de 5%, garante que seus
riscos sejam menores em comparagao com os de neonicotinoides e inibidores da atividade
de colinesterase. Em relagdo a exposicao por contato, para A. mellifera a DLso do fipronil
foi de 0,007 pg por abelha. No entanto, o risco da exposi¢ao via contato ¢ pequeno. As
mesmas estimativas de valores da DLso da exposicdo ao fipronil para A. mellifera foram
apontadas por Naharki e Regmi (2020), que tabelaram valores de DLso de alguns

agrotoxicos amplamente utilizados, dentre eles o fipronil.

As Avaliagdes de Risco contribuiram para melhoria do entendimento e capacidade
para identificar ameagas dos agrotoxicos para as abelhas (Sgolastra et al., 2020). Apos a
regulamentacdo de uma formulagdo, o continuo monitoramento ¢ necessario para
verificar se as suposi¢oes da Avaliacao de Risco sdo atendidas em condigdes realisticas
de campo (Sgolastra et al., 2018). No entanto, atualmente, as Avaliagdes de Risco

apresentam uma série de problemas:
1) Condigoes fisiologicas das abelhas

Nos ensaios realizados, condi¢do fisiologica das abelhas, como fatores genéticos,
tamanho corporal e idade podem influenciar a sensibilidade aos agrotoxicos (Sgolastra et

al., 2018).
2) Concentragoes superestimadas

Alguns estudos foram realizados com concentragdes superestimadas e ndo

avaliaram as exposi¢des realisticas encontradas em campo (Sgolastra et al., 2018).
3) Suscetibilidade varidavel de diferentes espécies de abelhas

As Avaliacdes de Risco atualmente sdo realizadas de forma genérica em A.
mellifera. No entanto, diferentes espécies apresentam sensibilidade variada quanto aos

efeitos dos agrotoxicos (Sgolastra et al., 2020). Espécies de abelhas nativas geralmente
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sd0 mais sensiveis as exposicoes em relacao as abelhas meliferas (Sgolastra ef al., 2018).
Devido a escassez informagdes, os parametros obtidos com os testes em A. mellifera e
extrapolados para as demais espécies de abelhas, embora de maneira inapropriada

(Sgolastra et al., 2020).
4) Sinergismo

Os ambientes agricolas sao contaminados com combinagdes variadas de
agrotoxicos e as abelhas sdo frequentemente expostas a combinagdes, o que pode agravar
os efeitos sobre as abelhas expostas. A forma como os compostos quimicos, quando
combinados, resultam em determinado efeito em um determinado biomarcador é

chamado sinergismo (Sgolastra et al., 2018).

Atualmente, as Avaliagdes de Risco sdo realizadas de forma individualizada para
cada formulacdo, enquanto no ambiente as espécies nao-alvos sao simultaneamente
expostas a diversas substancias. Como consequéncia, embora essenciais para
levantamento do potencial toxicologico, os riscos ambientais causados pela exposicao a
diversos agrotoxicos permanecem subestimados (Farder-Gomes et al., 2021).
Atualmente, existem cerca de 1000 agrotoxicos diferentes no mercado, sendo impossivel
avaliar a toxicidade de todas as combinagdes e potenciais efeitos prejudiciais sobre os
polinizadores (Sgolastra ef al., 2018). No entanto, as combinag¢des dos agrotdxicos mais

utilizados nos sistemas agricolas necessitam de maior atencao (Toselli; Sgolastra, 2020).
5) Efeitos Subletais

Os efeitos subletais geralmente ndo sao considerados em Avalia¢des de Risco e ha
uma escassez de dados, apesar do potencial efeito prejudicial para os polinizadores
(Carvalho et al, 2024). A identificacdo de efeitos subletais e a longo prazo sdo
necessarios, pois os impactos da acdo dos efeitos sobre as espécies de polinizadores ainda
nado sdo claros. Os efeitos subletais como comprometimento do voo, navegacao ou
capacidade de forrageio sdo negligenciados (Naharki; Regmi, 2020). Pesquisadores
discutem que seja impossivel avaliar adequadamente a extensdo total dos riscos
associados ao uso continuo de agrotoxicos sistémicos (Rosa et al., 2024). No entanto,
pesquisas toxicologicas muitas vezes negligenciam os efeitos subletais dos agrotoxicos
sobre espécies nativas, o que poderia contribuir com informag¢des imprescindiveis para
o entendimento da toxicidade dos compostos em cendrios realisticos nas Avalia¢des de

Risco para minimizar os impactos ambientais.
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A dificuldade para identificar os efeitos subletais sao frequentes, pois as abelhas
estdo em situacdo de estresse em condigdes experimentais. Essas condigdes podem
camuflar os efeitos reais causados pelas exposi¢cdes de doses subletais (Sgolastra et al.,
2018). A atual pesquisa enfatiza que as doses subletais correspondem as doses reais em
que os polinizadores sdo expostos no ambiente. Exposi¢des a doses letais nao representam
um cenario realistico (Carvalho ef al., 2024). Além disso, embora a autorizacdo para a
utilizagdo de agrotdxicos deva passar por Avaliagdes de Risco, a estrutura regulatoria ¢
falha em avaliar os riscos resultantes do uso generalizado e simultaneo desses compostos

(Naharki; Regmi, 2020).

O comprometimento da capacidade de orientacdo durante os voos ocorre em
abelhas expostas a doses subletais de agrotdxicos, de forma que 31,6% das abelhas
forrageiras de A. mellifera nao retornam para as colonias. O sistema imunologico também
¢ prejudicado, fazendo com que a exposi¢ao continua aumente a vulnerabilidade a
doengas, o que aumenta a taxa de mortalidade e diminui a longevidade das abelhas. Os
efeitos também podem causar alteragdes na microbiota intestinal e prejudicar a expressao
do gene relacionados com o sistema imunoldgico, nutrigdo e sintese de enzimas

envolvidas aos processos metabdlicos da respiragdo (Naharki; Regmi, 2020).

2.2.11. Sistema Hepatonefrocitico

O sistema hepatonefrocitico (SHN) ¢ uma combinagdo de tecidos formados por
uma camada externa constituida pelo corpo gorduroso e uma camada interna formada
pelas células pericardicas (Fig. 8). Os dois tecidos formam um sistema concéntrico em
torno do vaso dorsal. A regido conhecida como “coracao” fica situada na por¢ao mediana
do abdomen da abelha, em uma camada mais espessa do vaso dorsal com atividade
miogénica (Abdalla; Domingues, 2015; Inoue et al., 2022). Os hemocitos, células do
sistema imunitério, sdo encontrados nos espagos entre as c¢lulas de ambos os tecidos, ou
no interior do vaso dorsal. A hemolinfa passa de forma sequencial através das células do
corpo gorduroso, depois pelas células pericardicas, para finalmente acessar o vaso dorsal

(Abdalla; Domingues, 2015).
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Figura 8 - Sistema Hepatonefrocitico (SHN)
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Figura 8 - Esquema do Sistema Hepatonefrocitico. Fonte: Abdalla, 2015. Disponivel em: SETAC Latin
America 11* Biennial Meeting.

O corpo gorduroso ¢ distribuido em uma camada abaixo do tegumento
(compartimento parietal) e outra ao redor dos 6rgdos internos (compartimento visceral).
Dois grupos celulares sdo os principais constituintes do corpo gorduroso, os trofocitos e
os endcitos. Em muitas espécies de insetos, trofocitos e endcitos estdo localizados de
forma dispersa, sem uma orientag¢do definida, como em abelhas do género Bombus ou em
A. mellifera. Em outras espécies, trofocitos e enocitos estdo distribuidos em camadas e
separados por espagos livres, sendo que cada camada apresenta somente um grupo

celular, como em Drosophila melanogaster (Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021).

Os trofocitos e endcitos estdo relacionados com processos endocrinos e multiplas
fungdes metabolicas, como a sintese, armazenamento e liberacdo de substincias
fundamentais para o organismo dos insetos (Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021).
Essas células ficam em contato com a hemolinfa, facilitando a troca de metabdlitos (Inoue
et al., 2022). Assim, o corpo gorduroso constitui a sede principal do metabolismo

intermediario e processos de desintoxicacdo (Brejcha et al, 2023). As células do corpo
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gorduroso também estao relacionadas com a biossintese de ésteres e vitelogenina e no
armazenando de conteudos energéticos disponibilizados ao organismo quando
necessarios (Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021; Stec; Saleem; Darveau, 2021).
Trofocitos e endcitos possuem origens embriologicas distintas e sdo separados por uma
delgada lamina basal, imperceptivel pelas fotomicrografias nesta pesquisa. Apesar de
endcitos estarem intimamente associados proximos aos trofocitos em abelhas do género
Bombus, os dois grupos celulares apresentam diferengas morfoldgicas e funcionais (Lu et

al., 2021).

Os trofocitos sdo células polimérficas com nucleo ramificado e de origem
mesodérmica. Sdo responsdveis pelo armazenamento e secre¢do de substincias e
principal sede do metabolismo intermediario dos insetos (Assis ef al., 2022; Brejcha et
al., 2023). Mitocondrias, aparelho de Golgi e reticulo endoplasmatico granular sdo
frequentes no citoplasma dessas células, assim como muitas granulagcdes de tamanhos
variados para armazenamento de moléculas como proteinas, triglicerideos e glicogénio
disponibilizados conforme a demanda energética do organismo (Skowronek; Wojcik;
Strachecka, 2021; Brejcha et al., 2023). A presenca de proteinas nos granulos
citoplasmaticos de trofécitos também esta associada com a produgdo de vitelogeninas
(Szczepankiewicz; Simiczyjew, 2024). As vitelogeninas sdo produzidas pelos trofocitos,
liberadas na hemolinfa e absorvidas pelos ovocitos. Nessas células, sdo convertidas em
vitelinas e associadas com a reserva nutritiva para o desenvolvimento embrionario
(Harwood; Amdam, 2021). Dessa forma, o nimero de trofocitos geralmente ¢ menor em
insetos machos em comparagdo com as fémeas (Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021).
Granulos de hemossiderina também podem ser encontrados no citoplasma de trofocitos e
disponibilizadas como ferritina, proteinas associadas ao transporte de oxigénio na
hemolinfa (Adameyko ef al., 2021). Dessa forma, os trofocitos regulam a composicao do
meio circundante dos insetos, atendendo suas necessidades metabodlicas imediatas

(Kovalskyi; Zhmur, 2024).

Os enocitos sao células circulares ou ovais, de origem ectodérmica e com
citoplasma acidofilo. Os endcitos sdo considerados analogos aos hepatocitos de
mamiferos, pois partilham genes homologos, que codificam o metabolismo e
processamento de lipidios e proteinas (Grigoraki; Grau-Bove; Carrington-Yates, 2020).
Essas células apresentam nucleo central, muitas mitocondrias, reticulo endoplasmatico

agranular e complexo de Golgi bem desenvolvidos, relacionados com a sintese de
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hidrocarbonetos e lipidios incorporados aos constituintes da epicuticula dos insetos (Lu
et al, 2021). Alguns carboidratos também s3o sintetizados nos endcitos e
disponibilizados na hemolinfa dos insetos. Essas células também apresentam granulos
lipidicos, proteicos e de glicogénio em seu citoplasma (Skowronek; Wojcik; Strachecka,
2021). Os endcitos sao distribuidos por todo o corpo gorduroso € menos abundantes em
comparag¢do aos trofocitos. Outra funcao de grande importancia desse grupo celular sdao
os processos envolvendo a desintoxicacao e regulacdo da composicao da hemolinfa (Hsu;

Weng, 2021).

Diferentemente de outros insetos, as abelhas ndo apresentam muitos grupos de
genes relacionados com a desintoxicac¢do substancias toxicas e geralmente apresentam
metade dos grupos de genes em comparacdo com outros insetos. As enzimas da familia
do citocromo P450 estdo relacionadas com a neutralizacdo de agrotdxicos e outros
compostos quimicos e sdo sintetizadas principalmente pelos endcitos (Darragh; Nelson;
Ramirez, 2021). A neutralizacdo de substancias toxicas esta relacionada com a ativacao
do citocromo P450, associado com a resisténcia a agrotoxicos (Haas ef al., 2022). O
citocromo P450 ¢ uma grande superfamilia de heme proteinas encontradas nos
metazodarios, nas bactérias, arqueas e eucariotos (Haas et al., 2022), responsaveis pela
neutralizacdo de substancias toxicas por meio de reacdes oxidativas (Haas ef al., 2022;
Haas; Nauen, 2021). Existe enorme diversidade entre essas enzimas, em que 0 grupo
CYP3 ¢ o maior e mais dindmico em insetos e frequentemente ligado a resisténcia e
metabolizacao de substancias toxicas. Assim, qualquer xenobidtico torna-se um substrato
para essas enzimas, que atuam sobre compostos endogenos, como acidos graxos €
hormdnios esterdides, e exdgenos, como os agrotoxicos (Darragh; Nelson; Ramirez,
2021). Embora o processo de biotransformacao realizada pelos endcitos seja de grande
importancia para a sobrevivéncia dos insetos, a a¢do do citocromo P450 também pode
causar danos ao organismo, como a formacao de metabdlitos toxicos e alteragdes no
padrdo de inducdo de enzimas que podem ter impacto na metabolizacdo de outras

substancias toxicas (Hayward; Hunt; Haas, 2024).

As células pericardicas sdo de origem mesodérmica, apresentam membrana
plasmatica com muitas invaginagdes, formando extenso labirinto periférico do qual
brotam vesiculas endociticas. A fungdo dessas células ¢ a filtragem e neutralizagcdo de
substancias da hemolinfa (Inoue et al., 2022; Zavodska; Sehadova, 2023). Substancias

que os tubulos de Malpighi ndo excretaram podem ser toxicas para o organismo dos
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insetos. As células pericardicas neutralizam essas substancias, retornando os metabolitos
para hemolinfa em condigdes a serem excretados novamente pelos tibulos de Malpighi
(Zavodska; Sehadova, 2023). Essas células localizam-se em corddes ao redor do vaso
dorsal, espalhadas entre o corpo gorduroso. A medida que efetuam a filtragdo, as células
pericardicas entram em estagios de ativacdo mediante os vacuolos formados por sua
atividade pinocitica (Kaabeche et al., 2024). Desta forma, as células pericardicas podem

ser classificadas em diferentes estagios de ativacao (Abdalla; Domingues, 2015).

As células pericardicas podem ser classificadas em quatro estagios de ativagao.
No estagio I, apresentam arranjo epitélioide, sdo colunares, com nucleo central e nao
apresentam vacuolos citoplasmaticos. No estadio II, ocorre a presenga de pequenos
vacuolos que fundem, fazendo com que a 4rea celular aumente de tamanho. O estagio I11
caracteriza-se por um vacuolo central maior e poucos periféricos pequenos, ocorrendo
um pequeno deslocamento do nticleo para a periferia da célula. No estagio IV, as células
sdo maiores, apresentam contorno irregular e um grande vacuolo ocupa quase toda a area
da célula, o que causa o deslocamento do nucleo para a periferia do citoplasma. Nesta
fase, as células adquirem capacidade maxima de absor¢ao de substancias da hemolinfa
(Abdalla; Domingues, 2015). As células pericardicas respondem rapidamente a exposicao
a toxicantes. Entretanto, se o estagio IV for atingido, a parede muscular do vaso dorsal ¢
afetada e as abelhas podem morrer (Abdalla; Domingues, 2015). Por outro lado, a
atividade pinocitica executada continuamente, principalmente devido a exposi¢do a
agrotoxicos, também pode causar danos ao organismo da abelha, mesmo as células
pericardicas ndo atingindo o estagio IV de ativagdo. A atividade constante das células
pericardicas também pode ser prejudicial ao organismo das abelhas, pois pode desidraté-
las, retirando 4gua e uma variedade de nutrientes que poderiam ser utilizados por outras

células e tecidos (Abdalla; Domingues, 2015; Domingues et al., 2017).

O SHN ¢ a primeira barreira para neutralizacdo de compostos quimicos presentes
no organismo dos insetos. Todas as células do SHN respondem em sincronizagdo em uma
série temporal de eventos (Abdalla; Domingues, 2015; Inoue et al., 2022). Abdalla e
Domingues (2015) observaram que se o corpo gorduroso colapsar pela exposi¢ao ao
cadmio, as células pericardicas sdo ativadas. Esses eventos ndo ocorrem ao mesmo tempo,
primeiro as células do corpo gorduroso colapsam e, em seguida, as células pericardicas

sao ativadas, alcancando os estadios III ou IV, dependendo da toxicidade da substancia.
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A ativagdo do sistema imunitario, por meio dos hemdocitos, ¢ constante ao longo de todo

processo de intoxicacdo (Abdalla; Domingues, 2015).

2.2.12. Biomarcadores de Efeito

A avaliacdo da toxicidade de doses letais dos agrotoxicos € estimada nas
Avaliagdes de Risco, que normalmente negligenciam os efeitos das doses subletais
(Astolfi et al., 2022). Dessa forma, ¢ necessaria a utilizacdo de biomarcadores de efeito,
originalmente definidos como qualquer alteracdo bioquimica, morfoldgica, histologica,
fisiologica e comportamental frente ao estresse ambiental (NRC, 1987; Nicewicz et al.,
2021). A analise dos efeitos do fipronil sobre as células de um determinado 6rgao pode
fornecer informagdes sobre a toxicidade do agrotoxico e possibilita concluir se
determinada exposi¢do prejudica as abelhas (Abdalla; Domingues, 2015). Nesse
contexto, a atual pesquisa faz-se necessaria mediante a escassez de trabalhos envolvendo
o efeito subletal do fipronil sobre as abelhas do género Bombus. Os efeitos desse
agrotoxico sdo bem documentados para outras espécies de abelhas, principalmente para
A. mellifera. A auséncia de pesquisas relacionadas com efeitos subletais de pesticidas
sobre as abelhas do género Bombus representa uma lacuna importante na literatura
cientifica para o entendimento da a¢@o toxicologica dos agrotoxicos e os danos ambientais

sobre os biomas brasileiros (Abdalla; Domingues, 2015; Nogueira ef al., 2019).

Um exemplo da utilizagdo de biomarcadores para estimar os efeitos toxicologicos
dos agrotoxicos foi realizado por Abdalla ef al. (2018) para avaliar os efeitos da exposi¢ao
de 1 uL L' de Cloreto de cadmio sobre as células do ovario de B. morio, concentragio
considerada segura pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA). A espécie
B. morio ¢ filogeneticamente proxima de B. atratus e o ciclo das colonias das duas
espécies € similar. Os pesquisadores demonstraram, por meio de andlise morfologica, que
o epitélio folicular dos ovarios foi desestruturado, com células foliculares organizadas em
aglomerados ou ausentes e com cromatina condensada e fragmentada. A morte dessas
células pode resultar em morte ou dano para todo foliculo, que podem levar complicagdes
para todo o ciclo biolégico das colonias de B. morio. Os pesquisadores concluiram que a
exposic¢ao ao cadmio poderia prejudicar gravemente a aptidao dos individuos de operarias
de B. morio. Assim, a utilizagdo do biomarcador mostrou-se eficaz para avaliar os efeitos

subletais do cadmio sobre os polinizadores.
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2.2.13. Concentracoes de Fipronil Estimadas em Campo

Muitos estudos ja foram conduzidos para avaliar as concentragdes realisticas de
agrotoxicos encontradas em campo (Sgolastra et al, 2018). O percentual de amostras
contaminadas ¢ o nimero de agrotoxicos utilizados variam anualmente entre paises. A
presenca de agrotoxicos em produtos como polen e néctar esta associada a quantidade de
principios ativos legalizados em diferentes paises (Toselli; Sgolastra, 2020). Em relagdo
ao fipronil, o levantamento bibliografico demonstrou que, de forma genérica, a variagdo
da concentragio em 4guas doces ocorre na faixa de 5x10“% uL L'a 2 pL L', Em
escoamento residual urbano, apresenta uma média de 204x107 a 44x102 pL L. Em
estagdes de tratamento de dguas residuais as concentragcdes podem variar de 1,388 uL L~
'a 31x10° pL L'. Em 4gua potavel o fipronil foi ocasionalmente encontrado em uma
média de 4x102 pL L''. Em campos irrigados com 4guas subterrineas, as concentragdes
méximas foram encontradas na faixa de 3,44 puL L. A bioacumulagdo em diversos
organismos bioldgicos foi registrada e as concentragdes em tecidos animais sdo
semelhantes as encontradas no ambiente. Dessa forma, embora a exposi¢do inicial de
organismos no ambiente ndo atinja valores de ecotoxicidade, a exposi¢do repetida, tanto
em sua forma original quanto aos seus subprodutos, pode levar a sua bioacumulagdo

(Pino-Ortin et al., 2021).

Stoner e Eitzer (2013) realizaram uma revisao sobre estudos relacionados com o
predominio dos principais agrotdxicos encontrados em residuos como mel e pélen em
colmeias de 4. mellifera. O estudo foi baseado no declinio anuais de populacdes relatados
globalmente. Para avaliar o risco dos agrotdxicos no polen em relacao a toxicidade aguda
para abelhas, os pesquisadores determinaram o Quociente de Risco de Poélen (PHQ),
baseado na concentracdo de residuos de agrotoxicos no pdlen/DLso. A formula foi usada
como padrdo para todos os dados de pdlen, o que permitiu uma triagem eficiente para
riscos causados pelo agrotdxico. Dessa maneira, 70 agrotoxicos foram detectados,
incluindo o fipronil. O valor maximo de fipronil encontrados nas amostras pelos
pesquisadores foi de 3,5 uL L', valor minimo de 2,0 uL L}, com valor médio de 2,8 L

L.

Diversos trabalhos ecotoxicologicos relacionados com exposi¢des ao fipronil
utilizaram as doses mencionadas. O trabalho realizado por Zaluski ef al. (2017) avaliou a
relagdo de concentragdes encontradas em campo de fipronil e piraclostrobina sobre as

células de glandulas mandibulares e hipofaringeas de A. mellifera. A concentragdo de
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fipronil utilizada na pesquisa foi de 2,5 uL L', e os pesquisadores destacaram ser a mais
proxima em que os polinizadores sdo expostos em campo durante a coleta de poélen. A
concentragdo utilizada foi baseada em revisdes sobre o fipronil efetuadas pela Autoridade
Europeia para a Seguranca Alimentar — EFSA (EFSA, 2013) e por Bernal ef al. (2010)
para avaliar os residuos de agrotoxicos no pélen em colonias de 4. mellifera, devido a
observagao de declinio populacional dessas abelhas na Espanha. Zaluski et al. (2017)
concluiram que a exposicdo ao fipronil causou danos as glandulas mandibulares e

hipofaringeas, prejudicando a digestao e absor¢ao de nutrientes.

Baseados nos trabalhos de Stoner e Eitzer (2013) e Zaluski et al. (2017) e em
trabalhos que utilizaram biomarcadores para analisar a toxicidade de concentragdes
subletais de agrotoxicos sobre as abelhas do género Bombus (Abdalla; Domingues, 2015),
a atual pesquisa utilizou biomarcadores de efeito para analisar os efeitos da exposigao a
1,5uL Lt 2,5 uL L e 3,5 uL L! de fipronil, atendendo um amplo espectro de variagdes
de doses diluidas para pulverizagdo de culturas agricolas e encontradas no poélen das
amostras de campo. Os trabalhos toxicologicos encontrados na literatura sobre exposi¢ao
a doses subletais de fipronil em espécies de abelhas utilizaram variagdes similares as
doses utilizadas na atual pesquisa a fim de obter um cenario realistico em relacdo as
exposicoes observadas em campo. Dessa forma, a atual pesquisa tem como hipotese que
a variacdo das concentrag¢des subletais de fipronil encontradas em campo (1,5 pL L, 2,5
uL L'e 3,5 uL L!) sejam capazes de causar danos estruturais e metabolicos sobre as

células do SHN (trofocitos, endcitos e c€lulas pericardicas) de B. atratus.

2.2.14. Objetivos

O atual trabalho realizou um levantamento da problematica da utilizagdo dos
agrotoxicos como o fipronil, de forma inadequada e ndo racionalizada, assim como a
forma como concentragdes subletais utilizados em sistemas agricolas podem prejudicar o
organismo de espécies de abelhas nativas, principalmente espécies do género Bombus

encontradas em territorio nacional, como B. atratus.
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3. CAPITULO 2 - MULTIPLOS BIOMARCADORES PARA AVALIACAO DOS
EFEITOS SUBLETAIS DO FIPRONIL SOBRE CELULAS DO SISTEMA
HEPATONEFROCITICO

RESUMO

O fipronil causa efeitos toxicologicos para o organismo das abelhas nativas. Assim, a
atual pesquisa avaliou os efeitos de concentragdes subletais do fipronil sobre as células
do SHN de operarias de B. atratus, por meio das analises de multiplos biomarcadores.
Dessa forma, 232 individuos de B. atratus foram coletados, permanecendo em laboratorio
a26°C e 70% de umidade relativa, durante 96 horas. Para o grupo controle foi fornecido
solugdo de sacarose (70%) como alimento e 2mL de &4gua mineral. Aos grupos
experimentais, alimento e exposi¢des a 1,5 uL L™, 2,5 pL L' e 3,5 uL L! de fipronil. Os
resultados da andlise morfoldgica indicaram danos celulares de trofdcitos e endcitos,
enquanto as células pericardicas apresentaram estagios II e I1I de ativagao. A morfometria
indicou diminui¢do da 4area de trofocitos e endcitos expostos a 2,5 uL L't e 3,5 uL L1 (P
< 0,0001), enquanto as células pericardicas apresentaram aumento area celular em todas
as exposi¢des analisadas (P <0,0001). A anélise genotdxica indicou que o fipronil causou
danos mais intensos ao material genético para as exposi¢des a 2,5 uL L'e 3,5 uL L' (P
< 0,0001). A analise histoquimica de fluorescéncia indicou fragmentacdo da cromatina
para as mesmas concentragdes. As analises histoquimicas indicaram que ndo ocorreu
variagdo dos conteudos de glicogénio e triglicerideos, enquanto o contetido de proteinas
diminuiu em trofécitos e células pericardicas. A pesquisa concluiu que as concentragdes
subletais de fipronil encontradas em campo apresentaram potencial para prejudicar o
organismo de forrageias de B. atratus.

Palavras-chave: agrotoxicos; toxicologia; trofocitos; endcitos; células pericardicas.
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ABSTRACT

Fipronil causes toxicological effects on native bees. Therefore, the current study
evaluated the effects of sublethal concentrations of fipronil on the SHN cells of B. atratus
workers through multiple biomarker analyses. Thus, 232 B. atratus individuals were
collected and kept in the laboratory at 26°C and 70% relative humidity for 96 hours. The
control group was provided with a 70% sucrose solution and 2 mL of mineral water. The
experimental groups received food and were exposed to 1.5 uL L, 2.5 pL L', and 3.5
uL L' of fipronil. The results of the morphological analysis indicated cellular damage to
trophocytes and oenocytes, while pericardial cells showed stages II and III of activation.
Morphometry indicated a decrease in the area of trophocytes and oenocytes exposed to
2.5uL L'and 3.5 uL L' (P <0.0001), while pericardial cells showed an increase in cell
area at all exposures analyzed (P < 0.0001). Genotoxic analysis indicated that fipronil
caused more intense damage to genetic material at 2.5 uL L' and 3.5 uL L' (P <0.0001).
Fluorescence histochemical analysis indicated chromatin fragmentation at the same
concentrations. Histochemical analyses indicated no variation in glycogen and
triglyceride contents, while protein content decreased in trophocytes and pericardial cells.
The study concluded that sublethal concentrations of fipronil found in the field had the
potential to harm the foraging organism of B. atratus.

