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RESUMO 

Além dos estressores ambientais, as abelhas nativas brasileiras são 

continuamente expostas a agentes estressores bióticos, como parasitas e 

patógenos e a estressores abióticos, como pesticidas e metais. Contaminantes 

metálicos como o mercúrio (Hg), apresentam a capacidade de induzir as 

abelhas à geração de espécies reativas de oxigênio (ERO), ocasionando o 

estresse oxidativo. Nesse contexto foi estudada a marcação de enzimas 

relacionadas à resposta celular, especificamente as chaperonas (Heat Shock 

Proteins) Hsp70 e Hsp90, o citocromo P450 e a superóxido dismutase (SOD) 

em células do Sistema Hepatonefrocítico (SHN) de Bombus atratus, expostas 

ao Hg. Operárias de B. atratus foram coletadas no munícipio de Sorocaba, SP, 

durante os meses de fevereiro a março de 2017, 2018 e 2019. Após a coleta, 

as operárias foram colocadas individualmente em caixas para o ensaio 

toxicológico e mantidas em incubadora a 26o C, 70% de umidade, no escuro, 

por 48 horas, conforme recomendações da OECD. Foram utilizadas 11 

operárias para cada grupo sendo oferecido a ambos alimentação sólida 

(extrato de soja, mel e pólen, proporção 1:1:1) e ao grupo exposto 2mL de uma 

solução de Hg à concentração de 110 µg L-1, (110ppb Hg) e ao grupo controle 

água não contaminada. Após 48h os animais foram crio-eutanasiados e os 

tecidos que compõem o SHN foram dissecados e processados para análises 

morfológicas e de imunofluorescência. Quando comparadas às abelhas 

controle, o grupo exposto apresentou aumento da marcação de P450 e SOD, 

indicando o papel dos trofócitos e enócitos na primeira resposta frente à 

contaminação por metal, representado pelo aumento da expressão de enzimas 

de desintoxicação de fase I (P450) e de resposta primária ao estresse oxidativo 

(SOD). As chaperonas Hsp70 e Hsp90 tiveram redução na marcação, fato que 

pode estar ligado a origem de coleta das abelhas em campo para 

experimentação. Estes dados corroboram a tese de que o Sistema 

Hepatonefrocitico é uma região responsiva ao estresse e, portanto, ideal para a 

avaliação de biomarcadores em nível celular e subcelular e a expressão de 

enzimas por células desse sistema podem servir como um marcador celular do 

status fisiológico de abelhas nativas brasileiras. 

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



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, (23º34'53.1''S 47º31'29.5 ''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 µg 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 I 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. INTRODUÇÃO 

Devido à grande diversidade de habitats das abelhas e também devido a 

sua grande capacidade de percorrer longas distâncias e diferentes paisagens 

geobotânicas, são consideradas espécies bioindicadoras de contaminação ou 

estresse ambiental (BOGDANOV et al., 2003; FREDES; MONTENEGRO, 

2006). Esses organismos possuem sistema de respiração traqueal, onde as 

trocas gasosas ocorrem por meio de um sistema de túbulos internos (traqueias) 

que permeiam e penetram os órgãos e tecidos, abrindo-se em perfurações 

(espiráculos) no tegumento (CRUZ-LANDIM, 2009). Esse sistema permite que 

os insetos sejam diretamente atingidos por todo tipo de contaminação 

ambiental por contato e, inclusive, por ingestão de resíduos poluentes, ou 

xenobióticos (BOGDANOV et al., 2003; CRUZ et al., 2010). 

As abelhas do gênero Bombus, pertencentes à família Apidae, reúnem 

aproximadamente 240 espécies eussociais primitivas de vital importância 

ecológica (WILLIAMS, 2005), visto que, são responsáveis pela manutenção da 

diversidade e abundância de muitas espécies vegetais em áreas de floresta 

natural e regiões urbanas (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2003; KLEIN et al., 

2007).  

Seu potencial de polinizador de longa distância lhes permite visitar 

numerosas flores antes do retorno à colônia. Por serem abelhas grandes 

podem suportar uma maior carga de pólen e forragear mesmo em condições 

adversas. Além disto, possuem estruturas especializadas que lhes garante 

aperfeiçoar o processo de polinização, como a presença de uma glossa longa 

que alcança até mesmo flores com corolas tubulares. Estas abelhas 

apresentam comportamento de vibração do tórax, agitando as anteras e 

liberando o pólen; este comportamento é de extrema importância para 

aumentar a variabilidade ou mesmo para que ocorra a polinização cruzada em 

determinadas espécies vegetais, como por exemplo, o tomate e maracujá 

(BENAVIDES, 2008). 

Nas regiões tropicais, este gênero de abelha está mais adaptado às 

regiões de baixa altitude. O Brasil apresenta somente seis espécies deste 

gênero, constituindo uma área periférica de distribuição do gênero Bombus 

(SAKAGAMI, 1976; MICHENER, 2007).  
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As espécies B. morio e B. atratus são abundantes no sul e sudeste do 

país e as áreas ocupadas por ambas se sobrepõem. 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 países do Leste Europeu, sendo que quatro delas estão 

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 Illinois, 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 

Ilinois e praticamente não é mais encontrada em regiões onde se achavam em 

abundância, como no Canadá (CAMERON et al., 2011). Populações da 

espécie B. occiddentalis, muito utilizada para polinização em estufa nos EUA, 

estão decrescendo drasticamente (CARSWELL, 2015). No Brasil existem 

registros do declínio e desaparecimento de B. bellicosus no Paraná e Santa 

Catarina (MARTINS; MELO, 2010). 

Nos fragmentos de Mata Atlântica e Cerrado da UFSCar, Campus de 

Sorocaba, as espécies mais abundantes são B. morio e B. atratus e 

recentemente temos encontrado uma prevalência aparentemente alta de larvas 

endoparasitas de moscas em ambos os gêneros (ABDALLA et al., 2018; 

NOGUEIRA et al., 2019). 

Pouco se tem estudado a respeito do impacto de metais traço nas 

abelhas nativas e neotropicais que ocorrem no Brasil e raras são as pesquisas 

utilizando os órgãos internos destas abelhas para a avaliação de 

biomarcadores em nível celular e/ou subcelular. Os níveis de mercúrio nos 

produtos apícolas (mel, cera, pólen e própolis) têm preocupado os 

pesquisadores não só por ser deletério aos seres humanos, mas também às 

abelhas (BATELKOVÁ et al., 2012; CARRERO et al., 2013; MAGGID et al., 

2014).  

O mercúrio é um metal extremamente tóxico aos animais, ocorrendo na 

forma metálica (elementar), orgânica (metilmercúrio) e inorgânica (forma 

catiônica bivalente ou mercúrica; forma monovalente ou mercuroso). A forma 
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orgânica tem sido a mais bem estudada em toxicologia e afeta diretamente o 

sistema nervoso central dos animais. Em contrapartida, o mercúrio catiônico 

bivalente (ou mercúrico, inorgânico), afeta os rins e o fígado e é igualmente 

cada vez mais encontrado nos ambientes, apesar das políticas internacionais 

de restrição do seu uso (MMA, 2013). O mercúrio é biocumulativo, podendo 

contaminar todas as espécies vegetais, inclusive o néctar e as sementes, como 

também pode afetar sua germinação e crescimento (ZHOU et al., 2007, MMA, 

2013).  

Dados na literatura sobre estudos com Bombus atratus estão em 

expansão e a cada ano novas informações são agregadas ao estado da arte 

sobre essa espécie de abelha. Como exemplo, vários trabalhos recentes 

apontam a detecção inédita de patógenos em Bombus atratus como o 

nematóide Sphaerularia bombi (PLISCHUK; LANGE, 2012), o ácaro 

Locustacarus buchneri (PLISCHUK; POCCO; LANGE, 2013), o vírus Lake 

Sinai (GAMBOA et al., 2015) e até mesmo uma espécie de microsporídeo até 

então não catalogado, com nome proposto de Tubulinosema pampeana sp. 

(PLISCHUK et al., 2015). Pode-se citar também o primeiro estudo da 

expressão de Hsp70 no corpo gorduroso de Bombus atratus, que foi realizado 

no mesmo laboratório onde esta pesquisa foi realizada por Nogueira et al. 

(2019). 

A busca em bancos de dados ilustra a razão 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 são 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 informações sobre Bombus atratus o presente trabalho 

avaliou o impacto de um contaminante metálico nas células do corpo gorduroso 
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e células pericárdicas do Sistema Hepatonefrocítico, que atuam nos processos 

de desintoxicação e metabolização das abelhas. Assim, definiu-se a pergunta 

norteadora deste trabalho: a atividade de desintoxicação de abelhas Bombus 

atratus encontradas na natureza é modificada quando expostas ao mercúrio 

em concentração residual (concentração encontrada nos potes de mel de 

abelhas nativas)? 

É importante salientar que o estudo se originou da preocupação de que, 

apesar das políticas de restrição do mercúrio, este está bioacumulado em 

vários ecossistemas, devido há anos de ingerência e falta de políticas públicas 

para seu descarte correto (CETESB, 2014; SINIR, 2015; CASTILHOS; 

DOMINGOS, 2018).  É assustador pensar que mesmo em regiões que não 

estão próximas às regiões mirenadoras, têm-se encontrado mercúrio nos potes 

de mel de abelhas nativas (TOPORCÁK et al., 1992; CARRERO et al., 2013). A 

situação de garimpos ilegais na região da Amazônia, os desastres ambientais 

de barreiras de minério, como ocorrido em Brumadinho (MG), nos fez 

considerar que o estudo sistêmico do efeito do mercúrio em abelhas nativas 

faz-se necessário. 

A hipótese a ser testada é que as células do Sistema Hepatonefrocítico 

(trofócitos, enócitos e células pericárdicas) das operárias de Bombus atratus 

respondem de forma protetiva quando são expostas de forma aguda a uma 

concentração residual de mercúrio, levando a manutenção da homeostase das 

abelhas. 

Para entender como os trofócitos e enócitos atuam na desintoxicação do 

mercúrio, 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 expressão de duas proteínas de estresse (Hsp70 e Hsp90) 

envolvidas no processo de síntese, dobramento correto e degradação de 

proteínas, sendo um mecanismo de defesa que permite que a célula se adapte 

e sobreviva em situações ambientais adversas. 

O artigo intitulado “Marcação de P450 e Superoxido Dismutase em 

células do corpo gorduroso de operárias de Bombus atratus expostas à 
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concentração residual de mercúrio” apresenta os dados referentes a expressão 

do citocromo P450, uma enzima de Fase I que atua na primeira reação de 

biotransforamação de xenobióticos, e da Superóxido Dismutase (SOD), uma 

enzima antioxidante que protege contra o radical superóxido, uma das 

principais espécies reativas de oxigênio. 

 Assim, para entender como a exposição a quantidade traço de mercúrio 

atua no organismo das abelhas estudadas, analisou-se o padrão de ocorrência 

da marcação de P450 envolvida na biotransformação de xenobióticos, da 

enzima antioxidante (SOD) que atua nos radicais livres gerados durante o 

processo de biotransformação e de duas chaperonas (Hsp70 e Hsp90) 

expressas tanto no extresse oxidativo ocasionado pelas reações de 

biotransformação quanto pela presença do íon mercúrico, devido ao seu poder 

deletério sobre os microssistemas celulares.  

 

2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar o efeito do Mercúrio em células do Sistema Hepatonefrocítico de 

operárias de Bombus atratus (Hymenoptera, Bombini). 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Comparar a morfologia das células que compõem o sistema 

hepatonefrocítico (trofócitos, enócitos e células pericárdicas), de abelhas 

expostas ao mercúrio (110 µg.L-1) e não expostas. 

2) Estudar possíveis alterações na expressão das chaperonas 

Hsp70 e Hsp90, e as enzimas P450, relacionadas a processos de 

desintoxicação e Superóxido Dismutase (SOD), relacionada a atividade 

antioxidante, por meio de técnica de imunofluorescência nas células do corpo 

gorduroso de abelhas expostas ao mercúrio (110 µg.L-1) e não expostas. 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1 ABELHAS COMO MODELO EXPERIMENTAL 

A utilização de abelhas como modelo experimental para estudar 

doenças humanas apresenta diversas vantagens como a ausência de trâmites 

para aprovação de protocolos éticos, facilidade e baixo custo de manutenção e 

manipulação (WANG et al., 2019). Muitos órgãos das abelhas têm funções 

análogas aos dos vertebrados como o cérebro, o trato gastrointestinal, o corpo 

gorduroso (fígado e adipócitos dos vertebrados) e células pericárdicas (rins dos 

vertebrados) (ABDALLA; DOMINGUES, 2015; TOPRAK, 2020). 

Muitas rotas metabólicas também se apresentam altamente conservadas 

ao longo da filogenia, como transporte e metabolismo de glicose, síntese e 

armazenamento de lipídios, síntese de trealose, via de sinalização 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 não humanos, apontando a possibilidade de utilização do cérebro das 

abelhas para estudos de relação entre oscilações cerebrais e cognição, 

podendo os resultados serem extrapolados para humanos. Wang et al. (2019) 

apresentam a utilização de abelhas Apis mellifera como modelo para estudo de 

doenças humanas relacionadas a microbiota intestinal como obesidade, 

diabetes e doenças neurodegenerativas. Shpigler et al. (2017) utilizaram Apis 

mellifera para estudo de sociobiologia, apontando a conservação de genes 

correlatos ao distúrbio do espectro autista em humanos com genes associados 

à responsividade social em abelhas.  

