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RESUMO

As abelhas sem ferrdo sdo consideradas importantes provedores de servigos
ecossistémicos, como a polinizacdo. No entanto, varios estudos cientificos tém reportado o
declinio desses polinizadores, levando preocupac@es ecoldgicas e econémicas. Dentre as
diversas hipdteses para o declinio, o uso indiscriminado de pesticidas e estressores ambientais
como a queima de combustiveis fosseis sdo apontados como contribuintes para este declinio
comprometendo aspectos cognitivos e locomotores das abelhas. Assim, objetivou-se com este
estudo analisar o efeito genotdxico dos inseticidas imidacloprido e cipermetrina, bem como da
poluicdo urbana, no genoma da abelha nativa Tetragonisca angustula, por meio do Ensaio
cometa. Para tanto, primeiramente a metodologia do Ensaio cometa foi padronizada para este
organismo, O que ocorreu concomitantemente ao estabelecimento dos grupos controle
negativo, no qual as abelhas se alimentaram apenas de xarope, € 0 grupo controle positivo, no
qual as abelhas foram alimentadas com ciclofosfamida (2 mg/mL) diluida em xarope. Apés a
validacdo do Ensaio cometa, as abelhas foram expostas a diferentes concentracdes do
inseticida imidacloprido (1,5; 3,0; 6,0; 12,0 e 24,0 ng/mL), diluidos em xarope por 48 h, e de
cipermetrina (6,0; 12,0 e 24,0 ng/mL). Foram também estudadas abelhas de colbnias naturais
do Parque Arraial Bom Jesus na cidade de Recife, Pernambuco, um local urbano com intensa
movimentacdo de veiculos e pessoas. Um grupo controle negativo ambiental foi realizado
com abelhas oriundas da Area de Protecio Ambiental Aldeia- Beberibe, Pernambuco. Os
resultados destes estudos validaram a metodologia do Ensaio cometa em hemdcitos de adultos
de T. angustula. Os resultados obtidos por meio do indice de Dano (ID) e Frequéncia de Dano
(FD%) indicaram maior efeito genotdxico do imidacloprido e da cipermetrina nas maiores
concentracdes (12 e 24 ng/mL), resultando em elevada ocorréncia de lesbes de niveis 3 e 4,
consideradas as mais agressivas ao material genético. No estudo do efeito genotdxico
associado a poluicdo, houve danos em duas das trés coldnias de abelhas, demostrando
associacdo com o0s poluentes atmosféricos inerentes ao ambiente urbano. Apresentamos
evidéncias de que estressores ambientais, como a polui¢do urbana e os pesticidas testados,
comprometem o genoma das abelhas da espécie T. angustula. Portanto, sdo fatores de risco
para a saude dos polinizadores, para o0 bem-estar das populacgdes, e contribuem para a reducao

dos servigos ecossistémicos oferecidos, que sdo valiosos para a humanidade.

Palavras-chave: Abelhas nativas; Genotoxicidade; Poluentes ambientais; Polinizadores.



ABSTRACT

Stingless bees are considered important providers of ecosystem services such as
pollination. However, several scientific studies have reported pollinator declines, leading to
ecological and crippling concerns. Among the various possibilities for decline, the
indiscriminate use of pesticides and environmental stressors such as the burning of fossil fuels
are identified as contributors to this decline, compromising cognitive and locomotor aspects
of bees. Thus, the aim of this study was to analyze the genotoxic effect of the insecticides
imidacloprid and cypermethrin, as well as urban fuel, on the genome of the native bee
Tetragonisca angustula, through the Comet assay. Therefore, the methodology of the Comet
assay was standardized for this organism, which occurred concomitantly with the
establishment of the negative control groups, in which the bees fed only on syrup, and the
positive control group, in which the bees were fed with cyclophosphamide (2 mg/mL) diluted
in the syrup. After validation of the Comet assay, the bees were exposed to different
concentrations of the insecticide imidacloprid (1.5; 3.0; 6.0; 12.0 and 24.0 ng/mL), diluted in
syrup, during 48 h, and to cypermethrin (6.0; 12.0 and 24.0 ng/ml). Bees from natural
colonies in the Arraial Bom Jesus Park in the city of Recife, Pernambuco, an urban area with
intense movement of vehicles and people were also studied. An environmental negative
control group was carried out with bees from the Aldeia-Beberibe Environmental Protection
Area, Pernambuco. The results of these studies show the validation of the methodology in
hemocytes of T. angustula adults. The results obtained through the Damage Index (DI) and
Damage Frequency (DF%) indicated a greater genotoxic effect of imidacloprid and
cypermethrin at the highest concentrations (12 and 24 ng/mL), resulting in a high occurrence
of level 3 and 4, considered the most aggressive lesions to the genetic material. In the study of
the genotoxic effect associated with fuel, there was damage in two of the three bee colonies,
demonstrating an association with atmospheric pollutants inherent in the urban environment.
We present evidence that environmental stressors, such as urban fuel and the pesticides tested,
compromise the genome of T. angustula bees. Therefore, they are risk factors for the health of
pollinators, for the well-being of the tolerant ones, and they worked to reduce the ecosystem

services offered, which are valuable to humanity.

Keywords: Native bees; Genotoxicity; Environmental pollutants; Pollinators.
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1 INTRODUCAO

As abelhas apresentam distribuicdo geografica em todo o mundo e sdo conhecidas
mais de 20.000 mil espécies (MICHENER, 2013; ASCHER; PICKERING, 2020), que s&o
responsaveis pelo fornecimento de produtos apicolas como o mel, a cera, e o prdpolis
(MALAGODI-BRAGA; KLEINERT, 2004, SLAA et al., 2006, VOSSLER et al. 2018). No
entanto, sua importancia vai além disso, pois elas sdo consideradas os principais agentes
polinizadores (SZCZUREK et al., 2020).

De acordo com Williams (2008), as abelhas sdo responsaveis pela polinizacdo de mais
de 90% das plantas com flores, que além de contribuir para os servigos ecossistémicos,
ajudando na producdo agricola e seguranca alimentar (POTTS et al., 2016), participam
essencialmente da biodiversidade (GODFRAY et al., 2010; TILMAN et al., 2011). Nesse
Viés, a espécie Tetragonisca angustula uma abelha nativa sem ferrdo, conhecida popularmente
como jatai, vem sendo alvo de muitas pesquisas cientificas pela sua eficiéncia em polinizar

plantas selvagens e culturas economicamente valiosas (GIANNINI et al., 2020).

O declinio na diversidade e abundancia de polinizadores vém sendo pauta de muitos
estudos e tornou-se motivo de preocupacdo (CAMERON et al., 2011; DIVELY et al., 2012)
em relacdo a sustentabilidade dos servigos de polinizacdo. Niveis insatisfatorios desse servico
comprometem a interacdo planta-polinizador (RIAZ et al., 2020) e a producéo agricola
mundial. (ALVAREZ et al., 2017).

Além disso, esses polinizadores sofrem com agdes antropogénicas em seu meio, que
se intensifica pela liberacdo imprudente de agrotoxicos (PIRES et al., 2016) desencadeando
sérios problemas para as abelhas devido a sua toxicidade. O contaminante lambda- cialotrina,
por exemplo, quando administrado em concentracdes subletais e ingerido cronicamente
causam danos no intestino médio, glandulas hipofaringeas e cérebro das abelhas (CASTRO et
al., 2020). Enguanto outros contaminantes podem ocasionar danos ainda no desenvolvimento
das abelhas quando expostas a eles, por exemplo, residuos de pesticidas em favos de cria
como 0s cipermetrina, imidacloprido e dentre outros causam efeitos subletais no
desenvolvimento e longevidade das abelhas operarias (WU, JUDY Y.; ANELLI, CAROL M;
SHEPPARD, 2011).

Outro problema para a salude das abelhas sdo os locais com emissdes elevadas de
compostos quimicos, especialmente vindos das industrias e dos veiculos automotores
(GUARIEIRO; VASCONCELLOQOS; SOLCI, 2011). Sendo assim, as abelhas quando expostas
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a poluentes ambientais e a agrotoxicos acabam comprometendo VAarios aspectos
comportamentais, como por exemplo, a exposi¢do prolongada a concentragdes realistas de
campo ao imidacloprido e coumafds, implicam em efeitos adversos na aprendizagem olfativa
e formacdo da memodria das abelhas (WILLIAMSON; WRIGHT 2013; TOSI et al., 2016). O
que implicara de forma negativa durante o forrageamento (GILL et al., 2012; HENRY et al.,
2012; SCHNEIDER et al.,, 2012 FELTHAM et al., 2014), e quando expostas em &reas
agricolas as abelhas tém seu desempenho e desenvolvimento da coldnia afetados, assim como
efeitos adversos na reproducdo (ALBURAKI et al.,, 2017) fecundidade, crescimento e
desenvolvimento das abelhas (DA et al., 2010).

Assim, poluentes ambientais podem gerar danos ao DNA dos organismos Vivos
(BOLOGNESI, 2003; SANTANA et al.,, 2018), porém estudos voltados para os efeitos
genotoxicos no genoma de abelhas nativas sem ferrdo sdo incipientes. Multiplos testes podem
ser usados para avaliar danos genéticos causados por agentes genotoxicos, e 0 Ensaio Cometa
(EC), é um deles. Uma técnica rapida, facil e eficaz para identificar lesbes no material
genético (OSTLING e JOHANSON, 1984; SINGH et al., 1988; M@LLER, 2006). Diante
disso, foi objetivo desse trabalho avaliar o possivel efeito genotdxico no DNA de abelhas
Tetragonisca angustula, expostas a poluicdo atmosférica e aos pesticidas imidacloprido e

cipermetrina, por meio do Ensaio Cometa.
2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Tetragonisca angustula: aspectos gerais e ecologicos

A Tetragonisca angustula é uma espécie de abelha nativa sem ferrdo, conhecida
popularmente como Jatai (Figura 1) dentre as nativas ela é a mais abundante ocupando paises
tropicais e subtropicais que vai desde o sul do México ao sul do Brasil (CASTANHEIRA e
CONTEL 2005), assim como Vvarios estados brasileiros. E uma abelha ristica, pequena cerca
de 4-5 mm de comprimento (MELO et al., 2012) e de facil adaptacdo a ambientes urbanos e
rurais. Taxonomicamente, a T. angustula pertence a familia Apidae, ordem Hymenoptera
(TRIPLEHORN e JONNSON, 2004) e tribo meliponini (MICHENER, 2013).
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Figura 1. Adultos de Tetragonisca angustula.

Fonte: Revista Attalea Agronegdécios (2020).

Meliponineos ou abelhas sem ferrdo sdo insetos sociais, sdo considerados
excepcionais polinizadores, pois prestam servico ao polinizar plantas nativas e cultivadas
GIANNINI et al., 2020). Com 51 géneros e 500 espécies a tribo Meliponini € a mais diversa
(SLAA et al., 2006; ASHER; PICKERING, 2018, CAMARGO; PEDRO, 2013). As abelhas
do género Tetragonisca sdo espécies valiosas economicamente para o Brasil, pois s&o
responsaveis pela qualidade de plantacGes agricolas importantes para o mercado financeiro
(GIANNINI et al., 2020).

Tetragonisca angustula e outras espécies de abelhas ndo nativas apresentam
peculiaridades que as distinguem, como a auséncia do ferrdo, voos mais curtos e o formato de
seu ninho, que sdo construidos na horizontal, apresentando uma unica abertura (VIT et al.,
2013), suas asas sdo diferenciadas com nervuras fracas ou muitas delas sd@o ausentes, 0s
machos e as operarias sdo semelhantes entre sim, em termos de tamanho, enquanto a rainha é
diferente dos demais em estatura (MICHENER, 2013).

Além de diferentes aspectos morfoldgicos e comportamentais, as abelhas nativas
apresentam habitos de nidificacdo os mais variados, que vai desde a troncos de arvores,
paredes (ROUBIK 2006; BROWN; OLIVEIRA 2014), o que as tornam mais vulneraveis as
mudancas climaticas (CARVALHO; DEL LAMA 2015; GIANNINI et al., 2015). Por fim,
elas apresentam habilidades no manuseio, conducdo e armazenamento do pélen (KLEIN et
al., 2007; PATRICIO; ROBERTO, 2014).

Em termos comportamentais, as abelhas sdo insetos sociais com organizacdo de castas
que é realizada com divisbes de tarefas dentro da colénia (HAMMEL et al., 2016), que é
composta por milhares de individuos, dos quais apresenta uma abelha-rainha, o zangéo e as
operérias, a rainha por sua vez é responsavel pela reproducéo, o zangdo, que é o macho é
encarregado pela fertilidade da rainha e a casta operaria, sdo responsaveis pela limpeza, coleta

e manutencdo da colbnia, além de coletar pdlen e néctar (FLETCHER et al., 2020). Portanto
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ao todo tem-se uma média de 2.000-5.000 abelhas operéarias por colonia (ALVAREZ;
ZAMUDIO, 2016).

