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RESUMO

Além dos estressores ambientais, as abelhas nativas brasileiras sao
continuamente expostas a agentes estressores bidticos, como parasitas e
patdgenos e a estressores abibticos, como pesticidas e metais. Contaminantes
metalicos como o mercurio (Hg), apresentam a capacidade de induzir as
abelhas a geragdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), ocasionando o
estresse oxidativo. Nesse contexto foi estudada a marcacdo de enzimas
relacionadas a resposta celular, especificamente as chaperonas (Heat Shock
Proteins) Hsp70 e Hsp90, o citocromo P450 e a superdxido dismutase (SOD)
em células do Sistema Hepatonefrocitico (SHN) de Bombus atratus, expostas
ao Hg. Operarias de B. atratus foram coletadas no municipio de Sorocaba, SP,
durante os meses de fevereiro a margo de 2017, 2018 e 2019. Apds a coleta,
as operarias foram colocadas individualmente em caixas para o ensaio
toxicolégico e mantidas em incubadora a 26° C, 70% de umidade, no escuro,
por 48 horas, conforme recomendacdes da OECD. Foram utilizadas 11
operarias para cada grupo sendo oferecido a ambos alimentagdo sélida
(extrato de soja, mel e pdlen, proporgéo 1:1:1) e ao grupo exposto 2mL de uma
solucdo de Hg a concentragdo de 110 ug L™, (110ppb Hg) e ao grupo controle
agua nao contaminada. Apos 48h os animais foram crio-eutanasiados e os
tecidos que compdéem o SHN foram dissecados e processados para analises
morfolégicas e de imunofluorescéncia. Quando comparadas as abelhas
controle, o grupo exposto apresentou aumento da marcagao de P450 e SOD,
indicando o papel dos trofdcitos e endcitos na primeira resposta frente a
contaminagao por metal, representado pelo aumento da expressao de enzimas
de desintoxicagdo de fase | (P450) e de resposta primaria ao estresse oxidativo
(SOD). As chaperonas Hsp70 e Hsp90 tiveram redugdo na marcagao, fato que
pode estar ligado a origem de coleta das abelhas em campo para
experimentagdo. Estes dados corroboram a tese de que o Sistema
Hepatonefrocitico € uma regido responsiva ao estresse e, portanto, ideal para a
avaliagcao de biomarcadores em nivel celular e subcelular e a expressao de
enzimas por células desse sistema podem servir como um marcador celular do

status fisiologico de abelhas nativas brasileiras.

Palavras chave: Metal, Bombus atratus, estresse oxidativo, desintoxicacao.



ABSTRACT

In addition to environmental stressors, native Brazilian bees are continuously
exposed to biotic stressors, such as parasites and pathogens, and abiotic
stressors, such as pesticides and metals. Metallic contaminants such as
mercury (Hg), have the ability to induce bees to generate reactive oxygen
species (ROS), causing the formation of oxidative stress. In this context, the
labeling of enzymes related to the cellular response was studied, specifically
chaperones (Heat Shock Proteins) Hsp70 and Hsp90, cytochrome P450 and
superoxide dismutase (SOD) in cells of the Hepato-Nephrocytic System (HNS)
of Bombus atratus, exposed to Hg. Workers of B. atratus were collected in the
municipality of Sorocaba, SP, (23°34'563.1"S 47°31'29.5 "W), during the months
of February to March 2017, 2018 and 2019. After the collection, the workers
were placed individually in boxes for the toxicological test and kept in an
incubator at 26° C, 70% humidity, in the dark, for 48 hours, according to OECD
recommendations. Eleven workers were used for each group, being offered
both solid food (soy extract, honey and pollen, 1: 1: 1 ratio) and the exposed
group 2mL of a Hg solution at a concentration of 110 ug L-1, (110ppb Hg) and
to the control group uncontaminated water. After 48 hours the animals were
cryo-euthanized and the tissues that make up the HNS were dissected and
processed for morphological and immunofluorescence analyzes. When
compared to control bees, the exposed group showed increased P450 and
SOD marking, indicating the role of trophocytes and oenocytes in the first
response to metal contamination, represented by the increased expression of
phase | detoxification enzymes (P450) and primary response to oxidative stress
(SOD). The chaperones Hsp70 and Hsp90 had a reduction in labeling, a fact
that may be linked to the origin of the collection of bees in the field for
experimentation. These data corroborate the thesis that the Hepatonephrocytic
System is a stress biomarker and the expression of enzymes by cells of this
system can serve as a cellular marker of the physiological status of native

Brazilian bees.

Keywords: Metal, Bombus atratus, oxidative stress, detoxification.
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1. INTRODUGAO

Devido a grande diversidade de habitats das abelhas e também devido a
sua grande capacidade de percorrer longas distancias e diferentes paisagens
geobotanicas, sao consideradas espécies bioindicadoras de contaminagédo ou
estresse ambiental (BOGDANOV et al,, 2003; FREDES; MONTENEGRO,
2006). Esses organismos possuem sistema de respiragao traqueal, onde as
trocas gasosas ocorrem por meio de um sistema de tubulos internos (traqueias)
que permeiam e penetram os 6rgaos e tecidos, abrindo-se em perfuragdes
(espiraculos) no tegumento (CRUZ-LANDIM, 2009). Esse sistema permite que
0os insetos sejam diretamente atingidos por todo tipo de contaminagéo
ambiental por contato e, inclusive, por ingestdo de residuos poluentes, ou
xenobidticos (BOGDANOV et al., 2003; CRUZ et al., 2010).

As abelhas do género Bombus, pertencentes a familia Apidae, reinem
aproximadamente 240 espécies eussociais primitivas de vital importancia
ecologica (WILLIAMS, 2005), visto que, sdo responsaveis pela manutengao da
diversidade e abundéancia de muitas espécies vegetais em areas de floresta
natural e regides urbanas (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2003; KLEIN et al.,
2007).

Seu potencial de polinizador de longa distancia lhes permite visitar
numerosas flores antes do retorno a colbénia. Por serem abelhas grandes
podem suportar uma maior carga de pélen e forragear mesmo em condi¢des
adversas. Além disto, possuem estruturas especializadas que lhes garante
aperfeigoar o processo de polinizagdo, como a presenga de uma glossa longa
que alcanca até mesmo flores com corolas tubulares. Estas abelhas
apresentam comportamento de vibracdo do térax, agitando as anteras e
liberando o pélen; este comportamento € de extrema importancia para
aumentar a variabilidade ou mesmo para que ocorra a polinizagdo cruzada em
determinadas espécies vegetais, como por exemplo, o tomate e maracuja
(BENAVIDES, 2008).

Nas regides tropicais, este género de abelha esta mais adaptado as
regides de baixa altitude. O Brasil apresenta somente seis espécies deste
género, constituindo uma area periférica de distribuicdo do género Bombus
(SAKAGAMI, 1976; MICHENER, 2007).
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As espécies B. morio e B. atratus s&o abundantes no sul e sudeste do
pais e as areas ocupadas por ambas se sobrepéem. Elas ocorrem nos trechos
das florestas tropicais e subtropicais, bem como nos campos e cerrados
moderadamente secos (BENAVIDES, 2008).

Entre as décadas de 1950 e 2000, 13 espécies de Bombus
desapareceram dos paises do Leste Europeu, sendo que quatro delas estdo
consideradas extintas (KOSIOR et al., 2007). Na América do Norte, desde
1940, as espécies B. borealis, B. terricola e B. variabilis desapareceram do
Estado de lllinois, EUA (GRIXTI et al., 2009) e o mesmo vem ocorrendo com as
espécies B. affinis, B. fraternus, B. pensylvanicus e B. vagans (GRIXTI et al.,
2009; CAMERON et al., 2011). A espécie B. affinis desapareceu do Estado de
llinois e praticamente ndo é mais encontrada em regides onde se achavam em
abundancia, como no Canada (CAMERON et al, 2011). Populagbes da
espécie B. occiddentalis, muito utilizada para polinizagao em estufa nos EUA,
estdo decrescendo drasticamente (CARSWELL, 2015). No Brasil existem
registros do declinio e desaparecimento de B. bellicosus no Parana e Santa
Catarina (MARTINS; MELO, 2010).

Nos fragmentos de Mata Atlantica e Cerrado da UFSCar, Campus de
Sorocaba, as espécies mais abundantes sdo B. morio e B. atratus e
recentemente temos encontrado uma prevaléncia aparentemente alta de larvas
endoparasitas de moscas em ambos os géneros (ABDALLA et al., 2018;
NOGUEIRA et al., 2019).

Pouco se tem estudado a respeito do impacto de metais traco nas
abelhas nativas e neotropicais que ocorrem no Brasil e raras sdo as pesquisas
utilizando os o6rgados internos destas abelhas para a avaliagdo de
biomarcadores em nivel celular e/ou subcelular. Os niveis de mercurio nos
produtos apicolas (mel, cera, podlen e propolis) tém preocupado os
pesquisadores nao s6 por ser deletério aos seres humanos, mas também as
abelhas (BATELKOVA et al., 2012; CARRERO et al., 2013; MAGGID et al.,
2014).

O mercurio é um metal extremamente téxico aos animais, ocorrendo na
forma metdlica (elementar), organica (metilmercurio) e inorgénica (forma
catidnica bivalente ou mercurica; forma monovalente ou mercuroso). A forma
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organica tem sido a mais bem estudada em toxicologia e afeta diretamente o
sistema nervoso central dos animais. Em contrapartida, o mercurio catibénico
bivalente (ou mercurico, inorganico), afeta os rins e o figado e & igualmente
cada vez mais encontrado nos ambientes, apesar das politicas internacionais
de restricdo do seu uso (MMA, 2013). O mercurio é biocumulativo, podendo
contaminar todas as espécies vegetais, inclusive o néctar e as sementes, como
também pode afetar sua germinacgao e crescimento (ZHOU et al., 2007, MMA,
2013).

Dados na literatura sobre estudos com Bombus atratus estdo em
expansdo e a cada ano novas informagdes sdo agregadas ao estado da arte
sobre essa espécie de abelha. Como exemplo, varios trabalhos recentes
apontam a deteccdo inédita de patdogenos em Bombus atratus como o
nematoide Sphaerularia bombi (PLISCHUK; LANGE, 2012), o acaro
Locustacarus buchneri (PLISCHUK; POCCO; LANGE, 2013), o virus Lake
Sinai (GAMBOA et al., 2015) e até mesmo uma espécie de microsporideo até
entdo ndo catalogado, com nome proposto de Tubulinosema pampeana sp.
(PLISCHUK et al.,, 2015). Pode-se citar também o primeiro estudo da
expressao de Hsp70 no corpo gorduroso de Bombus atratus, que foi realizado
no mesmo laboratério onde esta pesquisa foi realizada por Nogueira et al.
(2019).

A busca em bancos de dados ilustra a razdo em se estimular estudos
com Bombus atratus. Segundo dados do PubMed levantados em 15/06/2020,
existem 1.277 trabalhos relacionados ao termo “Bombus”, mas apenas 17
quando buscado o termo “Bombus atratus”. Quando pesquisado no banco de
dados Mendeley, o termo “Bombus” apresenta 5.095 artigos e 125 artigos
quando utilizado o termo “Bombus atratus”. Quando buscado o termo “Bombus
P450” os mesmos 5 artigos sdo encontrados nas duas bases de dados.
Quando buscado o termo “Bombus Hsp” apenas um resultado é obtido, no
Mendeley, e nenhum resultado é obtido nessas bases de dados quando

procurado os termos “Bombus SOD”.

Visando colaborar com o desenvolvimento do conhecimento, e contribuir
com o aumento das informacbdes sobre Bombus atratus o presente trabalho

avaliou o impacto de um contaminante metalico nas células do corpo gorduroso
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e células pericardicas do Sistema Hepatonefrocitico, que atuam nos processos
de desintoxicagdo e metabolizacdo das abelhas. Assim, definiu-se a pergunta
norteadora deste trabalho: a atividade de desintoxicacdo de abelhas Bombus
atratus encontradas na natureza € modificada quando expostas ao mercurio
em concentragado residual (concentracdo encontrada nos potes de mel de

abelhas nativas)?

E importante salientar que o estudo se originou da preocupacéo de que,
apesar das politicas de restricdo do mercurio, este esta bioacumulado em
varios ecossistemas, devido ha anos de ingeréncia e falta de politicas publicas
para seu descarte correto (CETESB, 2014; SINIR, 2015; CASTILHOS;
DOMINGOS, 2018). E assustador pensar que mesmo em regides que nao
estdo proximas as regides mirenadoras, tém-se encontrado mercurio nos potes
de mel de abelhas nativas (TOPORCAK et al., 1992; CARRERO et al., 2013). A
situagdo de garimpos ilegais na regido da Amazobnia, os desastres ambientais
de barreiras de minério, como ocorrido em Brumadinho (MG), nos fez
considerar que o estudo sistémico do efeito do mercurio em abelhas nativas

faz-se necessario.

A hipotese a ser testada é que as células do Sistema Hepatonefrocitico
(trofdcitos, endcitos e células pericardicas) das operarias de Bombus atratus
respondem de forma protetiva quando sao expostas de forma aguda a uma
concentracao residual de mercurio, levando a manuteng¢ao da homeostase das

abelhas.

Para entender como os trofocitos e endcitos atuam na desintoxicagao do
mercurio, foram conduzidos experimentos que resultaram em dois artigos. O
artigo intitulado “In situ localization of Hsp70 and Hsp90 and general

morphological characteristics of hepato-nephrocitic cells of Bombus atratus

workers (Apidae, Bombini) after mercury exposure at 110 ppb” apresenta os
dados referentes a expressao de duas proteinas de estresse (Hsp70 e Hsp90)
envolvidas no processo de sintese, dobramento correto e degradagao de
proteinas, sendo um mecanismo de defesa que permite que a célula se adapte

e sobreviva em situagdes ambientais adversas.

O artigo intitulado “Marcacédo de P450 e Superoxido Dismutase em
células do corpo gorduroso de operarias de Bombus atratus expostas a
14




concentracgéo residual de mercurio” apresenta os dados referentes a expresséo
do citocromo P450, uma enzima de Fase | que atua na primeira reacdo de
biotransforamacao de xenobidticos, e da Superéxido Dismutase (SOD), uma
enzima antioxidante que protege contra o radical superéxido, uma das

principais espécies reativas de oxigénio.

Assim, para entender como a exposi¢ao a quantidade trago de mercurio
atua no organismo das abelhas estudadas, analisou-se o padrao de ocorréncia
da marcacdo de P450 envolvida na biotransformacdo de xenobidticos, da
enzima antioxidante (SOD) que atua nos radicais livres gerados durante o
processo de biotransformagcdo e de duas chaperonas (Hsp70 e Hsp90)
expressas tanto no extresse oxidativo ocasionado pelas reagdes de
biotransformacao quanto pela presenga do ion mercurico, devido ao seu poder

deletério sobre os microssistemas celulares.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do Mercurio em células do Sistema Hepatonefrocitico de

operarias de Bombus atratus (Hymenoptera, Bombini).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Comparar a morfologia das células que compdéem o sistema
hepatonefrocitico (trofocitos, endcitos e células pericardicas), de abelhas
expostas ao mercurio (110 ug.L™") e ndo expostas.

2) Estudar possiveis alteracbes na expressao das chaperonas
Hsp70 e Hsp90, e as enzimas P450, relacionadas a processos de
desintoxicacdo e Superoxido Dismutase (SOD), relacionada a atividade
antioxidante, por meio de técnica de imunofluorescéncia nas células do corpo

gorduroso de abelhas expostas ao mercurio (110 pg.L™) e ndo expostas.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 ABELHAS COMO MODELO EXPERIMENTAL

A utilizacdo de abelhas como modelo experimental para estudar
doencgas humanas apresenta diversas vantagens como a auséncia de tramites
para aprovacgao de protocolos éticos, facilidade e baixo custo de manutencao e
manipulagcdo (WANG et al., 2019). Muitos 6rgaos das abelhas tém fungdes
analogas aos dos vertebrados como o cérebro, o trato gastrointestinal, o corpo
gorduroso (figado e adipécitos dos vertebrados) e células pericardicas (rins dos
vertebrados) (ABDALLA; DOMINGUES, 2015; TOPRAK, 2020).

Muitas rotas metabdlicas também se apresentam altamente conservadas
ao longo da filogenia, como transporte e metabolismo de glicose, sintese e
armazenamento de lipidios, sintese de trealose, via de sinalizagao de insulina e
estresse oxidativo (ARRESE; SOULAGES, 2010; WANG et al., 2019; TOPRAK,
2020).

Popov e Szyszka (2020) apontaram similaridades entre as ondas
cerebrais associadas ao processo de aprendizagem de abelhas, humanos e
primatas ndo humanos, apontando a possibilidade de utilizacado do cérebro das
abelhas para estudos de relagdo entre oscilagbes cerebrais e cognigao,
podendo os resultados serem extrapolados para humanos. Wang et al. (2019)
apresentam a utilizacdo de abelhas Apis mellifera como modelo para estudo de
doencas humanas relacionadas a microbiota intestinal como obesidade,
diabetes e doengas neurodegenerativas. Shpigler et al. (2017) utilizaram Apis
mellifera para estudo de sociobiologia, apontando a conservagdo de genes
correlatos ao disturbio do espectro autista em humanos com genes associados

a responsividade social em abelhas.

O interesse cientifico pelas abelhas aborda diversos temas como a
forma que aprendem e se comunicam, o modo como as abelhas sociais
formam um superorganismo, o reconhecimento de padrdées durante o vbéo e a
intensa pesquisa sobre fatores bidticos e abidticos que contribuem para o
fendbmeno mundial do desaparecimento das abelhas (VANBERGEN;
INITIATIVE, 2013; RICHARDSON, 2017; BALSAMO et al., 2019).
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3.2 ABELHAS DO GENERO Bombus

O género Bombus pertence a Familia Apidae, subfamilia Apinae, tribo
Bombini, onde encontram-se as mamangavas, cuja etimologia da palavra vem
do tupi “Mama’nga”, podendo ser escrita ainda como mamangaba ou mamanga
e significa “abelha de grande porte”. Popularmente sdo conhecidas como
“‘mamangava de toco”, que séo as espécies de abelhas nao sociais Xylocopa e
as “mamangavas de chao” que sdo as abelhas eussociais primitivas do género
Bombus (GAROFALO, 2005).

Estas abelhas contam com cerca de 250 espécies diferindo entre si por
poucas estruturas anatbmicas, sobretudo por diferencas nas ornamentacdes
cuticulares que ocorrem nas genitalias masculinas e femininas, nas venagoes
das asas e a forma da mandibula (ABRAHAMOVICH et al., 2005; MICHENER,
2007). Sao abelhas pilosas, com variagao nas coloragbes corporais € com

tamanhos variando entre 9 mm a 22 mm de comprimento. (MICHENER, 2007).

O género Bombus é tipicamente holartico, bem adaptado ao clima frio e
com maior diversidade de espécies e subgéneros no paleartico do que no
neartico e neiotrépico (WILLIAMS, 1998; MICHENER, 2007). Essas abelhas
robustas e pilosas possuem adaptagbes termorregulatérias que envolvem
endotermia facultativa (HEINRICH, 1996), o que possibilita a vida em elevadas
altitudes e lugares frios. A riqueza de espécies de Bombus é alta em areas
montanhosas ou em latitudes elevadas do Oriente e Paleoartico
(aproximadamente 175 espécies), declina na América do Norte
(aproximadamente 60 espécies) e reduz fortemente na América do Sul
(aproximadamente 22 espécies), onde ocupam areas nao montanhosas
(WILLIAMS, 1998; FRANCOSO, 2015). A distribuicdo natural de abelhas

Bombus no mundo pode ser observada na Figura 1.
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Figura 1 — Ocorréncia natural de abelhas do género Bombus no mundo. As
marcagodes indicam o numero de espécies encontradas na regido, com destaque para
a regiao chinesa de Sichuan, marcada pelo circulo branco, local onde é encontrado o

maior numero de espécies no mundo.

Fonte: Natural History Museum (2020). Disponivel em:
<https://www.nhm.ac.uk/research-curation/research/projects/bombus/introduction
.htmI> Acessado em 10/06/2020.

As abelhas podem ter varios graus de sociabilidade. Abelhas solitarias
criam seus ninhos e fornecem alimento para sua prole (alimentagdo massal), e,
apdés oviposicao, os operculam deixando a cria se desenvolver sozinha.
Algumas abelhas fornecem alimento e cuidam da prole durante a maturacgao,
deixando-as em seguida, sendo classificadas como abelhas subsociais.
Abelhas eussociais apresentam varias caracteristicas singulares, como uma
colénia perene, com producdo e armazenamento de alimento, presenca de
uma rainha morfologicamente diferente das operarias, aonde a rainha né&o
consegue sobreviver sozinha, pois ndo tem a capacidade de forragear, e as
operarias nao tém a capacidade de formar novas colbnias, pois nao

conseguem acasalar, por serem inférteis (MICHENER, 2007).