O interesse científico 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 padrões durante o vôo e a 

intensa pesquisa sobre fatores bióticos e abióticos que contribuem para o 

fenômeno mundial do desaparecimento das abelhas (VANBERGEN; 

INITIATIVE, 2013; RICHARDSON, 2017; BALSAMO et al., 2019). 
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3.2 ABELHAS DO GÊNERO Bombus 

O gênero Bombus pertence à Família Apidae, subfamília Apinae, tribo 

Bombini, onde encontram-se as mamangavas, cuja etimologia da palavra vem 

do tupi “Mama’nga”, podendo ser escrita ainda como mamangaba ou mamangá 

e significa “abelha de grande porte”. Popularmente são conhecidas como 

“mamangava de toco”, que são as espécies de abelhas não sociais Xylocopa e 

as “mamangavas de chão” que são as abelhas eussociais primitivas do gênero 

Bombus (GARÓFALO, 2005). 

Estas abelhas contam com cerca de 250 espécies diferindo entre si por 

poucas estruturas anatômicas, sobretudo por diferenças nas ornamentações 

cuticulares que ocorrem nas genitálias masculinas e femininas, nas venações 

das asas e a forma da mandíbula (ABRAHAMOVICH et al., 2005; MICHENER, 

2007). São abelhas pilosas, com variação nas colorações corporais e com 

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

O gênero Bombus é tipicamente holártico, bem adaptado ao clima frio e 

com maior diversidade de espécies e subgêneros no paleártico do que no 

neártico e neiotrópico (WILLIAMS, 1998; MICHENER, 2007). Essas abelhas 

robustas e pilosas possuem adaptações termorregulatórias 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 áreas 

montanhosas ou em latitudes elevadas do Oriente e Paleoártico 

(aproximadamente 175 espécies), declina na América do Norte 

(aproximadamente 60 espécies) e reduz fortemente na América do Sul 

(aproximadamente 22 espécies), onde ocupam áreas não montanhosas 

(WILLIAMS, 1998; FRANÇOSO, 2015). A distribuição natural de abelhas 

Bombus no mundo pode ser observada na Figura 1. 
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Figura 1 – Ocorrência natural de abelhas do gênero Bombus no mundo. As 

marcações indicam o número de espécies encontradas na região, com destaque para 

a região chinesa de Sichuan, marcada pelo círculo branco, local onde é encontrado o 

maior número de espécies no mundo. 

Fonte: Natural History Museum (2020). Disponível em: 

<https://www.nhm.ac.uk/research-curation/research/projects/bombus/introduction 

.html> Acessado em 10/06/2020. 

 

As abelhas podem ter vários graus de sociabilidade. Abelhas solitárias 

criam seus ninhos e fornecem alimento para sua prole (alimentação massal), e, 

após oviposição, os operculam deixando a cria se desenvolver sozinha. 

Algumas abelhas fornecem alimento e cuidam da prole durante a maturação, 

deixando-as em seguida, sendo classificadas como abelhas subsociais. 

Abelhas eussociais apresentam várias características singulares, como uma 

colônia perene, com produção e armazenamento de alimento, presença de 

uma rainha morfologicamente diferente das operárias, aonde a rainha não 

consegue sobreviver sozinha, pois não tem a capacidade de forragear, e as 

operárias não têm a capacidade de formar novas colônias, pois não 

conseguem acasalar, por serem inférteis (MICHENER, 2007). 
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Algumas abelhas apresentam o comportamento que pode ser 

classificado como eussocial primitiva, onde pode-se incluir a tribo Bombini. 

Nesta situação as colônias se iniciam com uma única abelha, que desenvolve 

todas as funções necessárias para construir o ninho, forrageamento, 

ovoposição e alimentação das larvas. Após a emergência das abelhas filhas, 

ocorre a divisão do trabalho entre a fundadora do ninho (rainha) e as operárias. 

Neste caso, a rainha e operárias são morfologicamente iguais, diferindo no 

tamanho, fisiologia e comportamento. Essas colônias são tidas como 

temporárias, com duração de aproximadamente um ano, pois com a 

maturidade das operárias e emergência de novas rainhas, a colônia se separa 

e pode definhar e acabar (MICHENER, 2007). 

As abelhas do gênero Bombus constituem um grupo de abelhas 

eusociais primitivas e apresentam-se amplamente distribuídas pelo mundo, 

adaptadas a vários ambientes tendo distribuição geográfica desde o nível do 

mar até os 4400m de altitude nos Andes. Na América do Sul, contam com uma 

distribuição de 21 espécies, sendo que no Brasil são observadas seis espécies, 

onde listam-se B. atratus, B. bellicous, B. brasiliensis, B. brevivillus, B. morio e 

B. transversalis. (GARÓFALO, 2005, BENAVIDES, 2008). A Figura 2 apresenta 

a distribuição dessas espécies no Brasil. 

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

 

 

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

Em regiões temperadas as abelhas do gênero Bombus apresentam ciclo 

de vida anual (VELTHUIS; VAN DOORN, 2006), já no Brasil não se sabe ao 

certo se apresentam um ou dois ciclos anuais (GARÓFALO, 2005). As colônias 

de Bombus não são perenes, apresentando duas fases diferentes, uma inicial 

ou solitária e outra, após o surgimento das primeiras operárias. 

A Figura 3 representa a estrutura do ninho de abelhas Bombus atratus, 

indicando as células de ovoposição, potes de pólen, pupa operculada, rainha e 

operárias. Na imagem é possível observar a diferença entre os tamanhos das 

operárias em comparação a rainha.  

Figura 3 – Estrutura de colônia de Bombus atratus. 

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

 

O ciclo biológico da colônia começa com uma rainha jovem solitária 

fecundada que após hibernação, nos países de clima tropical (período que 

ocorre na primavera), inicia a atividade de forrageamento, buscando um local 

para realizar a construção e aprovisionamento de seu ninho (geralmente 

cavidades no solo) para iniciar uma nova colônia. As espécies desse gênero 
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nidificam em substratos naturais diferentes, como no solo, ou em câmaras de 

sauveiros abandonados, ocos de madeiras e também em cupinzeiros 

(BENELLI, 2013; NEIVA, 2015).  

Depois de construído o ninho, a rainha irá ovipositar seus primeiros ovos 

diplóides, originando as primeiras operárias. No início da fundação do ninho a 

rainha forrageia a procura de néctar e pólen, porém após a emergência das 

primeiras operárias, ela se mantém dentro do ninho e passa a realizar somente 

a função reprodutiva (GOULSON, 2010; BENELLI, 2013). Da ovoposição a 

emergência, 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 operárias, que se encontram agora aptas a realizar a 

manutenção, coleta de alimentos e crescimento da colônia. A fase eussocial, 

ocorre como o surgimento da segunda geração de operárias (GOULSON, 

2010; BENELLI, 2013). 

A dominância da rainha sobre as operárias é realizada através de 

agressões físicas não ritualizadas e ausência de feromônios, diferentemente do 

que ocorre nos meliponíneos e em Apis, respectivamente (VELTHUIS; VAN 

DOORN, 2006). À medida que a colônia vai aumentando, a rainha perde sua 

dominância e operárias com ovários desenvolvidos começam a ovipositar ovos 

haplóides que originarão machos. Nesta fase, as operárias não poedeiras 

podem comer os ovos postos por outras operárias e a organização social da 

colônia é desestruturada. A rainha, então, começa a produzir rainhas que irão 

se acasalar com os machos de outros ninhos próximos e fundar outra colônia. 

Os machos filhos das operárias saem do ninho após 3-4 dias de emergência, 

podendo variar entre as espécies deste gênero (GARÓFALO, 2005, 

BENAVIDES, 2008). 

Segundo Garófalo (2005) as rainhas novas podem ser separadas em 

três grupos: um deles é formado por aquelas que logo abandonam a colônia 

para estabelecer seus próprios ninhos; o outro grupo é formado pelas rainhas 

que após acasalarem iniciam posturas no ninho materno e, o último grupo é 

formado pelas rainhas que permanecem na colônia trabalhando como se 
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fossem operárias. Essas rainhas podem ser fecundadas e, em média, 

permanecem na colônia por trinta dias embora algumas possam permanecer 

por até setenta dias. A rainha velha pode ser morta pelas operárias antes ou 

após a emergência das rainhas filhas (GARÓFALO, 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 hibernação (GOULSON, 

2010).  

A Figura 4 apresenta os resultados obtidos por Cameron e Jost (1998) 

mostrando as novas rainhas e seus territórios dentro do ninho, no decorrer de 

15 dias. 

Figura 4 – Evolução da dominância de jovens rainhas em colônia de B. atratus. Os 
números apresentam as rainhas numeradas e os dias estão representados ao lado 
das caixas. Pode-se notar a existência de 9 rainhas no dia 1 e a dominância da rainha 
6 a partir do dia 15. 

 

Fonte: Adaptado de Cameron e Jost (1998). 

 

Independentemente de seu ciclo biológico ou grau de socialidade, todas 

as abelhas estão sujeitas a exposição a agentes contaminantes. No entanto, é 

durante a fase solitária e a fase das atividades de forrageamento das primeiras 

operárias, que as abelhas da espécie Bombus apresentam uma taxa de risco 

muito superior à das abelhas eussociais avançadas (meliponíneos e Apis), ao 

se levar em consideração o comprometimento da integridade e sobrevivência 

da colônia. Sendo consideradas as maiores responsáveis pela manutenção da 

diversidade e abundância de muitas espécies vegetais em áreas de floresta 
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natural e regiões urbanas, devido as suas atividades de polinização 

(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 é um ninho 

potencialmente extinto. 

 

3.4 SERVIÇOS DE POLINIZAÇÃO  

As mamangavas têm muita importância na polinização, atuando na 

vegetação nativa e também nos cultivares. Comparadas às abelhas Apis 

mellifera são mais ágeis, podendo visitar mais flores durante o forrageamento e 

seu tamanho favorece que consigam carregar mais pólen e também 

conseguem um melhor contato com os estames e pistilos do que insetos de 

menores tamanhos (HEINRICH, 2000; KOPPERT, 2007).  

As distâncias percorridas pelas abelhas em atividades de forrageamento 

variam no tempo e no espaço com base na disponibilidade de recursos do 

ambiente em que estão (TORNÉ-NOGUERA et al., 2014). Há indícios 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, áreas vegetais muito fragmentadas não são atrativas 

para espécies de Bombus, demonstrando que algumas espécies são mais 

vulneráveis á fragmentação do habitat (MAYER et al., 2012). 

A distância de forragemento das abelhas está relacionada com seu 

tamanho (GREENLEAF et al., 2007; TORNÉ-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 distâncias mais 

comuns de forrageamento são entre 250m e 2 Km, (KNIGHT et al., 2005; 

HAGEN et al., 2011; JHA; KREMEN, 2012; REDHEAD et al., 2016). 

A polinização é considerada um serviço ecossistêmico e seu valor pode 

ser mensurado quando comparado a dados sobre a produção de alimentos. 

Em 2016, um relatório da Plataforma Intergovernamental de Políticas 

Científicas em Serviços de Biodiversidade e Ecossistemas quantificou os 

valores dos serviços de polinização mundial, sendo estimado entre US$235 e 
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US$577 bilhões anuais e ainda que, na falta de polinizadores, seria detectado 

uma perda líquida anual entre US$160 e US$490 bilhões (IPBES, 2016).  

Das 191 plantas silvestres e cultivadas, relacionadas a alimentação 

brasileira, Giannini et al. (2015) analisaram 85 cultivares dependentes de 

polinização e estimaram que a polinização relacionada a produção agrícola no 

Brasil é de aproximadamente US$12 bilhões. Mais recentemente, um relatório 

da Plataforma Brasileira de Biodiversidade e Serviços Ecossistêmicos, 

analisando dados de 67 cultivares nacionais dependentes de polinizadores, 

estimou o valor da polinização na produção de alimentos no país, em 2018, em 

cerca de R$43 bilhões (BPBES, 2019). 

Devido sua resistência a doenças e alta capacidade produtiva de mel, no 

Brasil, a abelha Apis mellifera é amplamente utilizada para obtenção de 

produtos apícolas e, consequentemente, é mais facilmente e amplamente 

utilizada como polinizadora de cultivares (MORAIS et al., 2012; PÉREZ-

MÉNDEZ et al., 2020), porém essas abelhas não são necessariamente as 

espécies polinizadoras mais eficientes, uma vez que não maximizam a 

polinização de algumas culturas em comparação às abelhas nativas 

(GARIBALDI et al., 2013; GRASS et al., 2018). 

Esse fato pode ser exemplificado na Figura 5, que apresenta um 

exemplo de polinização do maracujazeiro, realizado por abelhas do gênero 

Bombus. Devido ao seu tamanho, ao visitar a flor, o tórax da abelha entra em 

contato com as anteras, onde fica aderido o pólen. Ao visitar a próxima flor, o 

tórax coberto de pólen entra em contato com os estigmas dessa flor, realizando 

a polinização. (SILVA et al., 2014a). Abelhas A. mellifera podem visitar essas 

flores, porém não conseguem polinizá-la devido seu menor tamanho (BPDES, 

2019). 
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Figura 5 – Polinização da flor de maracujá, aonde a abelha coleta o pólen em seu 
dorso na antera da planta A e a leva até o estigma da planta B. 
 
 

 
 

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

 

A polinização realizada por Bombus atratus é efetiva para diversas 

culturas como maracujá (Passiflora edulis), berinjela (Solanum melongena) 

(SILVA et al., 2014b), girassol (Helianthus annuus) (CORTOPASSI- LAURINO 

et al., 2003) bem como a vegetação nativa, visitando e polinizando benjoeiro 

(Styrax ferrugineum), jurubeba ou joá-manso (Solanum paniculatum), fruta de 

lobo (Solanum lycocarpum), picão (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 vibração do tórax 

durante a polinização. Esse comportamento auxilia na polinização vibracional 

de espécies vegetais que possuem anteras poricidas, que é o caso da família 

Solanaceae que representa muitas culturas economicamente importantes como 

tomate (Solanum lycopersicum), batata (Solanum tuberosum) e pimentão 

(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, abóbora, abobrinha (BPBES, 2019). 