Posto isto, as abelhas T. angustula precisam manter a integridade de sua colonia,
sendo responsabilidade das abelhas-guardas ou sentinelas. Elas exibem um sofisticado
sistema de comunicagdo quimica que ajuda tanto no reconhecimento de individuos
pertencentes ou ndo a col6nia, quanto na divisdo de tarefas (VAN ZWEDEN; D'ETTORRE,
2010; LEONHARDT, 2017). Assim, o mel e o prépolis sdo defendidos pelas abelhas guardas
que sdo morfologicamente diferentes das demais abelhas (GRUTER et al., 2012), abarcando
até 6% da forca de trabalho total (SEGERS et al., 2015).

Esse reconhecimento se da pelos hidrocarbonetos ndo volateis, que sd&o compostos
organicos presentes na cuticula do inseto (D'ETTORRE; VAN ZWEDEN, 2010;
BLOMQUIST e GINZEL, 2021), e por contatos com as antenas eles conseguem detectar
qualquer variagcdo em seu meio (SHARMA et al., 2015). Elas se organizam ao redor de seu
ninho, que por sua vez apresenta uma Unica abertura, a qual elas conseguem interceptar a
entrada de individuos que ndo pertencem a colbnia e, a medida que envelhecem passam a
ficar de pé na entrada do ninho identificando individuos que pertencem a colonia por meio
das antenas (GRUTER, 2011; KARCHER; RATNIEKS, 2009). Assim, as guardas conseguem
manter a integridade da col6nia interceptando individuos que ndo sejam companheiros do
ninho e que possam usurpar recursos (GRUTER, 2020), além de evitar a disseminagdo de
doencas para a colonia (CAPPA et al., 2019).

Dessa forma, as abelhas jatai conseguem identificar individuos companheiros da
colénia e para tal efeito, ocorre a liberacdo dos feroménios de alarme que sdo condicionados
para defesa do ninho, pensando nisso Jernigan et al. (2018), realizaram um estudo baseado em
estimulos incondicionados para examinar a resposta adaptativa de espécie T. angustula a nivel
de colbnia. Para isto, estabeleceu uma hipétese de realizar repetidas exposi¢oes ao feroménio
de alarme em diversos contextos para saber se o teste iria modelar a resposta das abelhas. Ao
fim do estudo, foi possivel constatar que as abelhas tinham uma resposta diferente as diversas
mudancas, ou seja, elas se adaptavam as ameacas ambientais, com intuito de poupar energia

caso ndo fosse uma ameaca a nivel de coldnia.

Outra caracteristica marcante das abelhas jatai é o sabor peculiar do seu mel que
apresenta atributos sensoriais que o diferenciam dos demais méis de outras espécies de
abelhas, como por exemplo o da Apis mellifera (NORDIN et al., 2018). O mel apresenta uma

série de compostos importantes que agrega alto valor no mercado, como proteinas (RAMON-
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SIERRA et al., 2015), minerais (BILUCA et al., 2016, 2017). Seguindo esse viés, Biluca et al.
(2020), examinaram o mel de diferentes espécies de abelhas sem ferrdo, dentre elas a
Tetragonisca angustula, no Estado de Santa Catarina no periodo de floracdo. Os autores
averiguaram os parametros fisico-quimicos dos méis, entre eles, a acidez e o pH e lhes foi

atribuido caracteristicas antibacteriana e anti-inflamatoria.
2.2 Agrotdxicos e seus impactos

Por ser um dos maiores produtores agricolas, o Brasil é um dos paises que mais faz
uso de agrotoxicos (MARCELINO et al, 2019; NASCIMENTO et al, 2020;
PAUMGARTTEN, 2020), cujo objetivo é melhorar a producdo agricola, frutos, sementes,
bem como para evitar o aparecimento de pragas. O Brasil, por ter uma grande area de plantio,
requer uma maior quantidade de defensivos agricolas (PIGNATI et al., 2017), o que tém
aumentado com o passar dos anos (ABATI et al., 2021), desencadeando problemas a saude
humana (RAMOS al., 2021) e a0 meio ambiente (MORON et al., 2014; ESCUDERO et al.,
2016).

A vista disso, € inevitavel o contato com esses contaminantes, pois eles estdo no ar,
solo, &gua e plantas (BOFFETTA, 2006), afetando polinizadores como as abelhas, devido seu
comportamento de forrageamento (POTTS et al., 2010), os seres humanos desencadeando
doencas respiratdrias e canceres (RAMOS et al., 2021; BOFFETTA, 2006), principalmente
para os trabalhadores que ndo faz uso dos equipamentos de protecao individual (EPI) (ALI et
al., 2018; BERNIERI et al., 2020; GARCIA-GARCIA et al., 2016; GODOY et al., 2019;
PASIANI et al., 2012), assim como praticas precarias de higiene pessoal (DAMALAS;
ELEFTHEROHORINOS, 2011, KHANAL; SINGH, 2016, GODQY et al., 2019).

Apesar das evidéncias dos efeitos adversos dos agrotoxicos, o uso desses defensivos
s6 faz aumentar com o passar dos anos (ABATI et al., 2021). Isto aumenta as chances de
exposicdo a tais contaminantes, de organismos que sejam ou ndo alvo deles. Além disso, é
sabido que estes quimicos podem agir como agentes genotoxicos (BOLOGNESI, 2003;
DOCEA et al.,, 2017; KAPELEKA et al., 2019; PAUMGARTTEN, 2020). Um estudo
conduzido por Ramos et al. (2021) com 180 trabalhadores rurais expostos direta e
indiretamente a acdo de agrotoxicos em trés municipios brasileiros, no Estado de Goias,
constatou lesdes no DNA, sendo esta condi¢do intimamente associada a fatores como sexo,

idade e 0 ndo uso dos equipamentos de protecédo individual (EPI).
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Mesmo as abelhas ndo sendo organismos alvo desses contaminantes, elas apresentam
vulnerabilidades a estes quando expostas, 0 que pode estar atrelado aos mecanismos de defesa
que elas possuem, conforme ocorre a ativacdo ou inativagdo de enzimas desintoxicantes. As
principais enzimas responsaveis na desintoxicacdo de xenobidticos sdo a Citocromo (P450),
Carboxilesterases (CCEs) e Glutationa S-transferases (GSTs), relacionadas ao metabolismo
de pesticidas e/ou resisténcia a estes (NEWCOMB et al., 1997; DABORN et al., 2012). Por
isso, hd uma necessidade de entender detalhes acerca dos efeitos toxicoldgicos dos pesticidas,

no que se refere ao mecanismo de agéo deles.

Leite et al. (2022) realizaram um teste em condicGes laboratoriais em que expuseram a
abelha T. angustula a trés diferentes agrotoxicos, clorpirifés (inseticida), ciflumetofem
(acaricida) e Difenoconazol (fungicida), com doses recomendadas pelo fabricante, de 100
mL/100 L de agua, 40 mL/100L de &4gua e 20 mL/100L de agua, respectivamente. Os autores
relataram que todos os agrotdxicos nas doses testadas causaram mudancas no comportamento
das abelhas. O clorpirifés foi considerado o mais tdxico para as abelhas, em que elas
apresentaram tremores, dificuldades de locomocdo e paralisia em apenas 15 minutos de
exposicdo, seguindo de morte em apenas trés horas apds seu contato. O difenoconazol,
provocou um desenfreado bater de asas nas abelhas e o ciflumetofeno estimulou atividades de

limpeza, ocasionando agitacao no interior da gaiola.

Ainda, foi constatado que os efeitos da exposicdo cronica ao pesticida clorpirifés em
abelhas Scaptotrigona bipunctata em sua fase larval comprometeu seu desenvolvimento, que
refletiu em massa corporal reduzida, apéndices deformados (antenas e pernas) area das asas
limitadas e diminuicdo drastica dos imaturos (DORNELES et al., 2021). A toxicidade dos
pesticidas sobre as abelhas pode ser explicada também em virtude da propriedade lipofilica
que alguns possuem, por exemplo o spnosad, que é facilmente absorvido pela cuticula dos
insetos alcancando ligeiramente seu ponto alvo (MILHONE et al., 2009; LEITE et al., 2012;
PADILHA et al., 2020). Sendo assim, o potencial toxico dos diferentes tipos de agrotdxicos
varia de acordo com a via de exposicdo, tempo e concentracdo do produto (PIOVESAN et al.,
2020).

2.2.1 Pesticidas neonicotinoides: Imidacloprido

Dentre as classes de pesticidas que mais esta relacionada ao declinio das abelhas, estéo
0s neonicotinodides, inseticidas sistémicos. Estes quimicos sdo assim chamados porque
conseguem percorrer toda a planta contaminando o pélen e o néctar, fontes alimentares para
as abelhas na fase de floragdo (JESCHKE; NAUEN, 2008; SIMON-DELSON ET AL..M
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2015; WOOD E GOULSON, 2017; BUTLER, 2018). O alvo dos neonicotindides é o sistema
nervoso central, visto que atuam como imitadores de neurotransmissores e ligam-se aos
receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR), causando excitacdes até paralisia em dose
subletais e morte quando se trata de doses letais (JESCHKE e NAUEN, 2008, SIMON-
DELSO et al., 2015).

O imidacloprido é o neonocotindide mais usado e considerado o mais prejudicial as
abelhas (BUTLER, 2018). Dessa forma, sdo os que mais estdo documentados na literatura
como os principais responsaveis do declinio das abelhas (GOULSON, 2015). Ele se encontras
entre os pesticidas que mais gera impactos irreversiveis nas populagdes de abelhas em todo o
mundo, de acordo com uma avaliacdo realizada pela European Food Safety Authority
(EFSA). E por serem toxicos causam serios danos a memoria, olfacdo, orientagéo, locomocao,
desenvolvimento e coordenacdo motora (WILLIAMSON e WRIGHT ,2013; CIARLO et al.,
2012; GILL et al., 2012).

A toxicidade dos neonicotindides varia de acordo com seu grupo quimico, por
exemplo, neonicotindides com radical ciano sdo menos toxicos para as abelhas, enquanto 0s
que apresentam o radical nitro é considerado o mais nocivo as abelhas (JACOB et al., 2019).
O imidacloprido, cuja formula quimica esta representada na Figura 2, contém radical nitro e,
portanto, se configura como um inseticida altamente toxico a satde destes polinizadores. Este
nednico constitui aproximadamente 40% do comércio de neonicotinoides, sendo o produto
mais vendido mundialmente e apontando como um dos principais causadores do Disturbio do
Colapso das Colbnias (CCD) (PEREIRA; DINIZ; RUVOLO-TAKASUSUKI, 2020).

Figura 2. Estrutura quimica do neonicotindide Imidacloprido.

Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Imidacloprid


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Imidacloprid

18

2.2.2 Pesticidas piretrdides: Cipermetrina

Os piretréides sdo inseticidas sintéticos que possuem estruturas quimicas derivadas
das piretrinas e afetam o sistema nervoso de espécies ndo-alvo provocando paralisia e morte.
O enfraquecimento da aplicagdo de produtos com maior toxicidade pertencentes as classes
dos organofosforados e carbamatos promoveu a ascencdo de piretrinas e piretrdides nos
altimos anos, tornando-as uma das classes mais empregadas na agricultura e uso doméstico,
constituintes de aproximadamente 3.500 formulagdes registradas, conforme dados da United
States Environmental Protection Agency (2020).

O aumento do uso de piretroides ocorreu principalmente em razdo de caracteristicas
convenientes desses compostos, como a rapida eficiéncia, estabilidade a luz solar, baixo poder
de bioacumulagdo e toxicidade seletiva, geralmente baixa para mamiferos (CASIDA,
QUISTAD, 1998, JOHNSON et al., 2006 ), contudo significativamente alta para peixes e
espécies ndo-alvo de invertebrados (LI et al., 2017). Esta classe representa 25% do mercado

de inseticidas mundial e tem sido utilizada ha mais de quatro décadas ( SHAFER et al., 2005).

Ha duas categorias nas quais 0s piretroides estdo agrupados. Aqueles pertencentes ao
tipo | provocam agitacéo e perda de coordenacédo, enquanto os representantes do tipo 11, como
a cipermetrina (Figura 3), promove a despolarizacdo do nervo e consequente paralisia
(SHAFER et al., 2005; LI et al., 2017). Alguns do modos de acdo da cipermetrina envolvem a
interrupcdo do fechamento da porta do canal Na*, o que acarreta em uma série de impulsos
nervosos que ocasionam a liberacdo dos neurotransmissores da acetilcolina (ACh) e o
estimulo de outros nervos; acimulo de calcio no citosol; danos a nivel genético e celular, e

inibicdo do receptor GABA, que resulta em espasmos e excitacdo (ULLAH et al., 2018).

Figura 3. Estrutura quimica do piretréide Cipermetrina.

Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Cypermethrin#section=2D-Structure.
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A cipermetrina é um piretride empregado em larga escala nas culturas agricolas em
decorréncia da sua elevada efetividade. N&o obstante, a toxicidade deste produto afeta
organismos nédo-alvo e de considerada relevancia ambiental, como as abelhas (BHUTIA et al.,
2013). Estudos conduzidos por Christen e Fent (2017) e Fent et al. (2020) constataram que a
exposi¢do de abelhas a cipermetrina leva a alteracGes de genes que comprometem a funcéo
imunoldgica. Outros pesticidas da classe dos piretroides, a bifentrina e a lambda-cialotrina,
quando usados em doses subletais causam graves danos as abelhas. A bifentrina interfere no
estagio larval e fertilidade da rainha (DAI et al., 2010), enquanto a lambda-cialotrina

prejudica a capacidade de aprendizagem e memoria destes polinizadores (LIAO et al., 2018).

2.3 Poluigéo urbana e seus efeitos adversos

A poluicdo ambiental vem se agravando com os passar dos anos e tornou-se um dos
problemas mais significativos da atualidade. Essencialmente, a poluicdo derivada das
atividades antrépicas, como atividades industriais e o fluxo de automoveis (GUARIEIRO;
VASCONCELLOS; SOLCI, 2011), ocasionando problemas respiratorios que podem impactar
negativamente na qualidade de vida das pessoas (HUPFFER; WEYERMULLE; ALVES,
2016). Alem do mais a exposicdo a contaminantes podem gerar danos a saude humana
(RAMOS et al., 2021), assim como outros organismos além das abelhas (SANTANA et al.,
2017, CESCHI-BERTOLI et al., 2020).

Os poluentes atmosféricos podem ser divididos em primarios, os quais sdo oriundos da
acdo humana e os secundarios que sao aqueles resultantes da propria reacdo desses compostos
atmosfeéricos, que por sua vez podem percorrer longas distancias (YU et al., 2012; YOUNG et
al., 2013; LU; SHEN, 2019; MARTINELLO et al., 2021). Os elementos primarios sdo
constituidos por 6xidos de nitrogénio (NOx), compostos organicos volateis (COVs),
monodxido de carbono (CO) e didxido de enxofre (SO2), por exemplo, enquanto o0 0zonio (Oz)
e o material particulado (MP) comp6em os elementos secundarios (GUARIEIRO;
VASCONCELLOS; SOLCI, 2011).

E sabido que uma das fontes de poluentes sdo os veiculos automotores, que liberam
metais pesados e material particulado (PAPA et al., 2021). A deliberagdo de metais toxicos na
atmosfera provenientes das indudstrias e do fluxo veicular, favorece o lancamento de metais
como mercurio (Hg), chumbo (Pb) e cadmio (Cd), e semi-metais, a exemplo, o arsénico (As),
que ndo sdo degradados no meio ambiente, eles sdo persistentes e o papel homeostatico ndo

séo exercidos por eles, sendo assim qualquer mudanca que o ambiente venha a sofrer eles néo
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vao conseguir manter o ambiente estavel (TENKOUANO et al.,, 2019). Ademais, se
acumulam nos tecidos dos animais interferindo nos sistemas nervoso, reprodutivo,
imunolégico e causam alteracdes no DNA (TCHOUNWOU et al., 2012; GIZAW et al.,
2020).

O material particulado (PM) por definicdo é considerado uma associa¢do de elementos
quimicos que sdo langados no ambiente e que possuem dimensdes distintas (PLUTINO et al.,
2022), sendo classificados como PMig (até 10 um), PMas (até 2,5 pm), PM; (até 1 um) e PM
ultrafino (PM 0,1) (MARRON et al., 2013). A fracdo PM 0,1 é a mais prejudicial, pois
permanece por muito mais tempo no ar e uma vez inalada ele consegue chegar aos alvéolos,
obstruir as superficies epiteliais e cair na corrente sanguinea (MAHER et al., 2016,
BEMCSLK; LESTAVEL; CANU, 2018, SCHRAUFNAGEL, 2020), comprometendo o
funcionamento do cérebro (SCHRAUFNAGEL, 2020). Portanto, PM além de causar lesdes
no material genético via estresse oxidativo e alteracGes epigenéticas, refletindo na expressao
génica (DASHTIPOR, 2015; SOLTANI et al., 2017; JAN et al., 2019).

Diante desse cenario, em que a exposi¢cdo a poluentes atmosféricos desencadeia uma
série de implicacOes negativas a0 meio ambiente e a salde dos organismos que se expdem a
eles, faz-se necessario o uso de organismos bioindicadores da qualidade ambiental. Nessa
perspectiva, organismos considerados bioindicadores ambientais sdo importantes para
monitorar a qualidade do ar. As abelhas, além de excelentes polinizadores, se destacam por
sua atividade como indicadores bioldgicos das condi¢cBes ambientais, pois possuem 0 corpo
coberto por pelos e contribuem para o fornecimento de informacdo acerca de poluentes
atmosfeéricos, tais como metais pesados, MP, pesticidas e outros contaminantes (PORRINI et
al., 2003; PERUGINI et al., 2011; SATTA et al., 2012; PORRINI et al., 2016; GIGLIO et al.,
2017; GORETTI et al., 2019; MARTINELLO et al., 2021).

Foi observado que poluentes atmosféricos estdo relacionados com a reducédo de insetos
polinizadores, uma vez que a interagdo dos componentes atmosféricos com 0s compostos
organicos volateis das flores podem alterar quimicamente os odores florais (RYALLS et al.,
2022) limitando o acesso ao pdlen (BENNETT et al., 2020) e comprometendo o ato de
forragear dos polinizadores (BLAND et al., 2021). Ainda, pode provocar a interrupcdo de
outros servicos ecossistémicos mediados por odores como a relacdo planta-polinizador por
afetar acOes visuais e olfativas (BLANDE, 2021; RYALLS et al., 2022). Em funcdo de sua

atividade de forrageamento, as abelhas estdo constantemente expostas e vulneraveis a acdo de
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poluentes atmosféricos, que acabam se acumulando em seu corpo ou s&o ingeridos via
alimentacdo (CUNNINGHAM et al., 2022).

2.4 Ensaio cometa para avaliagdo da genotoxicidade

O Ensaio Cometa, também conhecido como Eletroforese em Gel de Célula Unica, é
uma técnica rapida, facil e eficaz para identificar e quantificar lesdes no material genético em
células individualizadas (OSTLING; JOHANSON, 1984, SINGH et al., 1988; M@LLER,
2005). O ensaio cometa é fundamentado na disposicdo em que as fitas de DNA tendem a
relaxar, permitindo assim que as mesmas se distendam em direcdo ao anodo; assim quanto
mais quebras, mais os loops se distendem e mais visivel ficardo os fragmentos que formam a
cauda do cometa (COLLINS, 2004; UEDA, 2020). Os cometas sdo identificados por niveis
que vai do O (o DNA sem danos) ao nivel maximo, o 4 (DNA totalmente danificado)
(COLLINS; DIDENKO, 2002).

Além de ser sensivel em identificar danos no material genético comparado aos demais
testes genotoxicos, 0 método apresenta vantagens como pequeno quantitativo de células por
tratamento, facilidade operacional e rapidez na obtencéo dos resultados (TICE et al., 2000).
Além disso, pode ser empregado tanto em testes in vitro quanto in vivo (GONCALVES, 2013;
LOURO, 2014; KAHL et al., 2015), sendo aplicado em diversos organismos como anfibios
(GONCALVES et al., 2019), répteis (SILVA, 2015), crustaceos (MOURA et al., 2015),
peixes (MATOZO et al., 2015, MOURA et al., 2015), roedores (MENEGUETTI;
FACUNDO, 2015; BALDISSERA et al., 2016) e insetos (SANTANA et al., 2018; CESCHI-
CESCHI-BERTOLI et al., 2020).

A aplicabilidade da técnica vem sendo aplicada a um numero limitado de espécies de
insetos comparado a diversidade conhecida atualmente (CESCHI-CESCHI-BERTOLI et al.,
2020). Nesta, as células sdo submetidas a um processo de lise celular, no qual as membranas
sdo rompidas e o conteudo celular expelido, de modo que, apenas o material genético ocupe
todo espaco interno da célula. A molécula é exposta a uma corrente elétrica, com intensidade
e tensdo especificos, que gera um padrdo de migracdo. O material genético fica concentrado e
a medida que os fragmentos de DNA migram em direcdo ao polo oposto é formada uma
cauda semelhante & de um “cometa”. A gravidade da lesdo ¢ assim mensurada, pela extensao

da cauda e integridade da “cabe¢a” (MOLLER; AZQUETA; BOUTET-ROBINET, 2020).
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3 OBJETIVOS

Geral
Avaliar o potencial efeito genotdxico de doses subletais de pesticidas e da exposi¢do a
poluicdo atmosférica urbana, em abelhas adultas da espécie Tetragonisca angustula, por meio

do Ensaio cometa.

Especificos
Padronizar a metodologia de coleta e da aplicacdo do Ensaio cometa em abelhas
nativas sem ferrdo Jatai com ocorréncia em Pernambuco, Brasil, estabelecendo os niveis de

danos genéticos de grupos controle;

Caracterizar a possivel genotoxicidade de duas classes de pesticidas (Imidacloprido e
Cipermetrina) na abelha nativa Jatai;

Investigar o efeito da poluicdo atmosférica urbana de Recife sobre o genoma das

abelhas Jatai, por meio do Ensaio cometa;

Fornecer subsidios para estudos ecotoxicoldgicos, utilizando abelhas nativas sem

ferrdo como bioindicadores da qualidade ambiental.
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4 RESULTADOS

4.1 Artigo |
Avaliacdo da genotoxicidade do neonicotindide Imidacloprido em

abelhas sem ferrdo Tetragonisca angustula (Latreille) por meio do Ensaio

cometa

Assessing the genotoxicity of neonicortinoid Imidacloprid in stingless bees

Tetragonisca angustula (Latreille) by Comet assay
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RESUMO

Nas ultimas décadas, as espécies polinizadoras das abelhas (Ordem Hymenoptera) tém
sofrido um declinio de suas populacGes, e fatores antropicos, tal como uso de pesticidas
neonicotindides, tem sido associado a esse fendmeno. Ha evidéncias que estressores
ambientais pode ocasionar alteracfes no DNA dos organismos, porém, poucos estudos tém
sido feitos a este nivel gendmico em espécies de abelhas, especialmente nas espécies nativas
do Brasil, como a abelha sem ferrdo Tetragonisca angustula (Apidae: Meliponini). Este
estudo buscou padronizar a metodologia do Ensaio cometa e avaliar o potencial efeito
genotoxico do neonocotindide imidacloprido em células da hemolinfa de adultos. Apds coleta
das abelhas em colmeia artificial junto a uma area de Mata Atlantica presentava (APA Aldeia-
Beberibe, Pernambuco, Nordeste do Brasil), as abelhas foram alimentadas por 48 horas com
diferentes concentragdes do imidacloprido (1,5; 3,0; 6,0; 12,0 e 24,0 ng/mL). Cada tratamento
contou com trés réplicas, cada uma com 35 adultos, e os danos genéticos foram quantificados
pela média do indice de Dano (ID) e da Frequéncia de Dano (FD%) entre trés réplicas. Os
resultados demonstraram efeito genotdxico significativo das trés doses mais altas do
composto em relacdo ao grupo controle negativo. Por serem muito susceptiveis ao
imidacloprido, este estudo apontou microquebras no DNA nas espéceis de abelhas T.
angustula nas concentragdes testadas, especialmente em ambientes agricolas onde o composto
é utilizado, assim novos estudos deverdo ser realizados para avaliar riscos em outras espécies
de abelhas.

Palavras-chave: Jatai; Pesticidas; Piretroides; Dano genético.
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1. INTRODUCAO

A classe Insecta é a mais diversa e apresenta elevado numero de espécies (5,5
milhdes) que habitam os mais variados habitats em todo o mundo (STORK, 2018). Nesta
classe, a ordem Hymenoptera agrupa abelhas, formigas e vespas, sendo as abelhas a que
desempenham um papel importante na agricultura mundial como polinizadores (POTTS et al.,
2016). Sao conhecidas mais de 20 mil espécies de abelhas (MICHENER, 2013; ASCHER,;
PICKERING, 2020), das quais 5 mil encontram-se na regido neotropical (FREITAS et al.
2009, MOURE et al. 2007) e cerca de 1600 no Brasil (NUNES-SILVA et al., 2020).

Apesar da incontestavel relevancia das abelhas, em alguns locais do mundo ha
evidéncias de que elas estdo em declinio, um fenémeno conhecido como Colony Collapse
Disorder (CCD) que decorre dos efeitos toxicos e mortais de poluentes presentes cada vez
mais nos ambientes (CRESSEY 2013, 2017; GROSS, 2013; EPA, 2022). As abelhas sofrem
também com parasitas e patdgenos, exposicao a pesticidas e menor abundancia de alimentos
(MULLIN et al., 2010; POTTS et al., 2010, 2016; GOULSON et al., 2015; THEMUDO et al.,
2020). Segundo Wright et al. (2018) o estresse nutricional devido a transformacdo, perda e
contaminacdo do habitat natural estd entre os principais fatores que contribuem para o

declinio atual das populac@es de abelhas.