18



Algumas abelhas apresentam o comportamento que pode ser
classificado como eussocial primitiva, onde pode-se incluir a tribo Bombini.
Nesta situagao as col6nias se iniciam com uma unica abelha, que desenvolve
todas as fungdes necessarias para construir o ninho, forrageamento,
ovoposicao e alimentagdo das larvas. Apdés a emergéncia das abelhas filhas,
ocorre a divisdo do trabalho entre a fundadora do ninho (rainha) e as operarias.
Neste caso, a rainha e operarias sdo morfologicamente iguais, diferindo no
tamanho, fisiologia e comportamento. Essas colonias sao tidas como
temporarias, com duragdo de aproximadamente um ano, pois com a
maturidade das operarias e emergéncia de novas rainhas, a colénia se separa
e pode definhar e acabar (MICHENER, 2007).

As abelhas do género Bombus constituem um grupo de abelhas
eusociais primitivas e apresentam-se amplamente distribuidas pelo mundo,
adaptadas a varios ambientes tendo distribuicdo geografica desde o nivel do
mar até os 4400m de altitude nos Andes. Na Ameérica do Sul, contam com uma
distribuicao de 21 espécies, sendo que no Brasil sdo observadas seis espécies,
onde listam-se B. atratus, B. bellicous, B. brasiliensis, B. brevivillus, B. morio e
B. transversalis. (GAROFALO, 2005, BENAVIDES, 2008). A Figura 2 apresenta

a distribuicdo dessas espécies no Brasil.

Figura 2. Distribuicdo das seis espécies de Bombus encontradas no Brasil.

B. morio

B. atratus

B. brasifiensis

'I .
= == ! B. transversalis

=
F

{ : 2T : .

), i B. brevivillus
——s

El B. bellicosus

=% Cidade de Sorocaba

Fonte: Adaptado de Frangoso (2015).
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3.3. CICLO DE VIDA DE Bombus atratus

Em regides temperadas as abelhas do género Bombus apresentam ciclo
de vida anual (VELTHUIS; VAN DOORN, 2006), ja no Brasil ndo se sabe ao
certo se apresentam um ou dois ciclos anuais (GAROFALO, 2005). As colénias
de Bombus nao sao perenes, apresentando duas fases diferentes, uma inicial

ou solitaria e outra, apos o surgimento das primeiras operarias.

A Figura 3 representa a estrutura do ninho de abelhas Bombus atratus,
indicando as células de ovoposicao, potes de pélen, pupa operculada, rainha e
operarias. Na imagem é possivel observar a diferenga entre os tamanhos das

operarias em comparagao a rainha.

Figura 3 — Estrutura de colénia de Bombus atratus.
Rainha

Operarias

Fote de
Célula de ovoposigao Pdlen

Fonte: Adaptado de Padilla et al. (2017).

O ciclo bioldgico da colénia comega com uma rainha jovem solitaria
fecundada que apoés hibernagdo, nos paises de clima tropical (periodo que
ocorre na primavera), inicia a atividade de forrageamento, buscando um local
para realizar a construgdo e aprovisionamento de seu ninho (geralmente

cavidades no solo) para iniciar uma nova col6nia. As espécies desse género
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nidificam em substratos naturais diferentes, como no solo, ou em cadmaras de
sauveiros abandonados, ocos de madeiras e também em cupinzeiros
(BENELLI, 2013; NEIVA, 2015).

Depois de construido o ninho, a rainha ira ovipositar seus primeiros ovos
dipléides, originando as primeiras operarias. No inicio da fundagao do ninho a
rainha forrageia a procura de néctar e polen, porém apos a emergéncia das
primeiras operarias, ela se mantém dentro do ninho e passa a realizar somente
a funcéo reprodutiva (GOULSON, 2010; BENELLI, 2013). Da ovoposi¢ao a
emergéncia, o tempo de desenvolvimento médio é de trinta dias, podendo
variar de acordo com a temperatura e disponibilidade de alimento (PADILLA et
al., 2017).

Com o estabelecimento do ninho, a rainha cessa suas atividades, dando
lugar as primeiras operarias, que se encontram agora aptas a realizar a
manutengao, coleta de alimentos e crescimento da coldnia. A fase eussocial,
ocorre como O surgimento da segunda geracdo de operarias (GOULSON,
2010; BENELLI, 2013).

A dominancia da rainha sobre as operarias € realizada através de
agressoes fisicas nao ritualizadas e auséncia de feroménios, diferentemente do
que ocorre nos meliponineos e em Apis, respectivamente (VELTHUIS; VAN
DOORN, 2006). A medida que a colénia vai aumentando, a rainha perde sua
dominancia e operarias com ovarios desenvolvidos comegam a ovipositar ovos
hapléides que originardo machos. Nesta fase, as operarias ndo poedeiras
podem comer 0s ovos postos por outras operarias e a organizagdo social da
colbnia é desestruturada. A rainha, entdo, comecga a produzir rainhas que irdo
se acasalar com os machos de outros ninhos proximos e fundar outra colbnia.
Os machos filhos das operarias saem do ninho apos 3-4 dias de emergéncia,
podendo variar entre as espécies deste género (GAROFALO, 2005,
BENAVIDES, 2008).

Segundo Garofalo (2005) as rainhas novas podem ser separadas em
trés grupos: um deles é formado por aquelas que logo abandonam a colbnia
para estabelecer seus proprios ninhos; o outro grupo é formado pelas rainhas
que apos acasalarem iniciam posturas no ninho materno e, o ultimo grupo é
formado pelas rainhas que permanecem na colbnia trabalhando como se
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fossem operarias. Essas rainhas podem ser fecundadas e, em média,
permanecem na coldnia por trinta dias embora algumas possam permanecer
por até setenta dias. A rainha velha pode ser morta pelas operarias antes ou
apds a emergéncia das rainhas filhas (GAROFALO, 2005; VELTHUIS; VAN
DOORN, 2006; BENAVIDES, 2008). O ciclo de vida termina com a chegada do
inverno, onde as futuras rainhas entram na fase de hibernagdo (GOULSON,
2010).

A Figura 4 apresenta os resultados obtidos por Cameron e Jost (1998)
mostrando as novas rainhas e seus territdrios dentro do ninho, no decorrer de
15 dias.

Figura 4 — Evolugdo da dominancia de jovens rainhas em colbnia de B. atratus. Os
numeros apresentam as rainhas numeradas e os dias estdo representados ao lado
das caixas. Pode-se notar a existéncia de 9 rainhas no dia 1 e a dominéncia da rainha
6 a partir do dia 15.

Fonte: Adaptado de Cameron e Jost (1998).

Independentemente de seu ciclo biolégico ou grau de socialidade, todas
as abelhas estdo sujeitas a exposigao a agentes contaminantes. No entanto, é
durante a fase solitaria e a fase das atividades de forrageamento das primeiras
operarias, que as abelhas da espécie Bombus apresentam uma taxa de risco
muito superior a das abelhas eussociais avangadas (meliponineos e Apis), ao
se levar em consideracdo o comprometimento da integridade e sobrevivéncia
da colénia. Sendo consideradas as maiores responsaveis pela manutencio da

diversidade e abundéancia de muitas espécies vegetais em areas de floresta
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natural e regides urbanas, devido as suas atividades de polinizagéo
(WILLIAMS, 2000; GRIXTI et al., 2009; LIMA; ROCHA, 2012), esta grande
suscetibilidade aos toxicantes presentes nos ambientes que visitam é muito
preocupante pois, em tese, uma rainha recém-fecundada morta € um ninho

potencialmente extinto.

3.4 SERVICOS DE POLINIZAGAO

As mamangavas tém muita importancia na polinizagdo, atuando na
vegetacdo nativa e também nos cultivares. Comparadas as abelhas Apis
mellifera sdo mais ageis, podendo visitar mais flores durante o forrageamento e
seu tamanho favorece que consigam carregar mais polen e também
conseguem um melhor contato com os estames e pistilos do que insetos de
menores tamanhos (HEINRICH, 2000; KOPPERT, 2007).

As distancias percorridas pelas abelhas em atividades de forrageamento
variam no tempo e no espago com base na disponibilidade de recursos do
ambiente em que estdo (TORNE-NOGUERA et al., 2014). Ha indicios que a
diversidade floral seja mais importante que a densidade floral para que as
abelhas definam seus locais de forrageamento (JHA;KREMEN, 2012; POPE;
JHA, 2017). Além disso, areas vegetais muito fragmentadas ndo séo atrativas
para espeécies de Bombus, demonstrando que algumas espécies sdo mais
vulneraveis a fragmentacao do habitat (MAYER et al., 2012).

A distancia de forragemento das abelhas esta relacionada com seu
tamanho (GREENLEAF et al., 2007; TORNE-NOGUERA et al., 2014) e, apesar
de Goulson et al. (2010) terem analisado dados referentes a espécies de
Bombus com atividade de forrageamento entre 3 e 10 Km, as distancias mais
comuns de forrageamento sdo entre 250m e 2 Km, (KNIGHT et al., 2005;
HAGEN et al., 2011; JHA; KREMEN, 2012; REDHEAD et al., 2016).

A polinizagao é considerada um servico ecossistémico e seu valor pode
ser mensurado quando comparado a dados sobre a producdo de alimentos.
Em 2016, um relatério da Plataforma Intergovernamental de Politicas
Cientificas em Servigos de Biodiversidade e Ecossistemas quantificou os
valores dos servigos de polinizagdo mundial, sendo estimado entre US$235 e
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US$577 bilhdes anuais e ainda que, na falta de polinizadores, seria detectado
uma perda liquida anual entre US$160 e US$490 bilhdes (IPBES, 2016).

Das 191 plantas silvestres e cultivadas, relacionadas a alimentagao
brasileira, Giannini et al. (2015) analisaram 85 cultivares dependentes de
polinizagao e estimaram que a polinizagao relacionada a produgao agricola no
Brasil & de aproximadamente US$12 bilhdes. Mais recentemente, um relatério
da Plataforma Brasileira de Biodiversidade e Servicos Ecossistémicos,
analisando dados de 67 cultivares nacionais dependentes de polinizadores,
estimou o valor da polinizagdo na producao de alimentos no pais, em 2018, em
cerca de R$43 bilhdes (BPBES, 2019).

Devido sua resisténcia a doencas e alta capacidade produtiva de mel, no
Brasil, a abelha Apis mellifera é amplamente utilizada para obteng¢do de
produtos apicolas e, consequentemente, € mais facilmente e amplamente
utilizada como polinizadora de cultivares (MORAIS et al., 2012; PEREZ-
MENDEZ et al., 2020), porém essas abelhas ndo sdo necessariamente as
espécies polinizadoras mais eficientes, uma vez que nao maximizam a
polinizagdo de algumas culturas em comparagdo as abelhas nativas
(GARIBALDI et al., 2013; GRASS et al., 2018).

Esse fato pode ser exemplificado na Figura 5, que apresenta um
exemplo de polinizagdo do maracujazeiro, realizado por abelhas do género
Bombus. Devido ao seu tamanho, ao visitar a flor, o térax da abelha entra em
contato com as anteras, onde fica aderido o pdlen. Ao visitar a proxima flor, o
térax coberto de pdlen entra em contato com os estigmas dessa flor, realizando
a polinizagao. (SILVA et al., 2014a). Abelhas A. mellifera podem visitar essas
flores, porém nao conseguem poliniza-la devido seu menor tamanho (BPDES,
2019).
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Figura 5 — Polinizacdo da flor de maracuja, aonde a abelha coleta o pdélen em seu
dorso na antera da planta A e a leva até o estigma da planta B.

PLANTA A

PLANTA B

Fonte: adaptado de Silva et al. (2014a).

A polinizagdo realizada por Bombus atratus é efetiva para diversas
culturas como maracuja (Passiflora edulis), berinjela (Solanum melongena)
(SILVA et al., 2014b), girassol (Helianthus annuus) (CORTOPASSI- LAURINO
et al., 2003) bem como a vegetagao nativa, visitando e polinizando benjoeiro
(Styrax ferrugineum), jurubeba ou joa-manso (Solanum paniculatum), fruta de
lobo (Solanum lycocarpum), picdo (Bidens segetum) (SILVA et al., 2014b),
assa-peixe (Vernonia polyanthes) e topete de cardeal (Calliandra tweedii)
(CORTOPASSI- LAURINO et al., 2003).

As abelhas B. atratus apresentam o comportamento de vibragao do torax
durante a polinizacdo. Esse comportamento auxilia na polinizagao vibracional
de espécies vegetais que possuem anteras poricidas, que € o caso da familia
Solanaceae que representa muitas culturas economicamente importantes como
tomate (Solanum lycopersicum), batata (Solanum tuberosum) e pimentao
(Capsicum sp.) (CORREIA; GIMENES, 2016). As B. atratus também podem ser
observadas polinizando cultivares de morango, no Rio Grande do Sul
(PIOVESAN et al., 2019) bem como café, abdbora, abobrinha (BPBES, 2019).

No cultivo de pimentdo, a utilizagdo de Bombus atratus na polinizacao
aumentou em 30% o tamanho e o peso seco do fruto e 60% o0 numero de
sementes em comparagdo aos cultivares com autopolinizacdo, onde foi

detectado que 30% da produgédo de frutos apresentavam malformagao (RIANO
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et al., 2015). Quando avaliada a produgao de dois tipos de morango (Camino
Real e Ventana) a polinizagao realizada por B. atratus resultou em frutos 28%
maiores e 103% mais pesados, com até 81% mais sementes quando
comparados aos morangos gerados de flores nao polinizadas (POVEDA
CORONEL et al., 2018).

Pérez-Méndez et al. (2020) analisaram cultivares de magas com trés
tipos de polinizacdo: manual, por Apis mellifera e por Bombus atratus e
concluiram que macieiras produziam menos da metade de magas quando nao
eram polinizadas por B. atratus, mesmo quando polinizadas por A. mellifera.
Quando convertido em valores monetarios, a presenca de B. atratus mais que
dobrou o lucro, apresentando um rendimento médio de US$16.302 por hectare
em comparacdo ao rendimento médio de US$6.774 por hectare dos outros

cultivares.

A perda alarmante da diversidade de polinizadores em todo o mundo
pode reduzir a produtividade de culturas dependentes de polinizadores, o que
pode levar a impactos econdmicos negativos (GOULSON et al., 2015; PEREZ-
MENDEZ et al., 2020)

A problematica da diminui¢cao de polinizadores, em especial das abelhas
ja foi reportada em varias partes do mundo com relatos de colénias de Apis
mellifera e de espécies do género Bombus no hemisfério Norte (POTTS et al.,
2010; CAMERON et al., 2011; GOULSON et al., 2015), e teve seus primeiros
registros na literatura a partir de 1869, porém este fendmeno deixou de ser um
caso natural e esporadico, havendo relatos cada vez mais frequentes de casos
drasticos (UNDERWOOD; VANENGELSDORP, 2010).

No Brasil, a falta de monitoramento de polinizadores em longo prazo
dificulta a avaliacdo da manutencdo de suas populagcdes, embora o declinio,
por questdes climaticas, ja tenha sido previsto em estudos de modelagem
(GIANNINI et al., 2017) e detectado como consequéncia de diversas atividades
como desmatamento, alteracdo e perda de habitats, uso indiscriminado de
agrotoxicos e atividades de mineragao e industriais (FITZPATRICK et al., 2007;
SANTOS, 2010; BPBES, 2019).
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Assim, o crescente desaparecimento de populagdes das abelhas se
relaciona diretamente ao declinio na polinizagdo, comprometendo tanto a
qualidade ambiental quanto a produtividade agricola, uma vez que estes
polinizadores s&o utilizados em diversas monoculturas (IMPERATRIZ-
FONSECA; NUNES-SILVA, 2010). Ainda, as abelhas do género Bombus
constroem seus ninhos no solo, podendo ser destruidos decorrente de
atividades agricolas e agropecuarias (BENAVIDES, 2008).

De acordo com Porrini et al. (2003), estudos de toxicologia classica, com
dados sobre mortalidade e sobrevivéncia nao sao suficientes para se avaliar os
efeitos reais que xenobidticos geram nos individuos, uma vez que, se tratando
de doses subletais, tipicamente ndo é observada a morte do grupo
experimental (BALSAMO et al., 2019; NOGUEIRA et al., 2019).

Estudos ecotoxicolégicos com abelhas nativas brasileiras, como Bombus
atratus sao ainda pouco explorados, sendo a maior parte dos trabalhos
voltados as abelhas Apis mellifera. Aliado a isto, pouco se sabe sobre os
efeitos de estressores ambientais nos o6rgaos internos dessas abelhas
(ABDALLA; DOMINGUES, 2015). O Sistema Hepatonefrocitico (SHN) é um
orgao relevante para essa analise, uma vez que o conjunto de células
associadas nesse sistema atuam em processos de desintoxicacdo e estido
diretamente em contato com os contaminantes circulantes na hemolinfa
(ABDALLA; DOMINGUES, 2015; SKALDINA; SORVARI, 2017; BALSAMO et
al., 2019).

3.5 SISTEMA HEPATONEFROCITICO

Conforme apresentado por Abdalla e Domingues (2015), o SHN é
formado por uma associacao de tecidos localizados ao redor do vaso dorsal,
apresentando um arranjo espacial definido, sendo identificado na porgao mais
externa a camada do corpo gorduroso, constituido da associagao de trofocitos
e endcitos que envolve uma camada de células pericardicas e permeando

entre esses tecidos, encontram-se os hemaocitos.

Esse sistema desempenha fungdes importantes na regulagdo da
homeostase da hemolinfa, assim como na remocdo e/ou inativacdo de

toxicantes e prevengao contra o estresse oxidativo, preservando os 6rgaos
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internos e o cérebro da contaminacao por toxicantes. Dessa forma, as células
do SHN sao altamente responsivas a substancias toxicas, como os metais e
outros xenobidticos, tornando-se um eficiente biomarcador para estudos de
monitoramento ambiental (ABDALLA; DOMINGUES, 2015, BERTOLI, 2020).

O disturbio do Sistema Hepatonefrocitico apds a exposicdo a doses
subletais de xenobioticos ndo esta necessariamente associado a um aumento
nas taxas de mortalidade, uma vez que as abelhas expostas podem responder
aos xenobidticos por meio do SHN e manter assim, a sua sobrevivéncia
(DOMINGUES et al., 2017; BALSAMO et al., 2019). Assim, hipoteticamente, as
abelhas podem manter sua homeostase através do SHN, com as atividades de
filtragdo, desintoxicagao e biodisponibilidade dos xenobidticos para os tubulos
de Malpighi (GREGORC et al., 2016). Por esse motivo, as abelhas expostas a
um determinado xenobidtico ou a um estressor bidtico podem n&o morrer
agudamente, uma vez que o SHN pode mascarar os efeitos tdéxicos de tais
estressores (DOMINGUES et al., 2017; BALSAMO et al., 2019).

Assim, o estudo da SHN permite entender os mecanismos que a abelha
emprega para manter a homeostase. Isso pode ser usado para determinar as
implicagbes mais provaveis causadas por um estressor especifico,
considerando que as células que compdéem o SHN tém multiplas fungdes
(ADAMCZYK et al., 1996; ROMA et al., 2010; CHAPMAN, 2013), e atuam em
multiplos 6rgdos e sistemas das abelhas, como o sistema nervoso,
metabolismo intermediario, desenvolvimento dos ovarios, respostas imunes,
sistema de proteg&o antioxidante e metaloproteinas (ABDALLA; DOMINGUES,
2015; DOMINGUES et al., 2017; SKALDINA; SORVARI, 2017).

3.6 CORPO GORDUROSO

O corpo gorduroso € um tecido de preenchimento distribuido pelo corpo
do inseto, presente em duas formas: uma camada perivisceral, localizada ao
redor dos orgdos e camada parietal, localizada adjacente ao tegumento. Esta
presente no interior de apéndices externos, cabeca, térax e abdomen, sendo
neste ultimo mais abundante (CRUZ-LANDIM, 2009; CHAPMAN, 2013).

Esse tecido apresenta um desenvolvimento na fase embrionaria por

meio de uma hiperplasia e especializagao de ceélulas existentes e recebe esse
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nome devido a sua grande capacidade de armazenar os nutrientes
provenientes do alimento ingerido no estagio larval (LOCKE, 1998; CHAPMAN,
2013). Esta localizado na hemocele, conectado por musculos, tecido conjuntivo
e traqueias e a facilidade de comunicacao entre estes sistemas permite um
contato direto com a hemolinfa, otimizando a troca de metabolitos (CRUZ-
LANDIM, 2009; CHAPMAN, 2013).

O corpo gorduroso dos insetos é descrito na literatura como equivalente
a combinacdo das fungdes de armazenamento (tecido adiposo) e fungdes
metabdlicas (figado e rins dos vertebrados) (DEAN; LOCK; COLLINS, 1985;
ABDALLA; DOMINGUES, 2015).