No cultivo de pimentão, a utilização de Bombus atratus na polinização 

aumentou em 30% o tamanho e o peso seco do fruto e 60% o número de 

sementes em comparação aos cultivares com autopolinização, onde foi 

detectado que 30% da produção de frutos apresentavam malformação (RIANO 
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et al., 2015). Quando avaliada a produção de dois tipos de morango (Camino 

Real e Ventana) a polinização 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 não polinizadas (POVEDA 

CORONEL et al., 2018).  

Pérez-Méndez et al. (2020) analisaram cultivares de maçãs com três 

tipos de polinização: manual, por Apis mellifera e por Bombus atratus e 

concluíram que macieiras produziam menos da metade de maçãs quando não 

eram polinizadas por B. atratus, mesmo quando polinizadas por A. mellifera. 

Quando convertido em valores monetários, a presença de B. atratus mais que 

dobrou o lucro, apresentando um rendimento médio de US$16.302 por hectare 

em comparação 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 econômicos negativos (GOULSON et al., 2015; PÉREZ-

MÉNDEZ et al., 2020) 

A problemática da diminuição de polinizadores, em especial das abelhas 

já foi reportada em várias partes do mundo com relatos de colônias de Apis 

mellifera e de espécies do gênero 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 fenômeno deixou de ser um 

caso natural e esporádico, havendo relatos cada vez mais frequentes de casos 

drásticos (UNDERWOOD; VANENGELSDORP, 2010).   

No Brasil, a falta de monitoramento de polinizadores em longo prazo 

dificulta a avaliação da manutenção de suas populações, embora o declínio, 

por questões climáticas, já tenha sido previsto em estudos de modelagem 

(GIANNINI et al., 2017) e detectado como consequência de diversas atividades 

como desmatamento, alteração e perda de habitats, uso indiscriminado de 

agrotóxicos e atividades de mineração e industriais (FITZPATRICK et al., 2007; 

SANTOS, 2010; BPBES, 2019). 
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Assim, o crescente desaparecimento de populações das abelhas se 

relaciona diretamente ao declínio na polinização, comprometendo tanto a 

qualidade ambiental quanto a produtividade agrícola, uma vez que estes 

polinizadores são utilizados em diversas monoculturas (IMPERATRIZ-

FONSECA; NUNES-SILVA, 2010). Ainda, as abelhas do gênero Bombus 

constroem seus ninhos no solo, podendo ser destruídos decorrente de 

atividades agrícolas e agropecuárias (BENAVIDES, 2008). 

De acordo com Porrini et al. (2003), estudos de toxicologia clássica, com 

dados sobre mortalidade e sobrevivência não são suficientes para se avaliar os 

efeitos reais que xenobióticos geram nos indivíduos, uma vez que, se tratando 

de doses subletais, tipicamente não é observada a morte do grupo 

experimental (BALSAMO et al., 2019; NOGUEIRA et al., 2019). 

Estudos ecotoxicológicos com abelhas nativas brasileiras, como Bombus 

atratus são ainda pouco explorados, sendo a maior parte dos trabalhos 

voltados às abelhas Apis mellifera. Aliado a isto, pouco se sabe sobre os 

efeitos de estressores ambientais nos órgãos internos dessas abelhas 

(ABDALLA; DOMINGUES, 2015). O Sistema Hepatonefrocítico (SHN) é um 

órgão relevante para essa análise, uma vez que o conjunto de células 

associadas nesse sistema atuam em processos de desintoxicação e estão 

diretamente em contato com os contaminantes circulantes na hemolinfa  

(ABDALLA; DOMINGUES, 2015; SKALDINA; SORVARI, 2017; BALSAMO et 

al., 2019). 

3.5 SISTEMA HEPATONEFROCÍTICO 

Conforme apresentado por Abdalla e Domingues (2015), o SHN é 

formado por uma associação de tecidos localizados ao redor do vaso dorsal, 

apresentando um arranjo espacial definido, sendo identificado na porção mais 

externa a camada do corpo gorduroso, constituído da associação de trofócitos 

e enócitos que envolve uma camada de células pericárdicas e permeando 

entre esses tecidos, encontram-se os hemócitos.  

Esse sistema desempenha funções importantes na regulação da 

homeostase da hemolinfa, assim como na remoção e/ou inativação de 

toxicantes e prevenção contra o estresse oxidativo, preservando os órgãos 
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internos e o cérebro da contaminação por toxicantes. Dessa forma, as células 

do SHN são altamente responsivas a substâncias tóxicas, como os metais e 

outros xenobióticos, tornando-se um eficiente biomarcador para estudos de 

monitoramento ambiental (ABDALLA; DOMINGUES, 2015, BERTOLI, 2020). 

O distúrbio do Sistema Hepatonefrocítico após a exposição a doses 

subletais de xenobióticos não está necessariamente associado a um aumento 

nas taxas de mortalidade, uma vez que as abelhas expostas podem responder 

aos xenobióticos por meio do SHN e manter assim, a sua sobrevivência 

(DOMINGUES et al., 2017; BALSAMO et al., 2019). Assim, hipoteticamente, as 

abelhas podem manter sua homeostase através do SHN, com as atividades de 

filtração, desintoxicação e biodisponibilidade dos xenobióticos para os túbulos 

de Malpighi (GREGORC et al., 2016). Por esse motivo, as abelhas expostas a 

um determinado xenobiótico ou a um estressor biótico podem não morrer 

agudamente, uma vez que o SHN pode mascarar os efeitos tóxicos 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 

implicações mais prováveis causadas por um estressor específico, 

considerando que as células que compõem o SHN têm múltiplas funções 

(ADAMCZYK et al., 1996; ROMA et al., 2010; CHAPMAN, 2013), e atuam em 

múltiplos órgãos e sistemas das abelhas, como o sistema nervoso, 

metabolismo intermediário, desenvolvimento dos ovários, respostas imunes, 

sistema de proteção antioxidante e metaloproteínas (ABDALLA; DOMINGUES, 

2015; DOMINGUES et al., 2017; SKALDINA; SORVARI, 2017). 

3.6 CORPO GORDUROSO  

O corpo gorduroso é um tecido de preenchimento distribuido pelo corpo 

do inseto, presente em duas formas: uma camada perivisceral, localizada ao 

redor dos orgãos e camada parietal, localizada adjacente ao tegumento. Está 

presente no interior de apêndices externos, cabeça, tórax e abdomen, sendo 

neste último mais abundante (CRUZ-LANDIM, 2009; CHAPMAN, 2013). 

Esse tecido apresenta um desenvolvimento na fase embrionária por 

meio de uma hiperplasia e especialização de células existentes e recebe esse 
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nome devido a sua grande capacidade de armazenar os nutrientes 

provenientes do alimento ingerido no estágio larval (LOCKE, 1998; CHAPMAN, 

2013). Está localizado na hemocele, conectado por músculos, tecido conjuntivo 

e traqueias e a facilidade de comunicação 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 combinação das funções de armazenamento (tecido adiposo) e funções 

metabólicas (fígado e rins dos vertebrados) (DEAN; LOCK; COLLINS, 1985; 

ABDALLA; DOMINGUES, 2015). 

A comparação deste tecido ao fígado dos vertebrados vêm da função do 

corpo gorduroso na neutralização e armazenamento de substâncias não 

utilizadas no metabolismo do inseto, absorvendo e acumulando o excesso de 

nutrientes presentes na hemolinfa, bem como realizando processos de 

desintoxicação e também liberando na hemolinfa outros compostos metabolitos 

úteis ao organismo (CHAPMAN, 2013). Com isso, atua tanto na metabolização 

de xenobióticos (LYCETT et al., 2006; ABDALLA; DOMINGUES, 2015), como 

na regulação da composição química da hemolinfa (CRUZ-LANDIM, 2009), 

podendo também atuar nos processos de muda da cutícula (POSTLETHWAIT; 

GIORGI, 1985; VALLE, 1993). 

Nas abelhas o corpo gorduroso é constituído basicamente pelos 

trofócitos e pelos enócitos (CRUZ-LANDIM, 2009). Os trofócitos possuem um 

formato irregular, assumindo formas arredondadas ou poligonais, e possuem 

um núcleo grande, irregular, geralmente deslocado da região periférica da 

célula, com diferentes tipos de substâncias armazenadas em seu citoplasma 

(CRUZ-LANDIM, 2009; CHAPMAN, 2013). 

Apresentam como característica ultraestrutural serem suportados por 

uma fina lâmina basal e com seu citoplasma possuindo retículo endoplasmático 

rugoso predominantemente e regiões de complexo de Golgi, bem como várias 

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

Os enócitos apresentam uma origem ectodérmica e aparecem 

distribuídos entre os trofócitos, sendo presentes no corpo gorduroso parietal e 
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perivisceral. São células esféricas ou ovaladas, com citoplasma acidófilo, 

possuindo um núcleo central, poucas mitocôndrias e grandes áreas com 

retículo endoplasmático agranular e vacúolos digestivos. As funções 

metabólicas realizadas pelos enócitos ainda não foram totalmente definidas, 

mas acredita-se que estas células atuem sintetizando lipídios ou complexos 

lipoproteicos (ROMA et al., 2010). 

Devido a sua capacidade de adaptação às necessidades fisiológicas, 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 reprodução do inseto (ARRESE; 

SOULAGES, 2010). Assim, no caso do contato das abelhas com algum 

xenobiótico e processo de intoxicação, esse tecido reage, tentando regular a 

homeostasia do indivíduo, bem como iniciando o processo de desintoxicação, 

tornando as células desse tecido um ótimo biomarcador (ABDALLA; 

DOMINGUES, 2015; DOMINGUES et al., 2017; BALSAMO et al., 2019). 

3.7 BIOMARCADORES  

A investigação e detecção de um composto tóxico no ambiente pode 

confirmar a presença do xenobiótico, porém não indica os efeitos prejudiciais 

que esse contaminante possa provocar nos organismos daquele ambiente 

(RAMSDORF, 2007; FRANCO, 2012). Pode-se então, estabelecer 

comparações entre os efeitos adversos gerados nesses organismos frente os 

níveis de exposição do contaminante, usando de bioindicadores para avaliar os 

efeitos do xenobiótico nos organismos expostos (VAN DER OOST et al., 2003; 

RAMSDORF, 2007). 

Um biomarcador pode ser definido como uma alteração na resposta 

biológica (variando de respostas moleculares a respostas celulares e, 

fisiológicas a alterações comportamentais) que pode estar relacionada à 

exposição ou efeitos tóxicos de produtos químicos, evidenciando uma alteração 

do estado normal do organismo que não é verificada em organismos não 

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

Os biomarcadores de exposição podem ser utilizados para avaliar uma 

exposição individual ou em grupo, para um xenobiótico ou seu metabólito, que 
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é medido dentro de um compartimento de um organismo, observando uma 

relação entre a exposição externa e a quantificação interna (POHL et al., 2000; 

AMORIM, 2013). 

Os biomarcadores de efeito são definidos como qualquer alteração 

bioquímica, fisiológica ou outra mensurável dentro de um organismo, geradas a 

partir da exposição e absorção de um xenobiótico, podendo ser utilizado para 

verificação dos efeitos adversos das substâncias nos organismos (POHL et al., 

2000; AMORIM, 2013).  

Os biomarcadores de susceptibilidade são indicadores de uma limitação 

inerente ou adquirida da capacidade de um organismo em responder à 

exposição ao xenobiótico, utilizada para entender o grau de resposta à essa 

exposição (POHL et al., 2000; AMORIM, 2013). 

Portanto, podemos definir a utilização da análise e marcação de enzimas 

envolvidas no processo de desintoxicação de abelhas como biomarcadores de 

efeito frente à exposição de xenobióticos.  

3.8 MECANISMOS DE DESINTOXICAÇÃO 

Um organismo tem duas maneiras principais de eliminar um xenobiótico. 

Pode ser excretado na sua forma original ou ser biotransformado pelo 

organismo. A biotransformação geralmente ocorre para formar um composto 

mais hidrofílico, para ser mais facilmente excretado (VAN DER OOST et al., 

2003). 

O processo de desintoxicação do xenobiótico envolvendo a conversão 

de substâncias lipossolúveis em metabólitos excretáveis solúveis em água 

pode ser dividido em duas fases (ITO, 2014). Na desintoxicação da Fase I, a 

estrutura da toxina é enzimaticamente alterada e torna-se incapaz de interagir 

com os locais-alvo lipofílicos, por meio de reações como oxidação e hidrólise. 

Essa metabolização 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 metabólitos resultantes são passíveis de alterações adicionais, 

chamadas reações de Fase II, que envolvem tipicamente a conjugação de 



32 
 

produtos da desintoxicação da Fase I com moléculas hidrofílicas volumosas, 

como ácido glucurônico e a glutationa, para solubilização e transporte. As 

Glutationa-S-transferases (GST) são as principais enzimas da Fase II, embora 

também possam funcionar como enzimas da Fase I. Outras enzimas da Fase II 

em insetos incluem glicosiltransferases, fosfotransferases, sulfotransferases, 

aminotransferases e glicosidases (XU et al., 2013; ITO, 2014). Podemos ainda 

contar uma terceira fase da desintoxicação, que envolve o transporte de 

conjugados da Fase II para fora das células para excreção. Entre as proteínas 

envolvidas nesse processo estão proteínas de resistência a múltiplas drogas e 

transportadores ABC (ATP binding cassette) (BERENBAUM; JOHNSON, 

2015). As reações principais envolvidas no processo de biotransformação de 

xenobióticos podem ser observadas na Figura 6. 