Keywords: pesticides; toxicology; trophocytes; oenocytes; pericardial cells.
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3.1. INTRODUCAO

A atual pesquisa utilizard multiplos biomarcadores para analisar os danos
celulares causados pelo fipronil sobre as células do SHN de B. atratus: anélise
morfologica, morfométrica, genotoxica, histoquimica de fluorescéncia e histoquimicas.
As células do SHN s3o a primeira linha de barreira contra substancias toxicas com
capacidade para prejudicar o organismo dos insetos (Abdalla; Domingues, 2015). A
importancia da andlise das células do SHN envolvendo a exposi¢do de agrotoxicos foi
inicialmente abordado por Abdalla ¢ Domingues (2015) e representa um marco para
pesquisas ecotoxicoldgicas. Os pesquisadores atribuiram a analise das células do SHN
como uma ferramenta chave para avaliar a toxicidade de agrotoxicos, visto que as células
desempenham fungdes metabolicas e de neutralizagdo de substincias, de forma
imprescindivel para manutencdo da homeostase dos insetos. As analises dos
biomarcadores apontarao conclusdes inéditas sobre o efeito de doses subletais do fipronil
sobre o organismo das abelhas forrageiras de B. atratus. Desta forma, a analise
morfoldgica revelara os danos em estruturas celulares causados pela agdo do fipronil, a
analise morfométrica revelara a variagdo da area superficial celular, as analises
genotodxica e histoquimica de fluorescéncia avaliardo os danos causados sobre o material
genético das células do SHN, as andlises histoquimicas avaliardo, por fim, as alteragdes

metabolicas por meio da analise dos conteudos de glicogénio, proteinas e triglicerideos.

Caso os efeitos das concentragdes subletais de fipronil encontradas em campo
forem prejudiciais para as células do SHN de B. atratus, ficara demonstrado que a aptidao
das abelhas podera ser prejudicada, assim como a polinizagao das plantas. Os resultados
e conclusdo da pesquisa poderdo ser utilizados para formulagdo de novas diretrizes a fim
de conservar as espécies de Bombus nas Américas. E importante ressaltar que a grande
parte das publicagdes cientificas sobre o efeito subletais de agrotoxicos sobre os 6rgaos
internos de abelhas nativas do género Bombus ¢ realizada pelo Laboratério de Biologia
Estrutural e Funcional (LaBEF) da UFSCar, campus Sorocaba. A conservacao dessas

abelhas sempre foi o objetivo dos trabalhos realizados pelo laboratorio.
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3.2. REVISAO DA LITERATURA

3.2.1. Analises Morfolégica e Morfométrica

A analise morfologica e morfométrica sao ferramentas fundamentais para avaliar
os danos celulares e histologicos causados pela agdo das doses subletais de agrotoxicos.
O principio da analise morfologica seréa diferenciar estruturas celulares basofilas coradas
pela hematoxilina e estruturas celulares acidéfilas coradas pela eosina. A técnica de
coloragdo HE ¢ muito comum em pesquisas histologicas e muito eficaz para a
compreensao dos danos celulares causados pela agao de substancias quimicas. De forma
complementar, a analise morfométrica também seré realizada com as laminas coradas
com HE para realizacdo da andlise das areas celulares. Caso os agrotdxicos causem
alteracdes na area das células analisadas, em decorréncia de injurias em estruturas
celulares, a medi¢ao das areas realizada pela analise morfométrica identificara essa a

variagdo de forma estatistica.

3.2.2. Analise Genotoxica

Os danos genotdxicos causados pelos efeitos subletais de agrotdxicos podem
resultar em anomalias congénitas, carcinogénese e disfun¢des reprodutivas no organismo
das abelhas, prejudicando a integridade e o ciclo celular ao comprometer os processos de
transcricdo e traducdo essenciais para manutencao das atividades celulares (Ceschi-
Bertoli et al., 2020; Boeing et al., 2024). Em contrapartida, existem mecanismos celulares
de reparo aos danos genotdxicos que restabelecem as capacidades fisiologicas no
organismo das abelhas (Wallig; Janovitz, 2022). No entanto, a capacidade de resiliéncia
das células pode ser ineficaz em relagdo a toxicidade do agrotdxico. Diversos grupos
biologicos demonstraram efeitos genotoxicos do fipronil causados pela formagdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), que induziram danos estruturais na molécula de
DNA (Provase et al., 2024). Assim, a pesquisa realizard a analise dos efeitos genotdxicos
do fipronil sobre as células do SHN para evidenciar o quadro toxicologico do fipronil em
B. atratus. A atual pesquisa realizara analise genotoxica por meio do Ensaio Cometa,
técnica adequada para estudos em diversos grupos biologicos, incluindo anfibios,

moluscos, anelideos, insetos e plantas (Ceschi-Bertoli et al., 2020).

O Ensaio Cometa foi inicialmente descrito por Ostling e Johanson (1984) como

técnica para avaliar e quantificar os danos ao DNA resultantes da agdo de espécies
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reativas de oxigénio (ROS). A técnica apresenta aplicagdes em testes de genotoxicidade,
adequado para uso em experimentos com animais (Ceschi-Bertoli ef al., 2020). A técnica
também fornecerd informacdes sobre a conformagdo do material genético apds a
exposicao a substancias genotoxicas. O Ensaio Cometa ¢ conhecido como ensaio de
eletroforese em gel de célula tnica (SCGE) (Gastelbondo-Pastrana et al., 2019). A técnica
apresenta vantagens como baixo custo, necessidade de pequena quantidade de amostra e
precisdo na avaliacdo de efeitos genotdxicos de substancias como os agrotoxicos
(Afanasieva; Sivolob, 2018). A aplicagdao do Ensaio Cometa ¢ relativamente rapida, mas
apresenta alguns estagios para realizar o preparo das amostras. Portanto, sua simplicidade
¢ enganosa, pois ¢ preciso ter cuidado com os detalhes praticos da técnica. Apds a
conclusdo das etapas do preparo, permanecera apenas o nucleoide, a matriz nuclear
composta pela cromatina sem as proteinas histonas. As otimizag¢des dos protocolos ao
longo do tempo tornaram o Ensaio Cometa uma técnica adequada para diversos grupos
bioldgicos (Gastelbondo-Pastrana et al., 2019; Ceschi-Bertoli et al., 2020; Boeing et al.,
2024). Em insetos, a técnica foi inicialmente aplicada em estudos com Drosophila
melanogaster e mais tarde, passou a ser utilizada em outros grupos, como as abelhas
(Ceschi-Bertoli ef al., 2020). A importancia da aplicagdo do Ensaio Cometa neste estudo
consistird em avaliar os danos sobre a molécula de DNA das células do SHN, uma vez
que os efeitos do fipronil possibilitam o surgimento de mutagdes cromossOmicas,

colocando em risco a sobrevivéncia e aptiddo dos organismos expostos.

O DNA ¢ encontrado de forma superenovelado como consequéncia das espirais
da dupla hélice da molécula ao redor das proteinas histonas no ntcleo celular (Pinto et
al., 2024). O Ensaio Cometa consiste na incorpora¢do de amostras celulares em gel de
agarose, seguido de tratamento com solugdo de lise para remog¢do das membranas
plasmaticas e proteinas. Assim, somente os nucleoides sdo incorporados ao gel, ou seja,
a cromatina nuclear sem a carioteca e as proteinas histonas. Em seguida, as 1aminas com
os nucleoides sdo submetidas a tratamento alcalino e eletroforese, que possibilita a
migracdo da molécula de DNA em dire¢do ao anodo da placa de eletroforese (Ceschi-
Bertoli et al., 2020; Boeing et al., 2024). Apesar das proteinas histonas serem removidas,
o superenrolamento permanece, formando “loops” de DNA no gel de agarose. Uma
ruptura da fita causada pela a¢do de substancias toxicas distende o superenrolamento e os
“loops” quebrados se estendem em direcdo ao dnodo da placa durante a eletroforese,

formando uma “cauda” quando a lamina ¢ submetida a eletroforese alcalina. O material
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genético ¢ atraido somente se houver danos estruturais na molécula (Collins, 2014;
Ceschi-Bertoli et al., 2020). A cauda formada pode ser visualizada por microscopia de
fluorescéncia apds a aplicagdo de um fluoréforo que se liga ao DNA, como o 4',6-
diamidino-2-fenilindol, o DAPI. Portanto, a fluorescéncia ¢ dependente da estrutura de
fita dupla da molécula de DNA (Collins, 2004) e o Ensaio Cometa ¢ baseado na
capacidade de distender o superenrolamento da molécula (Ueda, 2020). Quanto maior o
efeito genotoxico do agrotoxico sobre o material genético, mais loops serdo formados, e
mais proeminente sera a cauda do cometa visualizada posteriormente (Collins, 2004;
Ueda, 2020). As imagens resultantes passam a ser denominadas “cometas”. O material
genético sem danos estruturais ndo apresenta cauda no gel de agarose (Ueda, 2020;

Collins et al., 2023; Provase et al., 2024).

A anélise do Ensaio Cometa também permitird identificar e classificar o tamanho
das caudas dos cometas em niveis de danos, divididos em cinco categorias (Collins,
2004). Os cometas classificados em nivel 0 apresentardo DNA integro por apresentarem
nucleoides sem cauda, enquanto os niveis 1 a 3 corresponderdao aos cometas com
intensidades de danos maiores ¢ o nivel 4 correspondera ao maior nivel de dano na
estrutura do DNA (Gunasekarana; Raj; Chand, 2015; Cesqui-Bertoli et al., 2020). A etapa
de classificacdo dos niveis de danos sera realizada sem distingdo dos grupos celulares
(trofocitos, enocitos e células pericardicas). Os nucleoides marcados pelo DAPI dos trés
grupos celulares estardo presentes e distribuidos de forma aleatoria nas fotomicrografias,
de forma que a nao ocorrerd a identificagdo de um grupo celular especifico para realizar
a classificacao dos niveis de dano. Assim, a classificacao ocorrera com os nucleoides dos
trés grupos celulares. Apos a classificacdo dos niveis de danos do grupo controle e
expostos a 1,5 uL L1, 2,5 uL L' e 3,5 pL L' de fipronil, ser realizado o calculo dos
parametros quantitativos (indice de dano, dano total e frequéncia de dano), enquanto a
analise estatistica dos resultados serd realizada por meio dos dados do dano total. Os
resultados obtidos fornecerdo compreensdo sobre os efeitos genotdxicos das doses do

fipronil avaliadas na pesquisa sobre as células do SHN.
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3.2.3. Analise Histoquimica de Fluorescéncia

A anélise histoquimica de fluorescéncia sera realizada por meio da técnica de
coloragao Acridine Orange (AO). A analise genotdxica sera importante para compreensao
dos danos ao material genético causado pela exposi¢do a agentes toxicos. Outro teste de
genotoxicidade a ser efetuado para complementar os resultados obtidos pelo Ensaio
Cometa serd a realizagdo da analise histoquimica de fluorescéncia por meio do corante
fluorescente AO. O AO ¢ uma técnica rapida e de baixo custo para analisar o metabolismo
de acidos nucleicos (Ribble et al., 2005) e representa uma importante ferramenta para
esclarecer os efeitos genotoxicos causados pela exposicdo de substincias toxicas sobre o
material genético. Dessa forma, caso ocorram danos estruturais sobre DNA, causando
fragmentacdo da dupla fita helicoidal molecular, fragmentos com fita simples serdo
formados. Estes poderdo ser marcados e identificados por meio do AO (Byvaltsev et al.,

2019).

O AO ¢ um membro da classe dos xantenos, corantes organicos catidnicos,
caracterizados por uma fluorescéncia brilhante, com estrutura molecular aromatica
(Byvaltsev et al, 2019; Aliyeva; Azizkhanli, 2023). Os primeiros corantes que
envolveram essa classe foram extraidos do alcatrdao no século XIX e utilizados por
determinado tempo na industria téxtil e mais tarde, em estudos cientificos. Até o periodo
da Primeira Grande Guerra Mundial, os corantes acridines também foram utilizados como
antimicrobianos, periodo antecessor a penicilina (Wainwright, 2001). Os corantes
fluorescentes, ou fluor6foros, como o AO, sdo capazes de formar complexos ou
conjugados por meio de ligacdes com moléculas de acidos nucleicos, sendo
frequentemente utilizados em estudos celulares e histologicos (Kulyk et al., 2022). A
aplicacdo de AO em pesquisas biologicas iniciou-se em exames clinicos para
identificacdo de bactérias (Byvaltsev et al., 2019). Por sua caracteristica fotodindmica
sobre as moléculas de acidos nucleicos, atualmente o AO também é utilizado em
pesquisas toxicologicas e em experimentos Opticos (Kostjukova, 2021; Kulyk et al.,
2022), devido a sua propriedade em estabelecer ligacdes quimicas com diversas

moléculas organicas (Kostjukova, 2021).

A caracteristica fundamental do AO e base de sua utilizacdo em estudos
histolégicos como sonda dptica € o metacromismo (Darzynkiewicz, 1990). As moléculas
do AO apresentam emissdo de fluorescéncia na faixa de 514 nm. Ao estabeleceram

ligagdes com moléculas da dupla hélices de DNA, as moléculas do AO alteram a emissao
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de sua fluorescéncia para 530 nm, fazendo com que o DNA apresente fluorescéncia na
cor verde ou amarela (Collins, 2004; Byvaltsev et al., 2019). O mesmo ocorre ao
estabelecer ligacdes com as moléculas de fita simples de RNA, em que sua fluorescéncia
¢ alterada para até¢ 640 nm, resultando em emissao de fluorescéncia na cor laranja ou
vermelha quando visualizado no microscopio Optico de fluorescéncia (Collins, 2004;
Byvaltsev et al., 2019). Assim, a absor¢ao e emissdo maxima de fluorescéncia depende
de moléculas associadas ao AO (Kusuzaki et al., 2014). Células marcadas pelo AO
normalmente apresentam nucleos verdes, pela associagdo com moléculas de DNA, e
citoplasma levemente laranja, pela associagdo com moléculas de RNA (processo de
traducdo do codigo genético). A acdo genotoxica de agrotoxicos pode causar rupturas nas
moléculas de DNA, que passam a apresentar fitas simples, semelhantes ao RNA. Ao
serem marcadas pelo AO, as moléculas de DNA podem emitir fluorescéncia na cor
vermelha, indicativo de danos estruturais sobre o material genético (Darzynkiewicz,

1990; Byvaltsev et al., 2019).

3.2.4. Analises Histoquimicas

As analises histoquimicas serdo realizadas por meio das técnicas PAS, Azul de

Bromofenol e Sudan Black.
I) Azul de Bromofenol - detec¢do de proteinas totais (Pearse, 1960);

1) PAS (Acido Periodico e Reativo de Schiff) - detecio de glicoconjugados neutros
(Mcmanus, 1946);

[IT) Sudan Black - deteccao de lipidios (Lison, 1934).

A homeostase metabolica ¢ essencial para a vida em todos os organismos
biologicos por meio de reagdes anabolicas e catabolicas. No organismo dos insetos, 0s
conteudos energéticos sao armazenados principalmente na forma de glicogénio,
triglicerideos e proteinas, que atuardo para suprir a demanda energética destes animais. O
equilibrio entre armazenamento e liberagdo de energia ¢ essencial para a sobrevivéncia
do organismo e ¢ regulado em resposta a disponibilidade e demanda energética (Scofield,
Amdam, 2024). Quando a energia ¢ abundante nas cé€lulas, ocorre o armazenamento na
forma de glicogénio e triglicerideos, utilizados em atividades que demandam gasto

energético, como o forrageio. Em situagdes de escassez de alimento, a medida que o
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conteudo de glicose e de lipidios sdo utilizados e diminuem, conteudos proteicos podem
ser utilizados para sintese de glicose via gliconeogénese (Renne; Hariri, 2021;
Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021). Como essas trés classes moleculares sio
observadas nas células do corpo gorduroso e nas células pericardicas dos insetos, a agao
do fipronil poderia prejudicar o armazenamento ou a disponibilidade destes recursos
energéticos para o organismo das abelhas. Assim, a atual pesquisa realizou a andlise
histoquimica das células do SHN para avaliar o conteudo citoplasmatico de glicogénio
por meio da técnica de coloragdo PAS; proteinas, por meio da técnica Azul de

Bromofenol; e triglicerideos, por meio da técnica Sudan Black

A conversao de glicose em glicogénio € realizada para acumular suprimentos para
sobrevivéncia das abelhas em situagdes que necessitam de gastos energéticos, como a
atividade de voo (Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021). O glicogénio ¢ armazenado no
tecido muscular ¢ no corpo gorduroso dos insetos (Skowronek; Wojcik; Strachecka,
2021) e rapidamente convertido em glicose para atender as demandas energéticas das
abelhas (Ralton et al., 2021). A glicose também pode ser utilizada para sintetizar
polissacarideos que sao utilizados para formar a quitina do exoesqueleto desses animais

(Lockey, 1988).

Proteinas e aminodcidos desempenham fungdes essenciais para o organismo
bioldgicos como componentes de estruturas celulares, como fonte de energia das células,
e para a sintese de enzimas, hormonios, neurotransmissores, entre outros grupos
moleculares fundamentais para manutengao das atividades metabdlicas do organismo
(Liu et al., 2020). O metabolismo de proteinas ¢ controlado pelos hormodnios 20-
Hidroxiecdisona (20E) e pelo Hormoénio Juvenil (JH), os mesmos que regulam a
metamorfose dos insetos. Portanto, as reservas proteicas geralmente sdo utilizadas
durante a metamorfose, quando os insetos mais utilizam recursos energéticos estocados
em suas células, principalmente no ultimo estagio larval antes da metamorfose
(Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021). A reserva celular de proteinas também contribui
para sobrevivéncia dos insetos em periodos de escassez de alimentos (Oliveira; Cruz-
Landim, 2003). Os aminoacidos podem ser utilizados em processos da via
gliconeogénica, ou seja, na producdo glicose a partir de substratos que ndo sdo
carboidratos. O processo ¢ de grande importancia em situagcdes de demanda energética
prolongada ou em situagdes de baixa disponibilidade de glicogénio ou triglicerideos

(Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021).
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Os lipidios sdo as moléculas mais abundantes estocadas no corpo gorduroso,
sendo que mais de 90% estdo na forma de triglicerideos. Em condi¢des de estresse
energético, os lipidios também sdo utilizados para atender as necessidades energéticas do
organismo das abelhas (Scofield; Amdam, 2024). Essas moléculas sdo sintetizadas a
partir da metabolizacao de carboidratos e proteinas ou obtidas por meio da alimentagao
(Brejcha et al., 2023). Quando os triglicerideos estocados nas células sdo utilizados para
atender as demandas energéticas do organismo dos insetos, ocorre sua liberacdo para
hemolinfa na forma de diacilglicerol e o transporte para os tecidos por meio de
lipoforinas, proteinas presentes em insetos e responsaveis pelo transporte de lipidios na
hemolinfa (Kovalskyi; Zhmur, 2024). O diacilglicerol ¢ entdo hidrolisado em &cidos
graxos utilizados para o fornecimento de energia (Arrese; Soulages, 2010) e também estio
envolvidos como precursores para a sintese de eicosanoides, feromonios, fosfolipidios e

cera (Heier; Kiihnlein, 2018).

3.2.5. Objetivos

A pesquisa tem como hipotese que as concentracdes subletais de fipronil
encontradas em campo possam causar danos sobre as células do SHN de B. atratus, o que
poderia afetar o organismo e a aptiddo das abelhas. A pesquisa teve como objetivo
analisar os efeitos subletais do fipronil em concentragdes estimadas em campo, que
variam de 1,5 uL L', 2,5 uL L' e 3,5 uL L"!, sobre as células do SHN de operarias
campeiras de B. atratus. Assim, a atual pesquisa realizard a analise das células do SHN
por meio da utilizagdo de multiplos biomarcadores de efeito, como analise morfologica,
morfométrica, genotodxica, histoquimica de fluorescéncia e histoquimicas, de trofocitos,

endcitos e células pericardicas de B. atratus.
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3.3. MATERIAL E METODOS

3.3.1. Delineamento Experimental

3.3.1.1. Local de Coleta

A coleta das abelhas ocorreu no campus da Universidade Federal de Sao Carlos,
pois o entorno da area é caracterizado pela presenca de sistemas agricolas e as colonias
de B. atratus encontravam-se em fragmentos de mata entre os sistemas agricolas (Fig. 9).
As abelhas do género Bombus sdo capazes de realizar forrageio em d4reas de
aproximadamente 8 km de distancia da colonia (Crowther et al., 2019). Portanto, os
individuos coletados eram capazes de deslocarem-se até as areas do entorno ao campus
da universidade, que apresenta areas com cultivo de milho e pecuéria. Assim, a pesquisa
também pode avaliar se as abelhas do local de coleta eram expostas aos agrotoxicos nas
areas do entorno, uma vez que as células do grupo controle poderiam apresentar algum

indicio de dano celular.

Figura 9 — Local de Coleta e Entorno
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Figura 9 - Local de Coleta e Area de Entorno. A seta representa o local de coleta na Universidade Federal
de Sao Carlos, campus Sorocaba. Os asteriscos indicam as areas agricolas e criagdo de gado do entorno.
Fonte: elaborada pelo proprio autor.
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3.3.1.2. Coleta das Abelhas

Os individuos da espécie B. atratus foram coletados nos fragmentos de Mata
Atlantica e Cerrado, nos meses de janeiro, fevereiro € margo, na area que compreende o
campus de Sorocaba (SP) da UFSCar (23°34'53.1"S 47°31'29.5"W), nos periodos entre
2021 a 2024. Foram coletados 232 individuos de B. atratus. As operarias que realizavam
forrageio foram coletadas por meio de rede entomologica, transferidas para tubos Falcon
(50 mL), e colocadas em uma caixa térmica, para depois serem transportadas e mantidas

em laboratorio com temperatura de 25°C.

No Laboratério de Biologia Estrutural e Funcional (LaBEF), UFSCar, campus
Sorocaba (SP), as abelhas foram mantidas isoladas em caixas entomoldgicas de madeira
(16x12x10 cm), em estufa B.O.D., a 26°C e umidade relativa de 70%, no escuro (OECD,
2017b), seguindo os protocolos preestabelecidos por Abdalla et al. (2018), Provase et al.,
(2021) e Boeing et al. (2024).

3.3.1.3. Exposicao ao Fipronil

A pesquisa analisou os efeitos de 1,5 uL L™, 2,5 pL LM e 3,5 pL L! de fipronil,
concentragdes encontradas em campo, para avaliar os efeitos toxicoldgicos do agrotoxico
sobre B. atratus. Os trabalhos encontrados na literatura sobre exposicao a doses subletais
de fipronil em espécies de abelhas utilizaram concentragdes similares as da atual pesquisa
(Stoner; Eitzer, 2013; Zaluski et al, 2017) (Fig. 10). A pesquisa foi realizada com
individuos de diferentes idades para aproximar as exposi¢oes realizadas em laboratério
com o cendrio realistico das abelhas forrageiras expostas em campo, como ocorre no
ambiente natural. Para evitar a coleta excessiva de abelhas, o n amostral foi mantido
dentro dos valores minimos estatisticamente sugeridos (Abdalla; Domingues, 2015;
Domingues et al., 2017), pois Cameron ef al. (2011) relataram declinio de populacdes das

abelhas do género Bombus no continente americano.

Os bioensaios realizados foram adaptados das diretrizes da OECD ntimero 247
para testar produtos quimicos em B. terrestris (OECD, 2017b). As caixas entomoldgicas
em que as abelhas permaneceram apresentavam dois alimentadores (3 x3 x1,5 cm)
(Instituto Nacional da Propriedade Industrial, Brasil - BR 102023003178—-1 A2), de forma
que para o controle foi ofertado alimento com solu¢do de sacarose e agua mineral e aos

grupos expostos alimento com solugdo de sacarose e solugdo de fipronil. O fipronil



81

(C12H4CLFsN4OS, CAS 120068-37-3) foi adquirido da Cymit Chemical S.L., com pureza
minima de 97,0% e massa molar de 437,14 g/mol. As caixas foram higienizadas
diariamente com o auxilio de pinga com algoddo embebido com hipoclorito de sodio
0,01%, e as reposi¢do da agua, solu¢do de fipronil e solu¢do de sacarose 70% também
eram higienizadas e repostas diariamente. As abelhas foram divididas em grupo controle
e grupos expostos, sendo que dentre os expostos houve outra subdivisdo para as
exposi¢des a 1,5 uL L, 2,5 uL LY, e 3,5 pL L' de fipronil. Ao grupo controle (n = 58)
foram fornecidos solucdo de sacarose 70% e 2 mL de 4gua mineral; aos grupos expostos
(n = 174), solucao de sacarose 70%, ¢ 2 mL de solucdo contento fipronil. As abelhas
foram mantidas nos bioensaios durante 96 horas e o volume de 2 mL ofertado foi baseado
em trabalhos anteriores realizados no LaBEF sobre o consumo diario das abelhas (OECD,

2017a; OECD, 2017b; Ceschi-Bertolli et al., 2020) (Fig. 10).
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Figura 10 — Bioensaio. Controle e grupos experimentais foram alimentados por meio de 2 mL de solugéo
de sacarose (70%). Controle foi fornecido somente 2 mL de 4gua mineral e os grupos experimentais foram

expostos a 1,5 uL L', 2,5 pL L' ou 3,5 uL L' de fipronil. Fonte: elaborada pelo proprio autor.
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3.3.1.4. Dissecc¢ao do Vaso Dorsal

Inicialmente as abelhas foram crioanestesiadas a 4°C por 5 minutos (Tutun; Sevin;
Cetintav, 2020) e seus vasos dorsais dissecados por meio de microtesouras retas € pingas
entomoldgicas sob um estereomicroscopio (Zeiss Stemi DV4). A dissec¢do foi realizada
em placa de Petri, com os 6rgdos imersos em agua destilada, seguindo as diretrizes da
OCDE (OECD, 2017a) para B. terrestris. Com o auxilio de estereomicroscopio (Leica
EZ4HD), os abddmens foram dissecados, os 6rgaos internos removidos por meio de uma
seccao longitudinal na cuticula do lado ventral e o vaso dorsal foi coletado (Fig. 11). Em
seguida, os vasos dorsais foram colocados individualmente em microtubos tipo
Eppendorf (1,5 mL) contendo solugdo fixadora tamponada (paraformaldeido 4% em
tampao cacodilato 0,1M, pH 7,4), devidamente separados e etiquetados. Apos 24 horas,
o material foi lavado duas vezes em solucdo tampao de fosfato de sodio (PBS) 0,1 M por

30 minutos.

Figura 11 — Vaso Dorsal

Figura 11 — Vaso Dorsal. Dissec¢do do vaso dorsal. (*) Legenda: seta: vaso dorsal. Fonte: elaborada pelo
préprio autor
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3.3.2. Analise Morfologica — Hematoxilina e Eosina

3.3.2.1. Preparo do Material e Emblocamento em Historesina

A analise morfologica foi realizada com n = 3 para cada tratamento (grupos
experimentais e controle). Inicialmente o material foi desidratado em concentragdes
crescentes de alcool, 15%, 30%, 50%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95% e 100% por 10 minutos
cada banho, sendo a concentragdo alcool 100% realizada duas vezes. Posteriormente, o
tecido foi imerso em solugdo de xilol + 4lcool (1:1) e em dois banhos de xilol por 10
minutos cada (Silva-Zacarin et al.,2012). Por fim, o material processado foi embebido em
historesina (10 °C) e emblocado em historesina de inclusao (historesina de embebicao
acrescida de catalisador Hardner 15 mL: 5 mL - resina JB-4 - Polysciences, Leica
Biosystems Nussloch GmbH, Heidelberg, Alemanha (Chohan; Griffin; Carrell, 2004;
Rizzi et al., 2015). Para andlise morfoldgica, n = 3 para cada tratamento (controle, e
expostos a 1,5 pL L1, 2,5 pL L e 3,5 uL L de fipronil). Apés a polimerizagdo e
confeccao dos blocos de historesina foi realizado a microtomia (micrétomo Leica® - RM
2255) para a confeccdo de laminas histologicas. Cada lamina apresentou 12 secgdes de 2

um de espessura (Fig. 12).