A comparacao deste tecido ao figado dos vertebrados vém da fungéo do
corpo gorduroso na neutralizagdo e armazenamento de substancias nao
utilizadas no metabolismo do inseto, absorvendo e acumulando o excesso de
nutrientes presentes na hemolinfa, bem como realizando processos de
desintoxicagao e também liberando na hemolinfa outros compostos metabolitos
uteis ao organismo (CHAPMAN, 2013). Com isso, atua tanto na metabolizagao
de xenobiodticos (LYCETT et al., 2006; ABDALLA; DOMINGUES, 2015), como
na regulacdo da composi¢do quimica da hemolinfa (CRUZ-LANDIM, 2009),
podendo também atuar nos processos de muda da cuticula (POSTLETHWAIT;
GIORGI, 1985; VALLE, 1993).

Nas abelhas o corpo gorduroso € constituido basicamente pelos
trofocitos e pelos endcitos (CRUZ-LANDIM, 2009). Os trofécitos possuem um
formato irregular, assumindo formas arredondadas ou poligonais, e possuem
um nucleo grande, irregular, geralmente deslocado da regido periférica da
célula, com diferentes tipos de substancias armazenadas em seu citoplasma
(CRUZ-LANDIM, 2009; CHAPMAN, 2013).

Apresentam como caracteristica ultraestrutural serem suportados por
uma fina lamina basal e com seu citoplasma possuindo reticulo endoplasmatico
rugoso predominantemente e regides de complexo de Golgi, bem como varias

mitocdndrias, peroxissomos e lisossomos (ROMA et al., 2010).

Os endcitos apresentam uma origem ectodérmica e aparecem

distribuidos entre os trofocitos, sendo presentes no corpo gorduroso parietal e
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perivisceral. Sdo células esféricas ou ovaladas, com citoplasma acidofilo,
possuindo um nucleo central, poucas mitocondrias e grandes areas com
reticulo endoplasmatico agranular e vacuolos digestivos. As fungdes
metabolicas realizadas pelos endcitos ainda ndo foram totalmente definidas,
mas acredita-se que estas células atuem sintetizando lipidios ou complexos
lipoproteicos (ROMA et al., 2010).

Devido a sua capacidade de adaptagédo as necessidades fisioldgicas, as
células do corpo gorduroso podem modificar suas atividades em resposta a
sinais nutricionais e hormonais como, por exemplo, o suprimento das
necessidades de crescimento, metamorfose e reproducao do inseto (ARRESE;
SOULAGES, 2010). Assim, no caso do contato das abelhas com algum
xenobidtico e processo de intoxicagao, esse tecido reage, tentando regular a
homeostasia do individuo, bem como iniciando o processo de desintoxicagao,
tornando as células desse tecido um o&timo biomarcador (ABDALLA,;
DOMINGUES, 2015; DOMINGUES et al., 2017; BALSAMO et al., 2019).

3.7 BIOMARCADORES

A investigacdo e deteccdo de um composto téxico no ambiente pode
confirmar a presenga do xenobidtico, porém n&o indica os efeitos prejudiciais
que esse contaminante possa provocar nos organismos daquele ambiente
(RAMSDORF, 2007; FRANCO, 2012). Pode-se entdo, estabelecer
comparagoes entre os efeitos adversos gerados nesses organismos frente os
niveis de exposi¢cao do contaminante, usando de bioindicadores para avaliar os
efeitos do xenobidtico nos organismos expostos (VAN DER OOST et al., 2003;
RAMSDORF, 2007).

Um biomarcador pode ser definido como uma alteracdo na resposta
biolégica (variando de respostas moleculares a respostas celulares e,
fisiologicas a alteragbes comportamentais) que pode estar relacionada a
exposicao ou efeitos toxicos de produtos quimicos, evidenciando uma alteracao
do estado normal do organismo que nao é verificada em organismos nao

expostos ao agente (WHO, 1993). Eles podem ser dividos em trés tipos.

Os biomarcadores de exposicao podem ser utilizados para avaliar uma

exposic¢ao individual ou em grupo, para um xenobi6tico ou seu metabdlito, que
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€ medido dentro de um compartimento de um organismo, observando uma
relacdo entre a exposigcao externa e a quantificagao interna (POHL et al., 2000;
AMORIM, 2013).

Os biomarcadores de efeito sdo definidos como qualquer alteracao
bioquimica, fisioldégica ou outra mensuravel dentro de um organismo, geradas a
partir da exposicdo e absorcdo de um xenobidtico, podendo ser utilizado para
verificagao dos efeitos adversos das substancias nos organismos (POHL et al.,
2000; AMORIM, 2013).

Os biomarcadores de susceptibilidade s&o indicadores de uma limitacao
inerente ou adquirida da capacidade de um organismo em responder a
exposi¢cao ao xenobiotico, utilizada para entender o grau de resposta a essa
exposi¢ao (POHL et al., 2000; AMORIM, 2013).

Portanto, podemos definir a utilizagcdo da analise e marcacido de enzimas
envolvidas no processo de desintoxicagado de abelhas como biomarcadores de
efeito frente a exposi¢ao de xenobidticos.

3.8 MECANISMOS DE DESINTOXICACAO

Um organismo tem duas maneiras principais de eliminar um xenobidtico.
Pode ser excretado na sua forma original ou ser biotransformado pelo
organismo. A biotransformag&o geralmente ocorre para formar um composto
mais hidrofilico, para ser mais facilmente excretado (VAN DER OOST et al.,
2003).

O processo de desintoxicacdo do xenobidtico envolvendo a conversao
de substancias lipossoluveis em metabdlitos excretaveis soluveis em agua
pode ser dividido em duas fases (ITO, 2014). Na desintoxicagdo da Fase |, a
estrutura da toxina é enzimaticamente alterada e torna-se incapaz de interagir
com os locais-alvo lipofilicos, por meio de reagbes como oxidagao e hidrdlise.
Essa metabolizacdo é realizada principalmente pelas monooxigenases do
citocromo P450 (P450) e carboxilesterases (CCE), embora outras enzimas,
incluindo monooxigenases dependentes de flavina e ciclooxigenases também
possam contribuir (ITO, 2014; BARENBAUM; JOHNSON, 2015).

Os metabdlitos resultantes sdo passiveis de alteragdes adicionais,
chamadas reacbes de Fase IlI, que envolvem tipicamente a conjugacédo de
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¥enobiotico

produtos da desintoxicacdo da Fase | com moléculas hidrofilicas volumosas,
como acido glucurénico e a glutationa, para solubilizagdo e transporte. As
Glutationa-S-transferases (GST) sdo as principais enzimas da Fase Il, embora
também possam funcionar como enzimas da Fase |. Outras enzimas da Fase |l
em insetos incluem glicosiltransferases, fosfotransferases, sulfotransferases,
aminotransferases e glicosidases (XU et al., 2013; ITO, 2014). Podemos ainda
contar uma terceira fase da desintoxicagdo, que envolve o transporte de
conjugados da Fase Il para fora das células para excregéo. Entre as proteinas
envolvidas nesse processo estdo proteinas de resisténcia a multiplas drogas e
transportadores ABC (ATP binding cassette) (BERENBAUM; JOHNSON,
2015). As reacgdes principais envolvidas no processo de biotransformacao de

xenobiéticos podem ser observadas na Figura 6.

Figura 6: Mecanismos da rota da biotransformacdo de xenobidticos até formas
excretaveis.
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Fonte: Adaptado de Torres (2017).

Nos insetos, o citocromo P450 (P450) esta envolvido na biossintese e no
metabolismo de substéncias enddgenas, incluindo feroménios, hidrocarbonetos
e hormonios cuticulares e desintoxicagcao de substéncias exogenas, incluindo
fitoquimicos e inseticidas (FEYEREISEN, 2012). Caracterizar a fungao de

P450s especificos € complicado por essa diversidade e, como consequéncia,
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s&o conhecidos poucos substratos aonde atuam as P450s de insetos (MAO et
al, 2015). Ainda, a expressao de P450 varia de acordo com o tecido estudado e
tem relagcdo também com a idade-comportamento das abelhas (MAO et al.,
2015).

Os humanos possuem 57 genes que codificam P450 e as abelhas 46
genes (FEYEREISEN, 2011) e alguns autores hipotetizam que as abelhas
podem compartilhar com os seres humanos uma dependéncia de um
subconjunto de P450 de atividade relativamente generalizada para a maioria
das reacgdes de desintoxicagdo do xenobidtico (poucos genes de P450 para
uma grande variedade de compostos) (GUENGERICH, 2015; MAO et al.,
2017). Assim como os seres humanos s&o vulneraveis as interagbes entre
alimentos e medicamentos, as abelhas também podem ser vulneraveis as
interagdes entre produtos quimicos sintéticos e dietéticos ingeridos (MAO et al.,
2017).

3.8.1 ATIVIDADE DO CITOCROMO P450

Os citocromos P450 sdo uma superfamilia de enzimas monooxigenases
contendo um grupo heme ligado ao tiolato de cisteina (R-S-Cys), que catalisam
a transferéncia de um atomo de oxigénio do oxigénio molecular (O;) para uma
ampla variedade de substratos biolégicos, com o segundo atomo de oxigénio
sendo reduzido por dois elétrons para uma molécula de agua (NAM, 2003). A

equacao da reagao é:

_ ., P450
RH+0,+2e +2H'— "  ROH + H,0

O ciclo catalitico do citocromo P450 pode ser observado na Figura 7.
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Figura 7: Possivel rota de reagdes catalisada pela P450.
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Fonte: Adaptado de Nam (2003).

A seguir sao descritos os processos ilustrados na Figura 7, de acordo
com o descrito por Nam (2003). No estado de repouso, livre de substrato, o
citocromo P450 contém um estado férrico de baixa rotacdo com seis
coordenadas (1), com agua como ligante distal deslocavel. A ligacdo do
substrato (R-H) ao estado de repouso gera um estado férrico de alta rotagao e
cinco coordenadas, (2), que agora possui um local de coordenagao vago para a
ligagdo do dioxigénio (O2). A conversdo do heme férrico de baixo spin para o
heme férrico de alto spin altera o potencial redox, facilitando assim a reducao
do heme férrico, para gerar um heme ferroso de alto spin e cinco coordenadas
(3) a0 heme ferroso para formar o heme ferroso-diéxido de oxigénio (Fe'-O,)
ou (Fe"-0,), (4) Adicdo do segundo elétron a (4), presumidamente a etapa de
limitacdo da taxa em o ciclo catalitico, produz uma espécie de (Fe'"-0, ?), (5),
que é protonada para dar um complexo férrico-hidropedxido (6). (6) resulta em
clivagem heterolitica da ligagdo OO para liberar uma molécula de agua e gerar
uma espéciede valéncia Fe' (7).

A etapa final do ciclo de reagdo P450 é a transferéncia de um atomo de
oxigénio de (7) para o substrato, para fornecer o produto alcool seguido pela

regeneragcao do estado de repouso, ligado a agua (1). Em uma reacéo
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conhecida como “derivagao de perdxido”, doadores de atomos de oxigénio
unicos, como peroxido de hidrogénio, hidroperéxidos de alquila, peracidos e
iodosilbenzenos também podem ser usados para gerar produtos oxigenados
ignorando os intermediarios (3) - (5) (NAM, 2003).

A biotransformacao de xenobioticos € uma importante fonte de espécies
reativas de oxigénio (ERO), que correspondem aos produtos da reducgéo
incompleta do oxigénio molecular, como o radical anion superéxido (O,7), o
radical hidroxila (*OH) e o perdxido de hidrogénio (H20;) (STEGEMAN et. al.,
1992).

Essas ERO s&o oxidantes extremamente potentes, capazes de reagir
com macromoléculas celulares criticas, possivelmente levando a inativacao
enzimatica, peroxidacgao lipidica, danos no DNA e, finalmente, a morte celular
(VAN DER OOST et al., 2003). A peroxidacéo lipidica € o resultado da atuagéo
dos radicais livres sobre as membranas biolégicas que sao ricas em acidos
graxos poliinsaturados (BARBOSA et al., 2010). Assim, a geragcédo de ERO,
mediada pelo citocromo P450 durante o processo de biotransformacgao, pode
ser considerada uma “reagao colateral” indesejada das enzimas de
biotransformacao de xenobidticos (LACKNER, 1998).

3.8.2 ATIVIDADE DAS ENZIMAS

O perfil basico das enzimas antioxidantes dos insetos € analogo aos
mamiferos, porém os insetos ndo possuem GPx selénio dependente (VALKO
et al., 2005).

Por meio da reacdo de dismutagdo, a SOD catalisa a geragado de
peréxido de hidrogénio (H,O;) a partir do radical superéxido (Oy). A Catalase
(CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx) atuam impedindo o acumulo de H;O;
que, apesar de nado ser um radical livre, é igualmente reativo e capaz de
promover danos potenciais. Por meio de reagdes de Fenton, o H,O, pode gerar
radicais hidroxilas (OH") contra os quais ndo existe defesa enzimatica. A
Glutationa Peroxidase, Glutationa—S-Transferase (GST) e Glutationa Redutase
(GR) sdo necessarias para remover radicais hidroperoxido lipidico (LOOH-) e a
lipoperoxidagao (BARBOSA et al., 2010; NABI, 2014).
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3.8.3 SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A primeira linha de defesa contra a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) é a indugdo da Superéxido Dismutase (SOD) (VALKO et al.,
2005). Estao classificadas no grupo das metaloenzimas e considera-se que as
SODs desempenham um papel antioxidante essencial; propde-se que todos os
eucariotos tenham uma forma citosolica e mitocondrial de SOD, caracterizados
pela presenca de ions de cobre e zinco (Cu/ZnSOD) ou manganés (MnSOD),
respectivamente (NABI, 2014). Também ha evidéncias para essa localizagao
dupla e a existéncia de SODs com diferentes ions metalicos que foram
relatadas para varias espécies de Lepidopteros (AHMAD et al., 1991;
GUNTHER et al., 2002).

Em abelhas Apis mellifera, foi descrita a presenga de um gene MnSOD
mitocondrial, que apresenta 62,33% de similaridade ao gene MnSOD
mitocondrial encontrado em humanos, bem como foi detectada a presenca de
quatro genes que codificam enzimas Cu/ZnSOD (CORONA; ROBINSON,
2006).

A taxa de dismutacido de O, catalisada por SOD se aproxima do limite
de difusdo, tornando-a uma das enzimas mais ativas descritas (VAN DER
OOST, et al.,, 2003, NABI, 2014). A reagao que demonstra a conversao do
superéxido (O2) em peréxido de hidrogénio (H»O2) e oxigénio molecular,
catalisada pela SOD pode ser descrita como (VAN DER OOST, et al., 2003):

20, +2H" —S0D , (o, + H,0,

Além de participar na protegcdo enzimatica contra os radicais livres, a
SOD pode contribuir com a habilidade de abelhas rainhas armazenarem
esperma na espermateca por anos, sem que estes percam a viabilidade
(COLLINS et al., 2004). Como observado na Figura 6, a geragao de espécies

reativas de oxigénio pode levar a danos celulares.

Alguns sinais podem ser gerados como resposta ao estresse oxidativo e
a danos do DNA, ocasionando mudangas no meio intra e extracelular. Esses
sinais desencadeiam uma resposta biolégica que envolve alteragdes
conformacionais, multimerizagcdo e alteracdo na localizagdo das proteinas.

Todos estes parametros sdo sujeitos a regulagéo pelas chaperonas (Hsp), que
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constituem um mecanismo fundamental de protegcédo celular (CASTRO et al.,
2013).

3.8.4 ATIVIDADE DAS CHAPERONAS

As HSP (Heat Shock Proteins) sdo uma classe de proteinas altamente
conservadas, encontradas em procariotos e eucariotos. Sdo chaperonas
moleculares possuindo a capacidade de interagir de forma reversivel com
outras proteinas, auxiliando na formagao, dobramento e transporte trans-
membrana (MEYER; SILVA, 1999; KARP, 2005).

Elas sdo agrupadas em familias, divididas com base nos seus pesos
moleculares. Assim, enzimas de peso molecular na faixa de 70kD sao
enquadradas na familia de Hsp70, sendo a mesma divisdo para classifica-las
em Hsp 27, Hsp47, Hsp 60, Hsp90 e Hsp110 (MEYER; SILVA, 1999).

Inicialmente as Hsp foram identificadas como proteinas induzidas pelo
estresse térmico (RITOSSA, 1962) e sdo descritas como mecanismo de defesa
complexo e altamente conservado, atuando na sintese, montagem,
dobramento e degradacgdo de proteinas, preservando a sobrevivéncia celular
sob condigbes ambientais adversas (GUPTA et al., 2007, CASTRO et al.,
2013).

Agentes estressores, como alteracdo no equilibrio osmatico,
temperatura, estresse oxidativo, e xenobidticos como metais atuam como
“‘caotropos  protéicos”, modificando a estrutura das proteinas e
consequentemente sua fungdo (MEYER; SILVA, 1999). Frente a essas
condicbes adversas, os niveis de Hsp sdo aumentados, auxiliando, desta
forma, a sintese e maturacdo de novas proteinas que irdo substituir aquelas
afetadas pelo estresse metabolico (MEYER; BUKAU, 2005; CASTRO et al,
2013). As Hsp também atuam identificando e “redobrando” proteinas
danificadas ou induzem a um sistema proteolitico adequado, facilitando a
eliminacdo de proteinas cujos danos ndo sao passiveis de restauragao
(MEYER; BUKAU, 2005; CASTRO et al., 2013).

As Hsp70 interagem diretamente com elementos da via apoptética, tanto
de natureza intrinseca ou extrinseca, inibindo a cascata de eventos que

culminam com a morte celular (CASTRO et al., 2013).
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O papel das Hsp70 no dobramento de proteinas em sua conformacao
nao nativas pode ser dividido em trés atividades relacionadas: prevencao da
agregacéao, promogao do dobramento para o estado nativo e solubilizagéo e
redobragem de proteinas agregadas (MEYER; BUKAU, 2005).

As Hsp90 tém um papel significativo agindo seletivamente na ativagao e
regulacdo de uma variedade de proteinas envolvidas em vias de sinalizagao
tais como cinases, fatores de transcricdo essenciais para reproducdo e
desenvolvimento, como, por exemplo, receptores de horménios estrogénios
(XU et al., 2010; EBONG et al., 2011). Hormonios estrogénios tém um papel
essencial na regulagao de diversas vias celulares. Uma dessas vias € a sintese
de vitelogenina (SIQUEIRA, 2014).

As Hsp90, diferente do observado nas Hsp70, ndo atuam no dobramento
de proteinas nascentes, mas sim no dobramento final de proteinas nativas
(YOUNG et al., 2003; MEYER; BUKAU, 2005; SIQUEIRA, 2014).

3.9 MERCURIO

O mercurio (Hg) € um metal ndo essencial aos seres vivos e altamente
toxico, sendo reconhecido pela comunidade cientifica como um poluente global
(D’ITRI, 1991). Se apresenta liquido na temperatura ambiente e possui alta
volatilidade, representando um perigo a integridade dos ecossistemas devido
ao risco de contaminagdo, pois o mercurio ndo apresenta uma fonte de
degradagdo natural capaz de elimina-lo e apresenta capacidade de
bioacumulagcdo e biomagnificagdo, sendo a sua concentracdo aumentada a
medida que percorre a cadeia alimentar, acumulando-se no nivel tréfico mais
elevado e podendo permanecer no ambiente por um longo periodo de tempo
(AZEVEDO, 2003; LAMBORG et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2009; BERTOLI,
2020).

O Hg comercializado no Brasil € importado ou oriundo da reciclagem.
Dados do Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio (BRASIL.
MDIC, 2013) apontam que entre janeiro e abril de 2013 foram importados

24.939 kg de Hg metalico, dos quais 18.113 kg foram procedentes dos Estados
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Unidos, 5.003 kg do Reino Unido, 960 kg da Alemanha e 863 kg do Japao
(CETESB, 2014).

O Hg metalico destina-se a produgdo de cloro-soda, fabricagdo de
lampadas, instrumentos nao-eletronicos e utensilios para uso médico, cirurgico,
odontoldgico e de laboratérios, amalgamagao de ouro e para fins religiosos
(IBAMA, 2012). O Hg obtido da descontaminacdo de lampadas pode ser
reutilizado para fabricagcdo de novas lampadas (AVANT, 2013). Dentre os
equipamentos contendo Hg utilizados nos Servigos de Saude do Brasil, 55%
sdo termbmetros, 35% esfignomandmetros e 10% produtos quimicos de
laboratérios (BRASIL. MMA, 2010). A maior quantidade de mercurio metalico
importada pelo Estado de S&o Paulo, entre 2002 e 2012, ocorreu em 2003 com
34.171 kg de Hg. De janeiro a fevereiro de 2013 o estado importou 960 kg de
Hg (CETESB, 2014).

Segundo dados oficiais do Ministério do Meio Ambiente apresentados no
relatério final do Inventario Nacional de emissdes e liberacbes de mercurio no
ambito da Mineracédo Artesanal e de Pequena Escala no Brasil (CASTILHOS;
DOMINGOS, 2018), das 26 cooperativas de mineragao entrevistadas, apenas
uma admitiu a compra de mercurio com nota fiscal de um fornecedor do estado

de S3o Paulo.