Dentre as espécies de abelhas, destacam-se aquelas que pertencem a tribo Meliponini,
conhecidas popularmente como abelhas indigenas “sem ferrdo”, por possuirem o ferrdo
atrofiado (vestigial), sem capacidade de ferroar. Os meliponineos sdo abelhas eussociais que
constroem coldnias perenes, com divisdo de castas e trabalho, com sobreposicdo de geracdes.
A diversidade dessa tribo é de mais de 500 espécies distribuidas pelas regides tropicais e
subtropicais do mundo. Na regido neotropical, que é reconhecida como a mais biodiversa,
foram registradas 417 espécies de Meliponini (distribuidas em 33 géneros exclusivos)
segundo o catélogo de abelhas neotropicais “Moure” (CAMARGO; PEDRO, 2013; PEDRO,
2014).

O Brasil retine uma grande diversidade de abelhas nativas (com 80% dos taxons dos
Meliponini neotropicais), e tem 409 espécies catalogadas (CAMARGO; PEDRO, 2013).
Entretanto, a diversidade ainda é sub amostrada, pois os estudos e levantamentos de espécies
tendem a se concentrarem em regides Sul e Sudeste, e menos nas demais regides brasileiras.
Estudos com abelhas nativas em nosso pais sao muito bem-vindos, diante da sua importancia
ecoldgica e por que muitas espécies de plantas sdo polinizadas apenas por abelhas sem ferrdo
(GIANNINI et al., 2020).
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Dentre as abelhas nativas destaca-se Tetragonisca angustula (Latreille) (Apidae:
Meliponini) conhecida popularmente como Jatai, uma das mais abundantes na regido
neotropical (MALAGODI-BRAGA; KLEINERT, 2004, GIANNINI et al., 2020) e uma
espécie muito comum que co-habita com popula¢des humanas (VELEZ-RUIZ et al., 2013).
Em virtude de sua preferéncia generalista pela escolha de pdlen e pelos servigos de
polinizacdo ofertados, é uma espécie extremamente importante para 0s ecossistemas naturais
e agricolas (MALAGODI-BRAGA; KLEINERT, 2004, SLAA et al., 2006, VOSSLER et al.,
2018, GIANNINI et al., 2020).

Uma das classes de pesticidas mais discutidos neste cenario sdo 0s neonicotindides
(CONNOLLY, 2013, CRESSEY, 2017, GODFRAY et al.,, 2014, LUNDIN et al., 2015,
STANLEY et al., 2015; LALONE et al., 2017). S&o inseticidas sisttmicos que agem no
sistema nervoso central como imitadores de neurotransmissores e que ligam-se aos receptores
nicotinicos de acetilcolina (nAChR), causando excitacdes até a paralisia e morte de insetos,
como as abelhas (JESCHKE; NAUEN, 2008, JESCHKE; NAUEN, 2008, JESCHKE et al.,
2011; SIMON-DELSO et al., 2015; LALONE et al., 2017).

A literatura traz uma série de estudos voltados para os efeitos adversos do
imidacloprido, relacionados a alteracfes comportamentais, efeitos fisioldégicos e cognitivos
(WILLIAMSON; WRIGHT, 2013; JACOB et al., 2019; GAO et al., 2020). Todavia, sdo
escassos 0s estudos voltados para investigacdo de aspectos genéticos, especialmente o efeito
genotoxico associado a este neonicotindide. Alteracdes na molécula de DNA podem
comprometer diversas funcbes dos organismos, como a de replicacdo, transcricdo e expressdo
génica, contribuindo para perda de fungdes relevantes do organismos, desenvolvimento de
doencas, ou diminuicdo da diversidade genética (FRIEDBERG, 2003, GIGLIA-MARI,
ZOTTER, VERMEULEN, 2011, THEMUDO et al., 2020).

Diante disso, estudos de genotoxicidade sdo de grande relevancia, a fim de saber se a
exposicdo a pesticidas compromete o material genético de organismos e, consequentemente,
sua sobrevivéncia. Considerando o amplo uso do imidacloprido na agricultura e seus diversos
efeitos nocivos para a sobrevivéncia e o funcionamento das col6nias de abelhas, este estudo
teve como objetivo investigar o potencial genotdxico desse neonicotindide na abelha nativa

sem ferrdo T. Angustula, aplicando pela primeira vez o Ensaio cometa em adultos da espécie.
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2. MATERIAL e METODOS
2.1 Coleta e transporte das abelhas

As abelhas adultas da espécie nativa Teragonisca angustula foram coletadas nos
meses de setembro e outubro de 2021, junto a uma col6nia cultivada em caixa de madeira, em
uma area de residéncia no entorno da Area de Protecdo Ambiental Aldeia- Beberibe, (distrito
de Aldeia dos Camaras, municipio de Paudalho, Pernambuco) (coordenadas -7.8). As
amostras de T. angustula foram obtidas com o auxilio de um Aspirador elétrico (Figura 1),
sendo os adultos transferidos em tubos de vidros e conduzidos, em seguida, ao Laboratério de
Genética, Centro Académico de Vitoria, Universidade Federal de Pernambuco, para execucao
do Ensaio cometa.

Figura 1. Representacdo do sugador elétrico utilizado para coletar as abelhas adultas Tetragonisca angustula
(setas) aderidas a rede no interior do aparelho; e tubo de vidro utilizado para o transporte, ap6s a coleta.

o
Fonte: Silva (2023).

2.2 Padronizacdo do Ensaio cometa em T. angustula

A implementacdo do Ensaio cometa para T. angustula foi feito apds varios testes de
extracdo da hemolinfa, priorizando obter a melhor qualidade possivel de células, com 0 menor
numero de adultos, por cada réplica. Assim, chegou-se ao numero de 35 abelhas, que apds
chegarem no laboratério, foram transferidas para potes de plasticos (500 mL) (Figura 2) para
serem alimentadas com diferentes doses de imidacloprido. Os potes plasticos foram adaptados
para esta finalidade e possuiam na lateral uma tela para permitir a entrada e circulacéo de ar
no recipiente. Por meio de um orificio na tampa, foi adicionada uma solucdo xarope
(composta por uma solucdo de agua destilada e agucar, na propor¢do (1:1), usada para
alimentar as abelhas.
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Figura 2. A. Transferéncia das abelhas para os potes de plasticos para exposicdo. B e C. Modelo de pote plastico
adaptado para os testes em laboratério.

Fonte: Silva (2023).

Foram testadas cinco concentragdes de Imidacloprido (Bayer Evidence, 700 WG - 700
g/kg, 70% m/m) (1,5; 3,0; 6,0; 12,0 e 24,0 ng/mL) misturado ao xarope, e foram também
estabelecidos dois grupos controles: um negativo (alimentado apenas com xarope) e um
positivo, alimentado com o composto mutagénico Ciclofosfamida a 2 mg/mL (Genuxal-
Baxter Hospitalar, S&o Paulo, SP, Brazil), diluido no xarope. Os organismos se alimentaram
por 48 horas em condicdes controladas, a 27° C em ambiente escuro (exceto durante a
reposicdo do xarope), seguindo trabalhos como: Yasuda et al. (2017), Wong et al. (2018),
Jacob et al. (2019), Ceschi-Bertoli et al. (2020). A reposicdo do xarope foi feita a cada dia,

com 3 mL de solucdo. Os bioensaios foram conduzidos em triplicata (n=35 individuos).

Para obtencdo da hemolinfa, as abelhas adultas foram colocadas no refrigerador a 4°C
por 1 min para reducdo da atividade metabdlica, facilitando o manuseio. Em seguida foram
transferidas para uma placa escavada e com auxilio de uma lupa para a visualizacdo dos
adultos, com uma pinca de relojoeiro n° 5 e um bisturi, tiveram a cabeca e o torax perfurados
e pressionados para a obtencdo da hemolinfa em solucdo de EDTA (200 uL) para evitar a
coagulacdo do fluido. Esta e as demais etapas do bioensaio se basearam nas descri¢es
metodoldgicas de Pereira (2021) para a abelha Apis mellifera. Em cada réplica, o material
bioldgico foi coletado de um pool celular de 35 individuos, misturado e transferido para tubos
de microcentrifuga com o auxilio de uma micropipeta, sendo em seguida submetido a

centrifugacdo por duas vezes a 3.000 rpm, por 3 min.

Aproximadamente 60 pL do material foi homogeneizado em 100 uL de solugdo de
agarose de baixo ponto de fusdo (low melting point, a 0,5%). O material homogeneizado foi
espalhado sobre laminas histoldgicas, previamente preparadas (lixadas e lavadas) e banhadas
em agarose padrdo (1,5% de agoarose diluida em 100 mL de solucdo salina tamponada com
fosfato - PBS). Sobre o material foi adicionada uma laminula (24 mm x 60 mm) e as laminas

foram colocadas a 4°C, por 10 min, para solidificagdo da agarose.
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As laminulas foram removidas e as laminas contendo o material biolégico foram
imersas em solucdo de lise (2,5 M NaCl; 100 mM EDTA; 1 M NaOH; 1% Tris pH 10; 1%
Triton X-100 e 10% DMSO) por 48 h, a 4°C. Posteriormente, as laminas foram alinhadas em
uma cuba de 40 cm, com a superficie fosca virada para cima e voltadas para a direcdo polo
negativo (anodo), e foi adicionada uma solucdo de tampéo de eletroforese (1 M NaOH; 200
mM EDTA pH>13) para estabilizar, por 20 min. A corrida eletroforética foi feita nas
condicbes: 40 V e 300 mA, por 20 min. Ao término da eletroforese, as laminas foram
retiradas da cuba e submetidas a uma solugéo de neutralizagéo (0,4 M Tris-HCI, pH 7,5) por
15 min, depois imersas em etanol absoluto para fixagdo por 5 min, secas ao ar, e armazenadas

em laminario, a 4°C, até 0 momento da analise microscopica.

Para a observacdo dos danos em microscopia de fluorescéncia, as laminas foram
coradas com 50 pL de GelRed (Biotium, Uniscence, S&o Paulo, Brazil) diluido em agua
purificada (1:500), e foram observadas em microscopio Zeiss-Imager. M2, equipado com o
filtro Alexa-Fluor 546 com aumento de 400X. Os cometas observados foram classificados de
acordo com a integridade da cabeca e comprimento da cauda em 5 niveis, de 0 (auséncia de
dano) até 4 (maior nivel de dano), baseado nas imagens descritivas de Silva (2023) (Figura 3)

para Tetragonisca angustula.

Figura 3. Imagens dos niveis de dano (0 a 4) em hemdcitos de adultos de Tetragonisca angustula. Fotos obtidas
em microscopia de fluorescéncia (Zeiss Axion) em aumento de 400x e coloracdo com GelRed.

Fonte: Silva (2023).

No total, 100 nucleoides foram observados (50 em cada uma de duas laminas) para
cada réplica, totalizando 300 células analisadas por tratamento. Os niveis de danos observados
foram tabulados para o célculo dos parametros do indice de Dano (ID) e da Frequéncia de

Dano (FD%), de acordo com as formulas:
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ID=0. (n° danos 0) + 1. (n° danos 1) + 2. (n° danos 2) + 3(n° danos 3) +4. (n° danos 4)

FD%-= (n° total de danos -n° de danos 0). 100)

n° total de danos

A andlise estatistica foi realizada pela Analise da Variancia (ANOVA) e pds-teste de
Bonferroni aplicado par a par, no programa STATA 14.0.

3. RESULTADOS

A metodologia do Ensaio cometa foi bem estabelecida em células da hemolinfa de
Tetragonisca angustula, com material de boa qualidade e em ndmero de nucledides
desejados. Conforme o esperado, os resultados de genotoxicidade observados no grupo controle
positivo (Ciclofosfamida a 2 mg/mL) foi alto, com medidas de 1D=141,7 e FD% = 50,3. Na
Tabela 1 estdo descritos os resultados da exposicdo a diferentes concentragdes do
imidacloprido (1,5; 3,0; 6,0; 12,0; 24,0 ng/mL) e dos grupos controle. indices e Frequéncias
de Dano altos foram observados nas concentracdes de 6,0; 12,0 e 24,0 ng/mL do
imidacloprido, em relacdo ao controle negativo e as doses mais baixas do composto (1,5 e 3,0

ng/mL). A Tabela 2 presenta os resultados estatisticos do pds-teste de Bonferroni.

Tabela 1. Valores médios e desvio padrdo (Dp) do nimero de células observadas nos tratamentos controle
negativo, controle positivo e concentracdes de imidacloprido (IMI), em células de hemolinfa com diferentes
graus de dano de adultos da abelha Tetragonisca. angustula.