3.3.2.2. Técnica de Coloragao Hematoxilina e Eosina

ApOs secas a temperatura ambiente durante 24 horas, as laminas foram coradas
com hematoxilina e eosina (HE). As laminas foram hidratadas em agua destilada por 12
segundos. Assim, as laminas foram imersas em hematoxilina por 40 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, as 1aminas foram imersas em agua por 10 minutos e
lavadas em 4gua corrente por 20 minutos. Em seguida, as 1aminas foram imersas em
eosina por 13 minutos a temperatura ambiente, seguido por trés banhos de agua destilada
para remog¢ao do excesso do corante. Apds secas a temperatura ambiente, as laminas
foram seladas com ERV-Mount e analisadas por meio do microscopio Optico
(Microscopio Leica®-DM1000) através do Leica Application Suite V3.8 (LAS V3.8)
(Fig. 12).
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Figura 12 — Analise Morfoldgica
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Figura 12 — Analise Morfologica. Analise morfologica foi desenvolvida por meio de processos
envolvendo a desidratagdo alcodlica do material, emblocamento em historesina, microtomia, coloragao das
laminas histoldgicas com hematoxilina e eosina e microscopia por meio do microscopio optico comum.
Fonte: elaborada pelo proprio autor.

3.3.3. Analise Morfométrica

Ap0s as fotomicrografias das laminas com HE serem realizadas, as laminas cujos
cortes estavam na mesma altura, ou seja, regido mediana dos blocos em historesina, foram
utilizadas para mensurar as areas dos trofocitos, endcitos e células pericardicas do
controle e dos grupos expostos. A analise morfométrica foi realizada por meio do
software Fiji ImagelJ versao 1J/1,54 r (Institutos Nacionais de Saude dos EUA, Bethesda,
Maryland, EUA, disponivel em https://imagej.net/Downloads) para o delineamento das
areas de trofocitos, endcitos e células pericardicas (Fig. 13). Assim que as imagens foram
abertas e a escala ajustada para padroniza¢ao da unidade de medida. Na sequéncia, a
delimitagdo sobre as células para medi¢do das éareas foi realizada. Dessa forma, uma
tabela registrava as dareas de todas as células analisadas para os valores serem
posteriormente utilizados para analise estatistica. Foi realizado a medi¢ao da area de 100
células de cada grupo (trofocitos, enocitos e cé€lulas pericardicas), para cada tratamento

(grupos experimentais e controle).
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3.3.3.1. Estatistica da Morfometria

A tabela com as areas geradas no software Fiji ImagelJ foi transferida para outro
software, GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Prism Software, San Diego, CA, EUA). Neste
software foi inserido, de forma separada, as colunas com os dados das areas de somente
um dos grupos de células (trofocitos, enocitos ou células pericardicas) de cada tratamento.
Ao final do processo foi obtido as planilhas com as medidas das areas de cada grupo de

células do grupo controle e dos grupos expostos (Fig. 13).

No software GraphPad Prism 8.0.1, o teste de normalidade de Shapiro—Wilk foi
aplicado para analisar a distribuicao dos dados. Assim, foi realizado o teste estatistico ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de compara¢des multiplas de Dunn
para visualizar quaisquer diferengas significativas entre os grupos (controle e expostos).
A significancia estatistica foi considerada para P < 0,0001 para minimizar erros

estatisticos. A média = desvio padrao foi determinada para cada grupo (Fig. 13).
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Figura 13 — Analise Morfométrica
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Figura 13 — Analise Morfométrica. Analise morfométrica foi desenvolvida por meio de processos
envolvendo a desidratagdo alcodlica do material, emblocamento em historesina, microtomia, coloragdo das
laminas histologicas com hematoxilina ¢ eosina, microscopia por meio do microscopio optico comum,
analise morfométrica por meio do software Fiji ImageJ e analise estatistica da morfometria por meio do
software GraphPad Prism 8.0.1. Fonte: elaborada pelo proprio autor.
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3.3.4. Analise de Genotoxicidade — Ensaio Cometa

3.3.4.1. Maceramento em Solucao de Fracionamento

O protocolo utilizado no trabalho foi baseado na padronizacao do teste do ensaio
cometa aplicado em B. atratus realizado por Ceschi-Bertoli et al. (2020) com adaptagdes.
A anélise genotoxica foi realizada com n = 11 para cada tratamento (grupos experimentais
e controle). Inicialmente, os vasos dorsais armazenados em tubos tipo Eppendorf com o
fixador parafolmoldeido 4%, receberam dois banhos em tampao fosfato de sédio (PBS)
0,1M por 20 minutos cada banho. Em seguida, o material foi imerso em 100 pL de solugao
de fracionamento (250 mM de sacarose, 50 mM de Tris-HCI pH 7,4 ¢ 5 mM de MgCl)

e macerado com o auxilio de um pistao rotativo durante 30 minutos (Fig. 14).

3.3.4.2. Centrifuga¢do do Material

O material imerso na solu¢do de fracionamento foi levado ao Agitador Vortex
durante 20 minutos. Na sequéncia foi realizada a centrifugagdo a 800 G durante 20
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi separado e adicionado 150 pL de solugdo
tampao fosfato de sodio (PBS) 0,1M (Mpgller et al., 2020; Boeing et al., 2024). O material
foi entdo centrifugado a 1500 G durante 40 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o pellet (precipitado) foi suspenso em 150 pL de solucao tampao fosfato de
sodio (PBS) 0,1M. Em seguida, o pellet (precipitado) foi selecionado e adicionados 150
pL de solucao fosfato (PBS) 0,1 M. Assim, 50 pL do material foi distribuido em trés tubos
tipo Eppendorf (Ceschi-Bertolli et al., 2020; Meller et al., 2020) (Fig. 14).

3.3.4.3. Preparo das Laminas Histologicas

As laminas histologicas foram preparadas fervendo trés vezes o gel de agarose de
grau técnico genético (GTG) (0,3 g em 20 mL de solucdo salina tamponada com fosfato),
seguido pela de imersao das ldminas para formar uma fina camada de agarose (Boeing ef
al.,2024). As laminas foram secas em temperatura ambiente durante 24 horas (Moller et
al., 2020). Em seguida, a agarose de baixa eletroendosmose (LE) (0,1 g em 20 mL de
agua destilada) foi preparada da mesma forma que a agarose GTG, de forma que 45 pL
foram adicionados no tubo tipo Eppendorf com 50 pL do material (Ceschi-Bertoli et al.,
2020; Moller et al., 2020). A solugdo formada foi rapidamente transferida para lamina
tratada com agarose GTG, conforme descrito por Boeing et al. (2024). Assim, as ldminas

foram rapidamente cobertas com uma laminula para homogeneiza¢ao e mantidas a 4°C
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durante 10 minutos. Em seguida, as laminulas foram cuidadosamente retiradas (Collins,

2004) (Fig. 14).

3.3.4.4. Tratamento com Solugado de Lise e Eletroforese

As laminas histologicas foram imersas em solucao de lise (2,5 M NaCl; 100 mM
de acido etilenodiaminotetracético - EDTA; 10 mM Tris; 1% N-lauroil-sarcosina; 9% de
dimetilsulfoxido e 2% Triton X-100) durante 90 minutos a 4°C (Mgller et al., 2020). Em
seguida, as laminas receberam trés banho de dgua destilada para remocao do excesso da
solugdo (Ceschi-Bertolli ef al., 2020). Em seguida, as laminas foram colocadas na cuba
eletroforética (Kasvi — K33—-15 H, Reino Unido), com gelo ao redor para manter a
temperatura do processo. Em seguida, a solucdo de eletroforese foi adicionada (100 mM
EDTA e 0,3 M NaOH, pH 13) e as ldminas permaneceram por 30 minutos. Em seguida,
a fonte de alimentagdo eletroforética foi conectada e ajustada para 25 V e 300 mA por 15
minutos (Meller ef al., 2020). As laminas foram entdo removidas e receberam trés banhos
de agua destilada para remocao do excesso de solucdo. Por fim, as laminas foram secas

em temperatura ambiente durante 24 horas (Fig. 14).

3.3.4.5. Tratamento com Solucdo Fixadora

As laminas foram colocadas em um suporte (M920 - Stain Tray™, CA), onde
receberam a solugao fixadora (HCI 4M, Glicerol 1%, ZnSO4 7H20 0,2 M) durante 10
minutos sem contato com luz (Ceschi-Bertolli et al., 2020; Boeing et al., 2024). Em
seguida, as laminas receberam trés banhos de 4gua destilada para retirar o excesso de

solucdo e secas a temperatura ambiente durante 24 horas (Fig. 14).

3.3.4.6. Coloracao Fluorescente - DAPI

As laminas receberam 20 pL do corante fluorescente DAPI e foram cobertas com
uma laminula para homogeneizar a solu¢do durante 20 minutos. As ldminas voltaram para
o suporte (M920 - Stain Tray™, CA) sem contato com a luz. Em seguida, as laminulas
foram retiradas e as 1aminas receberam trés banhos em solucao tampao de fosfato de sodio

(PBS) 0,1 M (Ceschi-Bertolli et al., 2020). As laminas foram secas durante 24 horas e
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sem contato com a luz. Por fim, foram analisadas por meio da microscopia de

fluorescéncia (Leica®, DM1000) (Fig. 14).

3.3.4.7. Contagem de Nucleoides

As laminas histologicas foram analisadas por meio do fotomicroscopio (Leica®
DM1000). Para cada lamina, a contagem de nucleoides foi realizada a partir do
estabelecimento de quatro quadrantes (A, B, C e D). Assim, 25 nucleoides por quadrante
foram contabilizados e classificados a partir do registro iconografico. O material de cada
individuo foi distribuido em trés ladminas distintas e foi realizada a contagem de 100
nucleoides por lamina (25 nucleoides por quadrante). Dessa forma, foi realizado a
contagem de 300 nucleoides por individuo, totalizando 3300 nucleoides por grupos
tratamentos (grupos experimentais e controle) (Costa; Teixeira, 2014; Afanasieva;
Sivolob, 2018; Ceschi-Bertolli et al., 2020; Collins et al., 2023). O software CASP
(https://sourceforge.net/projects/casp/) foi utilizado para classificagdo dos niveis de danos
dos nucleoides analisados. O nivel de dano 0 indica dano nulo (< 5%); nivel 1, dano baixo
(5~20%); nivel 2, dano médio (20~40%); nivel 3, dano alto (40~95%); nivel 4, dano total
(>95%) (Singh et al., 1988; Ceschi-Bertolli ef al., 2020; Mgller et al., 2020; Collins et
al., 2023) (Fig. 14).

3.3.4.8. Parametros Quantitativos

Apds a contagem e classificagdo dos nucleoides, a quantidade de niveis de dano
total por individuo para cada tratamento foi utilizada para obtengdo de trés parametros
quantitativos: Indice de Dano (ID), Dano Total (DT), e a Frequéncia de Dano (FD%)
(Andrade; Freitas; Silva, 2004; Collins et al., 2023) (Fig. 14).

Indice de Dano total (ID): ID = 0 x (namero de cometas nivel 0) + 1 x (nimero de cometas
nivel 1) + 2 x (nimero de cometas nivel 2) + 3 x (nimero de cometas nivel 3) + 4 x

(nimero de cometas nivel 4).
Dano Total (DT): DT = nivel 1 + nivel 2 + nivel 3 + nivel 4.

Frequéncia de dano (FD%): FD% = (DT/300) x 100.
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3.3.4.9. Estatistica do Ensaio Cometa

Os valores do Dano Total obtidos (DT) foram utilizados para realizar a analise
estatistica do ensaio cometa por meio do software GraphPad Prism 8.0.1. Para determinar
a distribuicdo dos dados, o teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi aplicado. Em seguida
foi realizado o teste ANOVA one-way, seguido pelo teste de Tukey, com o teste de
comparagoes multiplas de Holm-Sidak. A significancia estatistica foi considerada para P

< 10,0001 para minimizar erros estatisticos (Fig. 14).

Figura 14 — Analise Genotoxica
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Figura 14 — Analise Genotoxica. Etapas do ensaio cometa consistiram em maceragdo do material,
centrifugagdo, preparo das ldminas histologica, submersdo das laminas em solugdo de lise, eletroforese,
aplicagdo da solugdo fixadora, coloragdo com o fluor6foro DAPI, microscopia, adlise e classificagdo dos
nucleoides por meio do software CASP, estabelecimento dos pardmetros quantitativos e analise estatistica
dos valores do dano total por meio do software GraphPad Prism 8.0.1.
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3.3.5. Analise Histoquimica De Fluorescéncia

3.3.5.1. Preparo do Material e Emblocamento em Parafina

A analise histoquimica de fluorescéncia foi realizada com n = 11 para cada
tratamento (grupos experimentais e controle). Apos a dissec¢ao do vaso dorsal, o material
foi desidratado em solugao crescente de alcool 15%, 30%, 50%, 70%, 80%, 85%, 90%,
95% e 100% por 10 minutos cada banho. Em seguida, o material recebeu um banho com
xilol durante 24 horas. (Silva-Zacarin et al., 2012). O material foi emblocados em parafina
(Parafina Histologica em Lentils 58-62 °C - Histopar, Brasil) (Chohan; Griffin; Carrell,
2004; Rizzi et al., 2015). Em seguida, o material recebeu trés banhos de parafina durante
cinco minutos a 70 °C e, por fim, foi emblocado em parafina, permanecendo durante 24h
em temperatura ambiente antes de ser armazenado a 4 °C. As laminas destinadas para a
histoquimica foram previamente lavadas e secas a temperatura ambiente ¢ embebidas em
polilisina. Ap6s 24 horas, foi realizado a microtomia do material com sec¢des histoldgicas
com 5,0 um de espessura. Em seguida, as 1aminas foram desparafinizadas, procedimento
para remogao da parafina, por meio de um banho com xilol durante 20 minutos, um banho
com xilol e alcool (1:1) durante 5 minutos e um banho com alcool 100% durante 10
minutos. Em seguida, foi realizada a reidratacdo das ldminas em éalcool 95%, 70% e 50%,

durante 5 minutos cada banho (Fig. 15).

3.3.5.2. Técnica de Coloragdo Acridine Orange

O corante Acridine Orange (AO) (C17H19N3, 75%, MW: 265.35. MP: 165 °C,
Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizado para analise histoquimica de fluorescéncia das células
do SHN. As laminas com as sec¢des histologicas foram colocadas em camara umida
(M920 - Stain Tray™, CA), onde receberam trés banhos de dgua destilada. Em seguida,
as laminas permaneceram durante 10 minutos em solucao preparada com 250 mL de agua
e 125 pL de Triton X-100. As laminas receberam trés banhos de agua destilada e
permaneceram em solugdo tampao citrato (pH 2,5) a 75°C durante cinco minutos. Em
seguida, as laminas voltaram para cdmara umida (M920 - Stain Tray™, CA) e foram
coradas com AOQ, aplicado sobre as laminas por meio de pipeta Pasteur. Em seguida, as
laminas foram cobertas com laminula para homogeneizagao da solug¢do e permaneceram
sem contato com luz durante 25 minutos. Assim, as laminas receberam trés banhos de
agua destilada e foram desidratadas em concentracdes crescentes de acetona (50%, 70%

e 100%) durante 30 segundos cada banho. (Chohan et al., 2004; Nogueira et al., 2019;
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Rizzi et al., 2015). Apds secas a temperatura ambiente, as laminas foram seladas com
ERV-Mount e analisadas por meio do microscopio de fluorescéncia Leica (DM4000)

através do software Leica Application Suite V3.8 (LAS V3.8) (Fig. 15).

O microscopio de fluorescéncia apresenta filtros para selecao de comprimento de

ondas:
a) UV - BP 420/30, espelho dicromatico RKP 415 e filtro supressor BP 465/20;
b) Azul — BP 495/15, espelho dicromatico RKP 510 e filtro supressor BP 530/30;

¢) Verde — BP 570/20 espelho dicroméatico RKP 590 e filtro supressor BP 640/40.

O microscopio de fluorescéncia € equipado com diafragmas de campo em moldes
circular e retangular para utilizagdo com cameras de video (camera digital Leica DFC310
FX para aplicagdo em Microscopia ¢ Estereomicroscopia) e saida para interface com PC.

Para processamento e analise de imagens, foi utilizado o mdédulo Leica Image Analysis.
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Figura 15 — Analise Histoquimica de Fluorescéncia
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Figura 15 — Analise Histoquimica de Fluorescéncia. Etapas consistiram em desidratagdo do material em
alcool, emblocamento do vaso dorsal em parafina, microtomia, preparo das laminas histologicas com
polilisina, desparafinizagdo do material, reidratagdo do material em alcool, submersdo das laminas em
Triton X-100, submersdo das laminas em solug@o citrato, coloragdo das laminas histoldgicas com Acridine
Orange, desidratacdo do material em acetona e microscopia. Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

3.3.6. Analises Histoquimicas

3.3.6.1. Preparo do Material e Emblocamento em Parafina

As analises histoquimicas foram realizadas com n = 11 para cada técnica de
coloragao (PAS, Azul de Bromofenol e Sudan Black) e tratamento (grupos experimentais
e controle). Apos a dissec¢do do vaso dorsal, o material foi desidratado em solugdo
crescente de alcool 15%, 30%, 50%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95% e 100% por 10 minutos
cada banho. Em seguida, o material recebeu um banho com xilol durante 24 horas (Silva-
Zacarin et al., 2012). O material foi emblocados em parafina (Parafina Histologica em

Lentils 58-62 °C - Histopar, Brasil) (Chohan; Griffin; Carrell, 2004; Rizzi et al., 2015).
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Em seguida, o material recebeu trés banhos de parafina durante cinco minutos a 70 °C e,
por fim, foi emblocado em parafina, permanecendo durante 24h em temperatura ambiente
antes de ser armazenado a 4 °C. As laminas destinadas para a histoquimica foram
previamente lavadas e secas a temperatura ambiente e embebidas em polilisina. Apos 24
horas, foi realizado a microtomia do material com secg¢des histologicas com 5,0 um de
espessura. Em seguida, as laminas foram desparafinizadas, procedimento para remog¢ao
da parafina, por meio de um banho com xilol durante 20 minutos, um banho com xilol e
alcool (1:1) durante 5 minutos e um banho com alcool 100% durante 10 minutos. Em
seguida, foi realizada a reidratacdo das laminas em alcool 95%, 70% e 50%, durante 5
minutos cada banho. As laminas receberam trés banhos de agua destilada e permaneceram

em solucao tampao citrato (pH 2,5) a 75°C durante cinco minutos (Fig. 16).

3.3.6.2. Técnica de Coloragdao Azul de Bromofenol

A técnica de coloracao Azul de Bromofenol foi realizada para marcagao dos
conteudos de proteinas nas células do SHN. Apds submersas em tampao citrato (pH 2,5),
as laminas com as secgdes histologicas receberam um banho com agua destilada e
submersas no corante Azul de Bromofenol sem contato com luz durante 40 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, as laminas receberam um banho de 4gua corrente
durante 10 minutos. Por fim, as laminas receberam um banho de acetona 70% durante 10
segundos e, apos completamente secas a temperatura ambiente, foram seladas em ERV —
Mount e analisadas por meio do microscopio de optico (Microscopio Leica®-DM1000)

através do software Leica Application Suite V3.8 (LAS V3.8) (Fig. 16).

3.3.6.3. Técnica de Coloragio Acido Periodico de Schiff

A técnica de coloragdo Acido Periddico de Schiff (PAS) foi realizada para
marcagdo dos conteudos de glicogénio nas células do SHN. Apos submersas em tampao
citrato (pH 2,5), as 1aminas com as secg¢des histologicas receberam um banho com agua
destilada e foram submersas em acido periddico 0,4% durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, as laminas receberam um banho de 4gua destilada e transferidas
para o suporte (M920 - Stain Tray™, CA) sem contato com a luz até secarem a
temperatura ambiente. As laminas receberam o reativo de Schiff durante 30 minutos,

depois foram colocadas em 4gua corrente durante 10 minutos. Por fim, as laminas
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receberam um banho de acetona 70% durante 10 segundos e, apds completamente secas
a temperatura ambiente, foram seladas em ERV — Mount e analisadas por meio do
microscopio de Optico (Microscopio Leica®-DM1000) através do software Leica

Application Suite V3.8 (LAS V3.8) Fig. 16).

3.3.6.4. Técnica de Coloracao Sudan Black

A técnica de coloracao Sudan Black foi realizada para marcagao dos conteudos de
triglicerideos nas células do SHN. Apos submersas em tampao citrato (pH 2,5), as laminas
com as secgoes histologicas receberam um banho com 4gua destilada. O corante Sudan
Black foi utilizado sobre as laminas de forma individual por meio da pipeta Pasteur. O
corante permaneceu sobre as laminas durante 5 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, as laminas receberam um banho de 4gua corrente e, com o auxilio de um pincel
com cerdas macias, as sec¢oes histologicas foram limpas de forma individual para retirar
0 excesso de corante. Por fim, as 1aminas receberam um banho de acetona 70% durante
10 segundos e, apds completamente secas a temperatura ambiente, foram seladas em ERV
— Mount e analisadas por meio do microscopio de dptico (Microscopio Leica®—-DM1000)

através do software Leica Application Suite V3.8 (LAS V3.8) (Fig. 16).
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Figura 16 — Analises Histoquimicas
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Figura 16 — Analises Histoquimicas. As etapas consistiram em desidratagdo do material em alcool,
emblocamento do vaso dorsal em parafina, microtomia, preparo das laminas histologicas com polilisina,
desparafinizagdo do material, reidratagdo do material em alcool, submersdo das laminas em solugéo citrato,
coloragdo das laminas histologicas com PAS, Azul de Bromofenol ou Sudan Black, desidratagdo do
material em acetona e microscopia. Fonte: Elaborada pelo proprio autor.
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3.4. RESULTADOS
3.4.1. Analise Morfologica

Os resultados da analise morfologica indicaram que os efeitos subletais do fipronil
impactaram as células do SHN em todas as concentragdes analisadas. Os danos celulares

foram mais acentuados nas exposi¢des a 2,5 uL L™ ¢ 3,5 uL L! de fipronil.
3.4.1.1.Trof6citos

Os trofocitos (Fig. 17A) do grupo controle apresentaram formato caracteristico,
com células poligonais e nticleo ramificado. O citoplasma apresentou muitas granulagdes,
indicando a presenga de granulos citoplasmaticos caracteristico dos trofocitos para

armazenamento de moléculas energéticas e eventual mobilizacdo quando necessario.

Os trofécitos expostos a 1,5 uL L! (Fig. 17D) mantiveram o formato poligonal
celular caracteristico, similar ao observado no grupo controle (Fig. 17A). No entanto, o
nucleo perdeu seu formato tipico ramificado assumindo formato eliptico, com indicio de
danos ao material genético. O citoplasma apresentou granulagdes e um principio de
vacuolizacdo, o que ndo foi observado nas células do grupo controle (Fig. 17A). Os
resultados indicaram que os trofocitos expostos a 1,5 pL L' (Fig. 17D), embora
apresentassem indicios de danos sobre as estruturas celulares, ainda mantiveram a
capacidade de armazenar substancias e desempenhar suas func¢des. O principio de
vacuolizacdo do citoplasma indicou um inicio de possivel degeneracdo e colapso dos
trofocitos, que poderia evoluir para morte celular caso houvesse extensdao do tempo de

exposic¢ao ao fipronil.

Os trofocitos expostos a 2,5 uL L' (Fig. 17G) apresentaram formato celular
poligonal tipico como no controle (Fig. 17A) e exposto a 1,5 pL L' (Fig. 17D). No
entanto, o nucleo ndo apresentou formato tipico ramificado, assumindo formato atipico
assim como a exposi¢do a 1,5 pL L! (Fig. 17D). O citoplasma dos trofocitos expostos a
2,5 uL L! (Fig. 17G) apresentou mais vactolos em comparagdo com o controle (Fig.
17A) e a exposi¢io a 1,5 uL L' (Fig. 17D), embora algumas granulagdes ainda puderam
ser observadas. Os resultados indicaram que o material genético poderia ser afetado pela
acdo do fipronil e que embora as células ainda mantivessem alguma atividade de
armazenamento de moléculas, a vacuolizagdo do citoplasma indicou severos danos a
estruturas celulares, comprometendo a capacidade dos trofécitos em realizar suas

fungdes.
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A exposicdo a 3,5 uL L' causou danos mais intensos para os trofocitos em relagio
as demais concentragdes. As mesmas caracteristicas observadas nos trofocitos expostos a
1,5 uL L' (Fig. 17D) € 2,5 uL L' (Fig. 17G) repetiram-se na exposi¢do a 3,5 uL L™! (Fig.
17]), porém de forma mais intensa. Os nucleos dos trofécitos expostos a 3,5 uL L™! (Fig.
17J) perderam seu formato ramificado caracteristico, assumindo uma forma compactada
na periferia celular, enquanto o citoplasma apresentou intensa vacuolizagdo (Fig. 17J). A
auséncia de granulos no citoplasma indicou degeneragdo celular e completa perda da
capacidade de realizar a funcdo em armazenar substancias. Os resultados indicaram

colapso e morte celular dos trofocitos expostos a 3,5 pL L™ de fipronil.

3.4.1.2. Endcitos

Os endcitos do grupo controle apresentaram formato esférico a eliptico
caracteristico. O nucleo apresentou formato esférico e central, sem condensagdo da
cromatina e nenhum dano foi observado no citoplasma (Fig. 17B). Portanto, os enocitos
do grupo controle desempenhavam normalmente suas fung¢des, sem indicios de danos

celulares.

Os endcitos expostos a 1,5 pL L' mantiveram seu formato celular esférico
caracteristico. O nuicleo manteve o formato esférico, mas com indicio de cromatina
condensada (Fig. 17E). Os resultados diferiram dos enocitos do grupo controle, em que
nao foi observado cromatina condensada (Fig. 17B). O resultado da exposi¢do a 1,5 pL
L' indicou endcitos em principio de picnose celular, enquanto o citoplasma apresentou
integridade, sem danos aparentes (Fig. 17E). Desta forma, como os danos celulares foram
minimos, ¢ provavel que a funcionalidade celular, como a capacidade para neutralizacao
de substancias toxicas e sintese de hidrocarbonetos e lipidios assimilados a estrutura da

epicuticula tenham sido preservadas.

Os endcitos expostos a 2,5 uL L' apresentaram formato esférico caracteristico,
mas com cromatina fragmentada, indicando principio de colapso celular e picnose nuclear
(Fig. 17H). Essas caracteristicas ndo foram observadas nos enocitos do grupo controle
(Fig. 17B) e expostos a 1,5 uL L' (Fig. 12E), indicando maior toxicidade do fipronil a
2,5 uL L. O citoplasma dos endcitos expostos a 2,5 pL L' ndo apresentaram

vacuolizacao citoplasmatica (Fig. 17H). No entanto, a fragmentag@o da cromatina indicou



100

que os endcitos expostos a 2,5 uL L' foram impactados de maneira severa pela ag¢io do

fipronil em comparagio com os endcitos do controle e expostos a 1,5 uL L1,

Os endcitos expostos a 3,5 uL L' (Fig 17L) apresentaram caracteristicas
semelhantes aos endcitos expostos a 2,5 uL L' (Fig. 17H) e 1,5 uL L' (Fig. 17E). No
entanto, os danos celulares foram mais acentuados. As células perderam seu formato
esférico caracteristico, assumindo forma poligonal ou triangular. O citoplasma nao
apresentou injurias aparentes, enquanto os nucleos apresentaram cromatina fragmentada
e compactada. Assim como os trofocitos expostos a mesma concentracao de fipronil (Fig.
17J), os endcitos estavam em processo de picnose nuclear e morte celular. Os nucleos
picnéticos observados nos endcitos expostos a 3,5 uL L' (Fig. 17L) indicaram colapso

de estruturas e comprometimento das fungdes celulares.