O levantamento ainda calcula a quantidade de mercurio possivelmente
perdida para o ambiente durante o processo de garimpo levando em conta dois
cenarios: com apenas atividades legalizada e atividades legalizadas e
atividades ilegais. Com isso, ha a estimativa de liberagdo de 7,5 t de mercurio
para a atmosfera e 11t para solo e aguas, totalizando 18,5 t de mercurio
perdidas para o meio ambiente na perspectiva de atividades legalizadas.
Quando consideradas atividades legalizadas e ilegais, ha a estimativa de 60t
de mercurio liberadas para a atmosfera e 161,5t liberadas para solo e aguas,
totalizando 221,5t de mercurio liberadas para o meio ambiente (CASTILHOS;
DOMINGOS, 2018).
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3.9.1 MERCURIO EM PRODUTOS APICOLAS

Os metais podem ser liberados no ambiente por fontes naturais ou
antropicas e o aumento da industrializagdo aumentou o potencial e a

ocorréncia dos metais como contaminantes ambientais (AGGARWAL, 2018).

As abelhas podem se contaminar com metais pela aderéncia de
particulas suspensas na atmosfera, bem como pela coleta de néctar, polen e
agua contaminados (MAGGID et al., 2014; AGGARWAL, 2018). Com isso, 0s
metais podem ser acumulados nas abelhas e em seus produtos como mel,
propolis e cera, contaminando a colbnia e seu alimento, e a presenga de
mercurio ja foi detectado em favos e potes de mel de abelhas de varias
espécies (CARRERO et al., 2013; MAGGID et al., 2014; TOTH et al., 2016).

Assim, a presenca de mercurio nas abelhas e seus produtos esta
relacionada a contaminagdo ambiental, que pode ter origem em diversas fontes
como, utilizacdo de pesticidas, atividades de mineracdo, queima de
combustiveis fosseis e a emissao por fabricas (MAGGID et al., 2014;
AGGARWAL, 2018). Dessa forma, € muito importante conhecer as fontes de

liberacdo dos contaminantes metalicos no meio ambiente.
3.9.2 MERCURIO NA CIDADE DE SOROCABA- SP

Castro (2002), analisando a ocorréncia de mercurio no musculo de
peixes (traira, pirambeba, cascudo, lambari, card, tilapia e bagre) capturados
ao longo do Rio Sorocaba, identificou a presenga de mercurio em trairas, em
concentragdes abaixo de 0,5 mg/kg (limite maximo para ingestdo humana em
pescados segundo a Anvisa) e ndo foi detectada a presenga de mercurio nos
demais peixes (utiizando um equipamento com limite de detecgdo de
0,05mg/kQ).

Morgano et al. (2005), analisaram niveis de mercurio total em amostras
de musculo peixes de agua doce, procedentes de pesqueiros e pisciculturas de
39 reqgides do estado de Sao Paulo, num total de 293 amostras. Na regiao de
Sorocaba, foi detectada a presenca de mercurio nos peixes estudados (pacu e
traira) sendo encontrada em Sorocaba a maior contaminagcédo em relagao as
outras regides do estado analisadas: 0,217 mg/kg de Hg em uma espécie de
tilapia (217ppb).
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A Figura 8 apresenta os pontos de coleta de abelhas Bombus atratus
deste trabalho. Considerando o Campus da UFSCar de Sorocaba como o
principal ponto de coleta, a partir deste ponto existem duas fabricas de cimento,
uma a 9km e outra a 6km. Segundo dados da empresa Votorantim, em 2017
existiam 35 fornos com emissdo de mercurio para o ambiente, com um total de
emissao de 553kg/ano, gerando aproximadamente 22mg de Hg para cada
tonelada de clinquer (precursor do cimento, resultado da queima da matéria
prima) (VOTORANTIM CIMENTOS, 2017).

Figura 8 — Areas de coletas de Bombus atratus (marcagdes vermelhas) sendo 1-
Campus da UFSCar de Sorocaba e 2- Area de preservacdo do bairro Alphaville
Votorantim, e os dois locais (marcagdes amarelas) que apresentam industria de
produgéo de cimento. As finas linhas laranja do mapa marcam as rodovias.

Voterantim,Cimentos
lirlldadEi!:-Sz_tma Helena

Fonte: Google Maps, autoria propria (2020).

Como apresentado na sec¢ao 3.3, a possibilidade das abelhas coletadas
para experimentacao estarem visitando os locais onde as fabricas de cimento
estdo instaladas é remota devido a diversidade e densidade floral do Campus
UFSCar e da area de preservagdo do bairro Alphaville Votorantim, porém a

emissdao de mercurio pelas referidas fabricas se da pelo ar, por meio das
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chaminés de exaustao das fabricas (VOTORANTIM CIMENTOS, 2017). Esse
mercurio volatilizado pode permanecer na atmosfera e ser transportado por
longas distancias, tanto como mercurio isolado quanto associado ao material
particulado, contaminando os locais em que precipitarem (CETESB, 2014;
CASTILHOS; DOMINGOS, 2018), sendo os dois locais de coleta possiveis

locais de contaminacao pela poluicdo atmosférica de mercurio.

Segundo os dados de dezembro de 2018, disponiveis no site da Cetesb,
em Sorocaba, 53 areas sdo cadastradas como contaminadas ou com risco de

contaminacao, tendo 20 dessas areas metais como contaminantes.

O Rio Sorocaba é represado em Votorantim, formando o reservatério de
ltupararanga e bem junto ao mesmo existem duas grandes industrias de
cimento e uma grande fabrica de aluminio. Pelas informagdes da literatura, é
de se supor que essas empresas possam ser potenciais emissores de mercurio
para a atmosfera, e que boa parte dele possa se precipitar na superficie do
reservatorio de ltupararanga e ser transferida para a biota aquatica,
bioconcentrando-se nos peixes e em aves ribeirinhas, bem como contaminando
animais que utilizam dessa fonte para sedentacdo. A ingestdo do mercurio
pode levar a varios graus de exposigdo (CASTRO, 2002; CETESB, 2014).

3.9.3 TOXICIDADE DO MERCURIO E ESTRESSE OXIDATIVO

A toxicidade do mercurio esta relacionada com a forma eletrénica que se
apresenta e os compostos aos quais esta ligado, determinando o grau de
biodisponibilidade, absor¢cdo pelas membranas celulares e distribuicdo e
ligagdo a macromoléculas celulares (BEYERSMANN; HARTWIG 2008,
CAROCCI et al., 2013). Devido a sua forma monoatdmica sem carga o Hg° é
altamente difusivel e liposoluvel, atravessando a barreira bilipidica das células
(MUTTER et al., 2010, CAROCCI et al., 2013).

ions mercuricos (Hg™") tém uma grande afinidade para se ligar a atomos
de enxofre reduzidos, especialmente aos grupos tiol (R-SH) das moléculas
como glutationa, cisteina e metalotioneina. Assim, os efeitos biolégicos do
mercurio inorganico estado relacionados a sua interagdo com o0s grupos

sulfidrilas (SH). Um dos efeitos intracelulares do mercurio € a indugéo e ligagao
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as metalotioneinas, pequenas proteinas intracelulares (6 — 7 kDa) contendo
varios residuos de cisteina, com a capacidade de se ligar a varios metais,
como o mercurio inorganico (VALKO et al., 2005). Purac et al. (2018)
identificaram uma metalotioneina em Apis mellifera, homologa em Bombus
terrestris e Bombus impatiens composta de 48 aminoacidos, com 15 residuos
de cisteina.

Em sua forma inorgénica, o mercurio € absorvido e no meio intracelular
o Hg** é gerado a partir da oxidacdo metabdlica do Hg® (mercurio elementar).
Este ion mercurico reage com as moléculas intracelulares como GSH
(glutationa reduzida), tubulinas e canais ibnicos. Essa interagdo inibe a acéo
destas moléculas, interferindo nas fungdes regulares das células e, mesmo a
baixas concentragdes, o Hg™" induz ao estresse oxidativo, gerando espécies
reativas de oxigénio (MUTTER et al., 2010; CAROCCI et al., 2013).

Espécies reativas de oxigénio (ERO) incluem o anion superoxido (Oy),
peréxido de hidrogénio (H20>), o radical hidroxila (HO") e peroxinitrito (ONOO").
As ERO sao produzidas pelas células durante seu metabolismo normal, porém,
em situagcdes de estresse e por fontes exdégenas, como metais, os niveis de
ERO podem aumentar muito, gerando um desequilibrio entre alta produgéo de
compostos oxidantes e insuficiente mecanismos antioxidantes. Assim ocorre o
estresse oxidativo, processo que leva a oxidacdo de biomoléculas com
consequente perda de suas fungdes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico
(BOELSTERLI, 2003; BARBOSA et al., 2010).

Diversos estudos sugerem que a exposi¢ao de modelos experimentais a
formas de mercurio organicas e inorganicas é acompanhada pela indugéo de
estresse oxidativo. A administracdo de Hg™™ resulta em diminuicdo de
glutationa e aumento na formagcao de H,O, e peroxidacgéao lipidica (VALKO et
al., 2005).

O mecanismo da formagao de H,O, pelo HgCl, ainda n&o é totalmente
entendido, porém devido a sua alta reatividade, pode-se supor que ocorra uma
resposta celular com a proliferacdo de peroxisomas, onde enzimas produzirdo
H,0, pela reducéo direta de O,. Outra explicagéo possivel & que o Hg** rompa

a integridade da membrana mitocondrial, levando a uma alteragdo na
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permeabilidade dos ions, liberando no citoplasma H,O, e O, da cadeia de
transporte de elétrons mitocondiral (LUND et al. 1991; NABI, 2014).

Nesse contexto, pode-se estudar as alteragcbes morfologicas dos
trofocitos e endcitos do corpo gorduroso e células pericardicas do sistena
hepato nefrocitico das abelhas frente ao mercurio administrado na forma
inorganica (HgClz), bem como utilizar as alteragbes nas expressdes de
enzimas e proteinas como ferramenta para o estudo de ecotoxicologia
terrestre, utilizando como modelo experimental as abelhas Bombus atratus
(NOGUEIRA et al., 2019 ; BALSAMO et al., 2019).

4. MATERIAL E METODOS
4.1 COLETA

Operarias de Bombus atratus (Franklin, 1913) foram coletadas nos
fragmentos de Mata Atlantica e Cerrado na area que compreende o Campus de
Sorocaba da UFSCar (23°34'53.1"S 47°31'29.5"W) Sorocaba (SP) e em area
de preservagdo localizado no bairro de Alphaville, Votorantim (SP)
(23°33'567.9"S 47°28'28.6"W) nos meses de fevereiro a margo, nos anos de
2017, 2018 e 2019. A captura foi realizada com a utilizagcdo de uma rede
entomoldgica e imediatamente transferiu-se as abelhas para tubos Falcon
plasticos de 50 mL (um individuo por tubo), com a tampa furada para circulagao
de ar. Para evitar estresse nos espécimes, todos os tubos Falcon foram

mantidos em uma caixa térmica abrigada da luz direta.
4.1.2 PARAMETROS IMPORTANTES NA DEFINIGAO DA METODOLOGIA

Devido ao ciclo da colbénia de Bombus atratus, as replicatas do
experimento foram realizadas nos anos de 2017, 2018 e 2019, totalizando 22
abelhas coletadas por ano, visto que a coleta de muitos individuos pode
prejudicar o delicado equilibrio ecolégico dos espécimes encontrados no
Campus.

Durante a coleta, em periodos em que nao foram encontrados animais
suficientes para o experimento, abelhas foram coletadas em uma area de

preservacdo ambiental da cidade de Votorantim (SP). Cabe ressaltar que
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Sorocaba e Votorantim s&o cidades limitrofes e geograficamente, os pontos de

coleta distavam 5 Km entre si.

A utilizagdo de solugdo de mercurio & concentracéo de 110 ug.L" segue
o valor médio aproximado encontrado em potes de mel de abelhas nativas do
Brasil, Argentina, Venezuela e Australia (CARRERO et al., 2013).

As abelhas foram coletadas em atividade de forrageamento em arvores
de Quaresmeira (Tibouchina granulosa) (Melastomataceae) e Acacias (Acacia
sp.) (Fabaceae) que, segundo Cortopassi-Laurino et al. (2002) s&o os tipos
florais mais visitados por Bombus atratus, juntamente com arvores da Familia

Asteraceae.
4 2. DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO

Apods coletadas, as abelhas foram mantidas no Laboratério de Biologia
Estrutural e Funcional (LABEF), UFSCar, Campus de Sorocaba, Sorocaba
(SP), isoladamente, em caixas especiais para este fim, em estufa B.O.D., a
26°C e umidade relativa de 70%, por 10 minutos, periodo no qual era realizado

O preparo das caixas experimentais.
4.2.1 MANUTENGAO DOS ANIMAIS EM CONDIGOES LABORATORIAIS

Para realizacdo do experimento, as abelhas foram transferidas para
potes plasticos redondos Rioplast® 530 mL, 11 cm x 7 cm, contendo alimento
sélido, formado da mistura de partes iguais de mel, pdlen e extrato de soja
organica. As abelhas foram divididas em dois grupos, de 11 individuos cada,
denominados Controle (CTRL) e Experimental (EXP). Ao grupo Controle foram
fornecidos 2 mL de agua mineral e, ao grupo Experimental, 2 mL de solugdo
contento mercurio na concentracéo de 110 pg.L™ (110ppb Hg) (HgCl, — Sigma-
Aldrich 99,5% pureza) durante 48h e os ensaios foram realizados em triplicata.
Todas as abelhas foram mantidas em frascos individuais, devidamente
etiquetados e identificados. As caixas foram vistoriadas diariamente para
reposi¢cao de agua e alimento sélido, bem como para verificagao do estado em

que as abelhas se encontravam.
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4.2.2 DISSECGAO DO SHN

Apos 48h de exposicao, as abelhas foram anestesiadas por resfriamento
em geladeira (4°C) e eutanaziadas. Com o auxilio de estereomicroscopio
(Leica EZ4HD), os abdomens foram dissecados por meio de uma secgao
longitudinal na cuticula do lado ventral, e o vaso dorsal, contendo o corpo

gorduroso associado foi coletado.

Os érgéaos foram colocados individualmente em microtubos cénicos (tipo
eppendorf) contendo solugdo fixadora tamponada (paraformaldeido 4% em

tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 7,4), devidamente separados e etiquetados.

4.2.3 TRATAMENTO DO MATERIAL HISTOLOGICO

4.2.3.1 PREPARO DO MATERIAL PARA EMBLOCAMENTO EM HISTORESINA

O material foi lavado duas vezes em tampéao fosfato 0,1 M por 30
minutos e, em seguida, desidratado conforme a metodologia descrita por Silva-
Zacarin et al. (2012). Dessa forma, os 6rgaos foram desidratados em banhos
refrigerados a 4°C em solugdes alcoodlicas de concentragdes crescentes de
15%, 30%, 50%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95% e 100% por 60 minutos cada,
sendo a ultima concentracao realizada por duas vezes consecutivas. Por fim, o
material processado foi embebido (overnight a 10°C) em historesina liquida
Leica® e, posteriormente, emblocado em historesina de incluséo (historesina
de embebicao acrescida de catalisador — Hardner - na propor¢gao 15mL: 5mL).
Apos a polimerizacdo e confeccao dos blocos de historesina, esses foram
submetidos a microtomia (micrétomo Leica® - RM 2255) para a confecgéo de
laminas histolégicas contendo 12 secg¢des de 2um de espessura. Por fim, as
ldaminas contendo as secgdes histologicas foram submetidas a técnicas
especificas de coloracao. As técnicas de coloracao utilizadas sdo descritas nos

itens subsequentes.

4.2.3.2 PREPARO DO MATERIAL PARA EMBLOCAMENTO EM PARAFINA

O material recebeu 0 mesmo tratamento descrito anteriormente para
historesina, porém apds os banhos com alcool, o tecido foi imerso em solucéo

de xilol+alcool (1:1) e em dois banhos de xilol por 60 minutos cada. Em
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seguida, o 6rgao passou por trés banhos em parafina de 1 hora cada, sendo
entdo colocado em parafina liquida e mantido em temperatura ambiente

durante um dia, até sua solidificacéo e procedeu-se com a microtomia.
4.3 PROCEDIMENTO DE ANALISE
4.3.1 ANALISE MORFOLOGICA

ApOs a microtomia, as secgdes histologicas foram submetidas a
coloragcdo de Hematoxilina e Eosina (HE) para analise morfologica. Apos
secas, as laminas foram montadas com ERV-Mount, analisadas e
fotodocumentadas ao microscépio de luz (Microscopio Leica - DM1000) onde
0s grupos experimentais puderam ser comparados com o grupo controle por

meio do programa Leica Application Suite V3.8 (LASV3.8).
4.3.2 COLORAGAO COM HEMATOXILINA E EOSINA

O principio desta técnica de rotina é diferenciar estruturas celulares
basodfilas coradas pela hematoxilina e estruturas celulares acidofilas coradas
pela eosina. Com essa finalidade, as laminas contendo as secgdes histologicas
foram hidratadas em agua destilada por 12 segundos no micro-ondas e,
posteriormente, ficaram imersas em hematoxilina por 40 minutos a temperatura
de 56°C na estufa. Em seguida, as laminas foram imersas em agua por 10
minutos e lavadas em agua corrente por 20 minutos para a hematoxilina reagir.
Na proxima etapa, as laminas ficaram imersas em eosina por 13 minutos a
temperatura ambiente. Por fim, as laminas foram lavadas em agua destilada
até a remocgao do excesso do corante. ApOs secas a temperatura ambiente, as
ldminas foram seladas com ERV-Mount.

4.3.3 TECNICAS DE COLORAGAO ACRIDINE ORANGE - FLUORESCENCIA

O material emblocado em parafina foi seccionado (5-7 um) e colocado
sequencialmente nas laminas, previamente tratadas com polilisina para
adesado, sendo armazenadas a 4°C até sua utilizagdo. Os procedimentos
seguintes foram: I) As laminas contendo o material foram colocadas em uma
cubeta para serem desparafinizadas (procedimento para remover a parafina)
por meio de baterias de banhos de xilol durante 20min.; xilol + alcool (1:1),
durante 5min.; alcool 100% durante 10min. II) Em seguida, realizou-se a
hidratagdo das laminas, numa bateria decrescente de alcool (95%, 70% e
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50%), durante 5min. Ill) Apds isso, as laminas foram colocadas em uma
camara umida e lavadas com agua destilada (3 banhos) e transferidas para
uma cubeta, contendo 250mL de agua destilada e 125uL de TRITON, durante
10min. IV) Apds, as laminas foram lavadas com agua destilada (3 banhos) e
novamente colocadas em uma cubeta, contendo solucdo tampé&o citrato
(pH:2,5) a 75°C durante 5min. V) Decorrido esse tempo, as laminas foram
novamente colocadas na cadmara umida, coradas com o Acridine Orange (AO)
e cobertas com uma laminula plastica, durante 25min. VI) Em seguida, as
laminas passaram por banhos com agua destilada (3 banhos, 1min. cada).
Apos esses procedimentos as laminas histolégicas passaram por desidratagao,
numa bateria crescente de acetona (50%, 70% e acetona pura), durante 1min.
cada e seladas com Ervmount. Depois armazenadas na geladeira, no escuro e
posteriormente observadas, analisadas e fotodocumentadas no microscopio de
fluorescéncia Leica® (DM4000).

4.3.4 PROTOCOLO — IMUNOFLUORESCENCIA PARA DETECGAO DE ENZIMAS:

O mesmo protocolo foi seguido para marcagdo de Hsp70, Hsp90,
citocromo P450 e Superdxido Dismutase — SOD. Os anticorpos primarios,
secundarios e marcador fluoréforo serdo discrimados por técnica, utilizando a
sequencia alfabética apresentando P450(a), SOD(b), Hsp70(c) e Hsp90(d).

Para este procedimento, as laminas foram inicialmente tratadas como
descrito na metodologia anterior, com 1) desparafinizacao, Il) hidratagao e Ill)
imersdo em solugéo de Triton e lavadas com tampao PBS (3 banhos). Apos
isso, adicionou-se o soro fetal bovino 3% - (30min. em temperatura ambiente),
e as laminas forma lavadas com 3 banhos em tampao PBS. Apds isso o
anticorpo primario para cada técnica: (a) Anti- Cytochrome P450 2E1 (ab28146
- polyclonal antibody, Abcam, Cambridge, United Kingdom), (b) Anti-Superoxide
Dismutase 1 antibody (ab13498 - polyclonal antibody, Abcam, Cambridge,
United Kingdom), (c) Hsp70 (polyclonal antibody, Santa Cruz Biotechnology
INC., USA) e (d) Hsp90 (monoclonal antibody, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Germany); foram colocados e mantidos nas Idminas cobertas com a laminula
de plastico por 2h dentro da camara umida fechada em banho-maria (37°C).
Decorrido o tempo de incubagéo, a caixa foi retirada do banho-maria e as

ldminas passaram por 3 banhos com tampao PBS. O anticorpo secundario
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Goat Anti Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor ® 488) (ab150077) foi utilizado nas
técnicas (a) Anti-Cytochrome P450 e (b) Anti-Superoxide Dismutase Mouse e o
anticorpo secundario Anti-Goat Igg-FITC, 1/50 foi utilizado nas técnicas (c) Anti-
Hsp 70 e (d) Anti-Hsp90 e mantidos nas laminas por 1h dentro da camara
umida fechada em banho-maria (37°C) Apds esse tempo as laminas foram
novamente lavadas com tampao PBS (3 banhos). Apos esses procedimentos
as laminas histologicas passam por desidratacdo, numa bateria crescente de
acetona (50%, 70% e acetona pura), durante 1min. cada e foram seladas com
Ervmount e armazenadas na geladeira, no escuro e posteriormente
observadas, analisadas e fotodocumentadas no microscépio de fluorescéncia
Leica® (DM4000).