 
Figura 6: Mecanismos da rota da biotransformação de xenobióticos até formas 
excretáveis.  

Fonte: Adaptado de Torres (2017). 

 

Nos insetos, o citocromo P450 (P450) está envolvido na biossíntese e no 

metabolismo de substâncias endógenas, incluindo feromônios, hidrocarbonetos 

e hormônios cuticulares e desintoxicação de substâncias exógenas, incluindo 

fitoquímicos e inseticidas (FEYEREISEN, 2012). Caracterizar a função de 

P450s específicos é complicado por essa diversidade e, como conseqüência, 
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são conhecidos poucos substratos aonde atuam as P450s de insetos (MAO et 

al, 2015). Ainda, a expressão de P450 varia de acordo com o tecido estudado e 

tem relação 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 dependência de um 

subconjunto de P450 de atividade relativamente generalizada para a maioria 

das reações de desintoxicação do xenobiótico (poucos genes de P450 para 

uma grande variedade de compostos) (GUENGERICH, 2015; MAO et al., 

2017). Assim como os seres humanos são vulneráveis às interações entre 

alimentos e medicamentos, as abelhas também podem ser vulneráveis às 

interações entre produtos químicos sintéticos e dietéticos ingeridos (MAO et al., 

2017). 

3.8.1 ATIVIDADE DO CITOCROMO P450 

Os citocromos P450 são uma superfamília de enzimas monooxigenases 

contendo um grupo heme ligado ao tiolato de cisteína (R-S-Cys), que catalisam 

a transferência de um átomo de oxigênio do oxigênio molecular (O2) para uma 

ampla variedade de substratos biológicos, com o segundo átomo de oxigênio 

sendo reduzido por dois elétrons para uma molécula de água (NAM, 2003).  A 

equação da reação é: 

 

RH + O2 + 2e− + 2H+                     ROH + H2O 

O ciclo catalítico do citocromo P450 pode ser observado na Figura 7. 

 

 

P450 
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Figura 7: Possível rota de reações catalisada pela P450. 

 

Fonte: Adaptado de Nam (2003). 

 

A seguir são 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 rotação com seis 

coordenadas (1), com água como ligante distal deslocável. A ligação do 

substrato (R-H) ao estado de repouso gera um estado férrico de alta rotação e 

cinco coordenadas, (2), que agora possui um local de coordenação vago para a 

ligação do dioxigênio (O2). A conversão do heme férrico de baixo spin para o 

heme férrico de alto spin altera o potencial redox, facilitando assim a redução 

do heme férrico, para gerar um heme ferroso de alto spin e cinco coordenadas 

(3) ao heme ferroso para formar o heme ferroso-dióxido de oxigênio (FeII-O2) 

ou (FeIII-O2), (4) Adição do segundo elétron a (4), presumidamente a etapa de 

limitação da taxa em o ciclo catalítico, produz uma espécie de (FeIII-O2
 2), (5), 

que é protonada para dar um complexo férrico-hidropeóxido (6). (6) resulta em 

clivagem heterolítica da ligação OO para liberar uma molécula de água e gerar 

uma espéciede valência FeIV (7). 

A etapa final do ciclo de reação P450 é a transferência de um átomo de 

oxigênio de (7) para o substrato, para fornecer o produto álcool seguido pela 

regeneração do estado de repouso, ligado à água (1). Em uma reação 
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conhecida como “derivação de peróxido”, doadores de átomos de oxigênio 

únicos, como peróxido de hidrogênio, hidroperóxidos de alquila, perácidos e 

iodosilbenzenos também podem ser usados para gerar produtos oxigenados 

ignorando os intermediários (3) - (5) (NAM, 2003). 

A biotransformação de xenobióticos é uma importante fonte de espécies 

reativas de oxigênio (ERO), que correspondem aos produtos da redução 

incompleta do oxigênio molecular, como o radical ânion superóxido (O2
•−), o 

radical hidroxila (•OH) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) (STEGEMAN et. al., 

1992).  

Essas ERO são oxidantes extremamente potentes, capazes de reagir 

com macromoléculas celulares críticas, possivelmente levando à inativação 

enzimática, peroxidação lipídica, danos no DNA e, finalmente, a morte celular 

(VAN DER OOST et al., 2003). A peroxidação lipídica é o resultado da atuação 

dos radicais livres sobre as membranas biológicas que são ricas em ácidos 

graxos poliinsaturados (BARBOSA et al., 2010). Assim, a geração de ERO, 

mediada pelo citocromo P450 durante o processo de biotransformação, pode 

ser considerada uma “reação colateral” indesejada das enzimas de 

biotransformação de xenobióticos (LACKNER, 1998).  

 

3.8.2 ATIVIDADE DAS ENZIMAS  

O perfil básico das enzimas antioxidantes dos insetos é análogo aos 

mamíferos, porém os insetos não possuem GPx selênio dependente (VALKO 

et al., 2005). 

Por meio da reação de dismutação, a SOD catalisa a geração de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) a partir do radical superóxido (O2
-). A Catalase 

(CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx) atuam impedindo o acúmulo de H2O2 

que, apesar de não ser um radical livre, é igualmente reativo e capaz de 

promover danos potenciais. Por meio de reações de Fenton, o H2O2 pode gerar 

radicais hidroxilas (OH-) contra os quais não existe defesa enzimática. A 

Glutationa Peroxidase, Glutationa–S-Transferase (GST) e Glutationa Redutase 

(GR) são necessárias para remover radicais hidroperóxido lipídico (LOOH-) e a 

lipoperoxidação (BARBOSA et al., 2010; NABI, 2014). 
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3.8.3 SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)  

A primeira linha de defesa contra a geração de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) é a indução da Superóxido Dismutase (SOD) (VALKO et al., 

2005). Estão classificadas no grupo das metaloenzimas e considera-se que as 

SODs desempenham um papel antioxidante essencial; propõe-se que todos os 

eucariotos tenham uma forma citosólica e mitocondrial de SOD, caracterizados 

pela presença de íons de cobre e zinco (Cu/ZnSOD) ou manganês (MnSOD), 

respectivamente (NABI, 2014). Também há evidências para essa localização 

dupla e a existência de SODs com diferentes íons metálicos que foram 

relatadas para várias espécies de Lepidópteros (AHMAD et al., 1991; 

GUNTHER et al., 2002).  

Em abelhas Apis mellifera, foi descrita a presença de um gene MnSOD 

mitocondrial, que apresenta 62,33% de similaridade ao gene MnSOD 

mitocondrial encontrado em humanos, bem como foi detectada a presença de 

quatro genes que codificam enzimas Cu/ZnSOD (CORONA; ROBINSON, 

2006). 

A taxa de dismutação de O2
- catalisada por SOD se aproxima do limite 

de difusão, tornando-a uma das enzimas mais ativas descritas (VAN DER 

OOST, et al., 2003, NABI, 2014). A reação que demonstra a conversão do 

superóxido (O2
-) em peróxido de hidrogênio (H2O2) e oxigênio molecular, 

catalisada pela SOD pode ser descrita como (VAN DER OOST, et al., 2003): 

2 O2
− + 2H+                              O2 + H2O2 

Além de participar na proteção enzimática 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 geração de espécies 

reativas de oxigênio pode levar a danos celulares. 

Alguns sinais podem ser gerados como resposta ao estresse oxidativo e 

a danos do DNA, ocasionando mudanças no meio intra e extracelular. Esses 

sinais desencadeiam uma resposta biológica que envolve alterações 

conformacionais, multimerização e alteração na localização das proteínas. 

Todos estes parâmetros são sujeitos à regulação pelas chaperonas (Hsp), que 

SOD 
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constituem um mecanismo fundamental de proteção celular (CASTRO et al., 

2013). 

3.8.4 ATIVIDADE DAS CHAPERONAS 

As HSP (Heat Shock Proteins) são uma classe de proteínas altamente 

conservadas, encontradas em procariotos e eucariotos. São chaperonas 

moleculares possuindo a capacidade de interagir de forma reversível com 

outras proteínas, auxiliando na formação, dobramento e transporte trans-

membrana (MEYER; SILVA, 1999; KARP, 2005). 

Elas são agrupadas em famílias, divididas com base nos seus pesos 

moleculares. Assim, enzimas de peso molecular na faixa de 70kD são 

enquadradas na família de Hsp70, sendo a mesma divisão para classificá-las 

em Hsp 27, Hsp47, Hsp 60, Hsp90 e Hsp110 (MEYER; SILVA, 1999).  

Inicialmente as Hsp foram identificadas como proteínas induzidas pelo 

estresse térmico (RITOSSA, 1962) e são descritas como mecanismo de defesa 

complexo e altamente conservado, atuando na síntese, montagem, 

dobramento e degradação de proteínas, preservando a sobrevivência celular 

sob condições ambientais adversas (GUPTA et al., 2007, CASTRO et al., 

2013). 

Agentes estressores, como alteração no equilibrio osmótico, 

temperatura, estresse oxidativo, e xenobióticos como metais atuam como 

“caotropos protéicos”, modificando a estrutura das proteínas e 

consequentemente sua função (MEYER; SILVA, 1999). Frente a essas 

condições adversas, os níveis de Hsp são aumentados, auxiliando, desta 

forma, a síntese e maturação de novas proteínas que irão substituir aquelas 

afetadas pelo estresse metabólico (MEYER; BUKAU, 2005; CASTRO et al, 

2013). As Hsp também atuam identificando e “redobrando” proteínas 

danificadas ou induzem a um sistema proteolítico adequado, facilitando a 

eliminação de proteínas cujos danos não são passíveis de restauração 

(MEYER; BUKAU, 2005; CASTRO et al., 2013). 

As Hsp70 interagem diretamente com elementos da via apoptótica, tanto 

de natureza intrínseca ou extrínseca, 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 proteínas em sua conformação 

não nativas pode ser dividido em três atividades relacionadas: prevenção da 

agregação, promoção do dobramento para o estado nativo e solubilização e 

redobragem de proteínas agregadas (MEYER; BUKAU, 2005). 

As Hsp90 têm um papel significativo agindo seletivamente na ativação e 

regulação de uma variedade de proteínas envolvidas em vias de sinalização 

tais como cinases, fatores de transcrição essenciais para reprodução e 

desenvolvimento, como, por exemplo, receptores de hormônios estrogênios 

(XU et al., 2010; EBONG et al., 2011). Hormônios estrogênios têm um papel 

essencial na regulação de diversas vias celulares. Uma dessas vias é a síntese 

de vitelogenina (SIQUEIRA, 2014). 

As Hsp90, diferente do observado nas Hsp70, não atuam no dobramento 

de proteínas nascentes, mas sim no dobramento final de proteínas nativas 

(YOUNG et al., 2003; MEYER; BUKAU, 2005; SIQUEIRA, 2014). 

 

3.9 MERCÚRIO 

O mercúrio (Hg) é um metal não essencial aos seres vivos e altamente 

tóxico, sendo reconhecido pela comunidade científica como um poluente global 

(D’ITRI, 1991). Se apresenta líquido na temperatura ambiente e possui alta 

volatilidade, representando um perigo à integridade dos ecossistemas devido 

ao risco de contaminação, pois o mercúrio não apresenta uma fonte de 

degradação natural capaz de eliminá-lo e apresenta capacidade de 

bioacumulação e biomagnificação, sendo a sua concentração aumentada à 

medida que percorre a cadeia alimentar, acumulando-se no nível trófico mais 

elevado e podendo permanecer no ambiente por um longo período de tempo 

(AZEVEDO, 2003; LAMBORG et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2009; BERTOLI, 

2020). 

O Hg comercializado no Brasil é importado ou oriundo da reciclagem. 

Dados do Ministério do Desenvolvimento, Indústria e Comércio (BRASIL. 

MDIC, 2013) apontam que entre janeiro e abril de 2013 foram importados 

24.939 kg de Hg metálico, 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 Japão 

(CETESB, 2014). 

O Hg metálico destina-se a produção de cloro-soda, fabricação de 

lâmpadas, instrumentos não-eletrônicos e utensílios para uso médico, cirúrgico, 

odontológico e de laboratórios, amalgamação de ouro e para fins religiosos 

(IBAMA, 2012). O Hg obtido da descontaminação de lâmpadas pode ser 

reutilizado para fabricação de novas lâmpadas (AVANT, 2013). Dentre os 

equipamentos contendo Hg utilizados nos Serviços de Saúde do Brasil, 55% 

são termômetros, 35% esfignomanômetros e 10% produtos químicos de 

laboratórios (BRASIL. MMA, 2010). A maior quantidade de mercúrio metálico 

importada pelo Estado de São 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 

relatório final do Inventário Nacional de emissões e liberações de mercúrio no 

âmbito da Mineração Artesanal e de Pequena Escala no Brasil (CASTILHOS; 

DOMINGOS, 2018), das 26 cooperativas de mineração entrevistadas, apenas 

uma admitiu a compra de mercúrio com nota fiscal de um fornecedor do estado 

de São Paulo.  

O levantamento ainda calcula a quantidade de mercúrio possivelmente 

perdida para o ambiente durante o processo de garimpo levando em conta dois 

cenários: com apenas atividades legalizada e atividades legalizadas e 

atividades ilegais. Com isso, há a estimativa de liberação de 7,5 t de mercúrio 

para a atmosfera e 11t para solo e águas, totalizando 18,5 t de mercúrio 

perdidas para o meio ambiente na perspectiva de atividades legalizadas. 