Dano genético

Grupos

0 1 2 3 4 ID FD %
Controle negativo
Meédia 88,67 1,67 4,67 3,67 1,33 27,33 11,33
Dp 5,69 1,15 2,52 2,52 0,58 13,43 5,69
Controle positivo
Meédia 49,67 9.00 8.00 18.00 15.67 141.67* 50.33
Dp 1.53 1.00 1.73 3.00 2.89 11.02 1.53
IMI — 1,5 ng/mL
Média 94,00 2,67 1,67 1,67 0 11,00 6,00
Dp 1,00 0,58 058 0,58 0 1,73 1,00
IMI — 3,0 ng/mL
Média 95,67 1,33 0,33 0,67 2,00 12,00 4,33
Dp 1,15 0,58 0,58 1,15 1,73 5,57 1,15
IMI — 6,0 ng/mL
Média 57.33 9.67 8.33 17.33 7.33 107.67* 42.67*
Dp 4.62 2.52 3.06 1.53 2.52 15.04 4.62
IMI — 12,0 ng/mL
Média 56,33 7,67 6,33 19,67 10,00 119,33* 43,67*
Dp 1,53 1,15 0,58 1,15 1,00 5,77 1,53
IMI — 24,0 ng/mL
Média 45,00 9,33 9,67 20,67 14,67 149,33* 55,00*

Dp 1,00 1,53 0,58 2,52 1,53 0,58 1,00
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Niveis de dano: zero (0) representa auséncia de dano genético; e 1 a 4 indicam niveis
crescentes de dano. Asteriscos indicam diferengas significativas entre o grupo controle
negativo, e os demais tratamentos (P<0,05).

Na Tabela 1 é possivel observar que houve uma relacdo dose-resposta das
concentragdes de imidacloprido em relagéo ao grupo controle negativo. Conforme aumenta a
dose testada de IMI, aumentam também as lesdes ao DNA, até 0 maximo de 1D=149,3 e

FD%=55,0) para a maior concentracao, 24,0 ng/mL.

Tabela 2. Resultados da analise do pds-teste de Bonferroni para comparagdes par a par dos valores médios de
indice de Dano (abaixo da diagonal) e Frequéncia de Dano (acima da diagonal) entre os grupos controle negativo
(CO-), controle Positivo (CO+) e tratamentos com imidacloprido (1,5 a 24,0 ng/mL).

Tratamentos CO- CO+ 1,5ng/mL  3,0ng/mL 6,0ng/ml 12,0 ng/ml 24,0 ng/mi
CO- 0,0001* 0,946 0,250 0,0001* 0,0001* 0,0001*
CO+ 0,0001* 0,0001* 0,0001* 0,145 0,328 1,000

1,5ng/mL 1,000  0,0001* 1,000 0,0001* 0,0001* 0,0001*
3,0ng/mL 1,000  0,0001* 1,000 0,0001* 0,0001* 0,0001*
6,0 ng/ml  0,0001* 0,010* 0,0001* 0,0001* 1,000 0,003*
12,0 ng/ml  0,0001* 0,215 0,0001* 0,0001* 1,000 0,007

24,0 ng/ml  0,0001* 1,000 0,0001* 0,0001* 0,002* 0,029+

*Diferenca significativa (P< 0,05).

4. DISCUSSAO

Foi observado no presente estudo uma relacdo concentracdo-resposta de
genotoxicidade para o composto comercial imidacloprido, com significativas diferencas de
niveis de dano entre as concentracdes testadas. Embora o imidacloprido tenha sido altamente
genotoxico, nas maiores concentracfes, o composto ndo foi capaz de matar as abelhas.

Demostrando sensibilidade das abelhas ao contaminante.

Seguindo esse panorama Jacob et al. (2019), avaliaram os niveis de sensibilidade de T.
angustula a quatro inseticidas da classe dos neonocotindides, o acetamiprido, imidacloprido,
tiacloprido e tiametoxam, e os efeitos nas atividades locomotoras das abelhas. Foi constatado

que os inseticidas neonicotindides interferiram negativamente na locomog&o, que por sua vez



31

comprometia a velocidade, distancia percorrida, duracdo e frequéncia do repouso e
mobilidade continua da espécie tratada oralmente. Outros trabalhos também relatam a alta
toxicidade do imidacloprido para as abelhas (JACOB et al., 2019; PETERSON et al., 2020;
KIM et al., 2020), corroborando Mommaerts et al. (2010) de que o composto € um produto

comercial altamente téxico.

Resultados similares, indicando efeitos deletérios de outros inseticidas em T.
angustula foram obtidos por Murcia et al. (2017) que avaliaram a mortalidade dessa espécie e
da abelha sem ferrdo Scaptotrigona xanthotricha, submetidas a diferentes doses de
tiametoxam (neonicotindide) e fipronil (fenilpirazois), administrados por via oral e por
contato. O estudo dos autores evidenciou a elevada susceptibilidade das abelhas aos pesticidas
testados, também com efeito dose-resposta. Por outro lado, resultados encontrados por Brito
et al. (2020), apds exposicdo ao imidacloprido, ndo indicaram efeitos genotdxicos ao
aplicarem o Ensaio cometa na abelha nativa do Brasil, Melipona quadrifasciata (ou
Mandacaia). Da mesma forma, Pereira (2021) também n&o encontrou danos significativos na
espécie Apis mellifera, abelha introduzida no Brasil. A autora também aplicou o Ensaio
cometa e testou o efeito genotoxico das mesmas concentracdes do presente estudo. Os
resultados de Brito et al. (2020) e Pereira (2021) indicam que diferentes espécies tém
sensibilidade diferentes ou mecanismos mais desenvolvidos para corrigir ou superar 0s danos

geneticos.

Os achados destas pesquisas podem ser também sustentados pelo fato de as abelhas
possuirem uma menor quantidade de genes associados a imunidade inata e enzimas
desintoxicantes (LARSEN; REYNALDI; NOVOA, 2019). O que vai de encontro com outros
estudos na literatura que indicam ocorréncia de danos em diferentes organismos, apds
exposi¢cdo ao imidacloprido, tal como minhocas (ZANG et al. 2000), anfibios (FENG et al.
2004, PEREZ-IGLESIAS et al. 2014), humanos (FENG et al. 2005) e peixes (VIEIRA et al.
2018), todos avaliados pelo Ensaio cometa. Além disso, em teste de genotoxicidade feito com
microndcleo, houve efeitos genotoxicos do imidacloprido em coelhos (STIVAKTAKIS et al.
2016) e em espécies vegetais como Allium cepa e Tradescantia pallida (RODRIGUEZ et al.
2015).

Diante do exposto, é preciso complementar os estudos dos aspectos cognitivos,
comportamentais, toxicoldgicos, neurotoxicos causado nas abelhas pela exposicdo a
pesticidas, incluindo também avaliacGes dos efeitos genotoxicos. Neste sentido, apresentamos

a metodologia do Ensaio cometa, ajustada para amostras de adultos de T. angustula, que mais
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uma vez, se mostrou um bioensaio sensivel, rapido e de baixo custo (CHARPENTIER et al.,
2014; KATARIA et al., 2016; VERCOSA et al., 2017; WU et al., 2020; WANG et al., 2016;
TOGAY et al., 2021; SILVA et al., 2023), e que poderia estar presente como metodologia

essencial em estudos com abelhas jatai e outras.

5. CONCLUSAO

Os resultados apresentados demonstraram que 0 ensaio cometa € uma técnica eficaz
para a avaliacdo de danos genéticos em abelhas. Houve efeito genotéxico do imidacloprido
nas condi¢cdes experimentais testadas, o que enriquece a literatura com informacgdes sobre
como o uso de agrotoxicos pode comprometer o genoma de abelhas nativas sem ferrdo, uma

vez que estudos voltados para essa tematica sao incipientes.
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RESUMO

As abelhas sem ferrdo sdo importantes agentes de polinizacao e, igualmente, possuem
importancia socioeconémica. Contudo, o uso indiscriminado de agrotoxicos tem implicado
para seu desaparecimento, principalmente os relacionados a classe dos piretroides, dentre eles
a cipermetrina (CYP), um inseticida sistémico que afeta o sistema nervoso central dos insetos,
desencadeando sérios efeitos adversos. Objetivou-se neste trabalho avaliar o potencial efeito
genotoxico da cipermetrina em abelhas Tretagonisca angustula, por meio do Ensaio cometa.
Para isso, as abelhas foram coletadas no entorno de uma residéncia em uma mata preservada
situada no distrito Aldeia dos Camaras, municipio de Paudalho, Pernambuco. Os ensaios
foram conduzidos no laboratorio de genética do Centro Académico de Vitoria de Santo Antéo
na Universidade Federal de Pernambuco. O inseticida testado foi a cipermetrina. Os
tratamentos realizados foram o grupo controle negativo ambiental (CO-A), composto por
abelhas processadas logo quando chegaram ao laboratério; um grupo controle negativo
laboratorial (CO-L), que consumiu por 48 h uma mistura de &gua e acUcar (xarope) com
DMSO a 0,01% (solvente); um grupo controle positivo, formado por adultos alimentados com
o composto genotdxico Ciclofosfamida (2 mg/mL), diluido no xarope. As concentracdes
testadas da CYP foram (6,0; 12,0 e 24,0 ng/mL) diluidas em DMSO a 0,01% e xarope, a qual
as abelhas foram alimentadas durante 48 h. Cada tratamento contou com trés réplicas de 35
adultos cada e o teste ocorreu em triplicata. Os danos genéticos foram quantificados pelo
indice de Dano (ID) e Frequéncia de Dano (FD%). Os resultados indicaram que, nas
condicOes experimentais deste estudo, a CYP foi genotdxica nas concentragdes mais altas (12
e 24,0 ng/mL), revelando uma relacdo dose-resposta, indicativa de que em doses néo letais,
quanto maior a dose de CYP, maior sera o dano no genoma de T. angustula.

Palavras-chave: Ensaio cometa; Genotoxicidade; Jatai; Polinizadores.
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1. INTRODUCAO

O papel dos polinizadores, especialmente, as abelhas como provedoras dos servigos
ecossistémicos sao essenciais para a interacdo cultura-polinizador (GIANNINI et al., 2020),
producdo agricola, economia e bem-estar humano (KLEIN et al., 2007). Tetragonisca
angustula ¢ uma espécie nativa sem ferrdo conhecida popularmente como “jatai” uma das
espécies mais abundantes da regido neotropical (MALAGODI-BRAGA; KLEINERT, 2004).
Dela provém produtos apiculas como a cera, o prépolis e 0 mel (MALAGODI-BRAGA;
KLEINERT, 2004, SLAA et al., 2006, VOSSLER et al., 2018), que se destaca por seu sabor e
qualidade peculiar (BILUCA et al., 2020).

Apesar da incontestavel relevancia, as abelhas vém sofrendo um extenso e continuo
declinio em diversas partes do mundo, fendmeno que ficou conhecido como Sindrome do
Colapso das Colonias (Colony Collapse Disorder - CCD) (CRESSEY 2013, 2017; GROSS,
2013; PEREIRA et al., 2020; THEMUDO et al., 2020), o qual € relacionado a uma série de
fatores como parasitas, doencas (FRIES, 2010, ROSENKRANZ et al., 2010) introducdo de
espécies exaticas, acdes antropogénicas, que envolve o uso demasiado de agrotoxicos,
refletindo negativamente na abundéncia e diversidade destes polinizadores (POTTS et al.,

2010) e, por consequéncia, afetam os servicos de polinizagéo.

No Brasil, o setor agricola é uma das atividades mais importantes e relevantes do
ponto de vista financeiro. Em consequéncia disto, 0 uso de agrotoxicos para a eliminagéo de
pragas € intenso (ALVAREZ et al., 2017), o eu traz muita preocupacao, pois os produtos
quimicos agricolas tem sido apontado como um dos principais impulsionadores do declinio de
agentes polinizadores (BRITTAIN et al. 2010; HENRY et al., 2012; MULLIN et al., 2010;
WHITEHORN et al., 2012; CASTILHOS et al., 2019) e também da perda da vegetacdo
natural (WINFREE et al., 2009).

Dentre os pesticidas mais usados encontra-se a cipermetrina (CYP), pertencente a
classe dos piretroides (CLARK et al., 2015; SETHI et al., 2015). Empregada em larga escala
nas culturas agricolas, sua toxicidade ndo afeta apenas os insetos considerados pragas, mas
também organismos ndo-alvo e de relevancia ambiental, como as abelhas (BHUTIA et al.,
2013). Nestes polinizadores, o pesticida é capaz de comprometer agdes bioquimicas
(MOKKAPATI et al., 2022), que por sua vez vao interferir em suas fungdes fisioldgicas,
(BENDAHOU; BOUNIAS; FLECHE, 1999, CHIBEE et al., 2021), imunolbgicas
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(CHRISTEN; FENT, 2017, FENT; SCHMID; FENT, 2020), motoras (MAZI et al., 2020;
PEREIRA et al., 2021) e comportamentais do organismo (BOFF et al., 2018).

A evidente preocupacdo dos estudos nos ultimos anos & compreender como a
sobrevivéncia das abelhas pode ser afetada pela exposicdo a pesticidas. Grande parte das
investigacOes permeiam aspectos fisioldgicos, cognitivos e comportamentais, porém sdo
escassos 0s que avaliam a genotoxicidade, especificamente relacionada a CYP. Posto isto, foi
objetivo desse estudo avaliar os efeitos genotoxicos da cipermetrina em abelhas nativas sem
ferrdo Tetragonisca angustula, por meio do Ensaio cometa, um bioensaio relativamente
rapido e eficaz empregado para a avaliacdo de danos genéticos no DNA de organismos
(CESCHI-BERTOLI et al., 2020).