3.4.1.3. Células Pericardicas

As células pericardicas do grupo controle foram identificadas em estagio I de
ativacdo, com nucleo central, cromatina descondensada e de formato epitelidide (Fig.
17C). O estagio I de ativacdo caracteriza-se pela auséncia de vacuolos citoplasméaticos no
interior das células e baixa atividade pinocitica da hemolinfa. A medida que o organismo
dos insetos ¢ intoxicado por algum toxicante, as cé€lulas pericardicas sdo ativadas e
realizam pinocitose com mais intensidade, de forma a observar vactolos citoplasmaticos
no interior das células. Os resultados indicaram que as células pericardicas do grupo
controle estavam desempenhando normalmente suas atividades, sem indicios de danos

celulares.

As células pericardicas expostas a 1,5 uL L! estavam em estagio II de ativagdo,
com aumento visivel do tamanho celular (Fig. 17F). A mesma caracteristica ndo foi
observada para as cé€lulas pericardicas do grupo controle, em estagio I de ativagdo (Fig.
17C). O estagio II de ativagao ¢ caracterizado pela fusdo de pequenos vacuolos no interior
do citoplasma das células pericardicas, mediante atividade pinocitica das células. Os
resultados indicaram que a exposi¢do a 1,5 pL L' de fipronil ativou o mecanismo de
filtracdo da hemolinfa. Os efeitos prolongados da ativagdo podem resultar em morte

celular das células pericérdicas.
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As células pericardicas expostas a 2,5 uL L! apresentaram estagio II e III de
ativacdo, com a fusdo de vactiolos menores no interior do citoplasma, fazendo com que
um vacuolo maior ocupasse a regido central das células pericardicas, proximo ao ntcleo
(Fig. 17I). Dessa forma, houve aumento perceptivel do tamanho celular devido aos
estagios de ativagio II e III observado na exposigdo a 2,5 pL L de fipronil (Fig. 171). As
células pericardicas do grupo exposto a 1,5 pL L (Fig. 17F), estagio II de ativacdo, ndo
apresentaram vactiolos proeminentes e centrais como as células expostas a 2,5 uL L. As
células pericardicas do grupo controle (Fig. 17C) ndo apresentaram vacuolos
citoplasmaticos (estagio I de ativagdo). Os resultados indicaram que a exposi¢ao a 2,5 uL
L' de fipronil causou resposta das células pericardicas frente a agdo do fipronil, o que

pode levar a morte celular em algum momento devido a intensa atividade destas células.

As células pericardicas expostas a 3,5 uL L! (Fig. 17M) apresentaram estagios 11
a III de ativagdo, com vacuolos visiveis no interior do citoplasma, que se fundiram
ocupando a regido central das células. As mesmas caracteristicas observadas na exposi¢ao
a2,5pL L (Fig. 171) e 1,5 uL L' (Fig. 17F), repetiram-se em 3,5 L L! (Fig. 17M),
com aumento aparente do tamanho celular devido a atividade pinocitica e possibilidade
para ocasionar colapso celular. As mesmas caracteristicas nao foram observadas no grupo

controle (Fig. 17C), estagio I de ativagdo.
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Figura 17 - Analise Morfologica
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Figura 17: Analise Morfolégica realizada por meio da técnica de coloracio Hematoxilina e Eosina das
células do SHN de forrageiras de B. atratus. (A) Trofécitos do grupo controle com nticleo ramificado e
granulagdes citoplasmaticas; (B) Endcitos do grupo controle com formato arredondado e cromatina
descondensada; (C) Células pericardicas do grupo controle com disposi¢do epitelioide e estagio I de
ativagdo; (D) Trofocitos expostos a 1,5 uL L' com nucleos atipicos e indicio de vacuolizagdo
citoplasmatica; (E) Endcitos expostos a 1,5 uL L' com indicio de fragmentagdo da cromatina; (F) Células
pericéardicas expostas a 1,5 pL L' em estagio II de ativagdo; (G) Trofocitos expostos a 2,5 pL L' com
ntcleos atipicos e vacuolizagio citoplasmatica; (H) Enécitos expostos a 2,5 pL L! com fragmentagdo da
cromatina; (I) Células pericardicas expostas a 2,5 pL L' em estagios II e III de ativagdo; (J) Trofécitos
expostos a 3,5 uL L' com niicleo atipico e vacuolizagio citolasmatica; (L) Endcitos expostos a 3,5 uL L-!
com fragmentagdo da cromatina; (M) Células pericardicas expostas a 3,5 uL L' em estagios 11 e III de
ativacdo; Legenda: trofocito (tr); endcito (oe); célula pericardica (pc); (*) indicam os vactolos
citoplasmaticos formados em trofocitos e células pericardicas expostas ao fipronil; as setas indicam o
nucleo das células. Fonte: elaborada pelo proprio autor.
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3.4.2. Analise Morfométrica

Apo6s a medigdo da area das células do SHN do grupo controle e grupos expostos,
foi realizado analise estatistica da morfometria. Assim, os resultados da variagdo da area
superficial das células de cada grupo celular avaliado (trofécitos, enocitos e células
pericardicas), foram comparados entre o grupo controle € os expostos ao fipronil. O
trabalho considerou que valores de P < 0,0001 houve diferenca significativa entre a area
superficial das células dos grupos comparados. Valores de P > 0,0001 indicaram que nio
ocorreu diferenga significativa em relacdo a area das células dos grupos celulares

analisados e comparados.

A média £ desvio padrao foram determinados para cada grupo. A tabela 1 indica

as médias das areas dos grupos celulares do controle e dos grupos expostos

TABELA 1 - Média das Areas e Desvio Padrio

Grupos Trofécitos Endcitos Células
Pericardicas
Média + SD Média + SD Média + SD
Controle 2310 £661,2 1753 +290,9 144,3 + 41,40
Exposto 1,5 pL L! 2083 = 643,6 1558 £367,4 270,8 +93,69*
Exposto 2,5 nL L! 1531 £612,8* 1005 + 276,9* 280,0 + 85,62*
Exposto 3,5 nL L! 1164 +£375,7* 773,4 £323,0* 268,8 +80,22*

Tabela 1 — Média das Areas e Desvio Padrio das células do SHN. Valores da média e desvio padrio da
medigdo da 4rea superficial das células do SHN analisadas do grupo controle e expostos a 1,5 uL L', 2,5
puL L'e 3,5 uL L' de fipronil. (*) indicam os grupos que apresentaram diferenca da 4rea celular em
comparacdo ao controle. Fonte: elaborada pelo proprio autor.

Os dados da média e desvio padrdo indicaram de forma clara uma diminui¢ao da
area superficial dos trofocitos e endcitos, € um aumento da area das células pericardicas

conforme as exposigdes a crescentes doses de fipronil.

3.4.2.1. Trofdcitos

A analise morfométrica indicou que ocorreu diminui¢do progressiva da area dos
trofocitos, diretamente relacionada com o aumento da concentracdo de fipronil utilizada.
Ocorreu diminuicdo da 4rea dos trofdcitos entre o controle e 2,5 pL L' (P < 0,0001),
controle e 3,5 uL L' (P < 0,0001) e entre todos os tratamentos do grupo exposto, 1,5 uL
L'e2,5ul L (P<0,0001), 1,5 uL L' e3,5uL L (P<0,0001). Somente ndo houve
diferenca da variagio da 4rea entre controle e 1,5 pL L' (P = 0,3432) e entre 2,5 uL L’
e 3,5 uL L' (P=0,0005) (Fig. 18) (Apéndice A).
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Figura 13 - Morfometria dos Trofocitos
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Figura 18 — Morfometria dos Trofé6citos. Diminuicao da area dos trofocitos entre o controle e 2,5 pL L~
I; controle e 3,5 pL L', Entre os grupos exposto, diminui¢io da area entre 1,5 uL L"'e 2,5 uL L, 1,5 pL
L-'e 3,5 uL L. Ndo houve diferenca da 4rea superficial celular entre o controle e 1,5 pL L, 2,5 pL L' e
3,5 uL L. (*) Legenda: diferenca significativa entre controle e exposto (P < 0,0001). (**) Legenda:
diferenca significativa entre grupos expostos (P < 0,0001). Fonte: elaborada pelo préprio autor.

3.4.2.2. Endcitos

A andlise morfométrica indicou que assim como nos trofdcitos, ocorreu
diminuigao progressiva da area dos endcitos, diretamente relacionado com o aumento da
concentragdo de fipronil. Ocorreu diminuicdo da area dos endcitos entre controle e
exposicdo a 2,5 uL L' (P <0,0001), controle e 3,5 pL L' (P < 0,0001), grupos expostos
al,5uLL'e25puL L (P<0,0001)e1,5uL L e3,5ul L (P<0,0001) (Fig. 19).
Nio houve diferenca da area das células entre controle e 1,5 uL L' (P=0,0383) € 2,5 uL
L'e3,5uL L' (P=0,0102) (Fig. 19) (Apéndice B).
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Figura 19 - Morfometria dos Enocitos
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Figura 19 — Morfometria dos Enécitos. Diferenca da area dos endcitos entre o controle e 2,5 pL L,
controle e 3,5 uL L. Entre os grupos expostos, diferenga entre 1,5 pL L'e 2,5 uL L', 1,5 uL L e 3,5 uL
L'. Ndo houve diferenca significativa entre controle e 1,5 pL L, 2,5 pL L' e 3,5 pL L. (*) Legenda:
diferenca significativa entre controle ¢ exposto (P < 0,0001). (**) Legenda: diferenga significativa entre
grupos expostos (P <0,0001). Fonte: elaborada pelo proprio autor.

3.4.2.3. Células Pericardicas

A andlise morfométrica indicou que ocorreu aumento da area das células
pericardicas em todos os grupos expostos ao fipronil. Ocorreu um aumento na area das
células pericardicas em relagdo ao controle nos grupos expostos a 1,5 uL L™ (P <0,0001),
2,5uL L1 (P<0,0001)e3,5uL L (P <0,0001). Entretanto, ndo houve diferenga entre
os grupos expostos a 1,5 pL L1 e 2,5 uL L' (P>0,9999), 1,5 uL L' e 3,5 uL Lt (P>
0,9999), 2,5 uL L' € 3,5 uL L' (P> 0,9999) (Fig. 20) (Apéndice C).
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Figura 20 - Morfometria das Células Pericardicas
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Figura 20 — Morfometria das Células Pericardicas. Aumento da area das células pericardicas entre o
controle e 1,5 pL L}, controle e 2,5 uL L', controle e 3,5 uL L!. Nio houve diferenca da variagio da area
celular entre os grupos expostos. (*) Legenda: diferenca significativa entre controle e exposto (P < 0,0001).
Fonte: elaborada pelo proprio autor
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3.4.3. Analise Genotoxica

A analise genotoxica foi realizada por meio do ensaio cometa e os resultados
obtidos foram utilizados para classificacdo dos niveis de dano, calculo dos parametros
quantitativos (indice de dano, dano total e frequéncia de dano). A analise estatistica dos
resultados foi realizada por meio da comparagdo entre os resultados obtidos para o dano

total em cada grupo.

3.4.3.1. Classificagao dos Niveis de Dano

A classificacao dos niveis de dano foi importante para a compreensao dos efeitos
da acdo do fibronil em diferentes concentragdes sobre as células do SHN e para o célculo
dos trés parametros quantitativos, utilizados com o mesmo objetivo. A classificagdo dos
niveis de dano indicou que o grupo controle € o exposto a 1,5 puL L' apresentaram
predominantemente nivel de dano 0, sem danos ao material genético (média do nivel de
dano 0 = 273,27 para o controle e 259,73 para exposto a 1,5 uL L'!). Os grupos expostos
a 2,5 uL L'e 3,5 uL L apresentaram predominantemente nivel de dano 2, indicando
nivel de dano médio (média do nivel de dano 2 = 108,81 para exposto a 2,5 pL L' e 129
para exposto a 3,5 uL L'!). O nivel de dano 3, indicando nivel de dano alto, também foi
observado nas exposi¢des a 2,5 pL L' e 3,5 pL L', (média do nivel de dano 3 = 87,64
para exposto a 2,5 uL L! e 85,55 para exposto a 3,5 pL L!). Na atual pesquisa, o nivel
de dano 3 apresentou menor incidéncia em rela¢do ao nivel de dano 2 nos grupos expostos
analisados. O nivel de dano 4, dano total ao DNA, ndo foi observado em nenhum dos
tratamentos. Os registros da classificagdo dos niveis de dano foram demonstrados na

figura 21.

Figura 21 - Classificagao dos Niveis de Dano

Figura 21 - Classificacido dos Niveis de Dano. Grupos controle € exposto a 1,5 pL L!: predominio de
nivel de dano 0 (auséncia de dano). Grupos exposto a 2,5 pL L' e 3,5 pL L*': predominio de nivel de dano
2 (dano médio). Fonte: elaborada pelo proprio autor.
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3.4.3.2. Parametros Quantitativos

Os resultados do indice de dano, dano total e frequéncia de dano indicaram que o
fipronil causou danos ao material genético em todos os tratamentos, porém os danos
foram mais acentuados nos grupos expostos a 2,5 uL L! (tabela 4) e 3,5 uL L (tabela 5).
O grupo controle praticamente ndo apresentou danos ao material genético (tabela 2) e o
grupo exposto a 1,5 pL L' (tabela 3) apresentou um panorama proximo ao observado no
controle (tabela 2), com danos ao material genético mais brandos em comparagdo as

exposicdes a 2,5 uL L! (tabela 4)e 3,5 uL L! (tabela 5).

TABELA 2 — Intensidade de Danos ¢ Parametros Quantitativos do Grupo

Controle
. Indice Dano Frequéncia
Controle Intensidade de Danos do DNA de Dano  Total dquano
Nivel 0 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 ID DT FD%
01 282 18 0 0 0 18 18 6%
02 278 22 0 0 0 22 22 7,33%
03 282 18 0 0 0 18 18 6%
04 261 39 0 0 0 39 39 13%
05 279 21 0 0 0 21 21 7%
06 274 26 0 0 0 26 26 8,67%
07 271 29 0 0 0 29 29 9,67%
08 276 24 0 0 0 24 24 8%
09 270 30 0 0 0 30 30 10%
10 264 36 0 0 0 36 36 12%
11 269 31 0 0 0 31 31 10,33%
Média 273,27 26,73 0 0 0 26,73 26,73 8,91%

Tabela 2 - Grupo Controle. Valores e médias da intensidade de danos e dos parametros quantitativos
(indice de dano, dano total e frequéncia de dano). Fonte: elaborada pelo proprio autor.
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TABELA 3 — Intensidade de Danos e Parametros Quantitativos do Grupo

Expostoa 1,5 uL L™

1,5pLL! Intensidade de Danos do DNA dIen](;lacnfo ]”l?::la(; ngq]l;zﬁf:a
Nivel 0 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 1D DT FD%
01 257 43 0 0 0 43 43 14,33%
02 265 35 1 0 0 37 36 12%
03 256 44 0 0 0 44 44 14,67%
04 269 31 0 0 0 31 31 10,33%
05 261 39 0 0 0 39 39 13%
06 271 29 0 0 0 29 29 9,67%
07 254 46 0 0 0 46 46 15,33%
08 257 43 0 0 0 43 43 14,33%
09 253 46 1 0 0 48 47 15,67%
10 265 35 0 0 0 35 35 11,67%
11 249 50 1 0 0 52 51 17%
Média 259,73 40,09 0,27 0 0 40,64 40,36 13,45%

Tabela 3 - Grupo Exposto 1,5 pL L. Valores ¢ médias da intensidade de danos e dos pardmetros
quantitativos (indice de dano, dano total e frequéncia de dano). Fonte: elaborada pelo proprio autor.

TABELA 4 - Intensidade de Danos e Parametros Quantitativos do Grupo

Exposto a 2,5 pL L"!

2,5uL L! Intensidade de Danos do DNA dIenl(;lac::o ]"l?:;la(; Faqul;:l:lf:a
Nivel 0 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 ID DT FD%
01 90 8 114 88 0 500 210 70%
02 63 26 117 94 0 542 237 79%
03 79 28 96 97 0 511 221 73,67%
04 74 39 110 77 0 490 226 75,33%
05 71 35 100 94 0 517 229 76,33%
06 72 28 108 92 0 520 228 76%
07 80 17 102 101 0 524 220 73,33%
08 87 20 110 83 0 489 213 1%
09 90 25 98 87 0 482 210 70%
10 79 21 114 86 0 507 221 73,67%
11 85 22 128 65 0 473 215 71,67%
Média 79,09 2445 108,81 87,64 0 505 22091 73,64%

Tabela 4 - Grupo Exposto 2,5 pL L. Valores e médias da intensidade de danos e dos pardmetros
quantitativos (indice de dano, dano total e frequéncia de dano). Fonte: elaborada pelo proprio autor.
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TABELA 5 - Intensidade de Danos e Parametros Quantitativos do Grupo

Exposto a 3,5 uL L!

. . Indice Dano Frequéncia
3,5uL L1 Intensidade de Danos do DNA deDano Total deDamo
Nivel 0 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 ID DT FD%
01 73 3 138 86 0 537 227 75,67%
02 68 12 139 81 0 533 232 77,33%
03 84 10 131 75 0 497 216 72%
04 75 19 122 84 0 515 225 75%
05 79 15 119 87 0 514 221 73,67%
06 82 16 121 81 0 501 218 72,67%
07 68 9 124 99 0 554 232 77,33%
08 77 8 141 74 0 512 223 74,33%
09 65 14 137 84 0 540 235 78,33%
10 81 10 123 86 0 514 219 73%
11 62 10 124 104 0 570 238 79,33%
Média 74 11,45 129 85,55 0 526,09 226 75,33%

Tabela 5 - Grupo Exposto 3,5 pL L. Valores ¢ médias da intensidade de danos e dos pardmetros
quantitativos (indice de dano, dano total e frequéncia de dano). Fonte: elaborada pelo proprio autor.

Os dados das tabelas 2, 3, 4 e 5 foram utilizados para construgdo dos graficos das

figuras 22, 23 e 24, com os valores das médias do dano total, indice de dano e frequéncia

de dano, respectivamente. Os graficos evidenciaram a genotoxicidade do fipronil mais

intensa para as exposigdes a 2,5 uL L e 3,5 uL L.
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Figura 22 - Dano Total
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Figura 22 - Média do Dano Total. Média do dano total foi maior nos grupos expostos em relagdo ao
controle, com danos mais acentuados para as exposi¢des a 2,5 uL L™ ¢ 3,5 pL L'\, (*) Indicam dano total
mais acentuado para as exposi¢des a 2,5 uL L' € 3,5 uL L'\ Fonte: elaborada pelo proprio autor.

Figura 23 - Indice de Dano
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Figura 23 - Média do Indice de Dano. Média do indice de dano foi maior nos grupos expostos em relagio
ao controle, com danos mais acentuados para as exposi¢des a 2,5 uL L' e 3,5 uL L', (*) Indicam indice de
dano mais acentuado para as exposi¢des a 2,5 uL L' € 3,5 uL L'!. Fonte: elaborada pelo proprio autor.
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Figura 24 - Frequéncia de Dano
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Figura 24 - Média do Frequéncia de Dano %. Média da frequéncia de dano foi maior nos grupos expostos
em relagdo ao controle, com danos mais acentuados para as exposi¢des a 2,5 uL L' ¢ 3,5 uL L. (*) Indicam
frequéncia de dano mais acentuada para as exposigdes a 2,5 uL L' e 3,5 uL L'!. Fonte: elaborada pelo
proprio autor.

A média + desvio padrao também foram determinados para cada grupo. A tabela
6 indica a média e o desvio padrio de todos os tratamentos, evidenciando os danos
genotdxicos nos grupos expostos, de forma mais acentuada para as exposicdes a 2,5 uL

L'e 3,5 uL L' de fipronil.

TABELA 6 — Parametros Quantitativas e Desvio Padrao

Grupos Indice de Dano Dano Total Frequéncia de
Dano
Média + SD Média + SD Média + SD
Controle 26,73 £6,973 26,73 £ 6,973 8,91% + 2,324
Exposto 1,5 uL L"! 40,64 + 7,145 40,36 + 6,947 13,45% + 2,315
Exposto 2,5 pL L™! 505 £20,49* 220,91 + 8,584* 73,64% +2.861*
Exposto 3,5 uL L*! 526,09 £22,71* 226 + 7,389* 75,33% +2,461%*

Tabela 6 — Parametros Quantitativos e Desvio Padrao. Efeitos genotdxicos do fipronil sobre as células
do SHN de B. atratus. Efeitos acentuados para as exposi¢des a 2,5 pL L' e 3,5 pL L'\, (*) indicam efeitos
mais acentuados para as células expostas a 2,5 uL L"'e 3,5 uL L-! de fipronil. Fonte: elaborada pelo proprio
autor.
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3.4.3.3. Analise Estatistica - Ensaio Cometa

Os valores do Dano Total (DT) de cada individuo em todos os tratamentos (grupos
experimentais e grupo controle) foram utilizados como dados para realizacao da analise
estatistica do teste de genotoxicidade por meio do ensaio cometa. Os valores de P <
0,0001 indicaram diferenca significativa entre o DT dos individuos dos tratamentos
comparados, enquanto valores de P > 0,0001 indicaram que as amostras nao diferiram

significativamente quanto aos niveis de dano ao material genético.

A anadlise estatistica do ensaio cometa deixou evidente que os danos genotoxicos
mais acentuados sobre as células do SHN foram causados pelas exposi¢des a 2,5 pL L™
e 3,5 uL L' de fipronil. Houve diferenca de danos totais entre o grupo controle e exposto
a2,5uL L1 (P <0,0001) e entre controle e exposto a 3,5 uL L' (P < 0,0001). Nio houve
diferenca entre o controle e exposto a 1,5 uL L' (P = 0,0002). Entre os grupos expostos
houve diferenca entre 1,5 pL L'e 2,5 pL L' (P < 0,0001), 1,5 pL L'e 3,5 uL LI (P <
0,0001), mas nio houve diferenca entre 2,5 pL L' e 3,5 uL L'} (P = 0,1194) (Fig. 25)
(Apéndice D).
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Figura 25 - Andlise Estatistica do Dano Total
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Figura 25 — Analise Estatistica do Dano Total. Diferenca do dano total entre controle e exposto a 2,5 pL
L!; controle e exposto a 3,5 uL. L!. Nao houve diferenga entre controle e exposto a 1,5 uL L. Entre os
grupos expostos diferenga entre 1,5 uL L'e 2,5 uL LY, 1,5 pL L' e 3,5 uLL L. Ndo houve diferenga
significativa entre os grupos expostos a 2,5 uL L' e 3,5 uL L', (*) Legenda: diferenga significativa entre
controle e exposto (P <0,0001); (**) Legenda: diferenga significativa entre grupos expostos (P < 0,0001).
Fonte: elaborada pelo proprio autor.

3.4.4. Analise Histoquimica de Fluorescéncia

3.4.4.1. Trofdcitos

A andlise histoquimica de fluorescéncia complementou os resultados da anélise
genotdxica, demonstrando danos ao material genético causados pela fragmentacdo da
cromatina. Os trofocitos do grupo controle (Fig. 26A) e expostos a 1,5 pL L' (Fig. 26D)
apresentaram nucleos verdes, o que indica que o material genético ndo foi fragmentado.
Os resultados indicaram que ndo ocorreu danos genotdxicos do fipronil na exposi¢ao a
1,5 uL L. As exposi¢des a 2,5 uL L™ (Fig. 26G) e 3,5 uL L (Fig. 26]), em contrapartida,
apresentaram trofocitos com nucleos vermelhos, indicando cromatina fragmentada

devido a genotoxicidade do fipronil sobre essas células.
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3.4.4.2 Endcitos

O mesmo padrao em relacao aos danos sobre o material genético observado nos
trofécitos foram similares aos observados nos enocitos. Os enocitos do grupo controle
(Fig. 26B) e exposto a 1,5 pL L' (Fig. 26E) apresentaram nucleos verdes, indicando
cromatina intacta, estrutura do material genético em fita dupla e auséncia de fragmentagao
da cromatina. Os endcitos expostos a 2,5 pL L' (Fig. 26H) e 3,5 uL L (Fig. 26L)
apresentaram nucleos vermelhos, indicando fragmentagao da cromatina devido aos
efeitos genotodxicos do fipronil, de forma que o DNA fragmentado apresentou fitas
simples, marcadas pelo Acridine Orange em vermelho. A técnica de coloracdo evidenciou

a maior genotoxicidade do fipronil a partir da exposi¢do a 2,5 uL L.

3.4.4.3. Células Pericardicas

As células pericardicas do grupo controle (Fig. 26C) e exposto a 1,5 uL L' (Fig.
26F) apresentaram nucleos verdes, indicando que o material genético ndo foi impactado
pela acdo do fipronil. As células expostas a 2,5 pL L (Fig. 261) e 3,5 uL L (Fig. 26M)
apresentaram nucleos vermelhos, indicando compactagdo e fragmentacdo da cromatina
devido a acdo genotdxica do fipronil, assim como os resultados observados com os

trofdcitos e endcitos expostos as mesmas concentracoes.



116

Figura 26 - Analise Histoquimica de Fluorescéncia

Figura 26 - Analise Histoquimica de Fluorescéncia realizada por meio da técnica de coloragdo
Acridine Orange das células do SHN de forrageiras de B. atratus. (A) Trofécitos do grupo controle
com nucleos verdes indicando integridade do DNA; (B) Enocitos do grupo controle com nucleos
verdes indicando integridade do DNA; (C) Células pericardicas do grupo controle com nucleos
verdes indicando integridade do DNA; (D) Trofécitos do grupo exposto a 1,5 uL L' com nucleos
verdes indicando integridade do DNA; (E) Endcitos do grupo exposto a 1,5 uL L' com nucleos
verdes indicando integridade do DNA; (F) Células pericardicas do grupo exposto a 1,5 uL L' com
nucleos verdes indicando integridade do DNAj; (G) Trofécitos do grupo exposto a 2,5 pL L' com
nucleos vermelhos indicando fragmentagdo da cromatina; (H) Endcitos do grupo exposto a 2,5 pL
L' com nticleos vermelhos indicando fragmentagdo da cromatina; (I) Células pericardicas do grupo
exposto a 2,5 uL L' com niicleos vermelhos indicando fragmentagdo da cromatina; (J) Trofécitos
do grupo exposto a 3,5 pL L' com niicleos vermelhos indicando fragmentag¢do da cromatina; (L)
Enécitos do grupo exposto a 3,5 pL L' com nucleos vermelhos indicando fragmentagdo da
cromatina; (M) Células pericardicas do grupo exposto a 3,5 uL L*! com nuicleos vermelhos indicando
fragmentagdo da cromatina. Legenda: trofdcito (tr); enocito (oe); célula pericardica (pc); as setas
indicam o nucleo celular. Fonte: elaborada pelo préprio autor.
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3.4.5. Analises Histoquimicas

3.4.5.1. PAS

3.4.5.1.1. Trofécitos

Os resultados indicaram que as exposicoes a doses subletais de fipronil
encontradas em campo e analisadas na pesquisa ndo causaram variacdo do conteudo de
glicogénio no citoplasma dos trofocitos dos grupos expostos em B. atratus. Os trofocitos
do grupo controle (Fig. 27A) e grupos expostos a 1,5 uL L! (Fig. 27D), 2,5 uL L! (Fig.
27G) e 3,5 uL L' (Fig. 27J) foram marcados pelo PAS com a mesma intensidade,
indicando que o citoplasma apresentou granulagdes de glicogénio em todos os
tratamentos analisados. Os trofocitos da exposi¢do a 1,5 uL L' (Fig. 27D) foram
marcados com a mesma intensidade em comparagdo com os trofécitos do grupo controle
(Fig. 27A). Os trofécitos expostos a 2,5 L L™ (Fig. 27G) foram marcados pelo PAS com
a mesma intensidade que os trofocitos do grupo controle (Fig. 27A) e expostos a 1,5 pL
L (Fig. 27D). Os trofécitos do grupo exposto a 3,5 uL L! (Fig. 27J) foram marcados
pelo PAS com a mesma intensidade em comparagdo com o controle (Fig. 27A) e expostos

a 1,5 uL L' (Fig. 27D) e 2,5 uL L' (Fig. 27G) de fipronil.