Quando consideradas atividades legalizadas e ilegais, há a estimativa de 60t 

de mercúrio liberadas para a atmosfera e 161,5t liberadas para solo e águas, 

totalizando 221,5t de mercúrio liberadas para o meio ambiente (CASTILHOS; 

DOMINGOS, 2018). 
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3.9.1 MERCÚRIO EM PRODUTOS APÍCOLAS 

Os metais podem ser liberados no ambiente por fontes naturais ou 

antrópicas e o aumento da industrialização aumentou o potencial e a 

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

As abelhas podem se contaminar com metais pela aderência de 

partículas suspensas na atmosfera, bem como pela coleta de néctar, pólen e 

água contaminados (MAGGID et al., 2014; AGGARWAL, 2018). Com isso, os 

metais podem ser acumulados nas abelhas e em seus produtos como mel, 

própolis e cera, contaminando a colônia e seu alimento, e a presença de 

mercúrio já foi detectado em favos e potes de mel de abelhas de várias 

espécies (CARRERO et al., 2013; MAGGID et al., 2014; TOTH et al., 2016). 

Assim, a presença de mercúrio nas abelhas e seus produtos está 

relacionada a contaminação ambiental, que pode ter origem em diversas fontes 

como, utilização de pesticidas, atividades de mineração, queima de 

combustíveis fósseis e a emissão por fábricas (MAGGID et al., 2014; 

AGGARWAL, 2018). Dessa forma, é muito importante conhecer as fontes de 

liberação dos contaminantes metálicos no meio ambiente. 

3.9.2 MERCURIO NA CIDADE DE SOROCABA- SP 

Castro (2002), analisando a ocorrência de mercúrio no músculo de 

peixes (traíra, pirambeba, cascudo, lambari, cará, tilápia e bagre) capturados 

ao longo do Rio Sorocaba, identificou a presença de mercúrio em traíras, em 

concentrações abaixo de 0,5 mg/kg (limite máximo para ingestão humana em 

pescados segundo a Anvisa) e não foi detectada a presença de mercúrio nos 

demais peixes (utilizando um equipamento com limite de detecção de 

0,05mg/kg).  

Morgano et al. (2005), analisaram níveis de mercúrio total em amostras 

de músculo peixes de água doce, procedentes de pesqueiros e pisciculturas de 

39 regiões do estado de São Paulo, num total de 293 amostras. Na região de 

Sorocaba, foi detectada a presença de mercúrio nos peixes estudados (pacu e 

traíra) sendo encontrada em Sorocaba a maior contaminação em relação às 

outras regiões do estado analisadas: 0,217 mg/kg de Hg em uma espécie de 

tilápia (217ppb).  
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Bombus atratus 

da UFSCar de Sorocaba como o 

deste ponto existem duas fábricas de cimento, 

Votorantim, em 2017 
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estarem visitando os locais onde as fábricas de cimento 
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chaminés de exaustão das fábricas (VOTORANTIM CIMENTOS, 2017). Esse 

mercúrio volatilizado pode permanecer na atmosfera e ser transportado por 

longas distâncias, tanto como mercúrio isolado quanto associado ao material 

particulado, contaminando os locais em que precipitarem (CETESB, 2014; 

CASTILHOS; DOMINGOS, 2018), sendo os dois locais de coleta possíveis 

locais de contaminação pela poluição atmosférica de mercúrio. 

Segundo os dados de dezembro de 2018, disponíveis no site da Cetesb, 

em Sorocaba, 53 áreas são cadastradas como contaminadas ou com risco de 

contaminação, tendo 20 dessas áreas metais como contaminantes.   

O Rio Sorocaba é represado em Votorantim, formando o reservatório de 

Itupararanga e bem junto ao mesmo existem duas grandes indústrias de 

cimento e uma grande fábrica de alumínio. Pelas informações da literatura, é 

de se supor que essas empresas possam ser potenciais emissores de mercúrio 

para a atmosfera, e que boa parte dele possa se precipitar na superfície do 

reservatório de Itupararanga e ser transferida para a biota aquática, 

bioconcentrando-se nos peixes e em aves ribeirinhas, bem como contaminando 

animais que utilizam dessa fonte para sedentação. A ingestão do mercúrio 

pode levar a vários graus de exposição (CASTRO, 2002; CETESB, 2014). 

 

3.9.3 TOXICIDADE DO MERCÚRIO E ESTRESSE OXIDATIVO 

A toxicidade do mercúrio está relacionada com a forma eletrônica que se 

apresenta e os compostos aos quais está ligado, determinando o grau de 

biodisponibilidade, absorção pelas membranas celulares e distribuição e 

ligação a macromoléculas celulares (BEYERSMANN; HARTWIG 2008, 

CAROCCI et al., 2013). Devido a sua forma monoatômica sem carga o Hg0 é 

altamente difusível e liposolúvel, atravessando a barreira bilipídica das células 

(MUTTER et al., 2010, CAROCCI et al., 2013). 

Íons mercúricos (Hg++) têm uma grande afinidade para se ligar a átomos 

de enxofre reduzidos, especialmente aos grupos tiol (R-SH) das moléculas 

como glutationa, cisteína e metalotioneina. Assim, os efeitos biológicos do 

mercúrio inorgânico estão relacionados a sua interação com os grupos 

sulfidrilas (SH). Um dos efeitos intracelulares do mercúrio é a indução e ligação 
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às metalotioneínas, pequenas proteínas intracelulares (6 – 7 kDa) contendo 

vários resíduos de cisteína, com a capacidade de se ligar a vários metais, 

como o mercúrio inorgânico (VALKO et al., 2005). Puràc et al. (2018) 

identificaram uma metalotioneína em Apis mellifera, homologa em Bombus 

terrestris e Bombus impatiens composta de 48 aminoácidos, com 15 resíduos 

de cisteína.  

Em sua forma inorgânica, o mercúrio é absorvido e no meio intracelular 

o Hg++ é gerado a partir da oxidação metabólica do Hg0 (mercúrio elementar). 

Este íon mercúrico reage com as moléculas intracelulares como GSH 

(glutationa reduzida), tubulinas e canais iônicos. Essa interação inibe a ação 

destas moléculas, interferindo nas funções regulares das células e, mesmo a 

baixas concentrações, o Hg++ induz ao estresse oxidativo, gerando espécies 

reativas de oxigênio (MUTTER et al., 2010; CAROCCI et al., 2013). 

Espécies reativas de oxigênio (ERO) incluem o anion superóxido (O2
-), 

peróxido de hidrogênio (H2O2), o radical hidroxila (HO-) e peroxinitrito (ONOO-).  

As ERO são produzidas pelas células durante seu metabolismo normal, porém, 

em situações de estresse e por fontes exógenas, como metais, os níveis de 

ERO podem aumentar muito, gerando um desequilíbrio entre alta produção de 

compostos oxidantes e insuficiente mecanismos antioxidantes. Assim ocorre o 

estresse oxidativo, processo que leva à oxidação de biomoléculas com 

consequente perda de suas funções biológicas e/ou desequilíbrio homeostático 

(BOELSTERLI, 2003; BARBOSA et al., 2010). 

Diversos estudos sugerem que a exposição de modelos experimentais a 

formas de mercúrio orgânicas e inorgânicas é acompanhada pela indução de 

estresse oxidativo. A administração de Hg++ resulta em diminuição de 

glutationa e aumento na formação de H2O2 e peroxidação lipídica (VALKO et 

al., 2005).  

O mecanismo da formação de H2O2 pelo HgCl2 ainda não é totalmente 

entendido, porém devido a sua alta reatividade, pode-se supor que ocorra uma 

resposta celular com a proliferação de peroxisomas, onde enzimas produzirão 

H2O2 pela redução direta de O2. Outra explicação possível é que o Hg++ rompa 

a integridade da membrana mitocondrial, levando a uma alteração na 
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permeabilidade dos íons, liberando no citoplasma H2O2 e O2 da cadeia de 

transporte de elétrons mitocondiral (LUND et al. 1991; NABI, 2014). 

Nesse contexto, pode-se estudar as alterações morfológicas dos 

trofócitos e enócitos do corpo gorduroso e células pericárdicas do sistena 

hepato nefrocítico das abelhas frente ao mercúrio administrado na forma 

inorgânica (HgCl2), bem como utilizar as alterações nas expressões de 

enzimas e proteínas 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 MÉTODOS   

4.1 COLETA 

 Operárias de Bombus atratus (Franklin, 1913) foram coletadas nos 

fragmentos de Mata Atlântica e Cerrado na área que compreende o Campus de 

Sorocaba da UFSCar (23º34'53.1''S 47º31'29.5''W) Sorocaba (SP) e em área 

de preservação localizado no bairro de Alphaville, Votorantim (SP) 

(23°33'57.9"S 47°28'28.6"W) nos meses de fevereiro a março, nos anos de 

2017, 2018 e 2019. A captura foi realizada com a utilização de uma rede 

entomológica e imediatamente transferiu-se as abelhas para tubos Falcon 

plásticos de 50 mL (um indivíduo por tubo), com a tampa furada para circulação 

de ar. Para evitar estresse nos espécimes, todos os tubos Falcon foram 

mantidos em uma caixa térmica abrigada da luz direta. 

4.1.2  PARÂMETROS IMPORTANTES NA DEFINIÇÃO DA METODOLOGIA 

Devido ao ciclo da colônia 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 indivíduos pode 

prejudicar o delicado equilíbrio ecológico dos espécimes encontrados no 

Campus.  

Durante a coleta, em períodos em que não foram encontrados animais 

suficientes para o experimento, abelhas foram coletadas em uma área de 

preservação ambiental da cidade de Votorantim (SP). Cabe ressaltar que 
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Sorocaba e Votorantim são cidades limítrofes e geograficamente, os pontos de 

coleta distavam 5 Km entre si. 

A utilização de solução de mercúrio à concentração de 110 µg.L-1  segue 

o valor médio aproximado encontrado em potes de mel de abelhas nativas do 

Brasil, Argentina, Venezuela e Austrália (CARRERO et al., 2013). 

As abelhas foram coletadas em atividade de forrageamento em árvores 

de Quaresmeira (Tibouchina granulosa) (Melastomataceae) e Acácias (Acacia 

sp.) (Fabaceae) que, segundo Cortopassi-Laurino et al. (2002) são os tipos 

florais mais visitados por Bombus atratus, juntamente com árvores da Família 

Asteraceae. 

4.2. DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO  

Após coletadas, as abelhas foram mantidas no Laboratório 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 

26ºC e umidade relativa de 70%, por 10 minutos, período no qual era realizado 

o preparo das caixas experimentais. 

4.2.1 MANUTENÇÃO DOS ANIMAIS EM CONDIÇÕES LABORATORIAIS  

Para realização do experimento, as abelhas foram transferidas para 

potes plásticos redondos Rioplast® 530 mL, 11 cm x 7 cm, contendo alimento 

sólido, formado da mistura de partes iguais de mel, pólen e extrato de soja 

orgânica. As abelhas foram divididas em dois grupos, de 11 indivíduos cada, 

denominados Controle (CTRL) e Experimental (EXP). Ao grupo Controle foram 

fornecidos 2 mL de água mineral e, ao grupo Experimental, 2 mL de solução 

contento mercúrio na concentração de 110 µg.L-1 (110ppb Hg) (HgCl2 – 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 

reposição de água e alimento sólido, bem como para verificação do estado em 

que as abelhas se encontravam. 
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 4.2.2 DISSECÇÃO DO SHN  

Após 48h de exposição, as abelhas foram anestesiadas por resfriamento 

em geladeira (4°C) e eutanaziadas. Com o auxílio de estereomicroscópio 

(Leica EZ4HD), os abdomens foram dissecados por meio de uma secção 

longitudinal na cutícula do lado ventral, e o vaso dorsal, contendo o corpo 

gorduroso associado foi coletado. 

Os órgãos foram colocados individualmente em microtubos cônicos (tipo 

eppendorf) contendo solução fixadora tamponada (paraformaldeido 4% em 

tampão fosfato de sódio 0,1M, pH 7,4), devidamente separados e etiquetados. 

 

4.2.3 TRATAMENTO DO MATERIAL HISTOLÓGICO 

4.2.3.1 PREPARO DO MATERIAL PARA EMBLOCAMENTO EM HISTORESINA  

O material foi lavado duas vezes em tampão fosfato 0,1 M por 30 

minutos e, em seguida, desidratado conforme a metodologia descrita por Silva-

Zacarin et al. (2012). Dessa forma, os órgãos foram desidratados em banhos 

refrigerados à 4ºC em soluções alcoólicas de concentrações crescentes de 

15%, 30%, 50%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95% e 100% por 60 minutos cada, 

sendo a última concentração realizada por duas vezes consecutivas. Por fim, o 

material processado foi embebido (overnight a 10ºC) em historesina líquida 

Leica® e, posteriormente, emblocado em historesina de inclusão (historesina 

de embebição acrescida de catalisador – Hardner - na proporção 15mL: 5mL). 

Após a polimerização e confecção dos blocos de historesina, esses foram 

submetidos à microtomia (micrótomo Leica® - RM 2255) para a confecção de 

lâminas histológicas contendo 12 secções de 2µm de espessura. Por fim, as 

lâminas contendo as secções histológicas foram submetidas a técnicas 

específicas de coloração. As técnicas de coloração utilizadas são descritas nos 

itens subsequentes. 

4.2.3.2 PREPARO DO MATERIAL PARA EMBLOCAMENTO EM PARAFINA  

O material recebeu o mesmo tratamento descrito anteriormente para 

historesina, porém após os banhos com álcool, o tecido foi imerso em solução 

de xilol+álcool (1:1) e em dois banhos de xilol por 60 minutos cada. Em 
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seguida, o órgão passou por três banhos em parafina de 1 hora cada, sendo 

então colocado em parafina líquida e mantido em temperatura ambiente 

durante um dia, até sua solidificação e procedeu-se com a microtomia. 