4.3.5 ANALISES DE FLUORESCENCIA E ESTATISTICAS

Para medicdo da intensidade de fluorescéncia as fotomicrografias
obtidas foram processadas no programa Imaged, marcando 11 pontos de cada
imagem e processando pela andlise de histograma de intensidade de
fluorescéncia. Os valores obtidos foram compilados em tabelas de Excel e os
dados foram transcritos e analisados estatisticamente por meio do programa
GraphPad Prism5, utilizando-se One-Way ANOVA com test post-hoc de Tukey.

5. RESULTADOS

A partir do resultado da comparagdo das analises morfoldgicas,
histoquimicas e de imunofluorescéncia, foi possivel comparar os efeitos do
mercurio sobre as células que compdem o sistema hepatonefrocitico do grupo

controle em relagao ao grupo exposto em individuos de Bombus atratus.

Os resultados obtidos foram compilados em dois artigos separados
apresentados nesta sec¢ao. O Artigo 1 intitulado “In situ localization of Hsp70
and Hsp90 and general morphological characteristics of hepato-nephrocitic
cells of Bombus atratus workers (Apidae, Bombini) after mercury exposure at
110 ppb” foi submetido a revista “Environmental Pollution” no ano de 2019,
porém foi retornada com solicitagcdo de algumas alteragcées. Assim, a forma
apresentada aqui apresenta as corregcdes de 3 revisores.

49



O artigo 2, intitulado “Marcagdo de P450 e Superoxido Dismutase em
células do corpo gorduroso de operarias de Bombus atratus expostas a
concentracgéo residual de mercurio” esta em formatagao proxima a sua versao

final e sera submetido apds corregcoes necessarias.

Na secao “6. Discussao” os resultados apresentados nos dois artigos

sao reunidos, confrontados e discutidos.
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5.1 ARTIGO 1

In situ localization of Hsp70 and Hsp90 and general morphological
characteristics of hepato-nephrocitic cells of Bombus atratus workers (Apidae,

Bombini) after mercury exposure at 110 ppb

ABSTRACT

We analyzed the effect of mercury on the hepato-nephrocitic system
(HNS) of Bombus atratus worker bees at average concentration similar to those
found in honey pots of neotropical bees (110 ppb). The bees were divided into
control and experimental groups. A solid mixture of honey, pollen and organic
soy was offered to both, ad libitum. The control group received distilled water
and the exposed group received a 110 pg.L™" (110 ppb) mercury solution. After
48 h of exposure, the bees were cryo-anesthetized, and the dorsal vessel
dissected directly in 4% paraformaldehyde. The material was prepared for
routine  morphological analysis (HE), fluorescent histochemical staining
(Acridine Orange and F-actin + DAPI, 4' 6-diamidino-2-phenylindole), and for in
situ immunohistochemical labelling (Hsp70 and Hsp90). The results showed
that both the trophocytes and oenocytes of bees exposed to mercury exhibited
chromatin damages. Trophocytes deactivation of the nucleus-cytoplasm
exchange had occurred in B. atratus exposed to mercury as a result of
branched contour loss of the nuclei. The pericardial cells were comprised
predominantly of stage IV cells with pyknotic nuclei. Although the fluorescence
intensity of both Hsp70 and Hsp90 was reduced in the exposed group
compared to the control group, the proteins were present, indicating a possible
relation with misfolded proteins. In conclusion, 110 ppb mercury severely
damaged the HNS of B. atratus worker bees, a concentration that can be found

in the honey pots of B. atratus.

Keywords: Bombus atratus, mercury, Hsp70, Hsp90.
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1. INTRODUCTION

The hepato-nephrocitic system (HNS) of bees is formed with the
combination of the fat body outer layer that surround an inner layer of
pericardial cells. Both tissues form a concentric shelter around the entire dorsal
vessel. Hemocytes are isolated cells dispersed among both tissues (Abdalla;
Domingues, 2015). During the systole and diastole of the heart, the hemolymph
enters dorsal vessel through small openings. Due to valve systems of the
vessel, the hemolymph is taken in a one-way direction from the distal portion of
the abdomen to the posterior portion into the head, where the vessel opens
(Cruz-Landim, 2009). Therefore, before the hemolymph enters the dorsal
vessel, it must pass through these three systems in a sequential way (Abdalla;
Domingues, 2015). During this process, toxicants may be taken up by
pericardial cells, metabolized by the trophocytes and/or modified by oenocytes
by enzymes of the cytochrome P450 NADPH reductase family (Roma et al.,
2010; Martins; Ramalho-Ortigdo, 2012; Ruttkay-Nedecky et al., 2013). This
process results in the solubilization of several metabolites to be excreted by the
Malpighian tubules, minimizing damage to the bee brain and other internal
organs. Therefore, the HNS is considered a novel and precise biomarker of risk
assessment of bees. Further they do not present behavior that shows signs of
intoxication nor does mortality significantly rise immediately after contact with
toxicants (Abdalla; Domingues, 2015; Domingues et al., 2017; Skaldina;
Sorvari, 2017; Abdalla et al., 2018; Nogueira et al., 2019). In addition to the
invaluable pollination services of the bees, the HNS of these insects make them
useful as bioindicators, providing precise information regarding environmental
disturbances via analysis of the cells comprising the HNS through several
methods of analysis (Celli; Maccadnani, 2003; Abdalla; Domingues, 2015;
Domingues et al., 2017; Skaldina; Sorvari, 2017; Abdalla et al., 2018; Nogueira
et al., 2019).

Regarding the genus Bombus, sudden population declines, and the loss
of the populations of several species have been recorded worldwide (Gallai et
al., 2009; Grixti et al, 2009; Carswell, 2015; Goulson et al., 2015; Woodcock et
al., 2016; Rhoades et al., 2016; Martins; Melo, 2010; USA-Fish and Wildlife

Service, 2016). Agrochemicals have been considered the main cause of the
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accelerated decline of bees (Goulson et al., 2015; Dicks et al., 2016), however
the declining bee population is also related to other factors (Carswell, 2015;
Goulson et al., 2015; Potts et al., 2016), such as the presence of non-essential,
toxic trace metals in combs and honey pots in bee colonies (Duruibe et al.,
2007; Roman, 2010; Sims et al., 2013; Carrero et al., 2013).

According to Carrero et al. (2013), average mercury (Hg) levels in the
honey of the six stingless bee species studied was 103.43 ppb. The lowest
levels were observed in Austroplebeia symei (Rayment, 1932) and highest in
Brazilian Melipona manaosensis Schwarz, 1932 with Hg reaching 12.96 and
145.21 ppb, respectively. Therefore, we selected an average concentration for
testing of 110 ppb, which we determined to be a Hg concentration that could be

found the honey pots of bees in the field.

Non-essential trace metals, such as mercury (Hg) have been found in the
nectar, resin, pollen and nests of both Apis spp. and stingless bees (Roman,
2010; Carrero et al., 2013). These trace metals have potent toxic effects on
bees, and even in trace quantities they can negatively impact entire populations
(Rice et al., 2014). Trace metals and other toxicants accumulate as a result of
the collection of contained clay, contaminated plant nectar and pollen, and
contaminated water (Roman, 2010; Sims et al., 2013; Johnson, 2015; Potts et
al.,, 2016). Concentrations of trace metals have been increasing in the
environment (Duruibe et al., 2007; Sims et al., 2013; Martin et al., 2015) and
correspondingly, have become increasingly threatening to bee populations
(Roman, 2010; Carrero et al., 2013; Potts et al., 2016). Fossil fuels are one of
the most significant causes of environmental contamination by Hg.
Contamination of the air leads to subsequent contamination of the soil and

water (Castilhos; Domingos, 2018).

Brazil does not produce Hg, since the country does not have great
reserves of cinnabar (HgS). Environmental contamination by Hg in Brazil is
alarming nonetheless, due to the caustic soda production industry and gold
mining, mainly in the Amazon Rain Forest (Malm, 1998). Mercury is used as
raw material for products such as thermometers, barometers,
sphygmomanometers, fluorescent tubes, electrical and electronic switches,

thermostats, pressure switches and agricultural fungicides (Rice et al., 2014,
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SINIR-Brazil, 2015). The disposal of mercury-containing materials and the
precarious treatment policy for solid waste makes landfills an important source
of Hg contamination (SINIR-Brazil, 2015).

Mercury exists in multiple oxidative states, including as an inorganic salt
and as a part of organic complexes, with all forms being highly toxic. Elemental
mercury can also be converted to an oxidative form by the action of gut bacteria
(Moyer, 1999). Oxidative mercury is a cationic element, producing toxic effects
by influencing protein precipitation, enzyme inhibition, and producing corrosive
effects (Broussard et al. 2002; Rice et al., 2014). Mercury not only binds to the
sulfhydryl groups (-SH) of cysteine residues, but also to phosphoryl, carboxyl,
amide, and amine groups, inhibiting and/or interfering with the enzymatic and
DNA functions. These cause general metabolic disturbances, neural and
endocrine disruption, mutagenesis, cell death and cyto- and genotoxicity
(Broussard et al., 2002; Ruttkay-Nedecky et al., 2013; Rice et al., 2014).

Mercury and other metals (arsenic, cadmium and lead) are also
components of pesticides (Ballantyne, 2003; Gupta, 2018), enhancing their
presence in the environment and harmful effects of such toxicants on

entomofauna, especially bees (Al-Alam et al., 2019).

In Brazil, the concentration of trace metals allowed in the water is
regulated by the Brazilian Environmental Council (CONAMA, 2005), which
considers a concentration of 0.2 ppb Hg to be environmentally safe for all
classes of water. Both in the countryside and in urban areas, bees have access
to these waters, providing a source of trace metal contamination of bees,
possibly contributing to the elevated levels of Hg observed in honeycombs
(Carrero et al., 2013).

Heat shock proteins (HSP) are ubiquitous, ATP-dependent, molecular
chaperones, which are essential for the maintenance of cellular function and
homeostasis in almost all living beings (Silva-Zacarin et al., 2006; Pratt et al.,
2011). They are classified according to their molecular weight and the most
studied HSP proteins belong to the Hsp70 protein family (Pratt et al., 2011).
Hsp70 is constitutively present in both the cytoplasm and nucleus of all
eukaryote cells and facilitates protein folding. In eukaryote cells under stress
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conditions, expression of Hsp70 increases, which prevents protein misfolding,

mitochondrial damage and nuclear fragmentation (Pratt et al., 2011).

In the salivary glands of honeybees under stressful conditions, Hsp70
seems to function as an effective antiapoptotic protein, while the normal

function of Hsp70 is related to protein folding (Silva-Zacarin et al., 2006).

Further, Hsp90 also functions to facilitate protein folding and also
contributes to various cellular processes, including signal transduction,
intracellular transport, and protein degradation (Pratt et al., 2011). Hsp90 has
substrate proteins, and consequently, several functions. In general, the Hsp90
family has functions that are related to controlling cell survival, proliferation, and
apoptosis (Pratt et al., 2011; Li; Buchner, 2013). In humans, synthetic inhibitors
of Hsp90 have shown promising antitumoral activities. Conversely, increased
expression of Hsp90 proteins in tumor cells play a crucial role in tumor cell
survival (Li; Buchner, 2013). Taken together, these findings indicate that Hsp70
and Hsp90 are effective molecular biomarkers for stress in ecotoxicology.

Morphological, histochemical and immunohistochemical tests examining
the hepato-nephrocitic system of B. atratus workers were used to study the
effects of average mercury concentration, found by Carrero et al. (2013) in the
honey of native stingless bees from Brazil, Argentina, Venezuela and Australia,
since we have not studies in average concentration of Hg in hives of Bombus

species.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Bee collection

B. atratus workers were collected from the remaining fragments of the
semi-deciduous forest and Cerrado (23°34’53.1"S, 47°31'29.5"W”) of the
Federal University of S&do Carlos at the Sorocaba Campus, in the city of
Sorocaba, state of Sdo Paulo, Brazil. All workers were collected from flowers of
Cassia sp. Linnaeus (1753), between 9 am and 11:30 am. Bees were collected
individually with an entomological net and immediately transferred to a 50 mL
Falcon tube (one bee per tube). All Falcon tubes containing bees were kept in a
thermic box in the dark to avoid stress.
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2.2 ECOTOXICOLOGICAL EXPERIMENTAL DESIGN

The workers were kept individually in 10 x 14 x 10 cm plastic boxes. The
boxes were equipped with two feeders that were glued to the bottom of each
box (close to the box wall); one for food and another for water or aqueous
solution containing mercury. Boxes were placed in an incubator (26°C, RH 70%,
in the dark). They were fed ad libitum with a solid mixture of honey, dehydrated
pollen and organic soy flour. The boxes were divided into two groups, the
control and experimental groups (n = 11 for each) and the bioassays were
conducted in replicate. The control group was offered 2 mL of mineral water
while the experimental group was given 2 mL of mercury in water at a
concentration of 110 pg.L™" (110 ppb) mercury chloride. The mercury solution
calculation was made using only the molecular weight of mercury and Sigma-
Aldrich mercury chloride of = 99.5% purity was used to make stock solutions.
After 48 hours of exposure, all bees were euthanized, and the dorsal vessels of
bees were dissected. No formal permission or ethical form submission was
required in the areas where the bees were collected. Replicates of the

bioassays were done throughout the years of 2018 and 2019.

2.3 MORPHOLOGICAL ASSESSMENT, HISTOCHEMISTRY, AND
IMMUNOHISTOCHEMISTRY TECHNIQUES

Dorsal vessels were fixed in 4% paraformaldehyde. After fixation,
materials were embedded in JB-4 (Polysciences) resin, according to
manufacturer’'s recommendations, and in paraffin (for Acridine Orange, F-actin
+ DAPI, Hsp70 and Hsp90 immunohistochemistry). Histological sections of 2
pm thickness (resin) and 6 pm thickness (paraffin) were cut with a Leica
microtome (RM2255). For fluorescence techniques, a paraffinized histological
section of 6 um thickness was used. The material was stained with hematoxylin
and eosin for routine morphological analysis. For histochemical analyses, the
material was stained with Acridine Orange (AO) to check for both chromatin
condensation and the presence of cytoplasmic RNA. Immunofluorescence for
detection of Hsp70 (polyclonal antibody, Santa Cruz Biotechnology INC., USA)
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and Hsp90 (monoclonal antibody, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germany) were
performed using primary antibodies from goat and secondary from mouse
(Mouse Anti-Goat Igg-FITC, 1/50). In order to avoid non-specific binding, bovine
serum albumin was used before binding by the primary antibody for Hsp70. For
F-actin and DAPI staining, we used the F-actin-stain™, 488 phalloidin, after the
same material was incubated with 100 nM DAPI in PBS, according to the
manufacturer’'s protocol (Thermo Fisher INC., USA). For morphological
analyses, material was stained with hematoxylin and eosin (Merck-Millipore,
Darmstadt, Germany) and visualized using a Leica photomicroscope (DM1000).
Visualization of Acridine Orange, Hsp70, and Hsp90 was performed using a
Leica Fluorescence photomicroscope (DM4000) with B/G/R fluorescence
optical system, ultraviolet (BP 465/20), blue (BP 530/30) and green (BP 640/40)

excitation bands.

2.3 FLUORESCENCE INTENSITY

For measuring the green fluorescence of pericardial and fat body cells,

ImagedJ (https://imagej.net/Fiji/Downloads) automatic analysis software for RGB

histogram intensity determination was used. The green fluorescence intensity of
pericardial and fat body cells of individuals from control (n=11) and
experimental (n=11) groups were measured. Differences in the average green
fluorescence intensities were compared using the Mann-Whitney variance test

(GraphPad Prism V5.04 software) for non-parametric data.

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1TROPHOCYTES

The trophocytes are directly involved with the intermediary metabolism of
bees, i.e., they play an important role in the storage of molecules such as lipids,
carbohydrates, proteins, and even iron (Cruz-Landim, 2009; Roma et al., 2010).
They also produce vitellogenin precursors, important for ovary development,
and the antioxidative protection of the bees (Havukainen et al., 2013; Sun;
Zhang, 2015). In the fat body of B. atratus, trophocytes were closely associated

with oenocytes, despite such cells having different embryologic origins and
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functions (Cruz-Landim, 2009). Generally, trophocytes supply substrates and
energetic molecules, as glycogen, to other cells, including oenocytes (Keeley,
1985). Iron metabolism is a representative example of the association of
trophocyte, oenocytes and pericardial cells. Trophocytes store iron from the
hemolymph, while oenocytes synthesize stress-responsive proteins that use
iron as cofactor, such as P450 proteins, and pericardial cells can also uptake
and recycle iron from hemolymph (Locke; Nichol, 1992).

Bees of the control group had trophocytes that were large cells of
heteromorphic shape, containing extensively branched nuclei (Fig. 1A-C). The
cytoplasm of these cells had some vacuoles and basophilic granules (Fig. 1A).
The chromatin was well preserved, producing a strong green fluorescent signal
after acridine orange (AO) staining (Fig. 1B). According to our results, all the
morpho-physiological characteristics revealed by HE and AO stains were
corroborated by F-actin + DAPI staining (Fig. 1A-C), i.e., the trophocytes of the
control group presented a very extensive, branched nuclei, with non-fragmented

or otherwise damaged chromatin (Fig. 1C, Fig. 2C).

In bees exposed for 48h to 110 ppb Hg, trophocytes showed signs of cell
damage. Cell morphology was predominantly spherical with loss of cell
contouring characteristic of healthy cells (Fig. 1D). At the same time, nuclear
branching had been eliminated, also having a spherical morphology that lacked
the characteristic branched nuclear contouring of healthy cells (Fig. 1D). The
chromatin of the trophocytes was presented orange fluorescent by AO (Fig. 1E),
meaning serious chromatin damage (condensation and fragmentation) and
consequently inactivity of such cells. The loss of the nucleus shape and even
chromatin condensation were confirmed by F-actin + DAPI (Fig. 1F). The loss of
the nuclear branch contours is a classical morphological indication of cell
damage, since the metabolic activity between nucleus and cytoplasm is
disrupted by the loss of surface area used to exchange material between the

cytoplasm and nucleus.
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Figure 1. Morphology, histochemistry and immunohistochemistry of
the trophocytes of control (A, B, C) and experimental (D, E, F) groups. A)
The branched nucleus (arrow) of the trophocyte (tr). B) Green fluoresce of the
nucleus (arrow) of the trophocyte (tr). C) Detailed view of trophocytes (tr)
showing extensively branched nuclei with decondensed chromatin (arrow).
DAPI stain is shown in blue, while the F-Actin stain is shown in green. D)
Trophocytes (tr) with spherical cell shape and nuclei (arrow). E) Chromatin
fragmentation and condensation within the trophocyte’s nuclei (arrow) is shown
in orange. F) Loss of branching patterns in trophocytes (tr) and chromatin
condensation (arrow). DAPI stain is shown in blue, while the F-Actin stain is

shown in green. en = oenocytes, pc = pericardial cells.

3.2 OENOCYTES

In B. atratus worker bees, the oenocytes of the control group were
spherical with central spheroid nuclei (Fig. 2A). The nuclei of oenocytes showed
a strong green fluorescent signal using AO staining (Fig. 2B), demonstrating
that the chromatin integrity of the control group was intact. The oenocyte
cytoplasm background was orange-red, as expected when using an

excitation/emission range between 495 nm and 517 nm (Fig. 2B). F-actin +
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DAPI staining revealed that oenocytes had decondensed chromatin (Fig. 2C),

corroborating the results of morphological and histochemical tests.

Similar to effects seen in trophocytes, 110 ppb mercury severely
impacted oenocytes. In workers exposed to Hg, oenocytes had an altered cell
morphology, becoming increasingly ellipsoid and possessing irregular cell
contouring (Fig. 2D). The nuclei of oenocytes were pyknotic, with some nuclei
vacuolization surrounding very condensed chromatin (Fig. 2D). The chromatin
damage was confirmed using AO staining in which the nuclei of the oenocytes
staining appeared darker than background (Fig. 2E), since the chromatin
compaction is so efficient that very few AO molecules can bind to the DNA. F-
actin + DAPI staining revealed that that chromatin of oenocytes was very
condensed, with some condensed chromatin situated at the periphery of the
nucleus (Fig. 2F). The orange-red, non-specific background cytoplasm staining
decreased in exposed groups, in which cytoplasm appeared to fluoresce green
(Fig. 2E).