3.4.5.1.2. Enocitos

Os resultados indicaram que a sintese de carboidratos pelos endcitos nao foi
prejudicada pelas exposicdes ao fipronil e que a presencga de glicogénio foi observada nas
células de todos os tratamentos. Assim como os trofocitos, os endcitos do grupo controle
(Fig. 27B) e grupos expostos a 1,5 pL L! (Fig. 27E), 2,5 uL L' (Fig. 27H) e 3,5 uL L!
(Fig. 27L) foram marcados pelo PAS com a mesma intensidade, indicando presenga do
contetido citoplasmaético de glicogénio. Os endcitos do grupo exposto a 1,5 pL L (Fig.
27E) apresentaram intensidade de marcagdo pelo PAS similar aos do grupo controle (Fig.
27B). Os endcitos do grupo exposto a 2,5 uL L (Fig. 27H) apresentaram a mesma
intensidade de marcagdo pelo PAS em comparacao aos endcitos do grupo controle (Fig.
27B) e expostos a 1,5 pL L (Fig. 27E). Os enocitos do grupo exposto a 3,5 uL L (Fig.

27L) apresentaram a mesma intensidade de marcagdo pelo PAS em relagdo aos enocitos
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do grupo controle (Fig. 18B) e grupos expostos a 1,5 pL L! (Fig. 27E) e 2,5 uL L! (Fig.
27H) de fipronil.

3.4.5.1.3. Células Pericardicas

Os resultados indicaram que a filtragao da hemolinfa pelas células pericardicas
ndo foi prejudicada pelas exposigdes ao fipronil em B. atratus, e que o conteudo de
glicogénio foi observado nas células pericardicas do controle e em todos os tratamentos
analisados. As cé€lulas pericardicas do grupo controle (Fig. 27C) e grupos expostos a 1,5
uL L' (Fig. 27F), 2,5 uL L' (Fig. 271) e 3,5 uL L' (Fig. 27M) apresentaram contetido
de carboidratos no citoplasma marcados com a mesma intensidade pelo PAS, assim como
foi observado em trofécitos e endcitos. A hemolinfa apresenta diversas substancias,
incluindo carboidratos e, ao ser filtrada pelas células pericardicas, ¢ assimilada pelas
células com os polissacarideos, que sao marcados pelo PAS no citoplasma celular. A
células pericardicas do grupo exposto a 1,5 uL L! (Fig. 27F) apresentaram marcacio pelo
PAS similar aos do grupo controle (Fig. 27C). As células pericardicas do grupo exposto
a 2,5 uL L' (Fig. 27I) foram marcadas pelo PAS com a mesma intensidade em
comparagio com as células do grupo controle (Fig. 27C) e exposto a 1,5 uL L (Fig.
27F). As células pericardicas do grupo exposto a 3,5 uL L' (Fig. 27M) apresentaram
marcacao pelo PAS similar as células do grupo controle (Fig. 27C) e expostos a 1,5 uL

L! (Fig. 27F) e 2,5 uL L'! (Fig. 271).
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Figura 27 - PAS

Figura 27 - Analise Histoquimica realizada por meio da técnica de coloragdo PAS das células do SHN
de forrageiras de B. atratus. (A) Trofocitos grupo controle marcados pelo PAS indicando presenga de
glicogénio no citoplasma; (B) Endcitos do grupo controle com marcados pelo PAS indicando presenga
de glicogénio no citoplasma; (C) Células pericardicas do grupo controle marcadas pelo PAS indicando
presenga de glicogénio no citoplasma; (D) Trofocitos do grupo exposto a 1,5 uL L! marcados pelo PAS
indicando presenga de glicogénio no citoplasma; (E) Endcitos do grupo exposto a 1,5 pL L! marcados
pelo PAS indicando presenca de glicogénio no citoplasma; (F) Células pericardicas do grupo exposto a
1,5 uL L'! marcadas pelo PAS indicando presenga de glicogénio no citoplasma; (G) Trofécitos do grupo
exposto a 2,5 uL L*! marcados pelo PAS indicando presenga de glicogénio no citoplasma; (H) Endcitos
do grupo exposto a 2,5 uL L' marcados pelo PAS indicando presenca de glicogénio no citoplasma; (I)
Células pericardicas do grupo exposto a 2,5 pL L*! marcadas pelo PAS indicando presenga de glicogénio
no citoplasma; (J) Trofocitos do grupo exposto a 3,5 uL L' marcados pelo PAS indicando presenca de
glicogénio no citoplasma; (L) Endcitos do grupo exposto a 3,5 uL L' marcados pelo PAS indicando
presenga de glicogénio no citoplasma; (M) Células pericardicas do grupo exposto a 3,5 pL L'! marcadas
pelo PAS indicando presenca de glicogénio no citoplasma. Legenda: trofocito (tr), endcito (oe), célula
pericardica (pc). (*) indicam a presenca de glicogénio no citoplasma das células. Fonte: elaborada pelo
proprio autor.
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3.4.5.2. Azul de Bromofenol

3.4.5.2.1. Trofocitos

Os resultados apontaram possivel disponibilizac¢ao de proteinas dos trofocitos para
outras células do organismo das abelhas conforme a crescente exposicao ao fipronil. Os
trofécitos do grupo controle (Fig. 28A) foram marcados pelo Azul de Bromofenol de
forma intensa, indicando que o citoplasma apresentou conteudo de granulos proteicos. Os
trofocitos do grupo exposto a 1,5 pL L™ (Fig. 28D) apresentaram marcagio pelo Azul de
Bromofenol com menor intensidade em comparagao com os do grupo controle (Fig. 28A).
Os trofécitos expostos a 2,5 pL L' (Fig. 28G) apresentaram citoplasma com menor
intensidade de marcagdo pelo Azul de Bromofenol em comparagdo aos trofocitos do
grupo controle (Fig. 28A) e exposto a 1,5 pL L (Fig. 28D). O mesmo padrio foi
observado para os trofocitos expostos a 3,5 pL L' (Fig. 28J), apresentando menor
intensidade de marcagdo pelo Azul de Bromofenol em comparagdo ao controle (Fig.

28A), aos trofocitos expostos a 1,5 pL L™ (Fig. 28D) e 2,5 pL L' de fipronil (Fig. 28G).

3.4.5.2.2. Endocitos

Os resultados indicaram que, diferentemente dos trofocitos, ndo ocorreu variagao
do conteudo de proteinas nos enocitos em relagdo as exposigoes ao fipronil. Os endcitos
do grupo controle (Fig. 28B) e grupos expostos a 1,5 pL L! (Fig. 28E), 2,5 uL L' (Fig.
28H) e 3,5 uL L' (Fig. 28L) foram marcados com a mesma intensidade pelo Azul de
Bromofenol, indicando contetdo citoplasmatico de proteinas no controle e em todos os
tratamentos avaliados. Os endcitos do grupo exposto a 1,5 pL L' (Fig. 28E) apresentaram
intensidade de marcacao pelo Azul de Bromofenol similar aos endcitos do grupo controle
(Fig. 28B). Os endcitos do grupo exposto a 2,5 uL L (Fig. 28H) apresentaram marcagio
pelo Azul de Bromofenol similar aos endcitos do grupo controle (Fig. 28B) e expostos a
1,5 uL L' (Fig. 28E). Os enécitos do grupo exposto a 3,5 uL L (Fig. 28L) apresentaram
intensidade de marcacdo pelo Azul de Bromofenol similar aos endcitos do grupo controle

(Fig. 28B) e expostos a 1,5 pL L (Fig. 28E) € 2,5 uL L' (Fig. 28H).
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3.4.5.2.3. Células Pericardicas

Os resultados indicaram que o conteudo de proteinas presente na hemolinfa
diminuiu mediante as crescentes concentracdo de exposi¢do ao fipronil em B. atratus. As
células pericardicas apresentaram padrdo de marcagdo pelo Azul de Bromofenol similar
ao observado com os trofocitos. As células pericardicas do grupo controle (Fig. 28C)
foram marcadas pelo Azul de Bromofenol de forma intensa, indicando que o citoplasma
apresentou conteudo de proteinas. As células pericardicas do grupo exposto a 1,5 pL L™!
(Fig. 28F) apresentaram marcagao pelo Azul de Bromofenol de forma menos intensa em
relacdo ao controle (Fig. 28C). O mesmo padrio foi observado para as células pericardicas
expostas a 2,5 uL L' (Fig. 28I), com marcacdo pelo Azul de Bromofenol com menor
intensidade em relagdo as células pericardicas do controle (Fig. 28C) e expostas a 1,5 uL
L ! de fipronil (Fig. 28F). As células pericardicas expostas a 3,5 uL L! (Fig. 28M) foram
marcadas com menor intensidade pelo Azul de Bromofenol em relagdo ao controle (Fig.

28C) e exposi¢des a 1,5 uL L! (Fig. 28F) e 2,5 uL L' (Fig. 281).
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Figura 28 - Azul de Bromofenol

Figura 28 - Analise Histoquimica realizada por meio da técnica de coloracdo Azul de Bromofenol
das células do SHN de forrageiras de B. atratus. (A) Trofocitos do grupo controle marcados pelo Azul
de Bromofenol indicando presenca de proteinas no citoplasma; (B) Enocitos do grupo controle
marcados pelo Azul de Bromofenol indicando presenga de proteinas no citoplasma; (C) Células
pericardicas do grupo controle marcadas pelo Azul de Bromofenol indicando presenga de proteinas no
citoplasma; (D) Trofécitos do grupo exposto a 1,5 pL L' marcados com menor intensidade pelo Azul
de Bromofenol em relagdo ao controle; (E) Endcitos do grupo exposto a 1,5 uL. L' marcados pelo Azul
de Bromofenol indicando presenga de proteinas no citoplasma; (F) Células pericardicas do grupo
exposto a 1,5 uL L' marcadas com menor intensidade pelo Azul de Bromofenol em relagio ao controle;
(G) Trofécitos do grupo exposto a 2,5 pL L' marcados com menor intensidade pelo Azul de
Bromofenol em comparagdo ao controle e exposi¢do a 1,5 uL L*'; (H) Endcitos do grupo exposto a 2,5
pL L' marcados pelo Azul de Bromofenol indicando presenga de proteinas no citoplasma; (I) Células
pericardicas do grupo exposto a 2,5 pL L' marcadas com menor intensidade pelo Azul de Bromofenol
em comparagdo ao controle e exposicdo a 1,5 uL L'; (J) Trofécitos do grupo exposto a 3,5 pL L-!
marcados com menor intensidade pelo Azul de Bromofenol em comparagdo ao controle e exposi¢des a
1,5 uL L € 2,5 uL LY (L) Endcitos do grupo exposto a 3,5 uL L' marcados pelo Azul de Bromofenol
indicando presenca de proteinas no citoplasma; (M) Células pericardicas do grupo exposto a 3,5 uL L~
! marcadas com menor intensidade pelo Azul de Bromofenol em comparagdo ao controle e exposi¢des
al,5puLL" e2,5uL L. Legenda: trofécito (tr), endcito (0e), célula pericardica (pe). (*) indicam a
presenca de proteinas no citoplasma das células. Fonte: elaborada pelo proprio autor.
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3.4.5.3. Sudan Black

3.4.5.3.1. Trofécitos

Os resultados indicaram que ndo ocorreu varia¢ao do conteudo de triglicerideos
no citoplasma dos trofocitos dos grupos expostos ao fipronil e que as crescentes
concentragdes nao influenciaram o conteudo de lipidios nos trofocitos de B. atratus. Os
trofocitos do grupo controle (Fig. 29A) e grupos expostos a 1,5 pL L (Fig. 29D), 2,5 uL
L' (Fig. 29G) e 3,5 uL L! (Fig. 29J) foram marcados com a mesma intensidade pelo
Sudan Black, indicando que o citoplasma apresentou granulagdes de triglicerideos em
todos os tratamentos analisados. Os trofocitos do grupo exposto a 1,5 pL L! (Fig. 29D)
foram marcados com a mesma intensidade pelo Sudan Black em comparagdo com os
trofocitos do grupo controle (Fig. 29A). Os trofocitos do grupo exposto a 2,5 pL L (Fig.
29G) foram marcados pelo Sudan Black com a mesma intensidade em comparagdo com
os trofocitos do grupo controle (Fig. 29A) e expostos a 1,5 pL L™ (Fig. 29D). Os trofécitos
do grupo exposto a 3,5 uL L! (Fig. 29J) foram marcados com a mesma intensidade ao
Sudan Black em relagdo aos trofocitos do grupo controle (Fig. 29A) e expostos a 1,5 uL.

L! (Fig. 29D) e 2,5 uL L' (Fig. 29G).

3.4.5.3.2. Endcitos

Os resultados indicaram que a presenca do conteudo de triglicerideos no
citoplasma dos endcitos ndo foi prejudicada pelas exposigdes ao fipronil em B. atratus.
O citoplasma dos endcitos do grupo controle (Fig. 29B) e dos grupos expostos a 1,5 uL
L' (Fig. 29E), 2,5 uL L' (Fig. 29H) e 3,5 uL L' (Fig. 29L) foram marcados com a mesma
intensidade pelo Sudan Black. Os enécitos do grupo exposto a 1,5 uL L (Fig. 29E)
apresentaram marcagdo pelo Sudan Black com intensidade similar aos endcitos do grupo
controle (Fig. 29B). Os endcitos do grupo exposto a 2,5 uL. L™ (Fig. 29H) foram marcados
pelo Sudan Black com a mesma intensidade em relacdo aos endcitos do grupo controle
(Fig. 29B) e expostos a 1,5 pL L! (Fig. 29E). Os endcitos do grupo exposto a 3,5 pL L!
(Fig. 29L) foram marcados pelo Sudan Black com a mesma intensidade em relagao aos
endcitos do grupo controle (Fig. 29B) e expostos a 1,5 uL L™ (Fig. 29E) e 2,5 uL L™! (Fig.
29H) de fipronil.
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3.4.5.3.3. Células Pericardicas

Os resultados indicaram que as crescentes concentragdes as exposigoes ao fipronil
nao alteraram o contetido de triglicerideos na hemolinfa em B. atratus mediante atividade
pinocitica das células pericardicas, evidenciado pela marcacdo ao Sudan Black. O
citoplasma das células pericardicas apresentou o mesmo padrao em relagdo a presenca de
lipidios observados em trofocitos e endcitos. O grupo controle (Fig. 29C), assim como os
grupos expostos a 1,5 pL L (Fig. 29F), 2,5 uL L' (Fig. 291) e 3,5 uL L' (Fig. 29M) de
fipronil, apresentaram conteudo citoplasmatico marcados com a mesma intensidade pelo
Sudan Black. As células pericardicas do grupo exposto a 1,5 uL L (Fig. 29F) apresentou
a mesma intensidade de marcagdo pelo Sudan Black em relacdo ao controle (Fig. 29C).
As células pericéardicas do grupo exposto a 2,5 uL L™ (Fig. 291) apresentaram a mesma
intensidade de marcagdo pelo Sudan Black em relagdo as células pericardicas do controle
(Fig. 29C) e exposto a 1,5 uL L (Fig. 29F). As células pericardicas expostas a 3,5 uL L
I (Fig. 29M) foram marcadas pelo Sudan Black com a mesma intensidade em relagio as
células do controle (Fig. 29C) e grupos expostos a 1,5 pL L™! (Fig. 29F) e 2,5 uL L! (Fig.
291).
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Figura 29 - Sudan Black

Figura 29 - Analise Histoquimica realizada por meio da técnica de coloragcdo Sudan Black das células
do SHN de forrageiras de B. atratus. (A) Trofocitos do grupo controle marcados pelo Sudan Black
indicando presenca de triglicerideos no citoplasma; (B) Enocitos do grupo controle marcados pelo
Sudan Black indicando presenca de triglicerideos no citoplasma; (C) Células pericardicas do grupo
controle marcadas pelo Sudan Black indicando presenca de triglicerideos no citoplasma; (D) Trofocitos
do grupo exposto a 1,5 uL L' marcados pelo Sudan Black indicando presenca de triglicerideos no
citoplasma; (E) Endcitos do grupo exposto a 1,5 uL L' marcados pelo Sudan Black indicando presenga
de triglicerideos no citoplasma; (F) Células pericardicas do grupo exposto a 1,5 uL L' marcadas pelo
Sudan Black indicando presenga de triglicerideos no citoplasma; (G) Trofocitos do grupo exposto a 2,5
uL L' marcados pelo Sudan Black indicando presenga de triglicerideos no citoplasma; (H) Enécitos do
grupo exposto a 2,5 uL L' marcados pelo Sudan Black indicando presenca de triglicerideos no
citoplasma; (I) Células pericardicas do grupo exposto a 2,5 uL L' marcadas pelo Sudan Black indicando
presenga de triglicerideos no citoplasma; (J) Troféocitos do grupo exposto a 3,5 uL L' marcados pelo
Sudan Black indicando presenga de triglicerideos no citoplasma; (L) Enécitos do grupo exposto a 3,5
pL L' marcados pelo Sudan Black indicando presenga de triglicerideos no citoplasma; (M) Células
pericardicas do grupo exposto a 3,5 uL L' marcadas pelo Sudan Black indicando presenga de
triglicerideos no citoplasma. Legenda: trofocito (tr), enocito (oe), célula pericardica (pc); (*) indicam
a presenga de triglicerideos no citoplasma das células. Fonte: elaborada pelo proprio autor.
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3.5. DISCUSSAO

Algumas espécies de abelhas do género Bombus sdo nativas do territério brasileiro
e essenciais para polinizacao de espécies de plantas nativas, garantindo a manutencao da
variabilidade genética e a biodiversidade de plantas nos biomas brasileiros. A polinizagdo
realizada por essas abelhas também resulta em melhoria da qualidade e quantidade dos
frutos (Fijen et al., 2018; Yankit et al., 2018). A inclusdao dessas abelhas em produgdes
agricolas resulta em aumentos de producdo e diminui¢ao da necessidade de aplicagao de
fertilizantes e pesticidas (Macinnis; Forrest, 2020). Portanto, fica clara a importancia
econdmica e ecossistémica dessas abelhas para a manuten¢do dos biomas brasileiros.
Associado ao seu valor, também ¢é conhecido e relatado o declinio de populagdes de
espécies de abelhas nativas, sobretudo devido ao efeito de agroquimicos amplamente
utilizados em sistemas agricolas, como o fipronil. A atual pesquisa trouxe muitas
contribui¢des para area relacionada com estudos ecotoxicoldgicos de abelhas do género
Bombus, pois apresenta resultados inéditos sobre os efeitos do fipronil sobre as células
do SHN. As analises efetuadas na pesquisa apontam um panorama detalhado sobre a
atuacdo de concentragdes observadas em campo de fipronil sobre B. atratus, o que
evidencia os danos celulares e, consequentemente, prejudica a aptiddo desses animais. A
pesquisa ¢ imprescindivel para tentativa de racionalizagdo do uso de agrotoxicos, €
reforca a necessidade e importancia da conservagdo das espécies de abelhas nativas,

dentre elas, as do género Bombus.

Os efeitos subletais dos pesticidas podem comprometer fungdes fisioldgicas, que
associados a outros estressores ambientais, podem aumentar danos celulares observados
no organismo das abelhas (Tadei ef al., 2024). Embora a utilizacdo do fipronil por meio
da pulverizagao tenha sido recentemente vetada em territdrio nacional, por muitos anos
este agrotoxico foi largamente utilizado e seus efeitos foram responsaveis por diversos
impactos ambientais, sobretudo impactando populagdes de polinizadores. A atual
pesquisa enfatiza que mais estudos sobre efeitos toxicologicos de mais agrotdxicos sobre
espécies de abelhas nativas necessitam ser realizados para melhor compreensao da
amplitude dos danos ambientais e dos efeitos sobre populacdes de abelhas. Nesse
contexto, a analise das células do SHN forneceu resultados de grande relevancia sobre os
efeitos da a¢do do fipronil sobre forrageiras de B. atratus. A atual pesquisa estabelece
relagdo e faz comparagdes com os resultados obtidos com os resultados de diversas

pesquisas encontradas na literatura.



127

Os resultados da analise morfoldgica indicaram que os efeitos subletais do fipronil
impactaram trofocitos, endcitos e células pericardicas em todas as concentragdes (1,5 L
L' 2,5uL L e3,5uL L), Os resultados indicaram que os danos celulares foram ainda
maiores nas exposi¢des a 2,5 pL L'e 3,5 uL L', A analise morfologica deixou claro que
as estruturas do nucleo e citoplasma foram muito danificadas pela acdo do fipronil. Os
resultados da exposicdo a 3,5 pL L! de fipronil sobre as células do SHN foram similares
as exposicdes ao cadmio (Abdalla; Domingues, 2015) e merctrio (Nogueira et al., 2019),

indicando a alta toxicidade do fipronil para as abelhas nativas do género Bombus.

A analise morfolédgica do grupo controle indicou que trofocitos, endcitos e células
pericardicas estavam desempenhando normalmente suas fung¢des e ndo foram observados
danos celulares, com nucleos e citoplasma intactos ¢ sem danos estruturais. As células
pericardicas apresentaram baixa atividade pinocitica de filtragdo da hemolinfa, estagio I
de ativagdo, padrdo observado em tecidos saudaveis (Abdalla; Domingues, 2015).
Portanto, os resultados do grupo controle demonstraram que nao foram observados danos
celulares nas células das abelhas coletadas no entorno do campus da universidade, onde
as abelhas foram coletadas. A andlise do grupo controle permitiu concluir que, embora a
area de entorno apresentasse atividades agricolas, as abelhas ndo foram intoxicadas

durante os meses de coleta.

A exposi¢io a 1,5 uL L' demonstrou que o fipronil causou indicios de danos
estruturais nas células do SHN. Os nucleos dos trofocitos perderam seu formato
ramificado com cromatina compactada, indicando principio de danos estruturais sobre o
material genético. Em relag@o ao citoplasma, as observagdes indicaram que os trofocitos
mantiveram a capacidade de armazenar substancias devido as granulagdes observadas.
Os resultados da exposi¢do a 1,5 pL L' de fipronil indicaram inicio de degeneragio de
estruturas celulares, o que poderia evoluir para um processo de morte celular caso o
periodo de exposi¢io fosse prolongado. Os trofocitos expostos a 2,5 pL L™ apresentaram
as mesmas caracteristicas da exposi¢do a 1,5 pL L™, porém com danos celulares mais
acentuados. Os nucleos ndo apresentaram as ramificagdes caracteristicas dos trofocitos e
o citoplasma vacuolizado apresentou poucas granulacdes em relacdo ao controle. Os
resultados indicaram que o material genético possivelmente foi afetado pela agdo do
fipronil, com comprometimento da capacidade celular no armazenamento e mobilidade
de moléculas em razao dos danos observados no citoplasma. Os resultados da exposi¢ao

a 2,5 pL L' indicaram colapso dos trofocitos e comprometimento de sua funcionalidade.
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A exposicdo a 3,5 uL L' demonstrou que os trofocitos apresentaram as mesmas injurias
observadas em 2,5 pL L!, com o agravante de maior intensidade. Os niicleos mais uma
vez apresentaram forma atipica e citoplasma vacuolizado e com poucas granulagdes,
indicando perda da capacidade em realizar sua funcdo de armazenar substancias. Os
resultados das exposi¢des a 2,5 uL L' e 3,5 uL L indicaram o colapso dos trofocitos.
Uma vez que a hemolinfa passa primeiro pelas células do corpo gorduroso e depois pelas
células pericardicas antes de acessar o vaso dorsal (Abdalla; Domingues, 2015), os
trofocitos e endcitos sao as primeiras células do SHN a serem impactadas pelo fipronil.
Caso ocorresse colapso dos trofécitos, a composicao do meio circundante dos insetos e
as atividades metabolicas seriam diretamente impactadas, uma vez que a capacidade de
sintese e armazenamento de substancias seriam prejudicadas (Kovalskyi; Zhmur, 2024).
O colapso das células do corpo gorduroso foi observado nas exposi¢des a 2,5 uLL'e 3,5

uL L', evidenciando a toxicidade do fipronil para B. atratus.

Os endcitos expostos a 1,5 uL L™ de fipronil mantiveram a forma caracteristica
das células e dos nucleos, com formatos arredondados. Entretanto, foram observados
indicios de condensagdo da cromatina e picnose celular, cenario que poderia evoluir para
morte celular caso fosse prolongado o tempo de exposi¢do. A exposi¢do a 2,5 uL L
causou danos celulares mais intensos em relacdo a exposi¢do a 1,5 uL L', Os endcitos
apresentaram cromatina condensada, indicando colapso celular. Em relacdo a exposi¢do
a3,5 uL L, os endcitos apresentaram danos celulares mais intensos em relagio as demais
exposicoes. Os enocitos perderam o formato esférico celular caracteristico, apresentando
forma poligonal, enquanto e os nlcleos apresentaram cromatina muito compactada. Os
resultados indicaram colapso das estruturas e fungdes celulares dos endcitos. Como essas
células estdo relacionadas com a sintese de substancias constituintes da epicuticula dos
insetos (Lu et al., 2021) e de processos envolvendo a desintoxicagdo e regulacdo da
composi¢dao da hemolinfa (Hsu; Weng, 2021), o colapso celular poderia comprometer
diversas atividades fisioldgicas no organismo das abelhas expostas ao fipronil. Os efeitos
do colapso dos endcitos poderia estar relacionado com prejuizos sobre a aptidao das
abelhas, andlise que ndo foi realizada pela pesquisa, mas com indicativo de ocorréncia

fornecida pela anélise morfologica.

As células pericardicas expostas a 1,5 pL L™ foram encontradas em estégio II de
ativacdo, com visivel aumento do tamanho celular devido ao inicio de formagdo de

pequenos vacuolos no citoplasma. Os resultados indicaram que a exposicdao ativou o
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mecanismo de filtracdo da hemolinfa. As células pericardicas expostas a 2,5 uL L’!
apresentaram aumento da vacuoliza¢do do citoplasma, classificadas em estagios II e I1I
de ativacao pela observagdo da fusdo de vactiolos citoplasmaticos. Os mesmos resultados
foram observados na exposi¢do a 3,5 pL L! de fipronil, indicando aumento da atividade
pinocitica da hemolinfa para neutralizagcdo de substancias toxicas. De acordo com Abdalla
e Domingues (2015), as células do SHN respondem de forma sincronizada em relagdo a
exposicao a substancias toxicas. Primeiro as células do corpo gorduroso colapsam, o que
pode ser observado em todas as concentragdes de fipronil analisadas, ¢ em seguida as
células pericardicas sao ativadas, alcancando os estadios III ou IV de ativagdo. Na atual
pesquisa, o estagio de III de ativacdo foi observado pelas células pericardicas expostas a
2,5 uL L' e 3,5 uL L de fipronil, indicativo de que as células do corpo gorduroso
estavam em processo de colapso celular. O estagio IV de ativagdo ¢ caracterizado pela
fusdo de muitos vacuolos citoplasmaticos no centro da célula, deslocando o nucleo para
a periferia do citoplasma. O estagio IV de ativagdo esta relacionado com a capacidade
maxima de absor¢dao da hemolinfa e com a ruptura da parede muscular do vaso dorsal,
causando a morte das abelhas (Abdalla; Domingues, 2015). O estagio IV de ativacgdo das
células pericardicas nao foi observado na atual pesquisa. No entanto, o estagio Il e III de

ativacdo caracterizam efeitos subletais do fipronil sobre o organismo das abelhas.