4.3 PROCEDIMENTO DE ANÁLISE  

4.3.1 ANÁLISE MORFOLÓGICA 

 Após a microtomia, as secções histológicas foram submetidas à 

coloração de Hematoxilina e Eosina (HE) para análise morfológica. Após 

secas, as lâminas foram montadas com ERV-Mount, analisadas e 

fotodocumentadas ao microscópio de luz (Microscópio Leica - DM1000) onde 

os grupos experimentais puderam ser comparados com o grupo controle por 

meio do programa Leica Application Suite V3.8 (LASV3.8). 

4.3.2 COLORAÇÃO COM HEMATOXILINA E EOSINA 

 O princípio desta técnica de rotina é diferenciar estruturas celulares 

basófilas coradas pela hematoxilina e estruturas celulares acidófilas coradas 

pela eosina. Com essa finalidade, as lâminas contendo as secções histológicas 

foram hidratadas em água destilada por 12 segundos no micro-ondas e, 

posteriormente, ficaram imersas em hematoxilina por 40 minutos à temperatura 

de 56ºC na estufa. Em seguida, as lâminas foram imersas em água por 10 

minutos e lavadas em água corrente por 20 minutos para a hematoxilina reagir. 

Na próxima etapa, as lâminas ficaram imersas em eosina por 13 minutos à 

temperatura ambiente. Por fim, as lâminas foram lavadas em água destilada 

até a remoção do excesso do corante. Após secas à temperatura ambiente, as 

lâminas foram seladas com ERV-Mount. 

4.3.3 TÉCNICAS DE COLORAÇÃO ACRIDINE ORANGE - FLUORESCÊNCIA  

O material emblocado em parafina foi seccionado (5-7 µm) e colocado 

sequencialmente nas lâminas, previamente tratadas com polilisina para 

adesão, sendo armazenadas a 4ºC até sua utilização. Os procedimentos 

seguintes foram: I) As lâminas 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 + álcool (1:1), 

durante 5min.; álcool 100% durante 10min. II) Em seguida, realizou-se a 

hidratação das lâminas, numa bateria decrescente de álcool (95%, 70% e 
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50%), durante 5min. III) Após isso, as lâminas foram colocadas em uma 

câmara úmida e lavadas com água destilada (3 banhos) e transferidas para  

uma cubeta, contendo 250mL de água destilada e 125µL de TRITON, durante 

10min. IV) Após, as lâminas foram lavadas com água destilada (3 banhos) e 

novamente colocadas em uma cubeta, contendo solução tampão citrato 

(pH:2,5) a 75°C durante 5min. V) Decorrido esse tempo, as lâminas foram 

novamente colocadas na câmara úmida, coradas com o Acridine Orange (AO) 

e cobertas com uma lamínula plástica, durante 25min. VI) Em seguida, as 

lâminas passaram por banhos com água destilada (3 banhos, 1min. cada). 

Após esses procedimentos as lâminas histológicas passaram por desidratação, 

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 microscópio de 

fluorescência Leica® (DM4000).  

4.3.4 PROTOCOLO – IMUNOFLUORESCÊNCIA PARA DETECÇÃO DE ENZIMAS: 

O mesmo protocolo foi seguido para marcação de Hsp70, Hsp90, 

citocromo P450 e Superóxido Dismutase – SOD. Os anticorpos primários, 

secundários e marcador fluoróforo serão discrimados por técnica, utilizando a 

sequencia alfabética apresentando P450(a), SOD(b), Hsp70(c) e Hsp90(d). 

Para este procedimento, as lâminas foram inicialmente tratadas como 

descrito na metodologia anterior, com I) desparafinização, II) hidratação e III) 

imersão em solução de Triton e lavadas com tampão PBS (3 banhos). Após 

isso, adicionou-se o soro fetal bovino 3% - (30min. em temperatura ambiente), 

e as laminas forma lavadas com 3 banhos em tampão PBS. Após isso o 

anticorpo primário 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 lâminas cobertas com a lamínula 

de plástico por 2h dentro da câmara úmida fechada em banho-maria (37°C). 

Decorrido o tempo de incubação, a caixa foi retirada do banho-maria e as 

lâminas passaram por 3 banhos com tampão PBS. O anticorpo secundário 
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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 secundário Anti-Goat Igg-FITC, 1/50 foi utilizado nas técnicas (c) Anti-

Hsp 70 e (d) Anti-Hsp90 e mantidos nas lâminas por 1h dentro da câmara 

úmida fechada em banho-maria (37°C) Após esse tempo as lâminas foram 

novamente lavadas com tampão PBS (3 banhos). Após esses procedimentos 

as lâminas histológicas passam por desidratação, 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 microscópio de fluorescência 

Leica® (DM4000). 

 

4.3.5 ANÁLISES DE FLUORESCÊNCIA E ESTATÍSTICAS 

Para medição da intensidade de fluorescência as fotomicrografias 

obtidas foram processadas no programa ImageJ, marcando 11 pontos de cada 

imagem e processando pela análise de histograma de intensidade de 

fluorescência. 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 comparação das análises morfológicas, 

histoquímicas e de imunofluorescência, foi possível comparar os efeitos do 

mercúrio sobre as células que compõem o sistema hepatonefrocítico do grupo 

controle em relação ao grupo exposto em indivíduos de Bombus atratus. 

 Os resultados obtidos foram compilados em dois artigos separados 

apresentados nesta seção. 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 à revista “Environmental Pollution” no ano de 2019, 

porém foi retornada com solicitação de algumas alterações. Assim, a forma 

apresentada aqui apresenta as correções de 3 revisores.  
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O artigo 2, intitulado “Marcação de P450 e Superoxido Dismutase em 

células do corpo gorduroso de operárias de Bombus atratus expostas à 

concentração residual de mercúrio”  está em formatação próxima à sua versão 

final e será submetido após correções necessárias.  

Na seção “6. Discussão” os resultados apresentados nos dois artigos 

são 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  µg.L-1 (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-Ortigão, 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 



53 
 

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; Martín 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 São Carlos at the Sorocaba Campus, in the city of 

Sorocaba, state of São 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 (26ºC, 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 μg.L-1 (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 

μm thickness (resin) and 6 μm thickness (paraffin) were cut with a Leica 

microtome (RM2255). For fluorescence techniques, a paraffinized histological 

section of 6 μm 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, 

ImageJ (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. 



 

 

Figure 1. Morphology, histochemistry and immunohistochemistry of 

the trophocytes of control (A, B, C) and experimental (D, E, F) groups. 
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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

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

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

 

3.2 OENOCYTES 

In B. atratus worker bees

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 int
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Figure 1. Morphology, histochemistry and immunohistochemistry of 

the trophocytes of control (A, B, C) and experimental (D, E, F) groups. 

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 

nsation (arrow). DAPI stain is shown in blue, while the F

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

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
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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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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 I 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). 



 

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
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pericardial cells in this stage. The DAPI+F

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 vac

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).

 

Figure 3. Morphology, hist

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 (I), which show a spherical morphology and a centra

nucleus (stage II) 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 

The exposed group revealed that an extreme inversion of pericardial cell 

stage predominance had occurred in which we observed a clear and 

able predominance of stage IV cells, i.e., cells were undergoing 

pinocytosis at maximum capacity (Fig. 3D). A similar phenomenon was 

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 

ardial 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 

Landim, 2009). 
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62 

The exposed group revealed that an extreme inversion of pericardial cell 
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ochemistry and immunohistochemical of 

the pericardial cells in the control (A, B, C) and experimental (D, E, F) 

A) A detailed view of pericardial cells (pc) in the epithelioid 

arrangement, stage I (I), which show a spherical morphology and a central 

nucleus (stage II) 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 (I) and IV (IV) of pericardial cells 

(pc). Notice the green nuclei of pericardial cells in stage I (arrow). C) Epithelioid 

arrangement of the pericardial cells (pc) in stage I (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). 

 

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. 

 

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 (Garófalo, 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. 
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5.2 ARTIGO 2 

Marcação de P450 e Superóxido Dismutase em células do corpo 

gorduroso de operárias de Bombus atratus (Apidae, Bombini) expostas à 

concentração residual de mercúrio 

RESUMO 

O papel dos contaminantes ambientais de natureza metálica nas recentes 

perdas de abelhas é controverso, pois os estudos de campo geralmente não 

conseguem detectar os efeitos previstos por estudos de laboratório. A 

exposição a mercúrio (Hg) inorgânico apresenta um alto potencial indutor de 

estresse oxidativo, sendo a monooxidase P450 uma enzima atuante na Fase I 

do processo de desintoxicação. Este processo pode gerar radicais livres e 

frente a espécies reativas de oxigênio (ERO) induzido por cloreto de mercúrio, 

a ação da superóxido dismutase (SOD) fornece a primeira linha de defesa 

contra ERO. Assim foi analisado o efeito do mercúrio no Sistema 

Hepatonefrocítico (SHN) de abelhas operárias de Bombus atratus em 

concentração média semelhante à encontrada em potes de mel de abelhas 

nativas (110 ppb). As abelhas foram divididas em grupos controle e 

experimental. Uma mistura sólida de mel, pólen e extrato de soja orgânica foi 

oferecida a ambos. O grupo controle recebeu água destilada e o grupo exposto 

recebeu uma solução de mercúrio de 110 µg.L-1 (110 ppb). Após 48 h de 

exposição, as abelhas foram anestesiadas por criogenia e o SHN foi dissecado 

e fixado em paraformaldeído a 4%. O material foi preparado para marcação por 

imunofluorescência do citocromo P450 e SOD.  Os resultados mostraram que 

tanto os trofócitos quanto os enócitos das abelhas expostas ao mercúrio 

responderam com aumento na marcação dessas enzimas, indicando uma 

efetiva ação de desintoxicação e proteção contra o estresse oxidativo. Os 

resultados colaboram para o estabelecimento das células do Sistema 

Hepatonefrocítico para avaliação de biomarcadores em nível celular para 

compreender o processo de desintoxicação das abelhas e podem servir como 

ferramenta para acompanhamento da saúde das abelhas encontradas 

naturalmente em campo. 

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

As abelhas do gênero Bombus Latreille (1802) são grandes e pilosas 

(Goulson, 2015) e popularmente conhecidas como mamangavas. Apresentam 

coloração diferenciada no tórax e abdômen variáveis de acordo com a espécie 

e subespécie (Rasmont et al., 2008). O gênero é composto por abelhas sociais 

com distribuição geográfica geralmente em regiões com clima temperado. 

Ocorrem em todos os continentes à exceção da Oceania e Antártida (Michener, 

2007). No Brasil há registro de mamangavas em 23 estados e são ausentes no 

Piauí, Sergipe e Tocantins, sendo observada a ocorrência de seis espécies, 

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

Semelhantemente ao que vem ocorrendo com a espécie A. mellifera, 

vários relatos de declínio súbito e mesmo desaparecimento de populações 

inteiras de várias espécies do gênero Bombus são anualmente registrados por 

pesquisadores, principalmente nos Continentes Europeu e Americano 

(Biesmeijer et al., 2006; Martins; Melo, 2010; Cameron et al., 2011). 

A análise morfológica e histoquímica dos impactos do metal traço, como 

o mercúrio, podem fornecer subsídio para entender o fenômeno do 

desaparecimento e diminuição das populações do gênero Bombus no Brasil e 

em outras localidades onde muitas das espécies deste gênero estão 

ameaçadas. 

 Contudo, há poucos estudos na literatura envolvendo abelhas nativas e 

neotropicais que ocorrem no Brasil e, quase todos esses estudos, não abordam 

os órgãos internos destas abelhas como bioindicadores de efeito do estresse 

ambiental frente à ação de xenobióticos, como os metais traço (Abdalla; 

Domingues, 2015). Portanto, é neste contexto que a problemática do estudo se 

insere: verificar o efeito do mercúrio sobre a morfologia de órgãos internos 

específicos da espécie Bombus atratus (Hymenoptera: Bombini), 

principalmente no que concerne ao corpo gorduroso. O conjunto deste tecido 

associado a células pericárdicas e ao vaso dorsal é denominado por Abdalla e 

Domingues (2015) como Sistema Hepatonefrocítico, um sistema sensível e 

responsivo ao estresse induzido por xenobióticos e, portanto, uma região ideal 

para avaliação de biomarcadores em nível celular, como as enzimas de 
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desintoxicação, para análise do impacto do estresse ambiental sobre o 

organismo das abelhas. 

Quando expostas a xenobióticos, as abelhas possuem três mecanismos 

distintos para desenvolver resistência ao composto: mecanismos 

comportamentais como percepção e alteração do comportamento para evitar a 

fonte de exposição; mecanismos fisiológicos como aumento da excreção e 

mecanismos bioquímicos como aumento da taxa de desintoxicação. As 

enzimas de desintoxicação são as esterases e monooxidases que catalizam o 

xenobiótico tornando-o mais hidrossolúvel, e o metabolismo secundário segue 

com reações de conjugação incluindo as ações da Glutationa S-Transferase 

(GST) e Superóxido Dismutase (SOD) (Zarevúcka, 2013). 

Durante os processos de desintoxicação podem ser geradas espécies 

reativas de oxigênio (ERO). As ERO incluem espécies químicas como ânion 

superóxido (O2
−), peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (HO−) 

(Boelsterli, 2003). As ERO são formadas como um subproduto natural de 

metabolismo normal do oxigênio e têm papéis importantes na sinalização 

celular. No entanto, durante períodos de estresse ambiental, os níveis de EROs 

podem aumentar drasticamente, e assim resultar em danos significativos às 

estruturas celulares, gerando uma situação conhecida como estresse oxidativo 

(Nabi, 2014). 