B. atratus worker bees exposed to 110 ppb mercury had both trophocyte
and oenocyte cells that were negatively impacted. In bees exposed to
environmentally safe concentrations of Hg (0.2 ppb), the collapsing of the HNS
cells was more drastic with trophocytes and oenocytes becoming a mass of
indistinguishable cells (Nogueira et al., 2019), something that did not happen at
Hg levels of 110 ppb. This was not the first time that trace and sublethal
concentrations of toxins have been observed to cause more damage to HNS
cells than higher concentrations of the same trace metal (Domingues et al.,
2017).
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F-Actin + DAPI

Acridine Orange

Figure 2. Morphology, histochemistry and immunohistochemistry of
oenocytes of the control (A, B, C) and experimental (D, E, F) groups. A)
Depiction of a detailed view of oenocytes (en) with a spheroidal shape and a
central, spherical nucleus (arrow). B) Depiction of oenocytes (en) with spherical,
green-florescent nuclei (arrow). C) Comparison between the nuclei of spherical
oenocytes (en) (arrow) and the extensively branched nuclei of a trophocyte (tr).
DAPI staining is shown in blue, while the F-Actin stain is shown in green. D)
Detailed view of oenocytes (en) with vacuolated nuclei and very condensed
chromatin (arrow). E) Detailed view of oenocytes (en) with pale, blurry green
nuclei (arrow). F) Detailed view of oenocytes (en) with condensed chromatin
(arrow). Notice that the very condensed chromatin appears to be segregated at
the periphery of the nucleus (arrow). tr = trophocytes. DAPI staining is shown in

blue, while the F-Actin stain is shown in green.

3.3 PERICARDIAL CELLS

In B. atratus worker bees, the pericardial cells of the control group were
comprised of predominantly stage | cells (Fig. 3A), i.e., non-vacuolated cells
with epithelioid arrangement (Mills; King, 1965). When visualized with an AO
stain, the nuclei of pericardial cells showed a strong green fluorescent signal
(Fig. 3B). Regarding chromatin integrity, the same was observed by staining
with F-actin + DAPI (Fig. 3C).
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The exposed group revealed that an extreme inversion of pericardial cell
stage predominance had occurred in which we observed a clear and
remarkable predominance of stage IV cells, i.e., cells were undergoing
pinocytosis at maximum capacity (Fig. 3D). A similar phenomenon was
observed when B. morio was exposed to both 1 ppb cadmium (Abdalla;
Domingues, 2015), and 0.2 ppb mercury (Nogueira et al., 2019). Curiously,
when cells reach stage IV, their nuclei become pyknotic, showing signs of
cellular death (Fig. 3D). AO staining strongly fluoresced orange in the cells of
the exposed group (Fig. 3E), confirming that chromatin damage had occurred in
pericardial cells in this stage. The DAPI+F-Actin staining provided evidence that
the chromatin of pericardial cell nuclei was condensed (Fig. 3F) and a strong
fluorescent green halo indicated that actin of the cytoplasm had aggregated
around a single large vacuole (Fig. 3F). Up take of the hemolymph into
pericardial cells can lead to many internal organ complications, because the
hemolymph is the main pathway for the distribution of nutrients and hormones
in bees (Cruz-Landim, 2009).
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Figure 3. Morphology, histochemistry and immunohistochemical of
the pericardial cells in the control (A, B, C) and experimental (D, E, F)
groups. A) A detailed view of pericardial cells (pc) in the epithelioid
arrangement, stage | (I), which show a spherical morphology and a central
nucleus (stage IlI) and have a large, single vacuole that occupies nearly all of

the cell cytoplasm and moves from the nucleus to the periphery of the cell at
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stage IV. B) Comparison between stages | (I) and IV (V) of pericardial cells
(pc). Notice the green nuclei of pericardial cells in stage | (arrow). C) Epithelioid
arrangement of the pericardial cells (pc) in stage | (I). Notice the nuclei with
uncompacted chromatin (arrow). DAPI staining is shown in blue, while the F-
Actin stain is shown in green. D) A detailed view of pericardial cells (pc) that
shelter the dorsal vessel (dv). Notice that pericardial cells predominantly in
stage IV (IV) with pyknotic nuclei (arrow) that fluoresce orange (arrow). E) A
detailed view of stage IV (IV) pericardial cells (pc). F) A detailed view of
pericardial cells (pc) with a cell cytoplasm with a green halo, indicating that actin
aggregation surrounding the vacuole and the peripheral pyknotic nucleus
(arrow) has occurred, which is indicative of stage IV (IV) cells. en = oenocyte, tr
= trophocyte. DAPI staining is shown in blue, while the F-Actin stain is shown in

green.

3.4 HsP70 AND HsP90

In the control group, trophocytes, oenocytes, and pericardial cells had
labelled Hsp70 in the cytoplasm (Fig. 4A, Fig. 4C). In trophocyte (Fig. 4B) we
did not observe Hsp70 labelling within their nuclei of trophocytes, while in some
oenocytes and pericardial cells weak Hsp70 was present both in cytoplasm and
nucleus (Figs. 4A, C). The green fluorescent intensities of control trophocytes,
oenocytes and pericardial cells were 34.7 (std. dev. = 11.9), 101.2 (std. dev. =
28.5) and 23.9 (std. dev. = 6.6), respectively. As observed in a study by
Nogueira et al. (2019), oenocytes show a higher level of green fluorescence
than trophocytes, followed by pericardial cells. The same results were obtained
in this study, indicating that oenocytes could be the primary cells involved in

Hsp70-mediated cellular responses.

The intensity green fluorescence of exposed trophocyte, oenocyte and
pericardial cells were 27.0 (std. dev. = 8.9), 97.6 (std. dev. = 35.4) and 28.6
(std. dev. = 8.9), respectively. In bees exposed to Hg, HNS cells had a lower
level of green fluorescence than the control cells, with the exception of
pericardial cells (Fig. 4). These results agree with Nogueira et al. (2019), which
showed that Hsp70 labelling was reduced in B. atratus cells exposed to 0.2 ppb
Hg, with the exception of pericardial cells that did not differ significantly between
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control and exposed groups (P < 0.05). Curiously, using the same 0.2ppb Hg
concentration, B. morio did show an expansive increase in Hsp70 in all HNS

cells (Nogueira et al., 2019).

Despite showing reductions in the activity of Hsp70, the cells of the
experimental group were labelled with Hsp70 antibodies, providing evidence
that the proteins are in fact present in the nuclei and cytoplasm of oenocytes
(Figs. 4C), but absent from trophocyte nuclei (Figs. 4B, D). Regarding the
pericardial cells, we can suppose that they are undergoing apoptosis, since they
did not lose membrane integrity and had Hsp70 present in both the cytoplasm
and nucleus (Fig. 4D). These results suggest that HNS collapses after exposure
to 110 ppb mercury, since there was no increase of Hsp70 in the exposed
group, and may have had Hsp70 produced before the mercury exposure, i.e.,
the residual Hsp70 may have been functional even in cells undergoing
apoptosis, since HSP70 proteins are very resistant to changing environmental
conditions in both fat body and pericardial cells (Fig. 4D).

Control HSP70 Experimental

Figure 4. in situ localization of Hsp70 in HSN cells in control (A, B)

and experimental (C, D) groups. A) Trophocytes (tr) and oenocytes (en)
labelled using Hsp70 antibodies. Notice the green fluorescence in trophocytes
and oenocytes. Oenocytes (en) show a yellow background indicating non-

specific fluorescence, but in the perinuclear region, the Hsp70 signal is very
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evident. B) Pericardial cells (cp) show a green fluorescence. C) Trophocytes (tr)
and oenocytes (en) labelled for Hsp70 antibodies are shown. Notice the green
fluorescence in both trophocytes and oenocytes. Oenocytes (en) have a yellow
unspecific background signal, but in the perinuclear region, Hsp70 is very

evident. D) Pericardial cells (cp) showing green fluorescence.

The results showed that Hsp90 was also present in trophocytes,
oenocytes and pericardial cells of the control group (Fig. 5A, Fig. 5C), showing
the same pattern of distribution as Hsp70, but a lower-intensity signal (Fig. 5A,
Fig. 5B). The green fluorescence intensities of control trophocytes, oenocytes
and pericardial cells were 23.7 (std. dev. = 5.6), 89.7 (std. dev. = 31.8) and 16.4
(std. dev. = 2.8), respectively. Like Hsp70, Hsp90 accumulates to much higher

levels in oenocytes than the other cells examined (P > 0.05).

The green fluorescence intensities of exposed trophocyte, oenocyte and
pericardial cells were, 12.6 (std. dev. = 1.7), 30.3 (std. dev. =4.2) and 17.3 (std.
dev. = 4.4), respectively. Our results showed that after 48h of exposure to 110
ppb Hg, Hsp90 fluorescence produced in the exposed group drastically
decreased, in all cell types tested except pericardial (Fig. 5B, Fig. 5D). We
suppose that the Hsp proteins labeled in the cytoplasm of exposed cells
originate from residual pools of cytoplasm proteins produced before being
exposed to mercury, since the nuclear activity of exposed cells were
compromised. Both could be involved in cell degradation via proteasome-
ubiquitination and other mechanisms used to promote apoptosis (Silva-Zacarin
et al., 2006; Pratt et al., 2011; Li; Buchner, 2013). The relationship between
Hsp70 and Hsp90 is also poorly understood with respect to bee toxicology, but
results here are in accordance with the literature, showing that since Hsp90
establishes a cleft of the Hsp70-dependent proteins involved in the ubiquitin-
mediated, proteasomal degradation pathway (Li; Buchner, 2013). We didn’t
notice Hsp90 labelling in the cell nuclei in either control or exposed groups
(Figs. 5A-C).

Labelled Hsp70 in the oenocyte nuclei of exposed bees likely indicates
that misfolded proteins are directly evolved in protection against DNA damage
at 110 ppb Hg. When exposed to 0.2 ppb mercury, however, there is insufficient
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Hsp70 labelling in the nuclei (Nogueira et al., 2019). For this reason, we
conclude that the in situ localization of Hsp is a very useful biomarker for use in

ecotoxicology.

HSP90

Control

Experimental

Figure 5. Hsp90 labeling and intensity of green fluorescence in HSN
cells of both control and exposed groups of bees. A) Trophocytes (tr) and
oenocytes (en) labeled with Hsp90 antibodies. Notice the green fluorescent
signal in trophocytes and oenocytes that also contain a yellow, non-specific,
background signal. B) Pericardial cells (cp) presenting green fluorescence,
indicating the presence of Hsp90. C) Trophocytes (tr) and oenocytes (en)
labeled with Hsp90 antibodies. Notice the green fluorescence present in both
trophocytes and oenocytes. Oenocytes (en) have a yellow, non-specific,
background signal, but in the perinuclear region Hsp90 is very evident (arrow).
D) Pericardial cells (cp) with green fluorescent signal indicating the presence of
Hsp90.

In early 2019, the Brumadinho dam collapse in Brazil, State of Minas
Gerais, contaminated 75 miles (120 kilometers) of the Paraopeba River with
heavy metals. This man-made disaster impacted riverside towns, according last
bulletin of the Water Management in the affected state of Minas Gerais
Brumadinho (IGAM, 2019). According to the IGAM bulletin (/Institute of Water
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Management of Minas Gerais State), the concentration of total lead peaked
soon after the disaster. Levels of Hg, which had not been detected historically in
the Paraopeba River basin, started accumulating to historically high values
shortly after the rupture of the dam as well. The ecotoxicological studies in
laboratory conditions are methods that begin to investigate possible impacts on
bees in regions near environmental disasters, since we don’t have systematic
studies monitoring bees, or the general entomofauna, in cases of dam collapses
and other environmental disasters, like the illegal gold mining activity in Amazon
Rain Forest. Additionally, study of terrestrial ecotoxicology in Brazil is still

developing.

Such a collapse of HNS may disrupt the intermediary metabolism, the
oxidative protection of the system, ovary development, hemolymph filtration and
even cause disruptions in the immune and sensory systems of studied bees. In
addition, Bombus colonies are small and non-perennial, beginning with a
solitary mated queen (Garofalo, 1978). Therefore, these bees very sensitive to

the hazardous effects of trace amounts of xenobiotics, such as Hg.

4. CONCLUSION

A concentration of 110 ppb mercury can be found in the row material and
food of a colony, contaminating the bee pollen and honey. This concentration
reduces the levels oh Hsp70 and Hsp90 in the fat body and pericardial cells of
the bees, and histopatological analysis indicates that mercury intoxication can

collapse the HNS of Bombus atratus worker bees.

Acknowledgements: We would like to thank the S&o Paulo Research
Foundation FAPESP (grant 2017/03653-6), the Brazilian National Council for
Scientific and Technological Development CNPq (grant 302812/2016-4) and the
Coordination Improvement of Higher Education Personnel (CAPES).

5. REFERENCES

Abdalla, F. C., Domingues, C. E. C., 2015. Hepato-Nephrocitic System: A Novel
Model of Biomarkers for Analysis of the Ecology of Stress in Environmental

67



Biomonitoring. PLoS ONE, 10(7): 1-9.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0132349.

Abdalla, F.C., Pedrosa, M., Domingues, C.E.C., Balsamo, P.J., 2018. Effect of
Cadmium on Worker Ovary Morphology of Bombus morio (Hymenoptera:
Bombini). American Journal of Agricultural and Biological Sciences, 13: 28-37.
https://doi.org/10.3844/ajabssp.2018.28.37.

Al-Alam, J., Chbani, A., Faljoun, Z., Millet, M., 2019. The use of vegetation,
bees, and snails as important tools for the biomonitoring of atmospheric
pollution — a review. Environmental Science and Pollution Research, 26(10):
9391-9408. https://doi:10.1007/s11356-019-04388-8.

Ballantyne, B., 2003. Toxicology of fungicides. In: Marrs, T.C., Ballantyne, B.
(Eds.), Pesticide Toxicology and International Regulation. John Wiley & Sons,
Ltd, Chichester, UK. http://dx.doi.org/10.1002/0470091673.ch6.

Broussard, L. A., Hammett-Stabler, C. A., Winecker, R. E., Ropero-Miller, J. D.,
2002. The toxicology of mercury. Lab Med, 33(8): 614-625.

Carrero, P., Rondon, C., Saavedra, A. R., Vit-Olivier, P., 2013. A study of Hg
and Pb content in pot-honey (Apidae: Meliponini). In: Vit P, Roubik DW, editors.
Stingless bees process honey and pollen in cerumen pots. Mérida: Facultad de
Farmacia y Bioanalisis, Universidad de Los Andes. 1-5. Available:
http://www.saber.ula.ve/handle/123456789/35292.

Carswell, C., 2015. Bumblebees being crushed by climate change. Science
AAC, https://doi.org/10.1126/science.aac8824.

Castilhos, Z. C., Domingos, L. M. 2018. Inventario nacional de emissdes e
liberacbes de mercurio no ambito da mineragéo artesanal e de pequena escala
no Brasil. Ministério do Meio Ambiente. 56p

Celli, G., Maccagnani, B., 2003. Honey bees as bioindicators of environmental
pollution. Bull Insectology, 56(1): 137-139. Available:
http://www.bulletinofinsectology.org/pdfarticles/vol56-2003-137-139celli.pdf.
Accessed 27 November 2016.

CONAMA. Conselho Nacional do Meio Ambiente (Brasil)., 2005. Resolugao n°
357 de 17 de margo de 2005. Dispbe sobre a classificagdo dos corpos de agua
e diretrizes ambientais para o0 seu enquadramento. Available:
http://www.mma.gov.br/port/conama/res/res05/res35705.pdf.

Cruz-Landim, C. 2009. Abelhas: morfologia e fungcbdes de sistemas. 1. ed. S&o
Paulo: UNESP - Brasil. 416 p.

Dicks, L. V., Viana, B., Bommarco, R., Brosi, B., Arizmendi, M. D. C,,
Cunningham, S. A., Galetto, L., Hill, R., Lopes, A. V., Pires, C., Taki, H., Potts,

68



S., 2016. Ten policies for pollinators. Science, 354(6315): 975-976.
https://doi.org/10.1126/science.aai9226.

Domingues, C. E. C., Abdalla, F. C., Balsamo, P. J., Pereira, B.V. R., Hausen,
M. A., Costa, M. J., Silva-Zacarin, E. C. M., 2017. Thiamethoxam and
picoxystrobin reduce the survival and overload the hepato-nephrocitic system of
the Africanized honeybee. Chemosphere, 86: 994-1005.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2017.07.133.

Duruibe, J. O., Ogwuegbu, M. O. C., Egwurugwu, J. N., 2007. Heavy metal
pollution and human biotoxic effects. International Journal of Physical
Sciences., 2(5): 112-118. Available: http://www.academicjournals.org/IJPS.

Gallai, N., Salles, J. M., Settele, J., Vaissiére, B. E., 2009. Economic valuation
of the wvulnerability of world agriculture confronted with pollinator decline.
Ecological Economics.; 68(3): 810-821.
https://doi.org/10.1016/j.ecolecon.2008.06.014.

Garofalo, C.A., 1978. Bionomics of Bombus (Fervidobombus) morio. Il. body
size and length of life of worker. Journal of Apicultural Research, 17: 130-136.
https://doi.org/10.1080/00218839.1978.11099918.

Goulson, D., Nicholls, E., Botias, C., Rotheray, E. L., 2015. Bee declines driven
by combined stress from parasites, pesticides, and lack of flowers. Science,
347(6229): 1255957-1-1255957-9. https://doi.org/10.1126/science.1255957.

Grixti, J. C., Wong, L. T., Cameron, S. A., Favret, C., 2009. Decline of
bumblebees (Bombus) in the North American Midwest. Biological Conservation,
142(1): 75-84. https://doi.org/10.1016/j.biocon.2008.09.027.

Gupta, P. K., 2018. Toxicity of Fungicides. Veterinary Toxicology, 569-580.
https://doi.org/10.1016/b978-0-12-811410-0.00045-3.

Havukainen, H., Minch, D., Baumann, A., Zhong, S., Halskau, 9., Krogsgaard,
M., Amdam, G. V., 2013. Vitellogenin recognizes cell damage through
membrane binding and shields living cells from reactive oxygen species.
Journal of Biological Chemistry, 288(39): 28369-81.
https://doi.org/10.1074/jbc.M113.465021.

IGAM. Instituto Mineiro de Gestdo de Aguas., 2019. Qualidade da agua do Rio
Paraopeba - Resumo da qualidade das aguas nos locais monitorados ao longo
do Rio Paraopeba, apdés o desastre na barragem 1 no complexo da Mina
Codrrego Feijdo da Mineradora Vale/SA, municipio de Brumadinho - Minas
Gerais, Brasil. Available:
http://www.meioambiente.mg.gov.br/images/stories/2019/DESASTRE_BARRA

GEM_B1/Boletim_informativo_do_cidad%C3%A3o0/Boletim_Igam_Final B_ B
oletim_Informativo_ao_Cidad%C3%A3o0.pdf

69



Johnson, R. M., 2015. Honeybee toxicology. Annual Review of Entomology, 60:
415-434. https://doi.org/10.1146/annurev-ento-011613-162005.

Keeley, L. L., 1985. Physiology and Biochemistry of the fat body. In: Kirkut, G.
A., Gilbert, L. I., editors. Comprehensive insect physiology, biochemistry and
pharmacology. New York: Pergamon Press, 211-248.

Li, J., Buchner, J., 2013. Structure, Function and Regulation of the Hsp90
Machinery. Biomedical Journal, 36(3): 106-117. https://doi.org/10.4103/2319-
4170.113230.

Locke, M., Nichol, H., 1992. Iron economy in insects: transport, metabolism,
and storage. Annual. Review. Entomology, 37: 195-215.
https://doi.org/10.1146/annurev.en.37.010192.001211.

Malm, O., 1998. Gold Mining as a Source of Mercury Exposure in the Brazilian
Amazon. Environmental Research, 77(2): 73-78.
https://doi.org/10.1006/enrs.1998.3828.

Martin, J. A. R, Arana, C. D., Ramos-Miras, J. J., Gil, C., Boluda, R., 2015.
Impact of 70 years urban growth associated with heavy metal. Environmental
Pollution, 196: 156-163. https://doi.org/10.1016/j.envpol.2014.10.014.

Martins, A. C., Melo, G. A. R., 2010. Has the bumblebee Bombus bellicosus
gone extinct in the northern portion of its distribution range in Brazil?. Journal of
Insect Conservation, 14(2): 207-210. https://doi.org/10.1007/s10841-009-9237-

y.

Martins, G. F., Ramalho-Ortigéo, J. M., 2012. Oenocytes in insects. Invertebrate
Survival Journal, 9 (2): 139-152. Available:
http://wwwe.isj.unimo.it/articoli/ISJ271.pdf.

Mills, R. P., King, R. C., 1965. The pericardial cells of Drosophila melanogaster.
Quarterly Journal of Microscopical Science, 106 (3): 261-268.