2. MATERIAIS e METODOS

2.1 Coleta e manejo das abelhas

As abelhas adultas da espécie nativa Teragonisca angustula foram cultivadas em uma
residéncia no entorno de uma mata preservada situada no distrito Aldeia dos Camaras,
municipio de Paudalho, Pernambuco (coordenadas -7.8980531573898025, -
35.068044282941656). Para execucdo do bioensio, uma amostra foi coletada com auxilio de
um aspirador elétrico, em outubro de 2022. Apos a coleta, as abelhas foram transferidas para
potes de vidros que foram fechados com rolhas a fim de permitir a entrada de ar e garantir a
chegada dos organismos no Laboratorio de Genética, Centro Académico de Vitoria,

Universidade Federal de Pernambuco.
2.2 Exposicdo aguda das abelhas a Cipermetrina (CYP) por via oral

Em laboratorio, os adultos foram transferidos para potes plasticos (Figura 1), sendo
uma amostra processada de imediato para analise do material, compondo o grupo controle
negativo ambiental (CO-A). O grupo controle positivo (CO+) foi tratado com o composto
mutagénico Ciclofosfamida (2 mg/mL), diluido no xarope. O grupo controle negativo
laboratorial (CO-L) foi alimentado por 48 h com solucdo de xarope (agua destilada e agucar
1:1) e DMSO a 0,01% (solvente da Cipermetrina). Os recipientes plasticos de 500 mL
continham uma lateral telada, para permitir a circulacdo de ar, e foram mantidos a 28°C em
ambiente escuro (exceto no momento de reposicdo do alimento), seguindo as descri¢des
prévias de Yasuda et al. (2017), Wong et al. (2018), Jacob et al. (2019), Ceschi-Bertoli et al.
(2020), Chibee et al.( 2021).
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Nas mesmas condi¢Oes laboratoriais as abelhas foram expostas a trés diferentes
concentragdes da CYP, sendo elas 6,0; 12,0 e 24,0 ng/mL que forma preparadas e diluidas em
xarope e DMSO (0,01%).

2.3 Avaliacao da genotoxicidade por meio do Ensaio cometa

Para obtengdo da hemolinfa, as abelhas adultas foram colocadas no refrigerador a 4° C
por 1 minuto para reducdo da atividade metabdlica, facilitando o manuseio. Em seguida foram
transferidas para uma placa escavada e com auxilio de uma lupa para a visualizagdo dos
adultos, com uma pinga de relojoeiro n® 5 e um bisturi, tiveram a cabeca e o torax perfurados
e pressionados para a obtencdo da hemolinfa em solucdo de EDTA (200 pL), substéncia
usada para evitar a coagulacdo do fluido. O material bioldgico foi coletado constituindo um
pool celular de 35 individuos por réplica e transferido com o auxilio de uma micropipeta para
tubos de microcentrifuga e submetidos a centrifugacdo por duas vezes a 3.000 rpm por 3

minutos.

Um total de 60 uLL do material centrifugado foi homogeneizado em 100 pL de solucao
de agarose de baixo ponto de fusdo (low melting point) (0,5%). Por se tratar de uma etapa
fotossensivel, este procedimento foi realizado na auséncia de luz. O material homogeneizado
foi colocado sobre laminas histoldgicas, previamente preparadas (lixadas na face superior;
lavadas com agua e detergente e alcool a 70%; banhadas em agarose padréo 1,5%), e cobertas
com laminulas (24 mm x 60 mm). Apds 10 min a 4°C (para solidificacdo da agarose) as
laminulas foram removidas e as laminas foram imersas em solucao de lise (2,5 M NaCl; 100
mM EDTA; 1 M NaOH; 1% Tris pH 10; 1% Triton X-100 e 10% DMSO) por 48 h, a 4°C.
Apds esse periodo, as laminas foram removidas da solucdo de lise e alinhadas em uma cuba
de 40 cm, que foi preenchida com uma solucdo tampédo para eletroforese (1 M NaOH; 200
mM EDTA pH>13) para estabilizacdo do material por 20 min a 4°C. Na sequéncia, foram
submetidas a uma corrida eletroforética a 40 V e 300 mA, por 20 min e, posteriormente, as
laminas foram colocadas em uma solucdo de neutralizacdo (0,4 M Tris-HCI, pH 7,5) por 15
min, fixadas em etanol absoluto por 5 min, secas ao ar e armazenadas a 4°C até 0 momento da
analise. Os nucleoides foram avaliados em microscépio de fluorescéncia (Zeiss-Imager. M2),
equipado com o filtro Alexa-Fluor 546 com aumento de 400x. O material genético foi corado
com 50 pL. de GelRedTM, diluido em 4gua purificada (1:500).

Os cometas observados ao microscopio foram classificados de acordo com a
integridade da cabecga e comprimento da cauda, atribuindo-se valores de 0 (auséncia de dano)
até 4 (dano méaximo). Foram observadas 100 celulas (50 em cada uma das duas laminas
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analisadas) para cada réplica, totalizando 300 nucleoides avaliados por tratamento. A partir
dos niveis de dano observados foram calculados os valores do Indice de Dano (ID) e a
Frequéncia de Dano (FD%), de acordo com as formulas a seguir:

ID=0. (n° danos 0) + 1. (n° danos 1) + 2. (n° danos 2) + 3(n° danos 3) +4. (n° danos 4)

FD%= (n° total de danos -n° de danos 0). 100)

n° total de danos

A andlise estatistica dos valores médios de ID e FD% foi realizada pelo teste de
Anélise da Variancia (ANOVA) entre todos os tratamentos, e pelo pds-teste de Bonferroni,

para a par, no programa STATA 14.2. O nivel de significancia foi P<0,05.
3. RESULTADOS

Os resultados obtidos a partir da exposicdo de adultos Tetragonisca angustula
submetidos a diferentes concentracdes da Cipermetrina (6.0, 12.0, 24.0 ng/mL), juntamente
com os controles (CO-A; CO-L e o CO+) estdo apresentados na Tabela 1. Os dados mostram
0 ndimero medio observado de nucledides com danos de nivel 0 a 4, os valores médios
calculados de Indice de Dano (ID) e a Frequéncia de Dano (FD%), de cada tratamento. E
possivel observar no grupo controle positivo a ocorréncia de danos de todos os niveis,

sobretudo, das classes 3 e 4, que resultaram em medidas altas de ID=141,67 e FD%=50,33.

Tabela 1. Valores médios do numero de células observadas com niveis de danos O a 4, e valores médios
calculados para o indice de Dano (ID) e Frequéncia de Dano (FD%), em células da hemolinfa de adultos de T.
angustula, submetidos aos tratamentos controle negativo ambiental (CO- A), controle negativo laboratorial (CO-
L) e controle positivo (CO+), e a diferentes concentracdes da cipermetrina (CYP).

Danos genéticos

Grupos
0 1 2 3 4 ID FD%

CO+
Média 49,67 9,00 8,00 18,00 1567 141,67 50,33
Desvio Padrao 153 1,00 1,73 3,00 2,89 11,02 1,53

CO-A
Média 50,67 8,33 12,33 13,67 15,00 134,00 49,33
Desvio Padrao 361 1,15 252 153 3,46 15,72 3,51

CO-L
Média 50,67 12,00 20,00 7,67 9,67 103,67 49,33

Desvio Padrao 513 100 265 231 1,53 0,79 5,13
CYP - 6,0 ng/mL
Média 46,33 12,67 19,33 2,33 9,33 125,67 53,67
Desvio Padrao 586 3,06 153 1,15 4,16 18,15 5,86
CYP - 12,0 ng/mL
Média 33,00 5,67 8,67 22,67 30,00 211,00 67,00
Desvio Padrao 6,00 289 058 850 2,65 33,78 10,54
CYP - 24,00 ng/mL
Média 13,67 10,00 12,67 24,67 39,00 265,33 86,33
Desvio Padrao 252 300 231 153 3,00 14,01 2,52
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O resultado envolvendo os controles negativo, ambiental e laboratorial, que
apresentaram média nos niveis de danos com valores proximos, em que os valores de ID e
FD% né&o apresentaram diferenca significativa quando comparados estatisticamente, assim
como quando comparados com o grupo controle positivo (CO+). No entanto, é possivel
observar uma reducédo do ID em relacdo ao grupo controle negativo laboratorial, mas néao foi
significativa. Diante disso, presume-se entdo que o local em que as abelhas foram coletadas
possui algum estressor que ocasionou tais danos. Logo, em um cenério diferente, com
condicdes controladas de temperatura, luminosidade, alimentacdo e reducdo de estresse, as
abelhas por vias de reparo exibiu uma reducdo dos danos genéticos como indica os dados
obtidos pelo (CO- L).

As abelhas expostas as concentracdes (6.0, 12.0, 24.0 ng/mL), exibiram uma relagéo
concentragdo-resposta, em que foi observado um aumento de danos genéticos em decorréncia
ao aumento da concentracédo, sendo a 24,0 ng/mL foi a que mais ocasionou lesdes ao DNA da
abelha. Conforme os resultados obtidos a CYP foi genotoxica apenas nas concentracdes 12,0
e 24,0 ng/mL, uma vez que diferiram estatisticamente dos controles negativos. Né&o foi
observado diferenca significativa entre as concentragdes de 12,0 e 24,0 ng/mL, no entanto,
ambas diferiram da concentracdo de 6,0 ng/mL, que ndo foi genotdxica. A Tabela 2,
apresenta a analise estatistica par a par dos valores médios de Indice de Dano (ID) e

Frequéncia de Dano (FD%) (p0s-teste de Bonferroni).
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Tabela 2. Resultados da analise do pos-teste de Bonferroni para comparacGes par a par dos valores médios de
Indice de Dano (abaixo da diagonal) e Frequéncia de Dano (acima da diagonal) entre os grupos controle e
tratamentos.

Grupos CO+ CO-A CO-L 6,0 ng/ml 12,0 ng/ml 24,0 ng/ml

CO+ 1,000 1,000 1,000 0,054* 0,0001*

CO-A 1,000 1,000 1,000 0,037* 0,0001*

CO-L 1,000 1,000 1,000 0,037* 0,0001*
6,0 ng/ml 1,000 1,000 1,000 0,207 0,0001*
12,0 ng/ml 0,011* 0,005* 0,0001* 0,002* 0,19
24,0 ng/ml 0,0001*  0,0001* 0,0001*  0,0001* 0,064

*Diferenga significativa (P <0,05).

4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos da exposicdo a diferentes concentracdes da cipermetrina (CYP),
indicam que os grupos controle negativo ambiental (CO-A) e o grupo controle negativo
laboratorial (CO-L) nédo diferiram estatisticamente do CO+, assim como do grupo tratado com
a concentracdo 6,0 ng/mL. No entanto, o potencial genotoxico do piretroide foi revelado nas
duas maiores concentracdes, de 12,0 ng/mL e 24,0 ng/mL, de acordo com os parametros de

ID e FD% analisados.

Os dados da amostra coletada e processada imediatamente (CO-A) indicam uma
ocorréncia maior de danos em comparacdo com o grupo CO-L que, mantidos em laboratorio,
em condic¢des controladas de temperatura, luminosidade e com uma dieta a base de xarope,
apresentaram uma reducdo no nivel de danos. Testes em laboratdrio exigem controle de
fatores que sdo primordiais para o éxito nos resultados tais como a temperatura, pois € preciso
que o ambiente esteja em uma faixa compativel com a temperatura do organismo em seu
habitat natural. Uma vez que a temperatura pode comprometer o desenvolvimento e
comportamento do organismo, ela é uma peca chave para testes em laboratorio
(MEDRZYCKI et al., 2013; CHIBEE et al., 2021).

Outro fator relevante e associado aos danos no DNA do grupo CO-A ¢ a dieta, pois 0

ato de forragear, proporciona as abelhas o contato com uma série de contaminantes que
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podem estar contidos em suas fontes alimentares, especialmente, polen e néctar (TOSI et al.,
2017; ZAFEIRAKI et al., 2022). Posto isto, Pettis et al. (2013) realizaram um estudo com
abelhas meliferas em diferentes colmeias existentes em diversas safras e identificaram uma
gama de pesticidas nas amostras presentes no poélen retido nas abelhas. Ainda, diversos
pesticidas pertencentes as classes neonicotindide e piretrdide, e metais pesados, foram
encontradas em 45 amostras de polen coletados em abelhas em um estudo realizado por
Zafeiraki et al. (2022).

No que diz respeito a exposicdo ao pesticida, os danos causados pela cipermetrina
aumentaram concomitante a elevacdo da concentracdo, no entanto apenas as duas maiores
concentragdes testadas foram genotoxicas para as abelhas. Este efeito concentracdo-resposta
da CYP foi observado em um outro estudo, conduzido por Mazi et al. (2020), cujo objetivo
foi determinar a toxicidade do acetamiprido e da cipermetrina. Notou-se uma progressdo da
mortalidade a medida que a concentracdo aumentava e, em 4 horas de exposi¢do, por
mecanismo indireto, matou 100% das abelhas da espécie Apis mellifera para a concentracao
de 113,4 ng/uL do acetamiprido e 51,52 ng/uL da cipermetrina, que manifestou elevada

toxicidade.