As ERO também são geradas por fontes exógenas, como metais e 

radiações ionizantes, embora sejam produzidas em nível basal pela cadeia 

respiratória mitocondrial e nos processos de oxidação mediada pelo citocromo 

P450 (Boelsterli, 2003), as células possuem antioxidantes endógenos (por 

exemplo, citocromo oxidase, superóxido dismutases, catalases, peroxidases e 

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

As ERO podem danificar moléculas celulares vitais, como DNA, 

proteínas, lipídios e o excesso de sua produção pode ser letal para a célula 

(Nabi, 2014). 

Nos insetos, o citocromo P450 está envolvido em processos de 

biossíntese e metabolismo de substâncias endógenas, incluindo feromônios, 

hidrocarbonetos e hormônios cuticulares e desintoxicação de substâncias 
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exógenas, incluindo fitoquímicos e inseticidas (Feyereisen, 2012). Em função 

dessa variedade é difícil caracterizar a função de enzimas P450 específicas 

uma vez que que os animais podem entrar em contato com uma diversidade 

grande de substâncias, que serão metabolizados por relativamente poucas 

P450 (Mao et al., 2015). 

Como a forma orgânica do mercúrio (Metilmercúrio – [CH3Hg]+) 

apresenta alta toxicidade, muitos trabalhos foram desenvolvidos para entender 

sua toxicologia e toxicocinética em diversos modelos experimentais, e assim, 

ensaios ecotoxicológicos utilizando formas inorgânicas de mercúrio (HgCl2, 

Hg2Cl2) são escassos (Zhang et al., 2016). Quando comparados os efeitos das 

formas inorgânicas de mercúrio, constata-se que a forma mercúrica (HgCl2; 

Hg++) produz mais efeitos negativos quando comparada à forma mercurosa 

(Hg2Cl2; Hg2
+) uma vez que a forma mercúrica induz maior geração de H2O2 

(Stacey; Kappus 1982; Lund et al. 1991, Valko et al., 2005). 

O mercúrio pode reagir com sulfidrilas (-SH) comumente presente em 

proteínas. Durante esta interação, pode ocorrer estresse oxidativo, 

aumentando a produção de espécies reativas de oxigênio. A Superóxido 

Dismutase (SOD) é uma enzima de defesa contra as ERO. A SOD cataliza a 

dismutação do radical superóxido produzindo H2O2 (Nikolic et al., 2015; Won et 

al., 2016). A expressão de SOD aumenta durante a vida das abelhas, servindo 

como uma excelente proteção contra o estresse oxidativo, gerado pela 

presença de metais como o mercúrio (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 são associados à sinteses e quebras funcionais das 

moléculas de feromônios, os quais acredita-se serem produzidos nos enócitos. 

Também estão envolvidos na rota metabólica da ecdisona, precursor do 

principal hormônio para muda em insetos; os genes que codificam P450 

mitocondriais também estão envolvidos com funções fisiológicas essenciais e 

apresentam-se super expressados em linhagens de insetos resistentes a 

inseticidas (Feyereisen, 2011; Calla et al., 2017).  
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Os genes CYP3 estão envolvidos com metabolismo de xenobióticos e 

resistência a inseticidas e os genes CYP2 estão envolvidos com funções 

fisiológicas essenciais, como o metabolismo hormonal e o desenvolvimento 

geral. (Feyereisen, 2011; Calla et al., 2017) sendo dessa família de genes os 

articorpos utilizados nesta pesquisa (Anti-Cytochrome P450 CYP 2E1, 451 

policlonal, abcam, ab28146), por serem reativas a condições patofisiológicas, 

podendo estar envolvidos na aceleração da resposta apoptótica das células 

frente ao estresse metabólico. 

Assim, foram utilizadas técnicas de imunofluorescência para marcação 

de P450 e Superóxido Dismutase nos enócitos e trofócitos do corpo gorduroso 

de operárias de Bombus atratus (Apidae, Bombini) expostas à concentração 

residual de mercúrio (110 µg.L-1 ).   

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Coleta de abelhas 

As operárias de B. atratus (Swederus, 1787) foram coletadas dos 

fragmentos remanescentes da floresta semidecídua e do Cerrado 

(23°34'53.1”S, 47°31'29.5”W) no Campus Universidade Federal de São Carlos, 

na cidade de Sorocaba, estado de São Paulo, Brasil. As abelhas foram 

coletadas no período da manhã, com o auxílio de rede entomológica e 

imediatamente transferidas individualmente para tubos Falcon plásticos de 50 

mL, com a tampa perfurada para ventilação. Os tubos foram mantidos no 

escuro, em caixa térmica para evitar estresse e levadas para o Laboratório de 

Biologia Estrutural e Funcional (LABEF), UFSCar, Campus de Sorocaba, 

Sorocaba (SP) para realização dos experimentos. 

2.2 Procedimento experimental ecotoxicológico 

As operárias foram mantidas individualmente em recipientes plásticos 

(Rioplast® 530 mL, 11cm x 7cm) forrados com papel-filtro (11cm). Foram 

inseridos dois alimentadores colados ao fundo de cada caixa, sendo um para 

alimentação sólida (Extrato de soja orgânico, pólen desidratado, mel na razão 

1:1:1) para garantir o aporte de aminoácidos e proteínas, e outro alimentador 

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

Bioquímica de Oxigênio) a 30±1ºC de temperatura e 70±10% de umidade. 

As caixas foram divididas em dois grupos, os grupos controle e 

experimental (n = 11 para cada) e os bioensaios foram realizados em replicata. 

Ao grupo controle foi administrado 2 mL de água mineral e ao grupo 

experimental foi ofertado 2 mL de uma solução de mercúrio na concentração 

de 110 µg.L-1 (HgCl2 - Sigma-Aldrich, pureza ≥ 99,5%). A exposição foi 

realizada por 48h, sendo administrado duas vezes nesse período os 2mL de 

solução contaminada ou água (ofertada em 0h e 24h).  

Após 48h do início do experimento as abelhas foram crio-eutanaziadas  

(4ºC, por 5 minutos) e submetidas a dissecção. Os abdomens foram 

dissecados para remoção dos órgãos internos por meio de uma secção 

longitudinal na cutícula do lado ventral, com o auxílio de estereomicroscópio 

(Leica EZ4HD). Desta forma foi possível a remoção do vaso dorsal e do corpo 

gorduroso. 

Os órgãos foram colocados individualmente em microtubos cônicos (tipo 

eppendorf) contendo solução fixadora tamponada (paraformaldeido 4% em 

tampão fosfato de sódio 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 tampão fosfato 0,1 M por 30 

minutos e, em seguida, desidratado conforme a metodologia descrita por Silva-

Zacarin et al. (2012). Dessa forma, os órgãos foram desidratados em banhos 

refrigerados à 4ºC de soluções alcoólicas de concentrações crescentes de 

15%, 30%, 50%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95% e 100% por 60 minutos cada, 

sendo a última concentração realizada por duas vezes consecutivas. 

Posteriormente, o tecido foi imerso em solução de xilol+álcool (1:1) e em dois 

banhos de xilol por 60 minutos cada. Após esse período, as amostras foram 

submetidas a três banhos em parafina, 1 hora cada para remoção do xilol. Em 

seguida as amostras foram colocadas em cassetes contendo parafina liquida, 

sobre chapa de aquecimento e incluídos na parafina. Após isso, a chapa foi 

desligada e os materiais foram deixados por um dia, até sua completa 

solidificação. Com isso procedeu-se com a realização dos cortes histológicos 
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em micrótomo Leica (RM2255). As seções histológicas foram realizadas com 6 

μm de espessura e os cortes foram colocados sobre laminas, previamente 

banhadas em polilisina. As lâminas foram armazenadas em geladeira até o 

momento de realizar a coloração. 

 

2.4 Técnicas de imunofluorescência 

As lâminas contendo o material foram desparafinizadas em baterias de 

banhos de: xilol durante 20min.; xilol + álcool (1:1) por 5min. e álcool 100% 

durante 10min. Assim, procedeu-se com a re-hidratação das lâminas, numa 

bateria decrescente de álcool (95%, 70% e 50%), durante 5min. Após isso, as 

lâminas foram lavadas com tampão PBS (3 banhos) e tranferidas para uma 

cubeta, contendo 250mL de água destilada e 125µL de TRITON, durante 

10min. Após isso, as lâminas foram colocadas em câmara úmida e lavadas 

novamente com 3 banhos de tampão PBS. Após a retirada do PBS, adicionou-

se albumina de soro bovino 3% durante 30min. em temperatura ambiente, e 

cobriu-se as lâminas com uma lamínula plástica. Em seguida, as lamínulas 

foram retiradas e as lâminas lavadas com tampão PBS (3 banhos). Após isso 

cobriram-se as lâminas com 100µL do anticorpo primário para cada técnica: 

Anti- Cytochrome P450 2E1 antibody (ab28146) e Anti-Superoxide Dismutase 1 

antibody (ab13498), colocando as lamínulas de plástico e mantidas por 2h 

dentro da câmara úmida fechada, em banho-maria (37°C). Decorrido o tempo 

de incubação, a caixa foi retirada do banho-maria e as lâminas passam lavadas 

com 3 banhos de tampão PBS. O anticorpo secundário Goat Anti Rabbit IgG 

H&L (Alexa Fluor ® 488) (ab150077) foi administrado e as lâminas 

permaneceram por 1h dentro da câmara úmida fechada em banho-maria 

(37°C). Após esse tempo as lâminas foram novamente lavadas com tampão 

PBS (3 banhos). Após esses procedimentos as lâminas histológicas passaram 

por desidratação, numa bateria crescente de acetona (50%, 70% e acetona 

pura), durante 1 minuto cada e seladas com Ervmount e observadas, 

analisadas e fotodocumentadas no fotomicroscópio de fluorescência Leica® 

(DM4000) com sistema óptico de fluorescência B / G / R, ultravioleta (BP 

465/20), azul (BP 530/30) e verde (BP 640 / 40) bandas de excitação 
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2.5 Medição da intensidade de fluorescência 

Para medição da intensidade de fluorescência as fotomicrografias 

obtidas foram processadas no programa ImageJ, marcando 11 pontos de cada 

imagem e processando pela análise 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 DISCUSSÃO 

Observou-se que as células do corpo gorduroso dos animais expostos a 

doses de 110 µg.L-1 de Hg tiveram alteradas as expressões enzimáticas de 

SOD e P450. Quanto a análise de intensidade de fluorescência, observou-se 

que para o grupo controle, a superóxido dismutase (SOD) e P450 são mais 

expressas (apresentam maior intensidade de fluorescência) nos enócitos do 

que nos trofócitos e quando expostos ao mercúrio na concentração de 110ppb 

aumentam a expressão das enzimas.  

Os aumentos nas expressões enzimáticas podem ser observados na 

Figura 1 apresentando as micrografias para a expressão do grupo exposto de 

P450 (Fig 1B) e SOD (Fig 1D), podendo-se notar a maior incidência de 

marcação fluorescente comparado ao grupo controle (Fig 1A, 1C). 
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Como apresentado na Figura 2 A, o aumento na marcação de P450 nos 

enócitos do grupo exposto a 110 µg.L-1 de Hg foi significante quando 

comparado ao grupo controle. Os trofócitos do grupo exposto não apresentam 

uma elevação significativa na marcação da enzima quando comparado ao 

grupo controle. Os animais experimentais que receberam a dose de 110 µg.L-1  

de Hg também apresentaram uma elevação na marcação de SOD (p<0,05), 

tanto nos enócitos como nos trofócitos do grupo exposto em comparação ao 

grupo controle, sendo essa expressão significativamente maior nos trofócitos 

(Fig 2B).  

 

 

 

Poucos trabalhos estudam a interferência de metais na expressão do 

citocromo P450 monooxidase em insetos. Poupardin et al. (2008) identificaram 

que a exposição de larvas de Aedes aegipty a doses subletais de cobre induziu 

a expressão de 11 genes diferentes que codificam enzimas P450 e também 

utilizando doses subletais de cobre, Bernabò et al. (2017) detectaram o 

Figura 2 – Histograma da expressão 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 diferenças estatísticas entre as colunas (p<0,05) enquanto que letras iguais 
indicam  que não houve diferença estatística entre os grupos. 

Figura 1 –Microscopia de fluorescencia em enócitos (en) e trofócitos (tr) do sistema hepato 
nefrocítico 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 marcação para expressão de P450 e C e D para
expressão de SOD 
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aumento da expressão de enzimas P450 monooxidase em larvas do mosquito 

Chironomus riparus. O estudo do cobre em insetos se deu devido a presença 

desse metal em inseticidas. 

Korashy et al. (2005) identificaram que o Hg2
+ induz a expressão de um 

gene da família P450 (CYP1A1) em células de hepatocarcinoma murino após 3 

horas de exposição, e a expressão se manteve elevada por pelo menos 24 

horas, além de ter gerado espécies reativas de oxigênio (ERO). Independente 

do modelo utilizado, os artigos levantados afirmam que a interação entre os 

metais e as enzimas da família P450 dos insetos, apesar de evidente, ainda 

não é completamente entendida. 

Tollefsen et al. (2017) também relataram o aumento da expressão 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 mercúrio em coração de ratos C57B e detectaram 

aumento na expressão de 14 genes que codificam enzimas P450, (Cyp1a1, 

Cyp1b1, Cyp2b9, Cyp2b10, Cyp2b19, Cyp2c29, Cyp2c38, Cyp4a10, Cyp4a12, 

Cyp4a14, Cyp4f13, Cyp4f15, Cyp4f16 e Cyp4f18).  

Zhang et al. (2013) utilizando alfafa (Medicago sativa) engenheiradas 

geneticamente para expressarem a CYP2e1 e GST, demonstaram que a 

expressão dessas enzimas aumentaram a resistência das plantas à  

contaminação por mercúrio e tricloroetileno. Assim utilizando o marcador de 

CYP2e1, os achados estão de acordo com o esperado e observado em 

diversos trabalhos, utilizando como modelos experimentais mamíferos e 

invertebrados e até mesmo plantas transgênicas. 