Moyer, T. P., 1999. In: Burtis and Ashwood, eds, Tietz Textbook of Clinical
Chemistry. 3rd ed, 992-993.

Nogueira, F. L. A., Balsamo, P. J., Costa, M. J., Abdalla, F. C., 2019. Exposure
to Mercury at trace concentrations leads to collapse of the hepato-nephrocitic
system in two Neotropical species of Bumblebee. American Journal of
Agricultural and Biological Sciences, 14: 1-10.
https://doi.org/10.3844/ajabssp.2019.1.10.

Potts, S. G., Imperatriz-Fonseca, V. L., Ngo, H. T., Biesmeijer, J. C., Breeze, T.
D., Dicks, L. V., et al., 2016. IPBES: Summary for policymakers of the
assessment report of the intergovernmental science-policy platform on
biodiversity and ecosystem services on pollinators, pollination and food

70



production. In: Potts, S. G., Imperatriz-Fonseca, V. L., Ngo, H. T., Biesmeijer, J.
C., Breeze, T. D., Dicks, L. V., Garibaldi, L. A., Hill, R., Settele, J., Vanbergen,
A. J., Aizen, M. A., Cunningham, S. A., Eardley, C., Freitas, B. M., Gallai, N.,
Kevan, P. G., Kovacs-Hostyanszki, A., Kwapong, P. K., Li, J., Li, X., Martins, D.
J., Nates-Parra, G., Pettis, J. S., Rader, R., Viana, B. F., editors. Secretariat of
the Intergovernmental Science-Policy Platform on Biodiversity and Ecosystem
Services. Germany: Bonn, 1-36.

Pratt, W. B., Morishima, Y., Peng, H. M., Yoichi, O., 2011. Proposal role of the
Hsp90/Hsp70-based chaperone machinery in making triage decisions when
proteins undergo oxidative and toxic damage. Experimental Biololy and
Medicine (Maywood), 235(3): 278-289.
https://doi.org/10.1258/ebm.2009.009250.

Rhoades, P. R., Koch, J. B., Waits, L. P., Strange, J. P., Eigenbrode, S. D.,
2016. Evidence for Bombus occidentalis (Hymenoptera: Apidae) Populations in
the Olympic Peninsula, the Palouse Prairie, and Forests of Northern Idaho.
Journal of Insect Science, 16(1): 20. https://doi.org/10.1093/jisesal/iev155.

Rice, K. M., Walker, E. M., Wu, M., Gillette, C., Blough, E. R., 2014.
Environmental mercury and its toxic effects. Journal of preventive medicine and
public health = Yebang Uihakhoe chi, 47(2): 74-83.
https://doi.org/10.3961/jpmph.2014.47.2.74.

Roma, G. C., Bueno, O. C., Camargo-Mathias, M. ., 2010. Morpho-
physiological analysis of the insect fat body: a review. Micron, 41(5): 395-401.
https://doi.org/10.1016/j.micron.2009.12.007.

Roman, A., 2010. Levels of Copper, Selenium, Lead, and Cadmium in Forager
Bees. Polish J of Environ Stud.; 19(3): 663-669.

Ruttkay-Nedecky, B., Nejdl, L., Gumulec, J., Zitka, O., Masarik, M.,
Eckschlager, T., Stiborova, M., Adam, V., Kizek, R., 2013. The role of
metallothionein in oxidative stress. International Journal of Molecular Sciences,
14(3): 6044—6066. https://doi.org/10.3390/ijms14036044.

Silva-Zacarin, E. C. M., Gregorc, A., Silva-de-Moraes, R. L. M., 2006. In situ
localization of heat-shock proteins and cell death labelling in the salivary gland
of acaricide-treated honeybee larvae. Apidologie, 37: 507-516.
https://doi.org/10.1051/apido:2006030.

Sims, D. B., Hooda, P. S., Gillmore, G. K., 2013. Mining activities and
associated environmental impacts in arid climates: A Literature Review.
Environmental Pollution, 2(4): 22-43. https://doi.org/10.5539/ep.v2n4p22.

SINIR. Sistema Nacional de Informagdes sobre a gestdo dos Residuos
Solidos., 2015. Brasil. Available: http://www.sinir.gov.br/web/guest/acordo-

71



setorial-de-lampadas-fluorescentes-de-vapor-de-sodio-e-mercurio-e-de-luz-
mista. Accessed 04 February 2015.

Skaldina, O., Sorvari, J., 2017. Biomarkers of ecotoxicological effects in social
insects. In: Kesari, K. (Ed.) Perspectives in Environmental Toxicology. Springer
International Publishing, Switzerland, 203-214. https://doi.org/10.1007/978-3-
319-46248-6.

Sun, C., Zhang, S., 2015. Immune-relevant and antioxidant activities of
vitellogenin and yolk proteins in fish. Nutrients, 7(10): 8818-29.
https://doi.org/10.3390/nu7105432.

USA - Fish and Wildlife Service., 2016. Endangered and Threatened Wildlife
and Plants; Endangered Species Status for Rusty Patched Bumble Bee.
Federal Register, 81 (184). Available:
https://www.fws.gov/midwest/Endangered/insects/rpbb/pdf/FRProposedListingR
ule22Sept2016.pdf

Woodcock, B. A., Isaac, N. J. B., Bullock, J. M., Roy, D. B., Garthwaite, D. G.,
Crowe, A., Pywell, R. F. P., 2016. Impacts of neonicotinoid use on long-term
population changes in wild bees in England. Nature Communications, 7(12459):
1-8. Available: http://www.nature.com/articles/ncomms12459. Accessed 27
September 2018.

72



5.2 ARTIGO 2

Marcacdo de P450 e Superoxido Dismutase em células do corpo
gorduroso de operarias de Bombus atratus (Apidae, Bombini) expostas a

concentracao residual de mercurio
RESUMO

O papel dos contaminantes ambientais de natureza metalica nas recentes
perdas de abelhas é controverso, pois os estudos de campo geralmente nao
conseguem detectar os efeitos previstos por estudos de laboratorio. A
exposi¢cao a mercurio (Hg) inorganico apresenta um alto potencial indutor de
estresse oxidativo, sendo a monooxidase P450 uma enzima atuante na Fase |
do processo de desintoxicagdo. Este processo pode gerar radicais livres e
frente a espécies reativas de oxigénio (ERO) induzido por cloreto de mercurio,
a acao da superoxido dismutase (SOD) fornece a primeira linha de defesa
contra ERO. Assim foi analisado o efeito do mercurio no Sistema
Hepatonefrocitico (SHN) de abelhas operarias de Bombus atratus em
concentracdo média semelhante a encontrada em potes de mel de abelhas
nativas (110 ppb). As abelhas foram divididas em grupos controle e
experimental. Uma mistura solida de mel, pdlen e extrato de soja organica foi
oferecida a ambos. O grupo controle recebeu agua destilada e o grupo exposto
recebeu uma solugdo de mercurio de 110 pg.L'1 (110 ppb). Apos 48 h de
exposicao, as abelhas foram anestesiadas por criogenia e o SHN foi dissecado
e fixado em paraformaldeido a 4%. O material foi preparado para marcacéo por
imunofluorescéncia do citocromo P450 e SOD. Os resultados mostraram que
tanto os trofécitos quanto os endcitos das abelhas expostas ao mercurio
responderam com aumento na marcacdo dessas enzimas, indicando uma
efetiva agdo de desintoxicagdo e protecdo contra o estresse oxidativo. Os
resultados colaboram para o estabelecimento das células do Sistema
Hepatonefrocitico para avaliagdo de biomarcadores em nivel celular para
compreender o processo de desintoxicacdo das abelhas e podem servir como
ferramenta para acompanhamento da saude das abelhas encontradas

naturalmente em campo.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, Bombus atratus, metal.
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1.INTRODUGAO

As abelhas do género Bombus Latreille (1802) sdo grandes e pilosas
(Goulson, 2015) e popularmente conhecidas como mamangavas. Apresentam
coloragao diferenciada no térax e abdémen variaveis de acordo com a espécie
e subespécie (Rasmont et al., 2008). O género é composto por abelhas sociais
com distribuicdo geografica geralmente em regides com clima temperado.
Ocorrem em todos os continentes a exceg¢ao da Oceania e Antartida (Michener,
2007). No Brasil ha registro de mamangavas em 23 estados e sdo ausentes no
Piaui, Sergipe e Tocantins, sendo observada a ocorréncia de seis espécies,

dentre elas a Bombus atratus (Moure; Mello, 2008).

Semelhantemente ao que vem ocorrendo com a espécie A. mellifera,
varios relatos de declinio subito e mesmo desaparecimento de populacdes
inteiras de varias espécies do género Bombus s&o anualmente registrados por
pesquisadores, principalmente nos Continentes Europeu e Americano
(Biesmeijer et al., 2006; Martins; Melo, 2010; Cameron et al., 2011).

A anadlise morfoldgica e histoquimica dos impactos do metal trago, como
0 mercurio, podem fornecer subsidio para entender o fenbmeno do
desaparecimento e diminui¢cdo das populagdes do género Bombus no Brasil e
em outras localidades onde muitas das espécies deste género estdo

ameacadas.

Contudo, ha poucos estudos na literatura envolvendo abelhas nativas e
neotropicais que ocorrem no Brasil e, quase todos esses estudos, ndo abordam
0s orgaos internos destas abelhas como bioindicadores de efeito do estresse
ambiental frente a acdo de xenobidticos, como os metais tragco (Abdalla;
Domingues, 2015). Portanto, é neste contexto que a problematica do estudo se
insere: verificar o efeito do mercurio sobre a morfologia de 6rgéos internos
especificos da espécie Bombus atratus (Hymenoptera: Bombini),
principalmente no que concerne ao corpo gorduroso. O conjunto deste tecido
associado a células pericardicas e ao vaso dorsal € denominado por Abdalla e
Domingues (2015) como Sistema Hepatonefrocitico, um sistema sensivel e
responsivo ao estresse induzido por xenobibticos e, portanto, uma regido ideal

para avaliagdo de biomarcadores em nivel celular, como as enzimas de
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desintoxicacdo, para analise do impacto do estresse ambiental sobre o

organismo das abelhas.

Quando expostas a xenobidticos, as abelhas possuem trés mecanismos
distintos para desenvolver resisténcia ao composto: mecanismos
comportamentais como percepcao e alteracdo do comportamento para evitar a
fonte de exposigcdo; mecanismos fisiologicos como aumento da excregao e
mecanismos bioquimicos como aumento da taxa de desintoxicagdo. As
enzimas de desintoxicacdo sdo as esterases e monooxidases que catalizam o
xenobidtico tornando-o mais hidrossoluvel, e o metabolismo secundario segue
com reagdes de conjugacado incluindo as agdes da Glutationa S-Transferase
(GST) e Superoxido Dismutase (SOD) (Zarevucka, 2013).

Durante os processos de desintoxicacdo podem ser geradas espécies
reativas de oxigénio (ERO). As ERO incluem espécies quimicas como anion
superéxido (Oy), peroxido de hidrogénio (H2O2) e o radical hidroxila (HO")
(Boelsterli, 2003). As ERO s&o formadas como um subproduto natural de
metabolismo normal do oxigénio e tém papéis importantes na sinalizagao
celular. No entanto, durante periodos de estresse ambiental, os niveis de EROs
podem aumentar drasticamente, e assim resultar em danos significativos as
estruturas celulares, gerando uma situagéo conhecida como estresse oxidativo
(Nabi, 2014).

As ERO também sado geradas por fontes exdgenas, como metais e
radiagdes ionizantes, embora sejam produzidas em nivel basal pela cadeia
respiratoria mitocondrial e nos processos de oxidagdo mediada pelo citocromo
P450 (Boelsterli, 2003), as células possuem antioxidantes enddgenos (por
exemplo, citocromo oxidase, superoxido dismutases, catalases, peroxidases e

glutationa), como um meio de controlar essas substancias (NABI, 2014).

As ERO podem danificar moléculas celulares vitais, como DNA,
proteinas, lipidios e 0 excesso de sua producdo pode ser letal para a célula
(Nabi, 2014).

Nos insetos, o citocromo P450 esta envolvido em processos de
biossintese e metabolismo de substancias endogenas, incluindo feromdnios,

hidrocarbonetos e hormdnios cuticulares e desintoxicacdo de substancias
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exdgenas, incluindo fitoquimicos e inseticidas (Feyereisen, 2012). Em funcgéo
dessa variedade é dificil caracterizar a fungdo de enzimas P450 especificas
uma vez que que os animais podem entrar em contato com uma diversidade
grande de substancias, que serdo metabolizados por relativamente poucas
P450 (Mao et al., 2015).

Como a forma organica do mercurio (Metilmercurio — [CH3Hg]")
apresenta alta toxicidade, muitos trabalhos foram desenvolvidos para entender
sua toxicologia e toxicocinética em diversos modelos experimentais, e assim,
ensaios ecotoxicoldgicos utilizando formas inorganicas de mercurio (HgCly,
Hg2Cl,) sdo escassos (Zhang et al., 2016). Quando comparados os efeitos das
formas inorgénicas de mercurio, constata-se que a forma mercurica (HgCly;
Hg™) produz mais efeitos negativos quando comparada a forma mercurosa
(Hg2Clz; Hg>") uma vez que a forma mercurica induz maior geragdo de H,0,
(Stacey; Kappus 1982; Lund et al. 1991, Valko et al., 2005).

O mercurio pode reagir com sulfidrilas (-SH) comumente presente em
proteinas. Durante esta interagdo, pode ocorrer estresse oxidativo,
aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio. A Superéxido
Dismutase (SOD) é uma enzima de defesa contra as ERO. A SOD cataliza a
dismutagao do radical superéxido produzindo H,O; (Nikolic et al., 2015; Won et
al., 2016). A expressdo de SOD aumenta durante a vida das abelhas, servindo
como uma excelente protecdo contra o estresse oxidativo, gerado pela

presencga de metais como o mercurio (Corona et al., 2005; Nikolic et al., 2015).

O genoma de Bombus atratus e Bombus impatiens contem 44 genes de
citocromo P450 monooxigenase funcionais, similares ao complemento de 46
genes de P450 do genoma de Apis mellifera, sendo 27 genes de CYP3, 4
genes de CYP4, 7 genes de CYP2 e 6 genes de P450 mitocondriais (Saad et
al., 2015). Os genes CYP4 sao associados a sinteses e quebras funcionais das
moléculas de feromdnios, os quais acredita-se serem produzidos nos endcitos.
Também estdo envolvidos na rota metabdlica da ecdisona, precursor do
principal horménio para muda em insetos; os genes que codificam P450
mitocondriais também estdo envolvidos com fungdes fisioldgicas essenciais e
apresentam-se super expressados em linhagens de insetos resistentes a

inseticidas (Feyereisen, 2011; Calla et al., 2017).

76



Os genes CYP3 estdo envolvidos com metabolismo de xenobidticos e
resisténcia a inseticidas e os genes CYP2 estdo envolvidos com fungdes
fisiologicas essenciais, como o metabolismo hormonal e o desenvolvimento
geral. (Feyereisen, 2011; Calla et al., 2017) sendo dessa familia de genes os
articorpos utilizados nesta pesquisa (Anti-Cytochrome P450 CYP 2E1, 451
policlonal, abcam, ab28146), por serem reativas a condigdes patofisiologicas,
podendo estar envolvidos na aceleragdo da resposta apoptotica das células

frente ao estresse metabdlico.

Assim, foram utilizadas técnicas de imunofluorescéncia para marcagao
de P450 e Superodxido Dismutase nos endcitos e trofocitos do corpo gorduroso
de operarias de Bombus atratus (Apidae, Bombini) expostas a concentragao

residual de mercdrio (110 pg.L™).
2. MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta de abelhas

As operarias de B. atratus (Swederus, 1787) foram coletadas dos
fragmentos remanescentes da floresta semidecidua e do Cerrado
(23°34'53.17S, 47°31'29.5"W) no Campus Universidade Federal de S&o Carlos,
na cidade de Sorocaba, estado de Sado Paulo, Brasil. As abelhas foram
coletadas no periodo da manha, com o auxilio de rede entomoldgica e
imediatamente transferidas individualmente para tubos Falcon plasticos de 50
mL, com a tampa perfurada para ventilagcdo. Os tubos foram mantidos no
escuro, em caixa térmica para evitar estresse e levadas para o Laboratoério de
Biologia Estrutural e Funcional (LABEF), UFSCar, Campus de Sorocaba,

Sorocaba (SP) para realizagao dos experimentos.
2.2 Procedimento experimental ecotoxicoldgico

As operarias foram mantidas individualmente em recipientes plasticos
(Rioplast® 530 mL, 11cm x 7cm) forrados com papel-filtro (11cm). Foram
inseridos dois alimentadores colados ao fundo de cada caixa, sendo um para
alimentacao sélida (Extrato de soja organico, polen desidratado, mel na razéo
1:1:1) para garantir o aporte de aminoacidos e proteinas, e outro alimentador

para solugdes de agua mineral ou agua contaminada. Os recipientes contendo
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as abelhas foram mantidos em estufa incubadora do tipo B.O.D. (Demanda

Bioquimica de Oxigénio) a 30+1°C de temperatura e 70+10% de umidade.

As caixas foram divididas em dois grupos, o0s grupos controle e
experimental (n = 11 para cada) e os bioensaios foram realizados em replicata.
Ao grupo controle foi administrado 2 mL de agua mineral e ao grupo
experimental foi ofertado 2 mL de uma solugdo de mercurio na concentracao
de 110 pg.L” (HgCl, - Sigma-Aldrich, pureza = 99,5%). A exposi¢do foi
realizada por 48h, sendo administrado duas vezes nesse periodo os 2mL de

solugado contaminada ou agua (ofertada em Oh e 24h).

Apds 48h do inicio do experimento as abelhas foram crio-eutanaziadas
(4°C, por 5 minutos) e submetidas a dissecgdo. Os abdomens foram
dissecados para remog¢ao dos o6rgaos internos por meio de uma secgao
longitudinal na cuticula do lado ventral, com o auxilio de estereomicroscopio
(Leica EZ4HD). Desta forma foi possivel a remog¢ao do vaso dorsal e do corpo

gorduroso.

Os érgaos foram colocados individualmente em microtubos cénicos (tipo
eppendorf) contendo solugao fixadora tamponada (paraformaldeido 4% em

tampao fosfato de sodio 0,1M pH 7,4), devidamente separados e etiquetados.

2.3 Preparo do material para emblocamento em Parafina

O material foi lavado duas vezes em tampao fosfato 0,1 M por 30
minutos e, em seguida, desidratado conforme a metodologia descrita por Silva-
Zacarin et al. (2012). Dessa forma, os 6rgdos foram desidratados em banhos
refrigerados a 4°C de solugdes alcodlicas de concentragdes crescentes de
15%, 30%, 50%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95% e 100% por 60 minutos cada,
sendo a ultima concentracdo realizada por duas vezes consecutivas.
Posteriormente, o tecido foi imerso em solugao de xilol+alcool (1:1) e em dois
banhos de xilol por 60 minutos cada. Apds esse periodo, as amostras foram
submetidas a trés banhos em parafina, 1 hora cada para remogéo do xilol. Em
seguida as amostras foram colocadas em cassetes contendo parafina liquida,
sobre chapa de aquecimento e incluidos na parafina. Apds isso, a chapa foi
desligada e os materiais foram deixados por um dia, até sua completa

solidificagdo. Com isso procedeu-se com a realizagdo dos cortes histologicos
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em micrétomo Leica (RM2255). As sec¢des histolégicas foram realizadas com 6
Mm de espessura e os cortes foram colocados sobre laminas, previamente
banhadas em polilisina. As laminas foram armazenadas em geladeira até o

momento de realizar a coloragao.