O efeito genotoxico encontrado nas concentracbes maiores da cipermetrina em T.
angustula reforca algumas instabilidades atreladas ao potencial de desintoxicacdo desses
himenopteros. Em 2006, o sequenciamento do genoma da Apis mellifera, espécie amplamente
usada como modelo em testes de toxicidade em abelhas, revelou uma quantidade reduzida de
genes associados ao sistema de defesa e codificantes de enzimas de desintoxicacdo quando
comparada a outros insetos como os do género Drosophila, por exemplo (LARSEN;
REYNALDI; NOVOA, 2019). Por outro lado, é possivel também considerar que uma
supersaturacdo da maquinaria de reparo do DNA poderia ocasionar 0s danos genéticos, visto
gque o aumento das atividades de reparo favorece simultaneamente a ocorréncia de erros
(VILLAR; OJEDA, 2019).

Na literatura, € perceptivel uma maior concentracdo de pesquisas relacionadas aos
aspectos comportamentais, bioquimicos e fisioldgicos das abelhas. Pereira et al. (2021)
realizaram um estudo com a espécie de abelha sem ferrdo Scaptotrigona bipunctata, que foi
exposta a cipermetrina (ingrediente ativo) por via oral (nas concentragdes 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e
4,0 pg/mL) e por contato (concetragdes 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 e 1mg/mL). Para ingestéo, o
inseticida foi colocado no xarope, e por contato, foi adicionado 1 mL e espalhado sobre papel

filtro. Com isso foi possivel observar o efeito da cipermetrina a nivel individual e de coldnia,
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a longo e curto prazo por 72 h. Porém, apds 25 h de exposicdo foi observado mudancgas na
motricidade das abelhas tais como tremores e dificuldade na hora do voo. Diante disto, os
autores inferiram que este piretroide pode atuar como agente tdxico, comprometendo a

sobrevivéncia das abelhas.

Ainda nesse cenario, Mokkapati et al. (2022) realizaram um estudo cujo objetivo foi
avaliar alteracdes fisiolégicas e bioquimicas em fémeas adultas de abelhas Osmia bicornis
apés a exposicdo oral e continua a trés agroquimicos a base de inseticidas, organofosfosrado
(Clorpirifos), piretréide (cipermetrina) e o neonicotindide (acetamiprido). Ap6s a exposicao,
foi possivel observar alteracdes nas funcgdes fisiologicas das abelhas por afetar o balanco
energético causado pela privacdo de energia derivada de lipidios e carboidratos, ocasionado
reducdo na taxa respiratoria e metabolica das abelhas. No entanto, ndo interferiu na atividade
enzimatica da AChE e GST, que por sua vez sao primordiais para propagacdo do impulso

nervoso e desintoxicacdo de agentes toxicos, respectivamente.

No que tange a genotoxicidade, sdo poucos os estudos que se empenham a avaliar as
lesbes genéticas causadas por agroquimicos em espécies de abelhas, sobretudo, as nativas.
Contudo, o efeito genotoxico da CYP foi estudado e revelado por meio do Ensaio cometa em
insetos como Drosophila melanogaster (MUKHOPADHYAY et al., 2004), e outros
organismos, como peixes (PARAVANI et al., 2019), ratos (SANKAR et al., 2010), minhocas
(MUANGPHRA; SENGSAI; GOONERATNE, 2013) e linfocitos humanos cultivados in
vitro (KALYAN; RAMBABU; PHILIP, 2007). Para integrar esta lista de trabalhos, a
investigacdo realizada através deste estudo, atesta a genotoxicidade deste piretroide também

na abelha nativa sem ferrdo T. angustula.

5. CONCLUSAO

Este estudo traz dados valiosos sobre os efeitos genotdxicos da CYP em abelhas
Tetragonisca angustula. Além de comprovar o efeito genotdxico da CYP, ele enriquece a
literatura com informacdes sobre a genotoxicidade no genoma de abelhas nativas sem ferréo
expostas a CYP, uma vez que estudos voltados para essa tematica s&o escassos. A vista disso,
trabalhos envolvendo outros aspectos devem ser desenvolvidos para tentar entender os efeitos
subletais dos agrotdxicos nas abelhas, com o intuito de mitigar seus impactos na

sobrevivéncia e desempenho desses polinizadores.
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RESUMO

As intervencGes humanas tém aumentado as emissdes de poluentes nos ambientes,
tanto as provenientes das industrias quanto dos veiculos automotores. A liberacdo de gases
toxicos na atmosfera desencadeia sérios danos ao meio ambiente, afetando negativamente os
principais organismos polinizadores, as abelhas. Este trabalho teve como objetivo avaliar o
efeito genotoxico da poluicdo ambiental sobre col6nias de abelhas sem ferrdo Tetragonisca
angustula (Jatai) de uma area urbana do Nordeste do Brasil, por meio do Ensaio cometa.
Adultos de trés diferentes coldnias naturais foram coletados no Parque do Bom Jesus com a
ajuda de um sugador elétrico. Para compor o grupo controle negativo foi realizada uma coleta
na Area de Preservacio Ambiental Aldeia-Beberibe, Pernambuco. Logo apds a coleta, 0s
adultos foram encaminhados ao laboratorio para serem submetidos a extracdo da hemolinfa,
tratamentos e obtencdo dos nucledides para analise e quantificacdo dos niveis de danos
genéticos. Os resultados indicaram que duas coldnias expostas aos estressores ambientais
urbanos sofreram danos em seu DNA acima dos niveis observados no grupo controle negativo
ambiental. Os resultados indicam que as abelhas nativas Jatai sdo sensiveis e podem ser
consideradas bioindicadoras dos efeitos genéticos deletérios a que 0s organismos
polinizadores estdo submetidos em ambientes urbanos, mesmo que o local seja um parque. Os
resultados corroboram outros estudos que avaliaram os efeitos negativos da poluicdo sobre

aspectos comportamentais, fisioldgicos, cardiacos e de sobrevivéncia das abelhas.
Palavras-chave: Abelhas sem ferrdo; Estressores ambientais; Jatai; Poluentes atmosféricos.
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1. INTRODUCAO

As abelhas pertencem a ordem Hymenoptera e destacam-se por sua atividade
polinizadora, pois séo excepcionais ao polinizar plantas e culturas economicamente valiosas
(POTTS et al., 2010; GIANNINI et al., 2020) colaborando para 0s servigos ecossistémico,
economia e seguranca alimentar (CAIRES; BARCELOS, 2017), além de fornecer produtos
apicolas como o mel, a cera e o propolis. A espécie, Tetragonisca angustula, (Nome popular:
Jatai) € uma espécie nativa sem ferrdo, que se destaca por ser polinizadora de plantas nativas
(GIANNINI et al., 2020), e por sua importancia como biondicador ambiental (BARBOSA et
al., 2021).

Apesar desse cenario de importancia das abelhas, as mudancas ambientais decorrentes
das atividades antropicas como desmatamentos, doencas, introducdo de espécies exoticas, as
alteracdes climéticas, urbanizacdo e o uso de agrotéxicos (JUCKER; LUPI, 2011; SEIBOLD
et al., 2019), poluentes oriundos dos veiculos automotores e atividades industriais, estdo
contribuindo para aumentar a concentragdo de compostos quimicos na troposfera
(GUARIEIRO; VASCONCELLOS; SOLCI, 2011), afetando a biodiversidade e servicos
ecossistémicos dos polinizadores (JUCKER; LUPI, 2011; SEIBOLD et al., 2019), sobretudo
das abelhas, as quais estdo sujeitas a um fendmeno intrigante de declinio
(VANENGELSDORP et al., 2009; RATNIEKS CARRECK, 2010;).

O trafego veicular é considerado uma das vias que mais langca contaminantes para o
meio ambiente, afetando tanto as abelhas quanto seus produtos apiculas. A emissdo de gases
descarrega metais pesados e material particulado (PM), como os O&xidos/hidroxidos
provenientes do sistema de freio dos veiculos (PAPA et al., 2021), assim como dioxido de
enxofre (SO2), oxidos de nitrogénio (NOx) e ozénio (O3) (ESCUDERO et al., 2016), que

comprometem tanto a satde humana quanto os agentes polinizadores (PAPA et al., 2021).

Particularmente, as abelhas sdo um grupo afetado pela poluicdo do ar, pois durante o
forrageamento entram em contato com diversos elementos toxicos suspensos (NEGRI et al.
2015; PAPA et al. 2021), podendo ser por meio do néctar, pélen ou dgua, consumidos em sua
alimentagdo (SKORBILOWICZ; SKORBILOWICZ; CIESLUK, 2018). Alguns efeitos
adversos dos poluentes atmosféricos, como 0s 6xidos de nitrogénio e ozénio, comprometem o
forrageio das abelhas, pois podem alterar quimicamente os odores florais (RYALLS et al.,
2022), interferindo na interagdo planta-polinizador intercedidas por pistas olfativas e visuais

(BLANDE, 2020). Além disso, a aprendizagem e memoria olfativa das abelhas podem ser
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comprometida quando 0s organismos estdo expostos aos poluentes atmosféricos, como

demonstrado por Leonard et al. (2019).

Assim, as interferéncias negativas das atividades antropicas, provenientes de cultivos
agricolas, das industrias e dos veiculos automotores, lancam ao meio uma série de compostos
quimicos, especialmente nos grandes centros urbanos. As abelhas vém sendo afetadas por esta
poluicdo e, como consequéncia, suas populacgdes estdo reduzindo nas ultimas décadas, um fato
extremamente preocupante se considerarmos que elas sdo essenciais ao processo de
polinizacdo. Nesse contexto, este trabalho buscou avaliar os possiveis efeitos genotoxicos
associados a poluicdo urbana em abelhas T. angstula, por meio do Ensaio cometa, uma
técnica recém aplicada para a espécie, e muito eficaz na analise de danos ao DNA dos
organismos (CESCHI-BERTOLI et al., 2020).

2. MATERIAL e METODOS
2.1 Amostragem e Coleta

Abelhas adultas da espécie nativa Tetragonisca angustula foram coletadas em
dezembro/2022 (estacdo seca) no Parque Arraial do Bom Jesus (coordenadas -8,029964, -
34.912581) (Figura 1), situado no Bairro de Casa Amarela, Recife, capital de Pernambuco,

Brasil.

Figura 1. Mapa parcial da cidade do Recife, com indicagdo da area verde do Parque do Arraial do Bom Jesus, o
local aproximado da coleta de adultos Tetragonisca angustula.
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No parque, uma colbnia de Jatai estava inserida em fenda da arvore centenaria

Jaqueira (Artocarpus heterophyllus Lam) a 2m do chdo, uma coldnia estava inserida em
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arvore de Ficus sp. a 40 cm do ch&o, e uma coldnia em tronco cortado de jaqueira a 20 cm do

chéo (Figura 2).

Fonte: Silva (2023)

Apls a coleta, feita com auxilio de um aspirador entomologico elétrico (Horst
Armadilhas Ltda, Sdo Paulo, Brazil), as abelhas foram transferidas do sugador para tubos de
vidro com o auxilio de um funil, se movimentando naturalmente para o tubo, em direcdo a
luz. Os vidros foram fechados com tampas plasticas e rolhas, a fim de permitir a circulacao de
ar, e o material biologico foi levado em caixas térmicas até o Laboratdrio de Genética, Centro
Académico de Vitdria, Universidade Federal de Pernambuco, para processamento do Ensaio
cometa. Uma amostra de abelhas Jatai cultivada em apiario foi coletada em residéncia situada
junto a Area de Protecio Ambiental Aldeia-Beberibe, Paudalho, Pernambuco, para compor o

grupo controle negativo ambiental. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
2.2 Ensaio cometa

Para o processamento da hemolinfa, as abelhas foram colocadas no refrigerador a 4° C
por 1 min para reducdo da atividade metabdlica. Em seguida, foram transferidas para uma
placa escavada e com auxilio de uma lupa para a visualizacdo dos adultos, uma pinca de
relojoeiro n° 5 e um bisturi, tiveram a cabeca e o torax perfurados e pressionados para a
extracdo da hemolinfa, junto com solucdo de EDTA (200 pL) para evitar a coagulagdo do
fluido. Para cada réplica, o material biolégico coletado do pool celular de 35 individuos juntos
foi transferido para tubos de microcentrifuga com o auxilio de uma micropipeta. Os tubos

foram submetidos a centrifugacéo por duas vezes, a 3.000 rpm por 3 min.
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Apdés a centrifugagdo, aproximadamente 60 pL do material bioldgico foi
homogeneizado em 100 pL de solugdo de agarose de baixo ponto de fusdo (low melting point)
a 0,5%. O material homogeneizado foi espalhado sobre laminas, previamente preparadas
(lixadas, lavadas e banhadas em agarose padrdo 1,5%, diluida em 100 mL de solugdo salina
tamponada com fosfato- PBS). Sobre o material, foi adicionada uma laminula (24 mm x 60
mm), e 0 conjunto mantido a 4°C, por 10 min, para solidificar a agarose. Apos remocdo das
laminulas, as laminas com o material bioldégico foram imersas em cubeta vertical contendo
solucéo de lise (2,5 M NaCl; 100 mM EDTA,; 1 M NaOH; 1% Tris pH 10; 1% Triton X-100 e
10% DMSO), permanecendo por 48 h, a 4°C. Posteriormente, ld&minas foram alinhadas
horizontalmente em uma cuba de 40 cm, com a superficie fosca virada para cima e voltadas
para a direcdo polo positivo (anodo), sendo adicionada uma solugdo de tampéo de eletroforese
(1 M NaOH; 200 mM EDTA pH>13) para estabilizagdo, por 20 min. A corrida eletroforética
se deu em 40 V e 300 mA, durante por 20 min. Ao termino da eletroforese, as laminas foram
retiradas da cuba e submetidas a uma solucéo de neutralizagéo (0,4 M Tris-HCI, pH 7,5) por
15 min, em seguida imersas em etanol absoluto para fixacdo por 5 min, secas ao ar e
armazenadas em um laminéario a 4° C até o momento da analise microscopica. Nessa etapa, as
laminas foram coradas com 50 pL de GelRed (Biotium), diluido em agua purificada (1:500) e
observadas em microscopio de fluorescéncia Zeiss-Imager M2, equipado com o filtro Alexa-
Fluor 546 com aumento de 400X.