Os danos celulares observados sobre as células do SHN repetem-se em diversas
pesquisas envolvendo a exposi¢do a doses subletais de agrotoxicos. Independente da
substancia quimica e da espécie de abelha analisada, caso ocorra toxicidade, os danos
estruturais celulares muitas vezes sdo similares. O trabalho realizado por Abdalla e
Domingues (2015) utilizou as células do SHN de B. morio para avaliagdo da dose subletal
de 1 pL L' de cloreto de cadmio. A pesquisa trouxe grandes contribui¢des para estudos
relacionados com efeitos subletais de agrotoxicos sobre as células das abelhas nativas. As
exposicoes foram realizadas por meio de doses considerada ambientalmente segura pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente no Brasil (CONAMA) para dguas de classes I e
II. Os pesquisadores argumentaram que o cadmio provocou ativagdo das células
pericardicas em estagio IV, ou seja, capacidade maxima de absor¢ao da hemolinfa. Os
endcitos apresentaram colapso celular, com cromatina fragmentada e compactada, assim
como os trofécitos. Os resultados observados nas células do corpo gorduroso em B.
atratus da atual pesquisa foram similares aos observados por Abdalla e Domingues

(2015), embora a exposi¢do a metais-trago comumente apresente grande toxicidade para
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os polinizadores, mesmo em doses subletais (Nogueira et al., 2019). Os resultados entre
as duas pesquisas foram compativeis e evidenciaram a grande toxicidade de doses
subletais dos agrotoxicos para as células do corpo gorduroso, assim como para o

organismo das abelhas nativas do género Bombus.

A atual pesquisa estabeleceu uma relacdo com os resultados obtidos na pesquisa
realizada por Tadei ef al. (2024), que analisaram os efeitos letais e subletais da
acetamiprida e azoxistrobina em abelhas nativas da espécie Centris analis. Os
pesquisadores demonstraram os danos causados as células do SHN de C. analis. A
exposicao a azoxistrobina ndo afetou a sobrevivéncia das abelhas, enquanto a exposicao
a acetamiprida demonstrou efeitos subletais em fémeas e letais para os machos. A
morfometria das células do SHN dos machos expostos a acetamiprida revelou enocitos
com areas superficiais menores em relacao ao controle, assim como os endcitos de B.
atratus expostos a 2,5 pL L' e 3,5 uL L' de fipronil. Na pesquisa de Tadei et al. (2024),
0s endcitos expostos somente a acetamiprida e a associacdo de acetamiprida e
azoxistrobina apresentaram vacuolizagdo citoplasmatica e nao foi observado
fragmentacdo da cromatina. Na atual pesquisa, os endcitos de B. atratus expostos ao
fipronil em todos os grupos expostos apresentaram compactagao da cromatina, mas sem
vactolos no citoplasma. Na pesquisa de Tadei et al. (2024), os trofocitos dos machos
expostos aos agrotoxicos apresentaram niicleos atipicos, assim como os trofocitos de B.
atratus expostos ao fipronil em todas as concentragdes analisadas (1,5 uL L', 2,5 uL L™!
e 3,5 uL LY. As células pericardicas de B. atratus expostas ao fipronil apresentaram
estagios de ativagio II e III nas exposi¢des a 2,5 uL L' e 3,5 uL L', enquanto os machos
de C. analis expostos a acetamiprida apresentaram células pericardicas em estagio IV de
ativagdo, o que possivelmente foi a causa do alto indice de mortalidade nesses individuos.
As células pericardicas das fémeas expostas a acetamiprida e azoxistrobina foram
observadas em estagio Il de ativacdo, com efeitos mais brandos em relacdo aos machos,
assim como na exposicdo de B. atratus a 1,5 pL L' de fipronil. Tadei et al. (2024)
argumentaram que a rapida metabolizacdo da acetamiprida observada nas fémeas de C.
analis poderia ocorrer principalmente pela atuacdo das células pericardicas e dos
endcitos, o que reduziu os efeitos toxicologicos dos agrotoxicos. A atual pesquisa nao
analisou a diferenca de sensibilidade entre os sexos em B. atratus, mas observou
resultados semelhantes em relacdo as células pericardicas e trofocitos expostos a 2,5 puL.

L'e 3,5 uL L' de fipronil em comparagio com machos de C. analis. Portanto, a
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concentracdo da substdncia e a sensibilidade da espécie sdo determinantes para
sobrevivéncia das abelhas expostas aos agrotoxicos, assim como a agdo das células do
SHN, reforcando sua importancia para o organismo dos insetos como a primeira linha de

barreira contra substancias toxicas (Abdalla; Domingues, 2015; Tadei et al., 2024).

Resultados similares aos de B. atratus foram observados por Assis et al. (2022),
que avaliaram o efeito de doses subletais de imidacloprida e piraclostrobina sobre as
células do corpo gorduroso de abelhas solitarias da espécie Tetrapedia diversipes. Assim
como B. atratus expostas ao fipronil, ndo ocorreu letalidade em 7. diversipes expostas
aos agrotoxicos. A andlise morfoldgica das exposi¢des a imidacloprida revelou enocitos
atipicos, com vacuolos no citoplasma e nucleos com cromatina compactada e
fragmentada, enquanto os trofocitos apresentaram marginalizagdo da cromatina. Os
individuos expostos a piraclostrobina também apresentaram enodcitos morfologicamente
atipicos, com tamanho reduzido e compactacdo da cromatina. Os trofocitos apresentaram
vacuolos citoplasmaticos e poucos granulos proteicos no citoplasma, além de nucleos
compactados. No tratamento envolvendo a exposi¢ao aos dois toxicantes, imidacloprida
e piraclostrobina, trofocitos e endcitos apresentaram morfologia atipica, fragmentacao da
cromatina e vacuoliza¢do do citoplasma. Os resultados foram similares as exposicdes a
2,5 uL L1'e 3,5 uL L! de fipronil nas células do corpo gorduroso de B. atratus, o que
indica os mesmos danos a estruturas celulares, mesmo com a utilizacdo de diferentes
toxicantes e espécies de abelhas. Danos sobre as células do corpo gorduroso podem
comprometer a sintese de carboidratos, proteinas, lipidios (Lu et al., 2021) e processos de
desintoxica¢do das abelhas (Brejcha et al, 2023). O trabalho de Assis et al. (2022)
concluiu que a aptidao das abelhas da espécie 7. diversipes possivelmente foi prejudicada
pelas doses subletais de imidacloprida e piraclostrobina. Mesmo ndo causando
mortalidade significativa, os agrotoxicos poderiam contribuir para o declinio de
populagdes da espécie. A mesma conclusdao pode ser atribuida a B. atratus mediante os

resultados observados nas células do corpo gorduroso.

A atual pesquisa verificou resultados similares entre as células do corpo gorduroso
de B. atratus expostas a doses subletais de fipronil com 4. mellifera expostas ao
tiametoxan. O trabalho realizado por Balsamo et al. (2020) analisou o efeito da associac@o
de doses subletais de tiametoxam na concentracao de 0,0856 ng e 0,00856 ng por abelha
em associagdo com o microsporidio Nosema ceranae sobre as células o HNS de 4.

mellifera. Microsporidios sdo fungos parasitas intracelulares obrigatorios que podem
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infectar diversos grupos biologicos, como peixes, mamiferos e artrépodes (Fadhilah;
Gabbar; Bokhari, 2023). Os trofécitos expostos a 0,00856 ng ndo apresentaram muitos
vacuolos citoplasmaticos, mas os nucleos perderam o formato ramificado caracteristico.
Os trofocitos expostos a 0,0856 ng apresentaram vacuolizac¢do citoplasmatica, nicleos
sem o contorno ramificado caracteristico ¢ cromatina condensada. A exposi¢ao aos
agrotoxicos realizada de forma associada com o parasita N. ceranae, mesmo em 0,00856
ng, os trofocitos apresentaram citoplasma vacuolizado e com total perda de sua
morfologia caracteristica. Os trofocitos expostos a 1,5 uL L' de fipronil de B. atratus
demonstraram injurias celulares mais brandas em comparagao com concentragcdes mais
altas de fipronil, similares aos resultados observados em trofécitos de A. mellifera
expostas a 0,00856 ng (Balsamo et al., 2020). Da mesma forma, as exposigdes a 2,5 uL.
L'e 3,5 uL L' de fipronil em B. atratus causaram uma resposta similar nas células do
HNS de 4. mellifera expostas a 0,0856 ng e 0,00856 ng de tiametoxan associado com N.
ceranae. Mais uma vez os efeitos causados sobre as células do HNS foram
correspondentes, com capacidade para possivelmente prejudicar o metabolismo
intermediario, armazenamento de substancias e processos relacionados com a
desintoxica¢do de substancias toxicas no organismo dos polinizadores (Haas ef al., 2022;

Kovalskyi; Zhmur, 2024).

Os resultados da acdo do fipronil sobre os endcitos na atual pesquisa divergiram
dos resultados obtidos na pesquisa realizada por Carneiro et al. (2023). Os pesquisadores
avaliaram os efeitos da exposi¢do subletal a 0,7 ng/mL de imidacloprida sobre as c€lulas
do intestino médio e do corpo gorduroso de larvas de A. mellifera expostas durante seis
dias. Os resultados da andlise morfoldgica do corpo gorduroso demonstraram que os
endcitos das larvas do grupo exposto ndo apresentaram danos celulares em comparacao
ao controle. O resultado divergiu dos resultados de Assis et al. (2022), que observaram
alteragdes nos endcitos em 7. diversipes expostas a imidacloprida, como vacuolizacao do
citoplasma e fragmentacao nuclear. O mesmo foi observado com os endcitos de B. atratus
expostas a 2,5 uL L' e 3,5 uL L' de fipronil. Os resultados das pesquisas trouxeram
importantes contribui¢des para evidenciar a maior suscetibilidade das abelhas nativas em
comparacdo com A. mellifera, embora as Avaliagdes de Risco das formulagdes
comerciais dos agrotoxicos utilizam as abelhas meliferas como espécie modelo,

negligenciando as espécies de polinizadores nativos (Sgolastra et al., 2020).
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O trabalho de Farder-Gomes et al. (2024) avaliou os efeitos subletais da
imidacloprida, piraclostrobina e glifosato sobre as células do corpo gorduroso de
Scaptotrigona postica. Os enocitos das abelhas expostas a todos os grupos de agrotoxicos
analisados, de forma individual ou em associagdo, apresentaram vacuolos
citoplasmaticos, nucleos periféricos e células com forma atipica. A exposi¢ao a
piraclostrobina foi menos prejudicial em relacdo as exposi¢cdes a imidacloprida e ao
glifosato. Os trofocitos apresentaram formas atipicas, presenca de muitos granulos
citoplasmaticos e nucleo sem as ramificacdes caracteristicas. Os pesquisadores
argumentaram que os resultados indicaram morte celular devido a alteragdes
morfoldgicas das células do corpo gorduroso. Os resultados corresponderam com os
observados em B. atratus expostas a 2,5 uL L'l e 3,5 pL L' de fipronil. Dentre outros
efeitos, os agrotoxicos induzem o estresse oxidativo por meio da formacao de radicais
livres (Sule; Condon; Gomes, 2022), que atuam em todo organismo das abelhas,
incluindo o corpo gorduroso (Farder-Gomes et al., 2024). Os resultados da pesquisa de
Farder-Gomes et al. (2024) indicaram possiveis danos para a sintese, armazenamento e
neutralizacdo de substancias toxicas no organismo de S. postica, assim como poderia

ocorrer em B. atratus.

Além do SHN, o fipronil pode prejudicar células de outros 6rgaos no organismo
das abelhas. Algumas pesquisas analisaram a toxicidade de doses subletais de fipronil
para as células do intestino médio (Farder-Gomes et al., 2021) e tibulos de Malpighi
(Farder-Gomes et al., 2022) de abelhas nativas sem ferrdo da espécie Partamona helleri.
Os resultados indicaram toxicidade do fipronil, possivelmente prejudicando a absor¢ao
de nutrientes e filtragdo da hemolinfa (Harwood; Amdam, 2021). Os resultados sao
importantes por revelar que células de outros 6rgdos também podem ser afetadas pelos
efeitos subletais do fipronil. Embora o SHN seja imprescindivel para neutralizagdo de
substancias e fornecer protecao ao organismo das abelhas, dependendo da concentragao
do agrotdxico e da sensibilidade da espécie, as células do SHN podem entrar em colapso

e ndo evitar a agdo sistémica dos agrotdxicos (Abdalla; Domingues, 2015).

O efeito da exposi¢ado ao fipronil foi similar aos observados por Inoue ef al. (2022)
no trabalho que avaliou a exposi¢ao de doses subletais do fungicida piraclostrobina sobre
as células do SHN de A. mellifera. Os endcitos das abelhas meliferas perderam a forma
esférica caracteristica, com vacuoliza¢do citoplasmaticas e nucleos com cromatina

condensada. Os trofocitos perderam a forma poligonal tipica, os nucleos perderam as
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ramificagcdes, com cromatina compactada e citoplasma vacuolizado. Os resultados das
exposicdes a 2,5 uL L' e 3,5 pL L! de fipronil corresponderam aos obtidos por Inoue et
al. (2022), com excecdo da vacuolizagao citoplasmatica dos enocitos. Assim, o efeito da
exposicao aos agrotoxicos poderia prejudicar o metabolismo intermediario € processos
relacionados com a desintoxicacdo de substancias, tanto em B. atratus expostas ao
fipronil como em A. mellifera expostas a piraclostrobina (Hsu; Weng, 2021; Inoue et al.,
2022; Kovalskyi; Zhmur, 2024). Em relagdo aos danos morfologicos observados sobre as
células pericardicas, A. mellifera expostas a piraclostrobina apresentaram nucleos
picnoticos e vactiolos citoplasmaticos, classificadas em estagio Il e IV de ativagao (Inoue
et al., 2022). A piraclostrobina causou colapso das células pericardicas devido ao estagio
IV de ativagao em A. mellifera, o que ndo ocorreu nas exposi¢des de fipronil em B.
atratus. Existe uma diferenca de sensibilidade aos agrotoxicos entre A. mellifera e as
abelhas do género Bombus, de forma que as concentragdes analisadas por Inoue et al.
(2022) em A. mellifera poderiam causar danos mais severos para as c¢lulas pericardicas
de B. atratus. A analise das células do SHN foi eficiente e representou mais uma vez uma
importante ferramenta para avaliar os efeitos subletais de agrotoxicos em diferentes

espécies de abelhas.

Os resultados das pesquisas intensificam a preocupagdo sobre a conservacao de
espécies de abelhas nativas e a conscientizagdo para o risco de extingdo local dessas
abelhas no ambiente natural. O resultado da atual pesquisa demonstrou que os efeitos
causados pela a¢do do fipronil sobre as células do SHN podem prejudicar o organismo
das abelhas do género Bombus. No entanto, o efeito toxicoldgico de concentragdes
subletais de metais-trago sdo mais prejudiciais para as abelhas do género Bombus. A
pesquisa de Nogueira et al. (2019) avaliou o efeito subletal do mercurio (0,2 uL L") sobre
as células do HNS de B. morio e B. atratus. A concentragao utilizada foi considerada
ambientalmente segura pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente no Brasil
(CONAMA) para aguas de classe 1, 2 e 3. O nucleo dos trofécitos de ambas as espécies
perderam a forma ramificada caracteristica e apresentaram cromatina compactada e
fragmentada. O colapso dos trofocitos indicou que o processo de tradugao entre nucleo e
o citoplasma poderia ser prejudicado, o que possivelmente levou ao comprometimento
do metabolismo intermediario no organismo das abelhas (Abdalla; Domingues, 2015;
Nogueira et al., 2019). Em relagdo aos enocitos, as células perderam a forma esférica

caracteristica e apresentaram nucleos picndticos em ambas as espécies. No entanto, os
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efeitos da exposi¢do ao mercurio foram mais prejudiciais para B. atratus, em que 0s
endcitos formaram uma massa celular indistinguivel, impossibilitando inclusive a
distingdo entre as mesmas. Os resultados indicaram que as fungdes celulares
desempenhadas pelos enocitos, como sintese de substancias e processos de
desintoxicac¢ao foram prejudicados pela ao mercurio (Darragh; Nelson; Ramirez, 2021;
Haas et al., 2022). O mesmo pode ser interpretado na atual pesquisa com a exposi¢ao ao
fipronil, que desencadeou danos similares, mas de menor magnitude em comparagdo com
o mercurio. Nogueira et al. (2019) evidenciaram a enorme toxicidade de metais-traco para
as abelhas nativas, mesmo em concentracao trago. Na atual pesquisa, os endcitos nao
chegaram a formar uma massa indistinguivel de células, mas também foram impactados
pela agdo do fipronil, evidenciando sua agdo sobre o organismo das abelhas do género
Bombus. Assim, os resultados foram similares, indicando a suscetibilidade das abelhas

nativas expostas a concentragdes subletais de agrotoxicos.

As células pericardicas de B. atratus e B. morio analisadas na pesquisa de
Nogueira et al. (2019) apresentaram morte celular, com a observa¢do de condensagdo e
fragmentacdo da cromatina e estdgio IV de ativacdo. Esse estagio compromete a
distribuicdo de nutrientes ¢ hormonios entre os 6rgdos das abelhas, uma vez que ocorre
diminui¢do generalizada de nutrientes na hemolinfa (Abdalla; Domingues, 2015;
Domingues et al., 2017). O estagio IV de ativagdo ndo foi observado nas exposi¢oes ao
fipronil, indicando que o contaminante ndo apresentou o mesmo nivel de toxicidade do
mercurio. O colapso das células do SHN demonstrou a capacidade dos efeitos subletais
do merctrio em prejudicar outros 6rgaos no organismo das abelhas nativas do género
Bombus, uma vez que o toxicante ndo foi neutralizado pelas células do SHN (Nogueira
et al.,2019). Os pesquisadores também concluiram que a espécie B. atratus foi suscetivel
em relagdo a B. morio, demonstrando que pode ocorrer variacao interespecifica da
sensibilidade a exposicao agrotoxicos entre diferentes espécies, mesmo que sejam

filogeneticamente proximas.

A atual pesquisa demonstrou que as exposigdes ao fipronil apresentaram
capacidade para possivelmente prejudicar o metabolismo intermedidrio, as atividades
antioxidantes de enzimas relacionadas a neutraliza¢ao de substancias toxicas e a resposta
imunologica das abelhas (Domingues et al., 2017; Balsamo et al., 2020). Os resultados
da analise morfométrica comprovaram os efeitos subletais da a¢cdo do fipronil por meio

da alteragdo da area superficial das células do HNS de B. atratus. A medida em que as
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concentracdes da exposi¢do ao fipronil aumentaram, danos celulares causaram
diminui¢ao da area superficial das células do corpo gorduroso e aumento da area das
células pericardicas (tabela 1). Os resultados da andlise morfométrica indicaram que as
exposicdes ao fipronil causaram danos as estruturas celulares de trofocitos e endcitos em
todas as concentragdes analisadas. Assim como observado na analise morfologica, os
danos foram mais significativos para as células do corpo gorduroso dos individuos
expostos a 2,5 uL L' e 3,5 pL L' de fipronil. Trofécitos e endcitos ndo apresentaram
diferenca da alteragiio da area celular entre controle e exposto a 1,5 uL L™, indicando
efeitos mais brandos em comparagio com as exposigdes a 2,5 uL L' e 3,5 pL L.
Também ndo houve diferenca da 4rea celular entre as exposi¢des a2,5 uL L' e 3,5 uL L-
! indicando que a intensidade dos danos celulares causados pelo fipronil ndo diferiram
entre essas duas concentragdes. Os resultados indicaram que a funcionalidade das células
do corpo gorduroso em sintetizar e armazenar substincias foi prejudicada, principalmente
em células expostas a 2,5 pL L' e 3,5 uL L"! de fipronil (Skowronek; Wojcik; Strachecka,
2021; Stec; Saleem; Darveau, 2021; Kovalskyi; Zhmur, 2024).

As células pericardicas nao apresentaram o mesmo padrao de variagdo da area
superficial celular observado com as células do corpo gorduroso. Conforme as
concentragdes de fipronil aumentavam, a atividade pinocitica realizada pelas células
pericardicas também aumentavam, a fim de filtrar a hemolinfa e neutralizar substancias
toxicas. A atividade pinocitica ¢ responsavel pela vacuoliza¢do observada no citoplasma
das células pericardicas. A medida que as abelhas eram expostas a doses maiores de
fipronil, mais intensa era a atividade pinocitica e mais vactiolos eram formados no
citoplasma dessas células (Abdalla; Domingues, 2015). A fus@o dos vacuolos no
citoplasma levou a um aumento da area celular, que pode ser identificado por meio da
medicdo da area superficial das células pericardicas na analise morfométrica. Os
resultados indicaram intensa atividade das células pericardicas dos grupos expostos a 1,5
pL L1, 2,5 uL L' e 3,5 uL L' de fipronil. Nao houve diferenca da 4rea superficial celular
entre os grupos expostos (1,5 uLL'e25uL Lt 1,5uLLte35uL LY 25uL L e3,5
pL L. A andlise morfoldgica indicou que as células pericarcas expostas a 1,5 pL L
apresentaram estagios II de ativacdo, enquanto as células expostas a 2,5 pL L'l e 3,5 uL
L' apresentaram estdgios II e III de ativagio. Os estagios de ativacio alcancados pela
atividade pinocitica das células pericardicas puderam ser comprovados por meio da

analise morfométrica. Os estagios de ativacao observados indicaram o colapso das células
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do corpo gorduroso e que a exposicao prolongada ao fipronil também poderia levar ao

colapso das células pericardicas (Abdalla; Domingues, 2015).

Os resultados da analise morfométrica das células do corpo gorduroso na atual
pesquisa foram compativeis com os obtidos em diversas pesquisas. Quando ocorre
injurias das estruturas celulares devido a a¢do de substancias toxicas, as células do corpo
gorduroso comumente apresentam diminuicdo da area superficial, um indicativo de
prejudicar estruturas e a funcionalidade das células. Viotti ef al. (2021) realizaram analise
morfométrica das células do corpo gorduroso em larvas de A. mellifera expostas a
secrecoes toxicas de Epormenis cestri. Os pesquisadores concluiram que os endcitos do
grupo exposto apresentaram cromatina compactada e perda do formato circular
caracteristico dos nucleos das células. A analise morfométrica indicou que os enocitos do
grupo exposto eram menores em relacdo ao controle. Os trofécitos do grupo exposto ndo
apresentaram limites celulares distinguiveis entre as células e vacuolos lipidicos
citoplasmaticos menores ou ausentes em relacdo ao controle. De maneira similar aos
resultados observados com os endcitos, os trofocitos do grupo exposto eram menores em
relacdo ao controle. Os pesquisadores concluiram que as células do corpo gorduroso das
larvas de A. mellifera expostas ao contaminante estavam em processo de apoptose,
prejudicando taxas metabdlicas e causando danos a estruturas celulares. As mesmas
conclusdes foram obtidas na atual pesquisa pelas exposigdes a 2,5 uL L' e 3,5 uL L' de

fipronil sobre as células do corpo gorduroso de B. atratus.

Um padrdo similar em relacdo a analise morfométrica de células do SHN foi
observado em diversas pesquisas com A. mellifera expostas a agrotoxicos. O trabalho
desenvolvido por Inoue et al. (2022) realizou anélise morfométrica dos endcitos de A.
mellifera expostas a doses subletais de piraclostrobina. A medi¢do da area dos enocitos
foi um importante parametro para indicar a resposta toxicoldgica no organismo das
abelhas. Os resultados apontaram diminui¢do da area dos endcitos de abelhas expostas
em relagcdo ao controle. Inoue ef al. (2022) argumentaram que a diminui¢do da area
superficial dos endcitos foi um indicativo que estruturas e fungdes celulares foram
prejudicadas pelas exposicoes a piraclostrobina, assim como ocorreu com os enocitos de
B. atratus expostos a 2,5 uL L' e 3,5 uL L! de fipronil. Os pesquisadores também
observaram que nao houve diferengas na area de superficie dos endcitos entre os grupos
expostos, 0 que também foi observado em endcitos de B. atratus expostas a 2,5 pL L' e

3,5 uL L' de fipronil na atual pesquisa. Em relacdo as células pericardicas, Inoue ef al.
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(2022) concluiram que as exposi¢des a piraclostrobina causaram redugdo da area
superficial celular em comparacdo ao controle. Os pesquisadores ndo observaram
diferenca da area superficial das células pericardicas entre os grupos expostos a
piraclostrobina. Os resultados da analise morfométrica das células pericardicas de Inoue
et al. (2022) diferiram do padrao observado na atual pesquisa. A. mellifera expostas a
piraclostrobina apresentaram diminui¢do da éarea superficial das células, enquanto as
células pericardicas de B. atratus expostas ao fipronil apresentaram aumento da area em
todos os grupos experimentais. As divergéncias entre as duas pesquisas ocorreram
possivelmente devido a diferenga de toxicidade entre as substancias analisadas, além de
ocorrer variagdo de suscetibilidade entre espécies diferentes. A exposi¢do a concentragdes
maiores de piraclostrobina causou estagio IV de ativacdo das células pericardicas e
consequentemente o colapso das células, causando redugdo da area superficial, como
apontado pelos pesquisadores. O mesmo nao ocorreu com as exposi¢des ao fipronil na
atual pesquisa, em que foi observado estagios II e III de ativacdo das células pericardicas

expostas ao fipronil, o que nao configura colapso celular (Abdalla; Domingues, 2015).

A pesquisa desenvolvida por Balsamo et al. (2020) obteve resultados similar ao
de Inoue ef al. (2022) em relagdo aos efeitos de agrotdxicos sobre as células do SHN de
A. mellifera. Balsamo et al. (2020) realizaram analise morfométrica de endcitos e células
pericardicas das abelhas expostas a concentracdes subletais de tiametoxam (0,0856 ng e
0,00856 ng por abelha) e aos esporos do parasita N. ceranae. Os resultados da anélise
morfométrica dos enocitos na pesquisa de Balsamo et al. (2020) convergiram com o
padrao observado na atual pesquisa com B. atratus expostas ao fipronil. Os pesquisadores
analisaram os efeitos da exposi¢do de somente um dos contaminantes, agrotoxico ou
parasita, e a exposi¢do a ambos, agrotoxico e parasita. Os resultados demonstraram que
as exposigoes, tanto de forma isolada como associada, causaram diminuic¢do da area dos
endcitos. Por essa razdo, os pesquisadores argumentaram que funcionalidade das células
foi prejudicada. A reducdo da area celular dos endcitos foi mais acentuada na exposi¢ao
que ocorreu de forma associada, agrotoxico e parasita, causando maiores danos ao
organismo de A. mellifera. Os pesquisadores refor¢aram o argumento de que a diminuigao
na area de superficie das células ¢ um parametro confidvel para indicar a toxicidade de

agrotoxicos, assim como ocorreu na atual pesquisa.

Os resultados da analise morfométrica das células pericardicas realizada por

Balsamo et al. (2020) foram similares aos de Inoue et al. (2022), mas divergiram da atual
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pesquisa. As exposi¢oes ao tiametoxam e a N. ceranae causaram diminui¢do da area das
células pericardicas em A. mellifera. A diminuicao da area ocorreu possivelmente devido
a morte celular das células pericardicas. Na atual pesquisa, as concentragdes de fipronil
analisadas ndo chegaram a causar morte celular das células pericardicas em B. atratus,
mas a intensificagdo da atividade pinocitica (estagios II e III de ativagdo) em todas as
concentragdes analisadas (1,5 pL L™, 2,5 uL L' e 3,5 uL L"). Assim, a acdo do fipronil
causaram aumento da area das células pericardicas em B. atratus, identificado pela andlise
morfométrica. Os resultados da morfometria de Balsamo et al. (2020) foram similares aos
de Inoue et al. (2022), possivelmente por analisarem efeitos subletais de agrotoxicos
sobre a mesma espécie, A. mellifera. As divergéncias dos resultados da morfometria das
células pericardicas entre a atual pesquisa e a realizada por Balsamo ef al. (2020) e Inoue
et al. (2022) ocorreu possivelmente devido a diferenca de toxicidade entre as substancias
analisadas, ¢ da variagdo de suscetibilidade entre espécies diferentes (B. atratus e A.

mellifera).