Nikolic et al. (2015) estudaram a expressão e atividade de SOD e 

catalase em Apis mellifera na Sérvia e detectaram não só uma maior 

expressão de SOD em abelhas de áreas urbanas e industriais, comparadas à 

áreas rurais como uma maior reatividade da SOD, que podem ocorrer devido à 

maior exposição destas abelhas a poluição ambiental (com a presença de 

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

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

Coréia do Sul, em comparação a áreas agrícolas e de montanha. Há uma 
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maior expressão de SOD por Apis mellifera de áreas urbanas, sendo neste 

estudo avaliado também a quantidade de mercúrio encontrado no mel 

(3,249mg Hg/kg) e nas abelhas (0,489 mg Hg/kg) de Apis mellifera de áreas 

urbanas. Os autores ainda citam que a presença de estradas e atividades 

industriais e de mineração, além das atividades de queima de combustível 

influenciam a contaminação 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 produção de cimento, atividade conhecida por liberar Hg 

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

   Gizaw et al. (2020) também indicaram a alta expressão de enzimas 

P450 nas abelhas das áreas urbanas em comparação às áreas agrícolas, 

chegando a expressar até três vezes mais genes de P450 do que as abelhas 

dos outros grupos, indicando que isto pode ocorrer devido a respostas destes 

organismos a xenobióticos gerados pela atividade industrial da área de coleta.  

Uma comparação interessante com o trabalho de Gizaw et al. (2020), é 

que a P450 em abelhas pode ser induzida pela exposição a pesticidas (DE 

SMET et al., 2017). Assim é esperado que abelhas de áreas com atividades 

agrícolas impactadas por pesticidas apresentem uma maior expressão de 

P450, o que não foi observado, levando a inferir que os metais presentes na 

poluição ambiental de áreas urbanas se mostram como agentes extressores 

mais impactantes na expressão de enzimas de desintoxicação. 

A expressão de P450 nas células do corpo gorduroso foi aumentada e 

mais evidente nos enócitos, uma resposta coerente já que essas células estão 

relacionadas a produção de enzimas de desintoxicação (Locke; Nichol, 1992; 

Lycett et al., 2006). 

Esses dados levantados durante a pesquisa apontam que a avaliação da 

marcação de P450 e SOD no corpo gorduroso pode ser uma ferramenta útil de 

avaliação do estresse oxidativo, além disso, a análise pode ser mais explorada  

para a exposição a xenobióticos inorgânicos, uma vez que a literatura aponta 

principalmente para a ação desta enzima sobre moléculas orgânicas, sendo 

escassos os trabalhos que estudam a expressão de P450 em abelhas expostas 

a metais.  
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4. CONCLUSÃO 

Os trofócitos e os enócitos do corpo gorduroso de Bombus atratus 

responderam à intoxicação por mercúrio com o aumento da expressão de P450 

e SOD, visualizado pela marcação por imunufluorescência destas enzimas, 

indicando que o corpo gorduroso de Bombus atratus responde a contaminação 

por metais elevando a expressão de enzimas relacionadas com processos de 

desintoxicação e de proteção antioxidante. 
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6. DISCUSSÂO 

Para auxiliar na discussão, os dados sobre os resultados obtidos e 

apresentados nos artigo 1 e artigo 2 foram compilados na Quadro 1 sendo 

divididos por técnica de coloração e as células do corpo gorduroso (trofócito e 

enócito) dos grupos exposto e controle.  

 

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

Técnica 
Trofócito Enócito 

Controle Exposto Controle Exposto 

H.E 

Células 
alongadas 

 

Núcleos 
ramificados 

 

Células 
arredondadas 

 

Núcleos 
arredondados 

 

Células 
esféricas 

Núcleo esférico 

 

Cromatina 
descondensada 

Células 
elipsóides 

Núcleos 
picnóticos com 
vacuoalização 

Cromatina 
condensada 

Acridine 
Orange 

Fluorescente 
verde 

Fluorescente 
laranja 

Fluorescente 
verde 

Fluorescente 
laranja 

Hsp 70 34,7 ± 5,9 27,0 ± 4,4 (↓) 101,2 ± 14,2 97,6 ± 17,7 

Hsp 90 23,7 ± 2,8 12,6 ± 0,85 (↓) 89,7 ± 15,9 30,3 ± 2,1 (↓) 

SOD 46,2 ± 2,4 122,4 ± 3,5 (↑) 80,6 ± 4,5 113,2 ± 8 (↑) 

P450 53,1 ± 2,6 80,1 ± 2,6 (↑) 94,9 ± 4,7 125 ± 13,5 (↑) 

 

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

enócitos apresentam uma maior expressão de Hsp 70 em relação aos 

trofócitos, em conformidade com os resultados obtidos por Nogueira et al. 

(2019), bem como podemos perceber a maior expressão de P450 pelos 

enócitos também de acordo com Locke e Nichol (1992). Lycett et al. (2006) 

apresentam que os enócitos do corpo gorduroso são elementos chaves na 

expressão de P450 para metabolização de xenobióticos e  resistência a 

inseticidas. 
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Como apresentado por Goasduff e Cederbaum (2000), ao utilizar a 

depleção da chaperona Hsp90, foi observada a prevenção na degradação do 

citocromo P450 no citosol de células do fígado. Como observado, há uma 

diminuição na expressão de Hsp90 pelos enócitos e trofócitos, o que permite  

entender que o mercúrio pode aumentar a expressão de P450, ao passo que a 

diminuição da expressão de Hsp90 leva a conservação do citocromo produzido 

em excesso e não utilizado na metabolização do metal. 

Nogueira et al. (2019) administraram uma concentração de 0,2 ppb Hg 

para Bombus atratus e Bombus morio o que resultou num aumento da 

expressão de Hsp70 em B. morio porém a expressão dessa chaperona foi 

reduzida em B. atratus em comparação ao controle, indicando que organismos 

do mesmo gênero podem apresentar mecanismos de desintoxicação 

diferentes.  O aumento de expressão de Hsp70 após administração de cloreto 

de mercúrio foi observado utilizando como modelo experimental Danio rerio, 

truta e rato (ZHANG et al., 2016). 

Vários 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 expressão 

de Hsp70 frente a pesticidas, assim como Doganlar e Doganlar (2015) expondo 

Drosophila melanogaster à várias combinações de pesticidas. Porém esses 

trabalhos citados apresentam uma diferença deste. Os animais foram obtidos 

de criadouros de referência, onde os animais não estão expostos a 

contaminação ambiental.  

Augustyniak et al. (2009) avaliaram a expressão de Hsp70 em crias de 

gafanhotos, sendo as genitoras coletadas em locais com e sem poluição. Os 

gafanhotos gerados por ovoposição de fêmeas coletadas em locais poluídos 

apresentaram menores expressões de Hsp70 comparados a gafanhotos de 

locais de referência (sem poluição). Além disso, quando os ovos eram 

colocados em areia contaminadas por zinco, os gafanhotos originados de 

fêmeas de locais sem poluição apresentaram um aumento na expressão de 

Hsp70 super pronunciado, enquanto os originados por fêmeas de ambientes 

poluídos o nível de expressão de Hsp70 ou não foi alterado (100 µg Zn.g-1) ou 
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foi reduzido (500 µg Zn.g-1), inferindo que a expressão dessa chaperona possa 

estar ligada à algum tipo de “herança maternal”.  

Considerando que as abelhas Bombus atratus utilizadas neste 

experimento foram coletadas em campo, é possível inferir que estes animais 

estavam em contato com os mais diversos tipos de agentes estressores, tanto 

na coleta de pólen, néctar ou água, bem como o contato com material 

particulado suspenso no ar, contaminantes de solo e água que as abelhas 

possam ter entrado em contato. 

Assim os resultados de supressão obtidos na análise da intensidade de 

imunomarcação de Hsp70 e Hsp90 podem ter sua origem devido a reações 

que as abelhas já realizavam e metabolismos que poderiam ter como forma de 

defesas frente a  outros xenobióticos. 

Como apresentado na Figura 8, o local de coleta das abelhas para este 

experimento possui em seu entorno uma rodovia de tráfego intenso de 

veículos, bem como duas plantas industriais de produção de cimento, 

atividades conhecidas por liberar Hg para o ambiente (CETESB, 2014; 

CASTILHOS; DOMINGOS, 2018) 

O mercúrio emitido pela produção 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 hidrossolúvel 

pode permanecer na atmosfera por até um ano e as formas oxidadas e 

associadas ao material particulado são facilmente removidas do ar por 

deposição seca ou úmida, com tempo de residência na atmosfera de algumas 

horas ou dias (EUROPEAN COMMISION, 2001; GWOREK et al., 2017). 

A cidade de Sorocaba apresenta uma tendência de diminuição da 

poluição atmosférica, incluindo a emissão de material particulado (CETESB, 

2019), porém apresenta episódios de aumento desses poluentes excedendo 

até 100% do nível considerado como limite pela Organização Mundial da 

Saúde (MORAES, 2014). Mesmo com uma qualidade do ar considerada boa, 

alguns estudos relacionam a poluição atmosférica da cidade com maior número 

de internações por pneunomia (NEGRISOLI; NASCIMENTO, 2013; SOUZA; 

NASCIMENTO, 2016) e, ainda mais alarmante, segundo dados do Instituto 
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Saúde e Sustentabilidade (2014) as mortes na cidade por doenças atribuídas à 

má qualidade do ar no ano de 2011 foi 77% maior que a soma das mortes no 

trânsito e por homicídios dolosos registradas naquele ano. 

 Com a possibilidade da deposição de mercúrio pela contaminação 

atmosférica pelas duas indústrias próximas da região de coleta das abelhas 

estudadas, propõe-se, como ações futuras, realizar análises para detecção da 

quantidade de mercúrio presente nas amostras de flores aonde as Bombus 

atratus foram coletadas, bem como realizar a medição da quantidade do metal 

presente nas próprias abelhas, que servirão tanto para complementação dos 

dados obtidos neste trabalho como também para colaborar com o registro de 

áreas contaminadas por metais na cidade de Sorocaba. 

Porrini et al. (2003), já prediziam que estudos de ecotoxicologia clássica, 

baseados em mortalidade e sobrevivência não são suficientes para avaliar os 

efeitos de organismos frente a xenobióticos. No caso das abelhas, vários 

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 hepatonefrocítico (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 básica (acadêmica) nas áreas biológicas: 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 

começou 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 intoxicação por contaminantes metálicos é evidentemente 

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

declínio ou morte.  

Entender a resposta do organismo frente a apenas ao xenobiótico e a 

resposta de organismos frente ao mesmo xenobiótico, mas que estão em 

contato com uma gama de outros contaminantes ambientais, fornecerá, no 

caso das abelhas, melhor compeensão para determinar ações que auxiliem a 

proteção e conservação destes indispensáveis polinizadores. 

   

7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Com os resultados obtidos através desta pesquisa, pode-se observar os 

efeitos negativos que o mercúrio, na forma inorgânia de cloreto de mercúrio 

(HgCl2) impacta nas células do corpo gorduroso de abelhas Bombus atratus. 

Como definido em outros trabalhos, os trofócitos e enócitos reagem a 

xenobióticos estressores, respondendo ao processo de desintoxicação do 

organismo das abelhas. Através das análises de morfologia, coradas por 

Hematoxilina e Eosina ficam evidente os danos a essas células quando 

administrado doses de 110 µg.L-1 Hg, onde os enócitos apresentam seus 

núcleos picnóticos e os núcleos dos trofócitos perdem sua forma ramificada. 

A condensação da cromatina dos núcleos dos enócitos indicam o 

processo de morte celular e a perda da forma dos núcleos dos trofócitos 

indicam perda da função destas células, sendo o processo de morte celular 

confirmado pela coloração por Acridine Orange. 

A imunomarcação de SOD e P450 foram aumentadas nas duas células 

e sugerem um aumento da expressão gênica de forma a aumentar a 

quantidade de enzimas como uma resposta das células ao xenobiótico, de 

forma a promover a metabolização do mercúrio, como também uma resposta 

ao estresse oxidativo gerado pelo metal no metabolismo das abelhas. 

Estes dados ajudam a entender a atuação das células do corpo 

gorduroso frente a ação de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo,  e a 

intensa participação das células do corpo gorduroso frente ao xenobiótico, 
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indicado pela resposta na produção de SOD pelos trofócitos que se equipara 

ao enócito e a expressão de P450 pelos enócitos. 

Assim, podemos apresentar as células do Sistema Hepatonefrocítico 

como um bom biomarcador para avaliar os impactos de metais em abelhas 

Bombus atratus. 

Como prospecção de continuação deste trabalho e complementação de 

dados sugere-se o estudo de identificação dos contaminantes metálicos 

existentes nas flores e folhas das árvores onde as abelhas para este estudo 

foram coletadas, bem como uma análise dos metais presentes no corpo das 

abelhas, utilizando, por exemplo, a metodologia de análise por meio de 

espectroscopia de emissão óptica com plasma (ICP-OES). 

Por fim, além dos objetivos alcançados nesta tese, definidos e 

apresentados na seção 2, espera-se que este trabalho contribua frente a 

sociedade com a popularização e circulação do conhecimento produzido nas 

Universidades, instigado por questões socioambientais, buscando promover a 

educação ambiental e a conscientização pública da conservação, para que, 

como sociedade, consigamos estar alinhados e cumprir o que dita o Artigo 225 

da Constituição Brasileira: “Todos têm direito ao meio ambiente 

ecologicamente equilibrado, bem de uso comum do povo e essencial à sadia 

qualidade de vida, impondo-se ao poder público e à coletividade o dever de 

defendê-lo e preservá-lo para as presentes e futuras gerações”. 
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