Os cometas observados foram classificados de acordo com a integridade da cabeca e
comprimento da cauda em 5 niveis que variam de O (auséncia e dano) a 4 (maior nivel de
dano). No total, 100 nucledides foram observados (50 em cada uma de duas laminas) para
cada réplica, totalizando 300 células analisadas por cada grupo. Os niveis de dano observados
foram tabulados em arquivo Excel, e calculados os pardmetros indice de Dano (ID) e a

Frequéncia de Dano (FD%), de acordo com as formulas a seguir:

ID: 0. (n° danos 0) + 1. (n° danos 1) + 2. (n° danos 2) + 3(n° danos 3) +4. (n° danos 4)

FD%: (n° total de danos -n° de danos 0). 100)
n° total de danos

A andlise estatistica foi realizada no programa STATA 14.2, utilizando o Teste

ANOVA e 0 pbs-teste de Bonferroni para as comparacGes para a par.
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3.RESULTADOS

Os resultados do indice de Dano e Frequéncia de Dano de representantes da espécie de
abelhas Tetragonisca angustula coletadas no ambiente urbano do Parque Arraial do Bom
Jesus e na Area de Protecio Ambiental Aldeia-Beberibe, estdo apresentados na Tabela 1. A
amostra obtida da APA Aldeia-Beberibe apresentou baixos niveis de dano (1D=41,0;
FD%=35,67), sem presenca de danos dos danos mais altos (3 e 4). Os resultados obtidos para
Colbnia 1 do parque urbano, foram semelhantes ao grupo controle negativo, com 1D=39,33.
Porém, foi significativamente menor para FD% (=20,33) em relacdo ao grupo controle,
mesmo que nessa coldnia 1 tenham ocorrido danos de nivel 3 e 4, refletindo maior agresséo
ao DNA.

Diferente da Colbnia 1, as abelhas coletadas nas Col6nias 2 e 3 se mostraram mais
afetadas pela condicdo do local, com elevada incidéncia de lesdes, sobretudo, das classes mais
graves ao material genético (3 e 4), que se refletiram em valores mais altos de ID e FD%.
Entretanto, foi a Col6nia 2 que apresentou quantidades expressivas de danos (ID=143;
FD%=56,33), que foram superiores a todos os demais grupos (controle negativo, Colonia 1 e
Colbnia 2). Por alguma razéo especifica, a Col6nia 2, coletada préxima a base de Ficus sp, foi
a mais afetada para danos no DNA. A Tabela 2 apresenta os resultados da anélise estatistica
(pos-teste de Bonferroni) das comparagdes par a par entre todos os grupos, para valores
médios do ID e FD%.

Tabela 1. Valores médios calculados para cada um dos niveis de dano (0 a 4) e para os valores calculados de
indice de Dano (ID) e Frequéncia de Dano (FD%) observados em hemécitos de adultos de Tetragonisca
angustula, apds coleta no ambiente urbano de Recife, e na Area de Protecio Ambiental Aldeia-Beberibe
(controle negativo). Asteriscos indicam valores de ID ou FD% diferentes do grupo controle negativo (P<0,05).

Danos genéticos

Grupos
0 1 2 3 4 ID FD %
Controle negativo
Média 64,33 30,33 5,33 0,00 0,00 41,00 35,67
Desvio Padrdo 7,64 4,16 4,73 0,00 0,00 12,00 7,64
Colbnia 1
Média 79,67 7,67 6,67 5,67 0,33 39,33 20,33*
Desvio Padrdo 2,89 3,79 1,53 2,52 0,58 8,39 2,89
Colbnia 2
Média 43,67 11,33 13,67 21,00 10,33 143,00  56,33*
Desvio Padrdo 1,53 4,73 2,31 2,00 3,21 10,44 1,53
Colbnia 3
Média 68,33 4,33 4,33 12,00 11,00 93,00* 31,67

Desvio Padrdo 3,21 1,15 1,15 1,73 3,61 14,80 3,21
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Tabela 2. Anélise do pos-teste de Bonferroni para comparacdes par a par dos valores médios de indice de
Dano (abaixo da diagonal, a esquerda) e Frequéncia de Dano (acima da diagonal, a direita) entre os grupos
controle negativo (coletado em local preservada) e Col6nias 1, 2 e 3 (coletadas no parque urbano na cidade do

Recife).
Grupos Controle negativo Colbnia 1 Colbnia 2 Colbnia 3
Controle negativo 0,018* 0,003* 1,000
Coldnia 1 1,000 0,0001* 0,086
Colodnia 2 0,0001* 0,0001* 0,001*
Colbnia 3 0,004* 0,003* 0,005*

*Diferenca significativa (P < 0,05).

4. DISCUSSAO

Conforme os resultados obtidos, as abelhas jatai da Colonia 2 amostrada na zona
urbana tem danos genotdxicos elevados em seu material genético, seguida pela Col6nia 3. Isto
indica, indiretamente, a condicdo genotdxica associada a poluicdo urbana no entorno do
parque. Em contrapartida, as abelhas coletadas na Area de Protecio Ambiental em Aldeia n3o
apresentaram lesdes significativas no DNA. Este resultado era esperado, uma vez que se trata
de um ambiente conservado. Curiosamente, 0 mesmo ocorre com 0s espécimes coletados na
Colbnia 1, a qual apresenta um indice de dano muito baixo em comparacéo aos outros pontos,

sendo FD% menor que o préprio controle negativo ambiental.

Cabe destacar que abelhas operarias conseguem percorrer distancias de
aproximadamente 2 km para além de suas col6nias, inspecionando diariamente matrizes como
solo, agua, ar e vegetacdo, entrando em contato com diversos possiveis poluentes ambientais
(GIROTTI et al., 2020). Por serem independentes, cada Coldnia pode buscar alimento
proximo a fontes mais ou menos poluentes. Também € possivel considerar a hipotese de que
as abelhas da Coldnia 1 sejam mais jovens, e ndo se mantiveram expostas por tempo
suficiente para que seu material genético viesse a ser comprometido. Ou, ainda, que sua
condicdo genética favoreca uma maior resisténcia ao efeito de poluentes. Por fim, pode-se
considerar também que uma micro condic¢do climatica nos locais, dependentes da maior ou

menor incidéncia de chuvas e ventos, propicie exposi¢do diferenciada das colbnias aos
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agentes poluentes, ja que a chuva pode atuar como purificadores da atmosfera, favorecendo a

deposicédo de particulas suspensas (GIGLIO et al., 2017).

Os efeitos genotdxicos observadas nas Colénias 2 e 3 do Parque Arraial do Bom Jesus
atestam para a sensibilidade das abelhas aos efeitos de poluentes atmosféricos urbana. Este
achado é respaldado pelo estudo guiado por Sposito et al. (2017), no qual foi comprovado a
genotoxicidade e mutagenicidade da poluicdo urbana em inflorescéncias e folhas da espécie
vegetal Tradescantia pallida, por meio dos ensaios cometa e microntcleo. Ademais, uma
investigacdo realizada por Santana et al. (2018) no centro comercial de uma cidade do interior
de Pernambuco, corrobora os efeitos genotoxicos da poluicdo atmosférica no organismo-

modelo Drosophila melanogaster, em dois anos distintos de estudos.

Os efeitos genotoxicos observados no presente estudo podem estar associados aos
gases poluentes, como dioxido de enxofre, oxidos de nitrogénio, oz6nio, monoxido de
carbono, ou por compostos organicos volateis, ou por materiais particulados (entre eles MP25
e MP1o). A exposigéo, sobretudo ao material particulado, esta fortemente associada ao estresse
oxidativo e, consequentemente, a indugédo de danos no DNA (RISOM et al., 2005, MOLLER,;
LOFT, 2010). O mesmo acontece com elementos como o didxido de nitrogénio e ozoénio,
cadmio, manganés e cobalto (CARVALHO et al., 2018). Os Hidrocarbonetos Aromaticos
Policiclicos (HPAs), compostos presentes nos particulados também constituem um grupo
preocupante causadores de danos genéticos (HUANG et al., 2012). Os resultados aqui
apresentados abrem novas perspectivas de estudos com abelhas T. angustula, que podem ser
feitos no parque urbano de Recife, visto a grande quantidade de coldnias no local, devido as

inUmeras arvores centenarias ali preservadas.

Visto que a poluicdo atmosférica pode interferir em aspectos atrelados a
sobrevivéncia, comportamento de forragem, expressdo génica, frequéncia cardiaca e niveis de
hemdcitos, tal como observado por Thimmegowda et al. (2021) na abelha Apis dorsata,
abelhas Jatai de Recife sdo boas candidatas a estudos nestas linhas de pesquisa. Devido as
restricbes alimentarem de um ambiente urbano, o hébito de forragear € ainda mais
imprescindivel para as abelhas urbanas, e aproxima esses polinizadores de uma gama de
elementos téxicos do ar. Tais elementos podem ficar retidos na superficie do corpo das
abelhas, especialmente nos pelos, serem inaladas através dos espiraculos do sistema traqueal
ou ingeridas por meio da alimentacdo (polen, &gua, néctar). Dessa forma, as proprias abelhas
contaminam suas col6nias (BOLOGNESI, 2003; JOHNSON, 2015).
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Devido aos atributos peculiares das abelhas, elas tém se tornado bioindicadores
ambientais valiosos. Barbosa et al. (2021) investigaram como se encontrava a qualidade do ar
em oito regides de um corredor ecoldgico no hotspot de Biodiversidade da Mata Atlantica, em
Sé&o Paulo, Brasil. Para tanto, foram usadas abelhas T. angustula como bioindicadores e foram
encontrados 21 elementos quimicos acumulados no corpo, advindos de construgdo de
rodovias, manejo do solo, pastagens e urbanizacdo. Dentre eles, destacaram-se 0 Mercurio
(Hg), Chumbo (Pb), Cromo (Cr), Uranio (U), Antimonio (Sb) e Arsénio (As), evidenciando

como o paisagismo antropizado pode induzir o acimulo de metais toxicos nas abelhas.

Diante deste cenario, é necessario que a sociedade reflita sobre a salde e preservacao
de todos os organismos que vivem nos ambientes urbanos, e para a necessaria reducdo e

controle dos poluentes atmosfeéricos.

5. CONCLUSAO

Este estudo traz informacdes acerca da qualidade ambiental urbana onde se encontram
colénias de organismos polinizadores, especialmente as abelhas. A averiguacdo da
genotoxicidade associada a poluicdo urbana em abelhas adultas Tetragonisca angustula.
Sendo assim, mais estudos seguindo esse viés sdo necessarios, na tentativa de reduzir e/ou
monitorar as emissdes de poluentes e suas consequéncias negativas para os polinizadores e

demais organismos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo tornou possivel validar a metodologia do Ensaio cometa em adultos da
abelha sem ferrdo Tetragonisca angustula comprovando que essa espécie € sensivel a
diferentes concentracdes de pesticidas e a poluentes atmosféricos urbanos, e sofrem danos

genotdxicos dependendo das concentragdes testadas e condi¢cdes ambientais.

Os resultados obtidos neste estudo contribuem com novas informacgdes acerca dos
impactos que agentes estressores ambientais e agrotoxicos podem ocasionar as abelhas e ao
desempenho de seu papel essencial como polinizadores.

Por fim, esses dados fornecerem subsidios para estudos futuros na area da mutagénese

com abelhas, ainda bastante incipiente apesar da rica diversidade de espécies no Brasil.
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