Os resultados da classificacao dos niveis danos dos nucleoides das células do SHN
foram obtidos por meio do ensaio cometa. O grupo controle e exposto a 1,5 pL L’!
apresentaram predominio de nivel de dano 0, sem danos significativos ao material
genético. Os grupos expostos a 2,5 uL L' e 3,5 uL L apresentaram niveis de dano 2 e 3,
com predominio de nivel 2, indicando dano médio ao material genético. Os resultados
dos parametros quantitativos tabelados (indice de dano, dano total e frequéncia de dano)
indicaram que as exposi¢des a 2,5 uL L' e 3,5 pL L' de fipronil apresentaram maior
genoxicidade em comparagio com a exposi¢do de 1,5 uL L', mas nio entre ambas. Os
valores do indice de dano, dano total e frequéncia de dano observados no grupo controle
sdo comuns mesmo em tecidos sauddveis e indicaram danos ao material genético
relacionados ao processo de ciclo celular, em que as células podem apresentar danos
estruturais generalizados ao longo do ciclo de vida (Suryadevara et al., 2024). A média e
o desvio padrdo do indice de dano, dano total e frequéncia de dano em cada tratamento
foram tabelados, demonstrando o mesmo panorama, genotoxicidade mais acentuada em
2,5uLL'e3,5uL L' e danos de menor intensidade para o controle e exposi¢io a 1,5 pL

L' de fipronil.

A analise estatistica do ensaio cometa foi realizada por meio dos valores do dano
total. Os danos genotoxicos causados pelo efeito do fipronil sobre as células do SHN

foram maiores nas concentragdes de 2,5 pL L' e 3,5 uL L!. Houve diferenga de danos
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totais entre o grupo controle e exposto a 2,5 uL L', controle e exposto a 3,5 uL L!, mas
nio houve diferenca entre o controle e exposto a 1,5 pL L. Entre os grupos expostos
houve diferenca entre 1,5 uL L'e 2,5 pL L' e 1,5 uL L' e 3,5 pL L', mas ndo houve
diferenca entre 2,5 uL L' e 3,5 uL L' de fipronil. Os resultados indicaram que todas as
exposi¢cdes induziram a danos sobre o material genético das células do SHN. Embora a
concentragio de 1,5 uL L' nfio tenha causado danos genotdxicos, a analise morfologica
indicou ser capaz de alterar as estruturas celulares, como o formato ramificado do nucleo
dos trofocitos, mesmo de forma moderada em comparagao com as demais exposigoes.
Entre as exposi¢des a 2,5 pL L' e 3,5 pL L' de fipronil ndo houve diferenca sno teste de
genotoxicidade, o que indica que ambos os tratamentos foram igualmente prejudiciais

para o material genético das células do SHN.

Os resultados da analise genotoxica correlacionaram com o padrdo observado
pelas demais andlises realizadas na pesquisa. Embora tenha causado danos para as células
do SHN, a concentragio de 1,5 uL L de fipronil apresentou efeitos toxicolégicos de
menor magnitude em comparacdo com as demais exposi¢oes. Outro importante padrao
observado na atual pesquisa foi que a intensidade de danos genotoxicos causados pelas
exposi¢des a 2,5 uL L' e 3,5 uL L' de fipronil foram similares para B. atratus. A analise
do ensaio cometa concluiu que os efeitos da exposicao ao fipronil sdo deletérios para
células do SHN, principalmente a partir de 2,5 uL L!. Com menor toxicidade, a exposigdo
a 1,5 uL L' também demonstrou efeitos deletérios sobre as células do SHN de B. atratus
e pode ser considerada a "dose limite" de fipronil para a espécie (Borsuk et al., 2021).
Contudo, as concentragdes de 2,5 pL L' e 3,5 uL L! de fipronil podem induzir a danos
sobre o material genético de maneira mais acentuada, levando a formagdo de nucleos

picnoticos e colapso celular (Demarini, 2021).

O ensaio cometa atuou como uma eficiente ferramenta para andlise de efeitos
genotdxicos de agrotdxicos para espécies de abelhas em trabalho realizado por Mitkovska
et al. (2025). Os pesquisadores utilizaram o ensaio cometa para avaliar o efeito
genotoxico dos acaricidas fluvalinato, amitraz e coumafos sobre os espermatozoides de
zangoes em A. mellifera. Os danos celulares podem levar a reducdes da taxa de fertilidade
dos zangdes. As abelhas foram coletadas de quatro apiarios distintos em regides na
Bulgéria, proximas a areas agricolas, Kranevo, Plovdiv, Vinitsa e Dimovtsi Os resultados
da pesquisa demonstraram que o material genético dos espermatozoides apresentou niveis

de danos consideraveis, demonstrando genotoxicidade para as abelhas analisadas. Os
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pesquisadores concluiram que os agrotoxicos podem prejudicar a qualidade do
espermatozoide, resultando em redugdo quantitativa, prejudicando a integridade das
células e a fertilidade das abelhas. Os pesquisadores afirmaram ainda a possibilidade de
ocorrer efeitos cumulativos e sinergéticos dos agrotdxicos sobre as abelhas. Os resultados
de Mitkovska et al. (2025) relacionaram com a atual pesquisa ao utilizar o ensaio cometa
para analisar os efeitos genotoxicos de agrotoxicos e demonstrar com eficiéncia os danos

sobre o material genético.

Algumas pesquisas realizaram o ensaio cometa para analise de genotoxicidade
causado por agrotdxicos sobre células de diversos orgaos. Os pesquisadores concluiram
que o ensaio cometa ¢ uma ferramenta util em pesquisas ecotoxicologicas. Gastelbondo-
Pastrana et al. (2019) utilizaram o ensaio cometa para avaliar danos ao DNA em células
intestinais e ovarianas de Ceraeochrysa claveri, expostas a concentragdes subletais de
azadiractina durante o estagio larval. A azadiractina ¢ um biopesticida utilizado como
alternativa aos agrotoxicos sintéticos de formulagdes comerciais de alta toxicidade. As
concentracdes utilizadas foram 36 mg L' e 60 mg L™, concentragdo minima e maxima
recomendadas em culturas agricolas. Os resultados indicaram que a porcentagem de
insetos nio viaveis foi maior na exposi¢io a 60 mg L', embora observados em menor
porcentagem na exposi¢do a 36 mg L' de azadiractina. Os danos ao DNA foram
observados em células intestinais ¢ do ovario em ambas as doses de azadiractina,

demonstrando a eficiéncia da técnica para anélise de genotoxicidade.

O trabalho realizado por Villar e Ojeda (2019) foi importante por demonstrar a
eficiéncia da aplicagdo do ensaio cometa para pesquisas ecotoxicologicas associadas a
exposicoes de espécies de abelhas a agrotoxicos. Os resultados foram similares ao
observado com as exposic¢oes ao fipronil em B. atratus, principalmente nas concentragdes
de 2,5 uL L' e 3,5 pL L', Os pesquisadores analisaram o efeito genotoxico de doses
subletais de cipermetrina, endosulfan e glifosato sobre as células hipofaringeas de A.
mellifera por meio do ensaio cometa. Assim como o fipronil, cipermetrina, endosulfan e
glifosato atuam no sistema nervoso das abelhas, interrompendo processos de
aprendizagem, memoria, navegacdo e fungdes cognitivas (Villar; Ojeda, 2019). Os
resultados demonstraram que houve diferenca em relagdo aos danos genotoxicos das
exposicdes ao endosulfan e glifosato em comparagdo ao controle. Somente a menor
concentragio de cipermetrina (0,016 ng mL™") ndo causou danos significativos para as

células analisadas na pesquisa. Os pesquisadores concluiram que as doses avaliadas,
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embora subletais, provocaram efeito genotoxico para as células hipofaringeas de A.
mellifera. Mais uma vez os resultados das exposi¢des a doses subletais de agrotoxicos
foram prejudiciais aos polinizadores e convergiram com os resultados obtidos em B.
atratus na atual pesquisa, demonstrando a eficiéncia do ensaio cometa para testes de

genotoxicidade relacionados com exposic¢oes a pesticidas.

O efeito subletal do fipronil afeta as capacidades cognitivas das abelhas,
prejudicando diversas habilidades, incluindo a orientacdo espacial durante a atividade de
forrageio. A atual pesquisa avaliou o efeito do fipronil sobre as células do SHN de B.
atratus, por caracterizar-se como a primeira linha de barreira contra substancias toxicas
no organismo dos insetos. O trabalho complementou a pesquisa de Provase et al. (2024),
que analisaram os efeitos subletais do fipronil, as mesmas concentragdes avaliadas na
atual pesquisa, sobre células do sistema nervoso de B. atratus. Os pesquisadores
analisaram o efeito genotdxico de concentracdes subletais do fipronil, 2,5 pL L' e 3,5 uL
L1, sobre as Células Kenyon, localizadas no cérebro de forrageiras de B. atratus por meio
do ensaio cometa. Os pesquisadores realizaram a analise do indice de danos, dano total e
frequéncia de danos. Os resultados indicaram que os danos genotdxicos foram mais
acentuados na concentracio de 3,5 uL L™!. Embora com danos celulares mais brandos em
relacdo a exposicdo a 3,5 uL L', a concentragdo de 2,5 pL L' também causou danos ao
material genético nas células de Kenyon. Portanto, ambas as exposi¢des apresentaram
genotoxicidade para as células de Kenyon de B. atratus expostas ao fipronil. O estudo de
Provase et al. (2024), embora tenha analisado células diferentes do SHN, demonstrou
evidéncias sobre a toxicidade do fipronil em células neurais de abelhas por meio do ensaio
cometa, o que evidencia a eficdcia da técnica para andlise de genoxicidade utilizado na
atual pesquisa. Os resultados de Provase et al. (2024) foram importantes para o atual
trabalho por concluir que as mesmas doses de fipronil utilizadas causaram danos em
diferentes sistemas de B. atratus, evidenciando a toxicidade do fipronil para a espécie,
mesmo em doses subletais. O cendrio ¢ importante pois demonstra que o SHN,
caracterizado como a primeira linha de barreira contra substancias toxicas em insetos
(Abdalla; Domingues, 2015), ndo foi capaz de neutralizar completamente os efeitos de
doses subletais de fipronil e causou danos celulares em mais 6rgaos de B. atratus. A atual
pesquisa efetuou a analise da exposicdo a 1,5 uL L' de fipronil sobre as células do SHN,

para dimensionar a variagdo da concentragdo da substancia encontrada em campo.
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Futuros trabalhos para complementagao dos efeitos das mesmas concentracoes de fipronil

poderiam ser realizadas por meio de analises de outros 6rgdos de B. atratus.

Com uma abordagem semelhante a atual pesquisa e a realizada por Provase ef al.
(2024), estudos realizados por Boeing et al. (2024) avaliaram a genotoxicidade do cadmio
sobre as células do SHN de operarias forrageiras de B. atratus por meio do ensaio cometa.
Os pesquisadores avaliaram os efeitos das concentragdes consideradas seguras pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), de 0,001 mg kg™ e 0,003 mg kg™'.
Os resultados indicaram que as células do SHN do grupo controle ndo apresentaram danos
do material genético. O grupo exposto a 0,001 mg kg™! apresentou predominancia de
cometas nos niveis 2 e 3 (dano moderado), enquanto o grupo exposto a 0,003 mg kg’
apresentou cometas nivel 4 (dano total). A analise estatistica dos resultados demonstrou
que nio foi observado diferenca entre o grupo controle e exposto a 0,001 mg kg!, nem
entre os grupos experimentais, 0,001 mg kg e 0,003 mg kg™'. Ocorreu diferenga apenas
entre o grupo controle e exposto a 0,003 mg kg™!. Os resultados de Boeing et al. (2024)
correlacionaram com os da atual pesquisa, visto que foi possivel determinar uma dose
limite de cadmio (0,001 mg kg™!), assim como a de fipronil (1,5 pL L) para B. atratus.
A pesquisa de Boeing et al. (2024) também revelou que metais-trago, de forma genérica,
apresentam maior toxicidade para os polinizadores, assim como apontado por Abdalla e
Domingues (2015) e Nogueira et al. (2019), em comparacdo com agrotdxicos de natureza

orgénica, como o fipronil.

A analise histoquimica de fluorescéncia para avaliar os efeitos genotdxico do
fipronil foi realizada por meio da técnica AO. Resultados importantes que
complementaram a andlise realizadas pelo ensaio cometa e pela andlise morfologica
foram obtidos. A analise histoquimica de fluorescéncia deixou evidente os danos
toxicolégicos do fipronil causados principalmente pelas exposi¢des de 2,5 uL L'e 3,5
uL L' sobre as células do SHN. O material genético foi impactado pela agdo de fipronil
em todos os grupos celulares analisados. Os resultados indicaram que o efeito da agdo do
fipronil poderiam causar alteracdes nas expressoes génicas devido aos danos observados.
Ao serem marcados pelo AO, os nucleos celulares de células apoptoticas com cromatina
fragmentada passaram a emitir fluorescéncia vermelha ou laranja, como ocorreu com o
nticleo das células expostas a 2,5 pL L' e 3,5 pL L™ de fipronil. O citoplasma de células
saudaveis pode emitir fluorescéncia vermelha ou laranja, uma vez que apos o processo de

transcricdo do DNA, as moléculas com fita simples de RNA migram para o citoplasma,
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e podem ser marcadas pelo AO (Collins, 2004; Byvaltsev et al., 2019). Este Gltimo quadro
pode ser observado em trofécitos e enocitos do grupo controle, indicando que essas
células desempenhavam normalmente as atividades celulares e expressavam suas
proteinas durante o processo de tradugdo. No entanto, a atual pesquisa baseou-se apenas
na analise do nucleo celular e os danos causados ao material genético pelos efeitos

genotoxicos do fipronil.

Os resultados da histoquimica de fluorescéncia demonstraram que nucleos de
trofocitos, enocitos e células pericardicas dos grupos controle e exposto a 1,5 pL L
emitiram fluorescéncia verde. O cendrio indicou que ndo foi observado danos ao material
genético nas células do SHN analisadas, como fragmentacdo e compactacdo da
cromatina. Em contrapartida, as exposi¢des a 2,5 pL L™ e 3,5 uL L' apresentaram nticleos
de trofocitos, endcitos e células pericardicas com fluorescéncia vermelha, indicativo de
danos estruturais do material genético causados pela exposi¢ao ao fipronil. Os resultados
indicaram que as células com nticleos vermelhos apresentaram danos sobre a estrutura do
material genético e que a expressdo de proteinas poderia ser prejudicada, afetando a
funcionalidade e todo o ciclo celular. O quadro ¢ caracteristico de apoptose celular e
evidencia a genotoxicidade do fipronil em B. atratus nas concentragdes de 2,5 uL L' e
3,5 uL L (Syromyatnikov ef al., 2020). Os resultados convergiram principalmente com
os observados na andlise genotoxica por meio do ensaio cometa e pela andlise
morfolédgica, em que foi observado danos sobre a estrutura do ntcleo das células expostas
ao fipronil. Os resultados da andlise morfologica ndo indicaram danos celulares nas
células do grupo controle, enquanto nas exposi¢des a 1,5 uL L, 25 uL L'e 3,5 pL L™
de fipronil foi observado nucleos atipicos em todos os grupos celulares, com danos mais
acentuados nas exposi¢des de 2,5 uL L e 3,5 uL L'!. Os resultados da analise genotoxica

realizada por meio do ensaio cometa demonstraram o mesmo padrao.

A técnica de coloragao AO ¢ eficiente por evidenciar os danos ao material genético
causado pela acdo de agrotoxicos. O trabalho desenvolvido por Provase et al. (2021)
analisou o efeito da exposicao subletal de 110 uL L' de mercurio sobre células do cérebro,
as c¢lulas de Kenyon, de operarias de B. atratus. Os pesquisadores realizaram andlise
histoquimica de fluorescéncia por meio do AO para avaliar possiveis danos genotoxicos
do mercurio sobre essas células. Os resultados demonstraram que as abelhas do controle
apresentaram nucleos verdes, sem indicios de danos ao material genético, enquanto as

abelhas expostas ao mercurio apresentaram fluorescéncia vermelha, indicativo de morte
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celular devido a compactacao e fragmentagdo da cromatina. Os pesquisadores concluiram
que a exposi¢cdo ao mercurio causou severos danos ao material genético das células de
Kenyon, mesmo em dose subletal, com células identificadas em processo de morte celular
devido a observacdo de nucleos picnoéticos. Os pesquisadores reforcaram que a
fragmentacdo da cromatina poderia inativar a expressdao de genes essenciais para a
manuten¢do de mecanismos celulares relacionados com a reparo do DNA, induzindo a
picnose nuclear. Dessa forma, a pesquisa de Provase ef al. (2021) concluiu que o merctrio
apresentou capacidade de alterar a configuragdo de bases nitrogenadas do DNA,
desencadeando danos ao material genético, o que inevitavelmente prejudicaria o controle
das atividades metabolicas e fungdes celulares das células do sistema nervoso de B.
atratus. Portanto, os danos causados sobre as células de Kenyon poderiam desestabilizar
a capacidade sensorial e orientacdo espacial das abelhas, prejudicando a atividade de
forrageio e todo ciclo de vida das abelhas neotropicais de B. atratus. Embora a pesquisa
de Provase et al. (2021) foi realizada com células do sistema nervoso e com metal-trago,
diferentemente da atual pesquisa, fica claro os resultados da agdo genotdxica de
agrotoxicos analisados por meio do AO em B. atratus. A pesquisa de Provase et al. (2021)
demonstrou que a exposi¢ao ao mercurio nao foi neutralizada pelas células do SHN e que
as células de outros 6rgdos, como no cérebro, foram prejudicadas indicando efeitos
genotoxicos do agrotoxico em dose subletal. Desta forma, o SHN caracterizado como
primeira barreira para neutralizagdo de compostos quimicos presentes no organismo dos
insetos (Abdalla; Domingues, 2015), novamente nao foi suficiente para neutralizar a acdo
de agrotoxicos no organismo de B. atratus, principalmente as substincias com alta

toxicidade, como metais-trago (Nogueira et al., 2019).

A atual pesquisa demonstrou que as exposi¢des de 2,5 uL L'l e 3,5 pL L' de
fipronil causaram danos celulares mais intensos em B. atratus. A cromatina apresentou
fragmentacao e foi marcada em vermelho pelo AO como indicativo de genotoxicidade, o
que poderia desencadear os efeitos subletais e comprometer a aptiddo das abelhas.
Nogueira et al. (2019) obtiveram resultados similares ao analisarem as células do SHN
de B. morio e B. atratus de individuos expostos a concentragdo subletal de mercurio. Os
pesquisadores realizaram andlise histoquimica de fluorescéncia por meio do AO. Os
resultados indicaram que os nucleos dos endcitos, trofocitos e células pericardicas do
grupo de controle de ambas as espécies emitiram fluorescéncia verde, sem indicios de

danos genotoxicos. Apds a exposi¢cao ao mercurio, os nucleos das células do SHN
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emitiram fluorescéncia vermelha, indicando danos aos cromossomos causados pela
fragmentacdo da cromatina (Syromyatnikov et al., 2020), assim como na atual pesquisa.
Os resultados indicaram que os danos genotoxicos causados pela exposi¢ao ao mercurio
podem levar a morte das células do SHN de operarias de B. atratus € B. morio. Os
pesquisadores concluiram que a exposi¢do ao mercurio poderia prejudicar a aptidao dos
individuos de B. morio e B. atratus, com potencial para representar uma ameaga para as
espécies de abelhas neotropicais (Nogueira et al., 2019). Os pesquisadores demonstraram
o potencial para impactar populagdes de abelhas do género Bombus que o mercurio pode
representar no ambiente. A atual pesquisa direciona para a mesma perspectiva o cenario
observado sobre os efeitos subletais das concentragdes de fipronil analisadas em B.

atratus.

A homeostase metabolica ¢ controlada por 6rgaos associados ao metabolismo no
organismo dos insetos (He et al., 2020). Carboidratos, proteinas e lipidios sdo moléculas
encontradas principalmente nas células do corpo gorduroso como fontes de reservas
energéticas. A acdo do fipronil sobre as células do SHN pode prejudicar o armazenamento
e mobiliza¢do de moléculas, de forma que a alteragdo do conteudo energético nas células
¢ indicio dos efeitos subletais do fipronil e outras substancias toxicas (He et al., 2020;
Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021). A a¢do do fipronil pode ainda afetar a
funcionalidade de 6rgdos como o intestino, prejudicando a absorcao e distribuicdo de
nutrientes para o organismo da abelha (Farder-Gomes ef al., 2021). A acdo de substancias
toxicas pode também causar inflamagdes, levando a respostas imunologicas que
demandam energia e levam a mobilizagdo de moléculas estocadas no corpo gorduroso
(Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021). Desta forma, pode ocorrer diminui¢do do
conteido de moléculas como proteinas, carboidratos e lipidios nas células do SHN,
principalmente nos trofdcitos, que armazenam substancias em seu citoplasma (He et al.,

2020; Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021).

Por outro lado, o estresse oxidativo causado pela acdo do fipronil nas células pode
prejudicar processos relacionados com as vias glicoliticas e lipoliticas, levando ao
aumento de conteudos energéticos em determinados casos. No entanto, as pesquisas nao
esclarecem as causas do aumento de contetidos energéticos nas células do corpo
gorduroso em insetos € o processo permanece desconhecido. Pesquisas realizadas com
mamiferos apontaram que a exposicao ao fipronil em ratos interrompeu processos

relacionados com a fosforilagdo oxidativa, prejudicando a produg¢do de ATP nas
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mitocondrias (Souders II et al., 2021). Portanto, a exposi¢ao a agrotoxicos poderia
aumentar ou diminuir os recursos energéticos em células que armazenam essas moléculas
(He et al., 2020; Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021; Souders II et al., 2021). A
observagao da alteracao de contetidos de glicogénio, triglicerideos e proteinas nas células
do SHN dos individuos expostos pode indicar os efeitos subletais do fipronil em B.
atratus. Assim, a pesquisa realizou a analise histoquimica das células do SHN para
observar o conteudo de glicogénio, por meio da técnica de coloracdo PAS, proteinas, por

meio do Azul de Bromofenol e triglicerideos, por meio do Sudan Black.

As abelhas consomem grandes quantidades de agucar para fornecer energia para
atividades de forrageio (Chapman, 2013). Para absor¢do de carboidratos complexos,
primeiro as abelhas quebram dissacarideos em monossacarideos, Unicos carboidratos
absorvidos pelo epitélio do intestino médio (Crailsheim, 1988). O processo depende da
atuacdo de enzimas que convertem sacarose em glicose e frutose, encontras dessa forma
na hemolinfa (Crailsheim, 1988; Chapman, 2013). Assim, o metabolismo das células do
SHN ¢ mediado em comunicacdo com a hemolinfa (Skowronek; Wojcik; Strachecka,
2021). Os trofocitos sdo capazes de absorver e liberar contetidos energéticos presentes na
hemolinfa, de forma que moléculas sdo armazenadas em vacuolos citoplasmaticos
(Kovalskyi; Zhmur, 2024). Os trofocitos do grupo controle foram marcados pelos PAS,
indicando presenca de glicogénio no citoplasma. O mesmo ocorreu com os trofocitos dos
grupos expostos ao fipronil em todas as concentra¢des analisadas (1,5 pL L™, 2,5 pL L™!
e 3,5 uL L), indicando que a metabolizagdo de contetidos energéticos foi prejudicada.
Os resultados indicaram que as exposi¢des ao fipronil ndo prejudicou a capacidade dos
trofocitos em armazenar carboidratos. Durante a via glicogénica, a glicose ¢ convertida
em glicogénio e acumulada nos trofocitos (Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021). Os
resultados podem estar associados a alimentagdo a base de sacarose realizada durante os
bioensaios, que poderia explicar a presenga de polissacarideos nas células do SHN das
abelhas. Os resultados também podem estar associados ao colapso dos trofocitos dos
grupos expostos observado por meio da andlise morfolégica, principalmente nas
exposicdes a2,5 uL L' e 3,5 pL L', 0 que possivelmente prejudicou a metabolizagio de
moléculas presentes no citoplasma dessas células. O material genético também foi
prejudicado de forma mais severa em abelhas expostas a 2,5 pL L' e 3,5 uL L' de
fipronil, possivelmente inviabilizando processos relacionados com a expressdo de

enzimas e proteinas transportadoras relacionadas com a metabolizacao da glicose no meio
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intracelular. Caso os efeitos das exposicoes levassem a formagao de espécies reativas de
oxigénio nas células, existe a possibilidade de ocorrer danos sobre organelas como as
mitocondrias e prejudicar a metabolizacdo de carboidratos nas células do SHN de B.
atratus (He et al., 2020; Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021; Souders II et al., 2021).
E valido reforcar que tais causas sdo suposi¢des, e que a comprovagédo dos fatos necessita

de mais analises.

Os endcitos do grupo controle e expostos ao fipronil foram marcados pelo PAS,
como observado nos trofocitos, indicando presenca de conteudo citoplasmatico de
carboidratos. Os enocitos estdo relacionados com a sintese de carboidratos
disponibilizados na hemolinfa (Lu et al., 2021). Portanto, era esperado a presenca de
carboidratos no citoplasma dos endcitos no grupo controle. Os motivos da presenca do
contetdo de glicogénio nos endcitos dos grupos expostos ao fipronil podem ser atribuidos
as mesmas causas do panorama observado nos trofocitos. As exposi¢cdes podem ter
contribuido para formacao de espécies reativas de oxigénio nos enocitos, causando danos
sobre estruturas celulares e prejudicando a metabolizagcdo e mobilizagdo de carboidratos
(He et al., 2020; Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021). O material genético dos enocitos
também foi prejudicado nas exposi¢des de 2,5 uL L' e 3,5 uL L' de fipronil, como foi
demonstrado pela analise genotdxica e histoquimica de fluorescéncia, o que poderia
inviabilizar os processos relacionados com a expressdao de enzimas relacionadas com a
metabolizacdo da glicose. Assim como nos trofocitos, essas explicagdes sobre a
observacao de glicogénio nos endcitos das abelhas expostas a agrotoxicos sdo
especulacdes, pois os trabalhos ndo esclarecem as causas concretas € 0s motivos

permanecem desconhecidos.

As células pericardicas filtram e neutralizam substancias da hemolinfa, retornando
os metabolitos em condi¢des a serem excretados novamente pelos tibulos de Malpighi
(Zavodska; Sehadova, 2023). Devido a rapida metabolizacao, as células podem mobilizar
rapidamente os conteudos de glicose para atender suas necessidades energéticas
(Vardanis, 1963). As células pericardicas do grupo controle e expostos foram marcadas
pelo PAS, indicando a presenca de polissacarideos no citoplasma. A presenga de
carboidratos e outras moléculas energéticas ¢ indicio da atividade pinocitica realizado
pelas células pericardicas. Dessa forma, pode-se afirmar que a hemolinfa das abelhas dos
grupos expostos ao fipronil apresentavam carboidratos, o que pode estar associados com

a alimentacao rica em sacarose durante os bioensaios.
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Em associacdo com a atual pesquisa, diversos estudos relataram a presenca de
granulos de glicogénio no citoplasma dos trofocitos de diversas espécies de abelhas.
Carneiro et al. (2023) efetuou analise histoquimica de células do intestino médio e corpo
gorduroso de larvas de A. mellifera expostas a concentracdo subletal encontrada em
campo de imidacloprida. Os pesquisadores demonstraram que a analise do contetido de
carboidratos por meio do PAS indicou presenca de granulos de glicogénio nos trofocitos
dos grupos controle e exposto. Os pesquisadores concluiram que a exposicao a
imidacloprida nao influenciou a mobilizagdo da reserva de carboidratos. De maneira
similar, pesquisa realizada por Tadei et al. (2024) sobre os efeitos das exposigdes
subletais de acetamiprida e azoxistrobina em C. analis avaliou o contetido de glicogénio
das células do SHN e intestino médio por meio do PAS. Os pesquisadores demonstraram
que existiu variagdo da resposta metabolica de machos e fémeas frente a exposi¢cao aos
agrotoxicos. Em associacdo com a atual pesquisa, os resultados foram similares em
muitos aspectos. Nao foi observado diferenga em relagdo ao conteudo de glicogénio dos
trofocitos em fémeas expostas aos agrotoxicos em relacdo ao controle. Porém, as
exposicdes a acetamiprida promoveram aumento do conteido de carboidratos no
citoplasma dos trofécitos dos machos, que eram mais sensiveis a toxicidade de
agrotoxicos. O mesmo foi observado em trofécitos de pesquisas relacionadas com
Drosophila melanogaster apos um curto periodo exposicao a agrotoxicos (Karpova et al.,
2019). Os resultados da analise do contetido de glicogénio também sdo similares em
pesquisa realizada por Assis ef al. (2022), que destacaram a presenga de depositos de
glicogénio no citoplasma dos trofécitos dos grupos expostos a piraclostrobina e a

associacao de piraclostrobina e imidacloprida.