2.4 Técnicas de imunofluorescéncia

As laminas contendo o material foram desparafinizadas em baterias de
banhos de: xilol durante 20min.; xilol + &lcool (1:1) por 5min. e alcool 100%
durante 10min. Assim, procedeu-se com a re-hidratacdo das laminas, numa
bateria decrescente de alcool (95%, 70% e 50%), durante 5min. Apds isso, as
laminas foram lavadas com tampéo PBS (3 banhos) e tranferidas para uma
cubeta, contendo 250mL de agua destilada e 125uL de TRITON, durante
10min. Apés isso, as laminas foram colocadas em cadmara umida e lavadas
novamente com 3 banhos de tampao PBS. Apds a retirada do PBS, adicionou-
se albumina de soro bovino 3% durante 30min. em temperatura ambiente, e
cobriu-se as laminas com uma laminula plastica. Em seguida, as laminulas
foram retiradas e as laminas lavadas com tampéao PBS (3 banhos). Apds isso
cobriram-se as laminas com 100uL do anticorpo primario para cada técnica:
Anti- Cytochrome P450 2E1 antibody (ab28146) e Anti-Superoxide Dismutase 1
antibody (ab13498), colocando as laminulas de plastico e mantidas por 2h
dentro da camara umida fechada, em banho-maria (37°C). Decorrido o tempo
de incubacgao, a caixa foi retirada do banho-maria e as laminas passam lavadas
com 3 banhos de tampédo PBS. O anticorpo secundario Goat Anti Rabbit IgG
H&L (Alexa Fluor ® 488) (ab150077) foi administrado e as laminas
permaneceram por 1h dentro da camara umida fechada em banho-maria
(37°C). Apods esse tempo as laminas foram novamente lavadas com tamp&o
PBS (3 banhos). Apds esses procedimentos as Iaminas histologicas passaram
por desidratagdo, numa bateria crescente de acetona (50%, 70% e acetona
pura), durante 1 minuto cada e seladas com Ervmount e observadas,
analisadas e fotodocumentadas no fotomicroscopio de fluorescéncia Leica®
(DM4000) com sistema optico de fluorescéncia B / G / R, ultravioleta (BP
465/20), azul (BP 530/30) e verde (BP 640 / 40) bandas de excitagéo
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2.5 Medicao da intensidade de fluorescéncia

Para medicdo da intensidade de fluorescéncia as fotomicrografias
obtidas foram processadas no programa Imaged, marcando 11 pontos de cada
imagem e processando pela analise de histograma de intensidade de verde. Os
valores obtidos foram analisados estatisticamente por meio do programa

GraphPad Prism5, utilizando-se One-Way ANOVA com test post-hoc de Tukey.
3. RESULTADOS E DiscussAo

Observou-se que as células do corpo gorduroso dos animais expostos a
doses de 110 ug.L"' de Hg tiveram alteradas as expressdes enzimaticas de
SOD e P450. Quanto a analise de intensidade de fluorescéncia, observou-se
que para o grupo controle, a superéxido dismutase (SOD) e P450 sdo mais
expressas (apresentam maior intensidade de fluorescéncia) nos endcitos do
que nos trofdcitos e quando expostos ao mercurio na concentragao de 110ppb

aumentam a expressao das enzimas.

Os aumentos nas expressdes enzimaticas podem ser observados na

Figura 1 apresentando as micrografias para a expressao do grupo exposto de
P450 (Fig 1B) e SOD (Fig 1D), podendo-se notar a maior incidéncia de

marcagao fluorescente comparado ao grupo controle (Fig 1A, 1C).




Figura 1 —Microscopia de fluorescencia em enécitos (en) e trofécitos (tr) do sistema hepato
nefrocitico de Bombus atratus. A e C apresentam o grupo controle; B e D representam o grupo
exposto a 110ppb de Hg, onde A e B apresentam marcacgao para expressao de P450 e C e D para

expressao de SOD

Como apresentado na Figura 2 A, o aumento na marcagao de P450 nos
endcitos do grupo exposto a 110 pg.L"' de Hg foi significante quando
comparado ao grupo controle. Os trofécitos do grupo exposto ndo apresentam
uma elevagao significativa na marcagdo da enzima quando comparado ao
grupo controle. Os animais experimentais que receberam a dose de 110 pg.L'1
de Hg também apresentaram uma elevagdo na marcagdo de SOD (p<0,05),
tanto nos endcitos como nos trofécitos do grupo exposto em comparagéo ao
grupo controle, sendo essa expressao significativamente maior nos trofécitos
(Fig 2B).
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Figura 2 — Histograma da expressdao de enzimas P450 (A) e SOD (B) em células do corpo
gorduroso de Bombus atratus dos grupos controle (Ctrl) e exposto a 110ppb de Hg (Exp). Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas entre as colunas (p<0,05) enquanto que letras iguais
indicam que nao houve diferenga estatistica entre os grupos.

Poucos trabalhos estudam a interferéncia de metais na expressdo do
citocromo P450 monooxidase em insetos. Poupardin et al. (2008) identificaram
que a exposigao de larvas de Aedes aegipty a doses subletais de cobre induziu
a expressao de 11 genes diferentes que codificam enzimas P450 e também

utilizando doses subletais de cobre, Bernabd et al. (2017) detectaram o
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aumento da expressao de enzimas P450 monooxidase em larvas do mosquito
Chironomus riparus. O estudo do cobre em insetos se deu devido a presencga

desse metal em inseticidas.

Korashy et al. (2005) identificaram que o Hg," induz a expressdo de um
gene da familia P450 (CYP1A1) em células de hepatocarcinoma murino apds 3
horas de exposig¢do, e a expressdo se manteve elevada por pelo menos 24
horas, além de ter gerado espécies reativas de oxigénio (ERO). Independente
do modelo utilizado, os artigos levantados afirmam que a interagdo entre os
metais e as enzimas da familia P450 dos insetos, apesar de evidente, ainda

nao é completamente entendida.

Tollefsen et al. (2017) também relataram o aumento da expresséo de
dois genes codificadores de citocromo P450 (CYP24a1 e CYP 12b1) no
invertebrado marinho copépoda Calanus finmarchicus. Amara et al. (2013)
utilizaram o cloreto de mercurio em coragcdo de ratos C57B e detectaram
aumento na expressao de 14 genes que codificam enzimas P450, (Cyp1a1,
Cyp1b1, Cyp2b9, Cyp2b10, Cyp2b19, Cyp2c29, Cyp2c38, Cyp4a10, Cypdai2,
Cyp4ai4, Cypaf13, Cyp4f15, Cyp4f16 e Cypaf18).

Zhang et al. (2013) utilizando alfafa (Medicago sativa) engenheiradas
geneticamente para expressarem a CYP2e1 e GST, demonstaram que a
expressao dessas enzimas aumentaram a resisténcia das plantas a
contaminagao por mercurio e ftricloroetileno. Assim utilizando o marcador de
CYP2e1, os achados estdo de acordo com o esperado e observado em
diversos trabalhos, utilizando como modelos experimentais mamiferos e

invertebrados e até mesmo plantas transgénicas.

Nikolic et al. (2015) estudaram a expressdo e atividade de SOD e
catalase em Apis mellifera na Sérvia e detectaram ndo sé uma maior
expressao de SOD em abelhas de areas urbanas e industriais, comparadas a
areas rurais como uma maior reatividade da SOD, que podem ocorrer devido a
maior exposi¢cao destas abelhas a poluicdo ambiental (com a presenca de

metais Pb e Zn), gerando maior quantidade de radical superoxido.

O mesmo foi observado por Gizaw et al. (2020) em areas urbanas da

Coréia do Sul, em comparagdo a areas agricolas e de montanha. Ha uma
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maior expressao de SOD por Apis mellifera de areas urbanas, sendo neste
estudo avaliado também a quantidade de mercurio encontrado no mel
(3,249mg Hg/kg) e nas abelhas (0,489 mg Hg/kg) de Apis mellifera de areas
urbanas. Os autores ainda citam que a presenca de estradas e atividades
industriais e de mineragao, além das atividades de queima de combustivel
influenciam a contaminagéo ambiental por metais (Nikolic et al., 2015; Gizaw et
al., 2020). Assim, é importante salientar que o local de coleta das abelhas para
este experimento apresenta em seu entorno uma rodovia, bem como duas
plantas industriais de produgao de cimento, atividade conhecida por liberar Hg

durante sua producao (Gworek et al., 2017).

Gizaw et al. (2020) também indicaram a alta expressdo de enzimas
P450 nas abelhas das areas urbanas em comparagao as areas agricolas,
chegando a expressar até trés vezes mais genes de P450 do que as abelhas
dos outros grupos, indicando que isto pode ocorrer devido a respostas destes
organismos a xenobioticos gerados pela atividade industrial da area de coleta.

Uma comparagédo interessante com o trabalho de Gizaw et al. (2020), é
que a P450 em abelhas pode ser induzida pela exposi¢cao a pesticidas (DE
SMET et al., 2017). Assim é esperado que abelhas de areas com atividades
agricolas impactadas por pesticidas apresentem uma maior expressao de
P450, o que nao foi observado, levando a inferir que os metais presentes na
poluicdo ambiental de areas urbanas se mostram como agentes extressores

mais impactantes na expressio de enzimas de desintoxicagao.

A expressdo de P450 nas células do corpo gorduroso foi aumentada e
mais evidente nos endcitos, uma resposta coerente ja que essas células estéao
relacionadas a produgao de enzimas de desintoxicagdo (Locke; Nichol, 1992;
Lycett et al., 2006).

Esses dados levantados durante a pesquisa apontam que a avaliagao da
marcacgao de P450 e SOD no corpo gorduroso pode ser uma ferramenta util de
avaliacao do estresse oxidativo, além disso, a analise pode ser mais explorada
para a exposi¢cao a xenobidticos inorganicos, uma vez que a literatura aponta
principalmente para a acdo desta enzima sobre moléculas organicas, sendo
escassos os trabalhos que estudam a expressao de P450 em abelhas expostas
a metais.
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4. CONCLUSAO

Os trofécitos e os endcitos do corpo gorduroso de Bombus atratus
responderam a intoxicagao por mercurio com o aumento da expressao de P450
e SOD, visualizado pela marcacdo por imunufluorescéncia destas enzimas,
indicando que o corpo gorduroso de Bombus atratus responde a contaminagao
por metais elevando a expressdo de enzimas relacionadas com processos de

desintoxicacao e de protecio antioxidante.
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6. DISCUSSAO

Para auxiliar na discussdo, os dados sobre os resultados obtidos e
apresentados nos artigo 1 e artigo 2 foram compilados na Quadro 1 sendo
divididos por técnica de coloragéo e as células do corpo gorduroso (trofécito e

enocito) dos grupos exposto e controle.

Quadro 1: Os resultados obtidos nos artigos 1 e 2 da sec¢ado 5 deste trabalho
foram aqui compilados.

Trofécito Endcito
Técnica
Controle Exposto Controle Exposto
Células Células Células Celulas
alongadas arredondadas esféricas elipsoides
Nucleo esférico |  Nucleos
H.E ] ] picnoticos com
Nucleos Nucleos vacuoalizacdo
ramificados arredondados Cromatina Cromating
descondensada | ondensada
Acridine Fluorescente Fluorescente Fluorescente Fluorescente
Orange verde laranja verde laranja
Hsp 70 34,7+5,9 27,0£4,4 () 101,2 £ 14,2 97,6 £17,7
Hsp 90 23,7128 12,6 £ 0,85 (]) 89,7 £ 15,9 30,3+2,1(])
SOD 46,2+24 122,4 £ 3,5 (1) 80,6 +4,5 113,2+8 (1)
P450 53,1+2,6 80,1+ 2,6 (1) 949+4,7 125 £ 13,5 (1)

De acordo com os dados compilados na Tabela 1, pode-se inferir que os

endcitos apresentam uma maior expressdao de Hsp 70 em relagdo aos
trofécitos, em conformidade com os resultados obtidos por Nogueira et al.
(2019), bem como podemos perceber a maior expressao de P450 pelos
enocitos também de acordo com Locke e Nichol (1992). Lycett et al. (2006)
apresentam que os enocitos do corpo gorduroso sao elementos chaves na
expressao de P450 para metabolizacdo de xenobidticos e resisténcia a

inseticidas.
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Como apresentado por Goasduff e Cederbaum (2000), ao utilizar a
deplegédo da chaperona Hsp90, foi observada a prevengao na degradacao do
citocromo P450 no citosol de células do figado. Como observado, ha uma
diminuicdo na expressao de Hsp90 pelos endcitos e trofdcitos, o que permite
entender que o mercurio pode aumentar a expressao de P450, ao passo que a
diminuicdo da expressao de Hsp90 leva a conservagao do citocromo produzido

em excesso e nao utilizado na metabolizagdo do metal.

Nogueira et al. (2019) administraram uma concentragdo de 0,2 ppb Hg
para Bombus atratus e Bombus morio 0 que resultou num aumento da
expressao de Hsp70 em B. morio porém a expressao dessa chaperona foi
reduzida em B. atratus em comparagao ao controle, indicando que organismos
do mesmo género podem apresentar mecanismos de desintoxicagao
diferentes. O aumento de expressao de Hsp70 apds administracdo de cloreto
de mercurio foi observado utilizando como modelo experimental Danio rerio,
truta e rato (ZHANG et al., 2016).

Varios estudos utilizando insetos como modelos experimentais
apresentam aumento de Hsp70 frente a agentes estressores. Silva-Zacarin et
al. (2006) utilizando abelhas Apis mellifera detectaram aumento da expresséo
de Hsp70 frente a pesticidas, assim como Doganlar e Doganlar (2015) expondo
Drosophila melanogaster a varias combinagbes de pesticidas. Porém esses
trabalhos citados apresentam uma diferenca deste. Os animais foram obtidos
de criadouros de referéncia, onde os animais nao estdo expostos a

contaminagao ambiental.

Augustyniak et al. (2009) avaliaram a expressdo de Hsp70 em crias de
gafanhotos, sendo as genitoras coletadas em locais com e sem poluicdo. Os
gafanhotos gerados por ovoposi¢gdo de fémeas coletadas em locais poluidos
apresentaram menores expressdes de Hsp70 comparados a gafanhotos de
locais de referéncia (sem poluicdo). Além disso, quando os ovos eram
colocados em areia contaminadas por zinco, os gafanhotos originados de
fémeas de locais sem poluicdo apresentaram um aumento na expressido de
Hsp70 super pronunciado, enquanto os originados por fémeas de ambientes
poluidos o nivel de expressdo de Hsp70 ou no foi alterado (100 pg Zn.g™') ou
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foi reduzido (500 ug Zn.g'1), inferindo que a expressao dessa chaperona possa

estar ligada a algum tipo de “heranga maternal”.

Considerando que as abelhas Bombus atratus utilizadas neste
experimento foram coletadas em campo, é possivel inferir que estes animais
estavam em contato com os mais diversos tipos de agentes estressores, tanto
na coleta de pdlen, néctar ou agua, bem como o contato com material
particulado suspenso no ar, contaminantes de solo e agua que as abelhas

possam ter entrado em contato.

Assim os resultados de supressao obtidos na analise da intensidade de
imunomarcacéo de Hsp70 e Hsp90 podem ter sua origem devido a reagdes
que as abelhas ja realizavam e metabolismos que poderiam ter como forma de

defesas frente a outros xenobidticos.

Como apresentado na Figura 8, o local de coleta das abelhas para este
experimento possui em seu entorno uma rodovia de trafego intenso de
veiculos, bem como duas plantas industriais de produgcdo de cimento,
atividades conhecidas por liberar Hg para o ambiente (CETESB, 2014;
CASTILHOS; DOMINGOS, 2018)

O mercurio emitido pela produgcdo de cimento se apresenta nas formas
gasosas elementar (80%), oxidado (15%) e complexado ao material particulado
(5%) (GWOREK et al., 2017). A forma elementar por ser pouco hidrossoluvel
pode permanecer na atmosfera por até um ano e as formas oxidadas e
associadas ao material particulado sdo facilmente removidas do ar por
deposi¢ao seca ou umida, com tempo de residéncia na atmosfera de algumas
horas ou dias (EUROPEAN COMMISION, 2001; GWOREK et al., 2017).

A cidade de Sorocaba apresenta uma tendéncia de diminuigcdo da
poluicdo atmosférica, incluindo a emissdo de material particulado (CETESB,
2019), poréem apresenta episddios de aumento desses poluentes excedendo
até 100% do nivel considerado como limite pela Organizagcdo Mundial da
Saude (MORAES, 2014). Mesmo com uma qualidade do ar considerada boa,
alguns estudos relacionam a poluigao atmosférica da cidade com maior niumero
de internagdes por pneunomia (NEGRISOLI; NASCIMENTO, 2013; SOUZA,
NASCIMENTO, 2016) e, ainda mais alarmante, segundo dados do Instituto
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Saude e Sustentabilidade (2014) as mortes na cidade por doengas atribuidas a
ma qualidade do ar no ano de 2011 foi 77% maior que a soma das mortes no
transito e por homicidios dolosos registradas naquele ano.

Com a possibilidade da deposicdo de mercurio pela contaminagao
atmosférica pelas duas industrias préximas da regido de coleta das abelhas
estudadas, propde-se, como acdes futuras, realizar analises para deteccao da
quantidade de mercurio presente nas amostras de flores aonde as Bombus
atratus foram coletadas, bem como realizar a medi¢do da quantidade do metal
presente nas proprias abelhas, que servirdo tanto para complementacdo dos
dados obtidos neste trabalho como também para colaborar com o registro de
areas contaminadas por metais na cidade de Sorocaba.

Porrini et al. (2003), ja prediziam que estudos de ecotoxicologia classica,
baseados em mortalidade e sobrevivéncia ndo sao suficientes para avaliar os
efeitos de organismos frente a xenobioticos. No caso das abelhas, varios
estudos indicam que doses subletais possuem efeitos deletérios e ainda, que
doses subletais mais baixas possuem uma capacidade maior de danificar as
células do sistema hepatonefrocitico (DOMINGUES et al., 2017; BALSAMO et
al., 2019; NOGUEIRA et al., 2019; BERTOLI, 2020).

A partir dos resultados obtidos neste trabalho e os observados por
Nikolic et al. (2015) e Gizaw et al. (2020), podemos inferir que as respostas de
organismos de uma mesma espécie podem ser diferentes de acordo com a
origem destes organismos e os agentes estressores encontrados no ambiente
destes organismos. Isso indica a necessidade de cruzar dois conhecimentos
gerados pela pesquisa basica (académica) nas areas biologicas: os que
utilizam modelos experimentais de origem controladas e os que utilizam

modelos experimentais coletados em campo.

Analisar o corpo gorduroso como um mecanismo de resposta celular das
abelhas se mostra cada vez mais eficaz, a medida que este conjunto de células
comecgou a ser compreendido como parte de um sistema a partir de 2015
(ABDALLA; DOMINGUES, 2015). Compreender a resposta ao estresse celular
nas abelhas frente a intoxicagao por contaminantes metalicos € evidentemente

importante, pois influencia a resposta do organismo e de toda a colbnia frente a
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diferentes estressores, podendo indicar sua capacidade de sobrevivéncia,

declinio ou morte.

Entender a resposta do organismo frente a apenas ao xenobidtico e a
resposta de organismos frente ao mesmo xenobidtico, mas que estdo em
contato com uma gama de outros contaminantes ambientais, fornecera, no
caso das abelhas, melhor compeensé&o para determinar agbes que auxiliem a

protecao e conservacgao destes indispensaveis polinizadores.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

Com os resultados obtidos através desta pesquisa, pode-se observar os
efeitos negativos que o mercurio, na forma inorgénia de cloreto de mercurio

(HgCly) impacta nas células do corpo gorduroso de abelhas Bombus atratus.

Como definido em outros trabalhos, os trofocitos e endcitos reagem a
xenobidticos estressores, respondendo ao processo de desintoxicagdo do
organismo das abelhas. Através das analises de morfologia, coradas por
Hematoxilina e Eosina ficam evidente os danos a essas células quando
administrado doses de 110 pg.L™" Hg, onde os endcitos apresentam seus

nucleos picnéticos e os nucleos dos trofécitos perdem sua forma ramificada.

A condensacdo da cromatina dos nucleos dos endcitos indicam o
processo de morte celular e a perda da forma dos nucleos dos trofécitos
indicam perda da funcao destas células, sendo o processo de morte celular

confirmado pela coloragao por Acridine Orange.

A imunomarcacado de SOD e P450 foram aumentadas nas duas células
e sugerem um aumento da expressdo génica de forma a aumentar a
quantidade de enzimas como uma resposta das células ao xenobidtico, de
forma a promover a metabolizagdo do mercurio, como também uma resposta

ao estresse oxidativo gerado pelo metal no metabolismo das abelhas.

Estes dados ajudam a entender a atuagdo das células do corpo
gorduroso frente a acao de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo, e a

intensa participagdo das células do corpo gorduroso frente ao xenobidtico,
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indicado pela resposta na produgao de SOD pelos trofdcitos que se equipara

ao enaocito e a expressao de P450 pelos endcitos.

Assim, podemos apresentar as células do Sistema Hepatonefrocitico
como um bom biomarcador para avaliar os impactos de metais em abelhas

Bombus atratus.

Como prospeccgao de continuagao deste trabalho e complementacéo de
dados sugere-se o estudo de identificagdo dos contaminantes metalicos
existentes nas flores e folhas das arvores onde as abelhas para este estudo
foram coletadas, bem como uma analise dos metais presentes no corpo das
abelhas, utilizando, por exemplo, a metodologia de analise por meio de
espectroscopia de emisséo 6ptica com plasma (ICP-OES).

Por fim, além dos objetivos alcancados nesta tese, definidos e
apresentados na secdo 2, espera-se que este trabalho contribua frente a
sociedade com a popularizagao e circulacdo do conhecimento produzido nas
Universidades, instigado por questdes socioambientais, buscando promover a
educacao ambiental e a conscientizacdo publica da conservagao, para que,
como sociedade, consigamos estar alinhados e cumprir 0 que dita o Artigo 225
da Constituicdo Brasileira: “Todos tém direito ao meio ambiente
ecologicamente equilibrado, bem de uso comum do povo e essencial a sadia
qualidade de vida, impondo-se ao poder publico e a coletividade o dever de

defendé-lo e preserva-lo para as presentes e futuras geragdes”.
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