Os processos envolvidos com o acumulo de carboidratos em trofécitos de
individuos expostos a agrotoxicos permanecem desconhecidos. Segundo Tadei et al.
(2024), o acumulo de glicogénio em machos de C. analis expostos a acetamiprida poderia
estar associado com a alimentacdo rica em sacarose realizada nos bioensaios, também
efetuada na atual pesquisa, associado a um possivel efeito neurotoxico dos agrotoxicos
sobre a corpora cardiaca no cérebro dos insetos. Essas estruturas sdo responsaveis pela
producdao e armazenamento de neuro-hormonios, como os hormonios adipocinéticos
(AKHs) (Tadei et al., 2024). Estes, por sua vez, atuam na manutencdo e regulacio de
contetudos energéticos mediante a demanda metabdlica no organismo desses animais, ou

seja, pela conversao de glicogénio em glicose (Bednarova et al., 2013; Tadei et al., 2024).
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Durante situacdes de alta demanda metabolica, os AKHs sao liberados para mobilizacao
do contetdo de carboidratos armazenados nos granulos citoplasmaticos dos trofocitos
(Nelson; Saunders; Johnson, 2021). Caso o mecanismo seja afetado pela acdo dos
agrotoxicos, contetidos de carboidratos nao poderiam ser mobilizados pelos trofécitos, o
que explicaria os resultados observados em diversas pesquisas, incluindo a atual. No
entanto, para aferir determinada causa, sdo necessarios futuros trabalhos para elucidar as
relacdes entre corpora cardiaca com os conteudos de glicose observados em trofocitos de

insetos expostos a agrotoxicos.

O trabalho realizado por Balsamo et al. (2020) sobre o efeito do tiametoxam
(0,0856 ng e 0,00856 ng por abelha) e parasita N. ceranae sobre as células o SHN de A.
mellifera também verificou o contetido de carboidratos nas células por meio do PAS. Os
resultados indicaram que ocorreu presenca de carboidratos no citoplasma dos trofocitos
dos grupos expostos. Os trofocitos apresentaram maior incidéncia dos granulos de
glicogénio, tanto nas exposi¢des ao tiametoxam como ao parasita. Nos enocitos foi
observado uma quantidade basal de granulos de glicogénio, enquanto as células
pericardicas apresentaram pequeno aumento do contetido de glicogénio nos grupos
expostos. Em suma, os resultados de Balsamo et al. (2020) demonstraram inatividade dos
trofocitos, impedindo a mobilizagdo do contetido de carboidratos marcados pelo PAS nas
abelhas dos grupos expostos. Os pesquisadores ressaltaram que os trofocitos dos grupos
expostos ao agrotoxico e ao parasita apresentaram alteracdes morfologicas, as mesmas
observadas na atual pesquisa, o que poderia inviabilizar enzimas e proteinas
transportadoras no citoplasma das células, prejudicando mecanismos celulares
relacionados ao controle da mobilizagdo de moléculas do citoplasma para a hemolinfa
(Bélsamo et al., 2020). E importante enfatizar que a atual pesquisa nio realizou anélises
bioquimicas para avaliar a atividade de enzimas ou da taxa de glicolise, de forma que os
levantamentos ndo podem ser utilizados para explicar a presenga de granulos de
glicogénio no citoplasma dos trofocitos dos grupos expostos ao fipronil. Os
levantamentos sdo realizados para discussdes sobre possiveis causas para o cendrio

observado na atual pesquisa e que poderia ser averiguado em futuras pesquisas.

As proteinas desempenham fungdes essenciais para organismos bioldgicos como
componentes de estruturas celulares e para a sintese de enzimas, hormdnios,
neurotransmissores, entre outros grupos moleculares fundamentais para manuten¢do das

atividades metabolicas do organismo (Liu ef al., 2020). As proteinas também podem ser
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utilizadas como fonte de energia como substrato via gliconeogénese para produzir glicose
(Haunerland; Shirk, 1995). As reservas proteicas sdo intensamente utilizadas durante a
metamorfose e contribuem para sobrevivéncia dos insetos em periodos de escassez de
fontes alimentares (Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021). Nos insetos, a neutralizagao
de substancias toxicas esta associada com a atividade de determinados complexos
enzimaticos, como o citocromo P450, glutationa-S-transferase (GST) e pela UDP-
glicuronil transferase (Li; Schuler; Berenbaum, 2007; Ahn; Vogel; Heckel, 2012). A
resisténcia a substancias toxicas ¢ determinada pela expressao de genes relacionados com

a tradugdo de proteinas que neutralizardo essas substancias (Grosso ef al., 2016).

A técnica de coloragdo Azul de Bromofenol foi utilizada para analise do conteudo
proteico no citoplasma das células do SHN. Os trofécitos apresentaram nitida diminui¢ao
dos granulos de proteinas nos grupos expostos ao fipronil, enquanto o controle foi
bastante marcado pela técnica. A presenca de proteinas tornou-se mais escassa a medida
que as concentra¢des de fipronil aumentaram. Os trofocitos expostos a 3,5 pL L de
fipronil foram pouco marcados pelo Azul de Bromofenol, seguido pelas exposi¢des a 2,5
uL L'e 1,5 uL L. Os resultados indicaram uma possivel mobilizagdo de proteinas
estocadas no citoplasma dos trofécitos para atender as necessidades energéticas no
organismo das abelhas expostas ao fipronil. Quanto maior a dose de fipronil administrada,
maior a necessidade por mobilizacdo do conteudo proteico no citoplasma dos trofocitos.
Resultados similares foram observados na pesquisa realizada por Assis et al. (2022). Os
pesquisadores realizaram analise histoquimica do contetido de proteinas em trofocitos de
abelhas da espécie 7. diversipes expostas a concentragdes subletais de imidacloprida e
piraclostrobina. A pesquisa utilizou a técnica de coloracdo Ponceau de Xilidina para
marcar as proteinas. Os trofocitos das fémeas de 7. diversipes expostas aos agrotoxicos
nao apresentaram granulos de proteinas, resultados similares aos da atual pesquisa com a

exposi¢do a 3,5 uL L' de fipronil de B. atratus.

Enquanto os trofocitos armazenam moléculas, os endcitos sintetizam enzimas de
desintoxica¢ao (Huang et al., 2019). A exposi¢cdo a agrotdxicos aumenta os niveis de
mRNA nos endcitos pela transcricdo de genes que codificam enzimas, incluindo o
complexo enzimatico citocromo P450 (Berenbaum; Johnson, 2015). Os endcitos do grupo
controle e expostos foram marcados pelo Azul de Bromofenol, indicando presenga de
proteinas no citoplasma. Os resultados indicaram que essas células estavam em intensa

atividade nos grupos expostos ao fipronil e provavelmente expressando enzimas
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relacionadas com a neutralizacdo de substincias toxicas. E plausivel atribuir a presenca
de proteinas no citoplasma dos endcitos dos grupos expostos ao fipronil pela mobilizagdo
do conteudo proteico dos trofocitos. Entretanto, ndo € possivel relacionar os dois cendrios
de forma direta, pois sdo necessarias analises bioquimicas em futuras pesquisas para aferir

tal causa.

As crescentes exposi¢des ao fipronil causaram diminui¢ao do contetdo de
proteinas nas células pericardicas, enquanto o controle foi bastante marcado pela técnica,
assim como observado nos trofécitos. Os resultados indicaram mobilizagdo de proteinas
para outras células do organismo das abelhas, como os endcitos, de forma que o conteudo
proteico encontrado na hemolinfa de abelhas expostas diminuiu. O contetdo proteico na
hemolinfa das abelhas foi possivel de ser identificado pela atividade pinocitica das células

pericardicas (Abdalla; Domingues, 2015; Kaabeche ef al., 2024).

A digestdo ¢ um processo gradual em que as moléculas dos alimentos sdo
hidrolisadas em componentes capazes de serem absorvidos. O intestino médio nos insetos
¢ a regido associada com a digestdo e absor¢ao de substancias, formado principalmente
por enterdcitos (Harwood; Amdam, 2021). A pesquisa realizada por Carneiro et al. (2023)
sobre os efeitos da exposi¢do subletal de imidacloprida em larvas de A. mellifera
demonstrou alteragdes morfoldgicas dos enterdcitos do intestino médio das larvas. Os
pesquisadores observaram liberagdo de fragmentos celulares no limen do intestino,
condensacdo da cromatina e apoptose dos enterocitos. Em relagdo ao conteudo proteico
no citoplasma dos trofocitos analisados por Carneiro et al. (2023), os resultados indicaram
diminui¢do do conteudo proteico das células expostas ao agrotoxico em relagdo ao
controle, assim como observado em B. atratus expostas ao fipronil. A absorcdo e
disponibilizacdo de nutrientes para as células do organismo das abelhas foram
prejudicadas, incluindo as células do corpo gorduroso (Carneiro et al., 2023). Embora a
atual pesquisa ndo tenha analisado as células do intestino médio de B. atratus, ¢ provavel
que tenha ocorrido danos celulares em outros 6rgios (Provase et al., 2024). Por outro
lado, caso a capacidade de absor¢do do intestino fosse prejudicada, o contetido de
glicogénio e triglicerideos nos trofocitos de B. atratus também diminuiria nos grupos
expostos ao fipronil, o que ndo ocorreu. A relacdo entre a exposi¢do ao fipronil, a
diminui¢do do conteudo de proteinas e aumento de glicogénio e triglicerideos nas células

pode ser causado por danos sobre estruturas celulares de B. atratus (Balsamo et al., 2020).
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No entanto, as analises realizadas nao possibilitam estabelecer as causas concretas dessas

observagdes, sendo necessarias mais analises em futuras pesquisas.

A pesquisa realizada por Reis et al. (2024) analisou o conteudo de proteinas nos
trofocitos de A. mellifera expostas a doses subletais de ciflumetofem. Os pesquisadores
observaram mobilizagdo de contetidos proteicos em abelhas expostas ao agrotoéxico em
comparac¢do ao controle, similar ao observado em B. atratus expostas ao fipronil. Os
resultados foram atribuidos a mobilizagdo das proteinas envolvidas no processo de
desintoxicagdo de substdncias toxicas no organismo das abelhas, como
glicosiltransferases, citocromos P450, carboxilases, esterases e glutationa-S-transferases.
A mobilizagdo de proteinas nos trofocitos das abelhas expostas aos agrotoxicos poderia
comprometer a sintese de outras moléculas essenciais para o metabolismo dos insetos,
como lipoforinas e vitelogenina (Keeley, 1985; Skowronek; Wojcik; Strachecka, 2021;
Reis et al., 2024). As mesmas consequéncias poderiam ocorrer em B. atratus expostas ao

fipronil na atual pesquisa.

O contetdo lipidico ¢ armazenado, processado e liberado para hemolinfa no
organismo dos insetos por meio das células do corpo gorduroso. Os lipidios sdo
encontrados nas células na forma de triglicerideos e utilizados para sintese de compostos
e obten¢do de energia. As principais vias de transformacao dos lipidios nas células sdo a
lipogénese e a lipolise. Na lipogénese, os lipidios obtidos via alimentagao sdo absorvidos
por meio do intestino médio, transferidos para a hemolinfa, hidrolisados em é4cidos graxos
e transportados para o corpo gorduroso. Os acidos graxos e glicerol formam os
triglicerideos encontrados nas células. A lipdlise € a hidrolise de triglicerideos, de forma
que os acidos graxos sdo metabolizados para obtencdo de energia (Skowronek; Wojcik;

Strachecka, 2021).

A andlise histoquimica do contetido de triglicerideos das células do SHN foi
realizada por meio da técnica de coloragao Sudan Black. Os trofocitos do grupo controle
e dos grupos expostos em todas as concentragdes de fipronil analisadas, 1,5 uL L', 2,5
uL L'e 3,5 uL L', indicaram presenga de triglicerideos no citoplasma. Os resultados
indicaram que os trofocitos mantiveram a capacidade de armazenamento de
triglicerideos. Os mesmos resultados foram observados em pesquisa realizada por Assis
et al. (2022) por meio da analise o conteudo lipidico encontrado nos trofocitos de 7.
diversipes expostos a doses subletais de imidacloprida e piraclostrobina. Os endcitos do

grupo controle e expostos ao fipronil foram marcados pelo Sudan Black, indicando
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conteudo citoplasmatico de lipidios, assim como nos trofocitos. Os resultados nado
indicaram declinio do contetido de triglicerideos no citoplasma dos endcitos dos grupos
expostos ao fipronil, possivelmente devido a disponibilizagdo realizada pelos trofocitos.
A presenca de lipidios nos endcitos esta relacionado com a sintese de compostos que
constituem a epicuticula do exoesqueleto dos insetos (Chapman et al., 2013; Assis et al.,
2022) e de hormdnios ecdisteroides, que regulam diferentes genes no cérebro e ovario das
abelhas (Romer; Emmerich; Nowock, 1974; Assis et al., 2022). As células pericardicas
do grupo controle e grupos expostos ao fipronil apresentaram contetudo citoplasmatico de
triglicerideos, indicando que essas moléculas estavam presentes na hemolinfa das
abelhas. A atividade pinocitica da hemolinfa realizada pelas células pericardicas foi
responsavel pelo contetido de triglicerideos presentes no meio intracelular e reflete a

disponibilizag¢do de contetidos energéticos na hemofinfa a partir dos trofocitos.

Os resultados da anélise dos conteudos de triglicerideos foram similares aos da
analise de glicogénio nas células do HNS de B. atratus. Os efeitos toxicoldgicos do
fipronil possivelmente prejudicaram os mecanismos celulares envolvidos com a
mobilizacdo de substancias armazenadas pelos trofocitos (Balsamo et al., 2020), como
glicogénio e triglicerideos. E importante ressaltar que a analise morfologica demonstrou
que as estruturas celulares e a cromatina das células das abelhas expostas ao fipronil
foram prejudicadas. Dessa forma, a metaboliza¢do dos contetidos energéticos das células,
principalmente encontrados em trofocitos, poderia ser prejudicada, explicando a presenca
de triglicerideos e glicogénio nas cé€lulas dos individuos exposto ao fipronil. O controle e
metabolizacao dos contetudos energéticos ¢ mediado pela associagdo do corpo gorduroso
com outros 0rgaos. Caso a a¢ao do fipronil prejudique outros 6rgaos relacionados com o
a metabolizagdo de conteudos energéticos, a mobilizacdo de moléculas encontradas no
citoplasma dos trofocitos poderia ser prejudicada, como o mecanismo das AKHs (Tadei
et al., 2024) e o intestino médio (Carneiro et al., 2023). O estresse oxidativo causado
pelos efeitos do fipronil poderia causar danos sobre as estruturas celulares e prejudicar a
funcionalidade de organelas e processos celulares, como a mobilizacdo de contetdos
energéticos (Gaschler; Stockwell, 2017). No entanto, ndo ¢ possivel determinar

causalidade dos fatos, o que poderia ser efetuado em futuros trabalhos.

A atual pesquisa avaliou a presenca de granulos lipidicos no citoplasma dos
trofocitos de B. atratus expostas ao fipronil, mas ndo a alteragdo do tamanho ou

disposic¢ao espacial dos granulos no interior das células. A pesquisa realizada por Carneiro
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et al. (2023) analisou o contetido lipidicos das células do corpo gorduroso de A. mellifera
expostas a imidacloprida. Os pesquisadores observaram alteragdo do tamanho e da
disposi¢ao espacial dos granulos de triglicerideos nos trofécitos das larvas expostas. No
grupo controle, os granulos de triglicerideos localizavam-se na periferia do citoplasma,
enquanto no grupo exposto eram dispostos de forma homogénea. As larvas do grupo
exposto também apresentaram uma concentragdo maior de granulos com diametros
menores de triglicerideos em relag@o ao controle. A imidacloprida, assim como fipronil,
induz o estresse oxidativo nas células, o que pode resultar em oxidagdo de fosfolipidios
de membrana e vacuolos celulares. O processo pode afetar a organizacao das estruturas
celulares, assim como processos metabolicos no interior das células (Gaschler; Stockwell,
2017). Portanto, a variagcdo do tamanho e disposi¢ao dos granulos lipidicos nos trofocitos
de A. mellifera expostas a imidacloprida pode estar associado com estresse oxidativo
causado pelo agrotoxico. Carneiro et al. (2023) levantaram a possibilidade de que a
mobilizagdo de lipidios no corpo gorduroso de larvas expostas também esteja relacionada
com a conversdo de energia para mecanismos de desintoxicagdo, resultando em granulos

lipidicos menores dentro das células.

A atual pesquisa ressalta a necessidade de mais estudos relacionados com os
efeitos subletais de agrotoxicos sobre o organismo das abelhas nativas neotropicais, uma
vez que estudos relacionados com espécies de abelhas género Bombus sdao limitados
(Cameron; Sadd, 2020; Abrol; Mondal; Shankar, 2021). Os resultados da pesquisa foram
inéditos e contribuem com os esforcos para a conscientizacdo da importincia e
conservagao desses animais. Os resultados forneceram dados importantes sobre os efeitos
toxicologicos do fipronil sobre células do SHN de B. atratus, com o objetivo da
racionalizacdo da utiliza¢do de substancias quimicas em sistemas agricolas, sempre com
a preocupacao dos efeitos toxicoldgicos sobre a biodiversidade, minimizando os impactos

ambientais sobre os biomas.

3.6. CONCLUSAO

As concentragdes subletais de fipronil encontradas em campo e analisadas na
pesquisa foram capazes de causar danos estruturais e metabolicos para as células do SHN
de B. atratus. Os resultados foram inéditos e demonstraram que as exposigdes a 2,5 uL

L'e3,5uL L' de fipronil causaram danos de intensidade similar e mais acentuados sobre



156

as células em comparagdo com a exposi¢do a 1,5 pL L', que causou danos de menor
intensidade. A pesquisa concluiu que as concentragdes subletais de fipronil encontradas

em campo prejudicam o organismo das abelhas forrageiras de B. atratus.
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4. CAPITULO FINAL

4.1. CONSIDERACOES FINAIS

A atual pesquisa representa uma tentativa para reforcar a conscientizagdo da
importancia das abelhas do género Bombus. O trabalho aponta a necessidade de revisao
constante das regulamentacdes de agrotoxicos, e reforca a necessidade de estudos
relacionados com efeitos subletais de agrotdxicos sobre as espécies de abelhas nativas. A
reformulagdo de politicas publicas também ¢ essencial e necessaria para prote¢ao dessas
abelhas, como a proibi¢do do fipronil em pulverizagdes recentemente instituida (IBAMA,
2024). Os agroquimicos podem ser uteis para o controle de pragas e de plantas invasoras
(Bennion et al., 2020), mas devem ser substituidos por praticas sustentaveis sempre que

possivel (Peterson ef al., 2020).

O declinio de populagdes de abelhas ¢ atribuido atualmente a utilizagao de forma
intensiva de agrotdxicos em areas agricolas como uma das principais causas (Macphail;
Richardson; Colla, 2019; Wagner, 2020). As pesquisas atuais com analises de doses
subletais de agrotdxicos possibilitam estimar desvios energéticos no organismo dos
polinizadores para compensar o efeito, o tempo e o tipo de exposicdo (NOGUEIRA et al.,
2019). A andlise das células do SHN foi importante para demonstrar os efeitos da
exposicao de doses subletais de fipronil encontradas em campo. As concentragdes de
fipronil analisadas na pesquisa (1,5 pL L™, 2,5 uL L', e 3,5 uL L") foram prejudiciais
para as células do SHN de operarias forrageiras de B. atratus. O trabalho evidenciou a
sensibilidade de B. atratus expostas ao fipronil, e que possivelmente essas doses podem
afetar a aptidao das abelhas no ambiente natural. Se as exposi¢des permanecerem a longo
prazo, € possivel que as concentragdes subletais de fipronil no ambiente afetem B. atratus

em nivel populacional.

Os efeitos subletais do fipronil foram prejudiciais para todos os grupos celulares
analisados na pesquisa. Todas as concentracdes subletais analisadas apresentaram
capacidade para causar algum nivel de danos para as células do SHN, com efeitos mais
brandos para exposi¢do de 1,5 uL L', e com danos mais intensos em 2,5 pL L', € 3,5 uLL
L', demonstrando o efeito toxicoldgico do fipronil para B. atratus. As concentragdes
analisadas causaram danos para as estruturas celulares, de forma que o tamanho celular
também sofreu alteracdo, evidenciando que a funcionalidade e integridade das células

foram prejudicadas. Os danos ao material genético deixaram evidentes as alteracdes
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cromossomicas, de forma a prejudicar todos os mecanismos de controle celular realizado
pelo DNA. A andlise dos contetidos energéticos demonstrou que o fipronil foi capaz de
prejudicar as atividades metabdlicas das abelhas expostas, que poderia prejudicar a
manuten¢do homeostatica das abelhas. Nao foi possivel realizar todas as analises para
esclarecer os processos envolvidos com a alteragao de contetidos energéticos das células,
pois andlises bioquimicas seriam necessdrias, e a atual pesquisa baseou-se nas analises a
nivel celular. A atividade de enzimas mitocondriais relacionadas com a metabolizagdo de
substancias poderia estar relacionada com a alteragdo de conteudos energéticos
observados nas células de individuos expostos. A variagdo do conteudo energético
também poderia estar associada com possiveis danos ao intestino médio das abelhas
expostas ao fipronil. No entanto, a atual pesquisa baseou-se apenas nos efeitos sobre as
células do SHN, e as lacunas que permaneceram incompreensiveis podem ser esclarecidas

e retomadas em futuros trabalhos.

O atual trabalho contribuiu para esclarecer os impactos causados pela agdo do
fipronil sobre as abelhas nativas do género Bombus, demonstrando que a substancia pode
apresentar potencial para prejudicar a aptiddo, e desta forma, a polinizacdo de espécies
vegetais nos ecossistemas. O trabalho contribuiu com resultados inéditos e forneceu

importantes informagdes sobre o efeito subletal do fipronil sobre B. atratus.
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APENDICES

Kruskal-Wallis test

Muitiple comparisons
1 |Number of famiies 1
2 |Number of comparisons per family 6
3 |Apha 0.05
4
5 |Dunn's multiple comparisons test Mean rank diff. Significant? Summary Adjusted P Value
6 | cTRvs. 1,5puLL" 31.10 No ns 03432
7 | cTRvs.25pLL" 1225 Yes »aa <0.0001
g | cTRvs.35puLL" 1868 Yes o <0.0001
s [15pL vs 25 L 9143 Yes e <0.0001
10 [ 15pLL v 35pLL” 1557 Yes — <0.0001
11| 25pLL'vs 35 L 6426 Yes 0.0005
12
13 | Test details Mean rank 1 Mean rank 2 Mean rank diff. n1
14 | cTRvs.1,5pLL" 2856 2545 31.10 100
15 | cTRvs.25pLL" 2856 163.1 1225 100
16 | CTRvs.35pLL" 2856 98.82 1868 100
17 [ 15pLL'vs 25 L 2545 163.1 9143 100
18 | 15pLL " vs.35pLL" 2545 98.82 155.7 100
19 [ 25pLL vs.35pLL" 163.1 98.82 6426 100

Apéndice A — Morfometria dos Trofocitos: Teste de comparagdes multiplas de Dunn

Kruskal-Wallis test

Muttiple comparisons
1 |Number of families 1
2 |Number of comparisons per family 6
3 |Apha 0.05
4
5 |Dunn's multiplo comparisons test Mean rank diff. Signiﬂcant? 5ummary Adjustod P Value
6 | cTRvs.1,5pLL" 4459 Yes . 0.0383
7 | cTRvs.25pLL" 1750 Yes - <0.0001
8 | CTRvs.35puLL" 2263 Yes . <0.0001
8 [ 15pLL vs.25pL L 1304 Yes e <0.0001
10 | 15pLL " vs.35pLL" 1817 Yes i <0.0001
11| 25pLL " vs.35pLL" 51.33 Yes . 00102
12
13 |Test details Mean rank 1 Mean rank 2 Mean rank diff. n1
14| CTRvs.15pLL" 3120 2674 4459 100
15 | CTR vs.25pLL" 3120 1370 1750 100
16 [ CTR vs.35pLL" 3120 8567 2263 100
17 [ 15pLL " vs.25pL L 2674 1370 1304 100
18 [ 15pL L vs.35pL L 2674 85.67 1817 100
19 [ 25pLL vs. 35 L 1370 8567 5133 100

Apéndice B — Morfometria dos Enocitos: Teste de comparagdes multiplas de Dunn
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Kruskal-Wallis test
Muitiple comparisons
1 |Number of famiies 1
2 |Number of comparisons per famiy 6
3 |Apha 0.05
4
5 |Dunn's multiple comparisons test Mean rank diff. Significant? Summary Adjusted P Value
6 |CTRvs.15pLL" 1802 Yes aawe <0.0001
7 |[cTRvs.25pLL" -1930 Yes axan <0.0001
8 | CTRvs.35pLL" -180.8 Yes meas <0.0001
9 [ 15 L vs.25pLL" -12.79 No ns >0.9999
10 | 15pLL vs.35pLL" 05200 No ns >0.9999
11| 25pLL " vs.35pLL" 1227 No ns >0.9999
12
13 |Test details Mean rank 1 Mean rank 2 Mean rank diff. n1
14 [ CTR vs.15pLL" 7472 2550 -1802 100
15 | CTR vs.25pLL" 7472 26738 -1930 100
16 [ CTR vs.35pLL" 7472 2555 -180.8 100
17 | 15" vs.25pL L 2550 2678 -12.79 100
18 [ 15pLL vs. 35" 2550 2555 -0.5200 100
19 [ 25uL L vs. 35pL L 26738 2555 1227 134

Apéndice C — Morfometria das Células Pericardicas: Teste de comparagdes multiplas de

Dunn
Ordinary one-way ANOVA
Multple comparisons
1 |Number of families 1
2 |Number of comparisons per family 6
3 |Apha 0.001
4
5 |Holm-Sidak's multiple comparisons test Mean Diff. Significant? Summary Adjusted P Value
6 | cTRvs. 1,5 pL L™ 1364 Yes = 0.0002
7 | cTRvs. 25 pL L™ 1942 Yes s <0.0001
g | cTRvs. 35 pL L™ 1993 Yes sann <0.0001
9 | 15pLLvs 25 pL L 1805 Yes ey <0.0001
10| 15puLLvs. 35 pL L 1856 Yes s <0.0001
11| 25pLLvs. 35 pLL™ -5.091 No ns 0.1194
12
13 [Test details Mean 1 Mean 2 Mean Diff.  |SE of diff.
14 [ cTRvs. 1,5 pL L 2673 4036 -13.64 3.199
15 | cTRvs. 25 pL L 2673 2209 1942 3.199
16 | CTRvs. 3,5 pL L™ 2673 226.0 -1993 3.199
17 | 1,5 pLLvs. 25 pLL™ 4036 2209 -1805 3.199
18| 15 uLL™vs. 35 pLL™ 4036 226.0 -1856 3.199
19 25 uLLvs 35 pLL” 2209 2260 -5.091 3.199

Apéndice D — Ensaio Cometa: Teste de comparagdes multiplas de Holm-Sidak



