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RESUMO

Este estudo fornece uma andlise abrangente dos efeitos genotoxicos e de estresse
oxidativo causados pela exposicdo ao glifosato em Apis mellifera, comumente
conhecidas como abelhas. Utilizando ensaios de cometas, a pesquisa avaliou quebras
nas cadeias de DNA, enquanto biomarcadores de estresse oxidativo (superdxido
dismutase e catalase) foram medidos por analises enzimaticas. Além disso,
avaliacGes histopatologicas foram realizadas para observar altera¢cdes nos tecidos,
particularmente no sistema digestivo. O estudo teve como objetivo explorar a relacéo
dependente da dose entre a exposic¢ao ao glifosato e os efeitos bioldgicos observados.
Os resultados indicaram um impacto genotoxico significativo, com fragmentacéo do
DNA aumentando proporcionalmente as concentragdes mais altas de glifosato. Os
testes enzimaticos revelaram um aumento no estresse oxidativo, evidenciado por
alteracdes na atividade das enzimas antioxidantes, e o exame histopatologico
destacou danos nos tecidos intestinais, sugerindo a presenca de disfuncdes digestivas
e metabdlicas nas abelhas. Esses resultados ressaltam os efeitos prejudiciais do
glifosato nas abelhas, mostrando como a exposicdo a esse herbicida pode
desestabilizar processos fisiol6gicos essenciais e ameacar as populacdes de abelhas.
A pesquisa enfatiza o papel vital de Apis mellifera como bioindicadoras da saude
ambiental e apela para a implementacédo de praticas agricolas sustentaveis. O estudo
defende politicas voltadas para a protecdo dos polinizadores e a promoc¢do da
biodiversidade, fundamentais para a manutencdo de servi¢cos ecossistémicos como a
polinizagc&o. Por fim, os resultados sugerem que a protecdo da saude das abelhas é
essencial ndo apenas para a conservacao ecologica, mas também para garantir a
seguranca alimentar e a sustentabilidade agricola a longo prazo.

Palavras-chave: Apis mellifera, glifosato, genotoxicidade, estresse oxidativo,

polinizacéo.

SILVA, P.M.P.,, EVALUATION OF THE GENOTOXIC POTENTIAL OF
GLYPHOSATE IN Apis mellifera BEES USING COMET ASSAY,
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ABSTRACT

This study investigates the genotoxic and oxidative stress effects of glyphosate, a
widely used herbicide, on Apis mellifera bees. Employing a multidisciplinary approach,
the research utilized comet assays to evaluate DNA strand breaks, enzymatic analyses
for oxidative stress biomarkers (superoxide dismutase and catalase), and
histopathological evaluations to identify structural and cellular alterations in the bees'
tissues. The primary aim was to assess the dose-dependent relationship between
glyphosate exposure and the observed damage, providing insights into the ecological
and economic implications of this herbicide on pollinators. The results indicate
significant genotoxicity, with increased DNA fragmentation proportional to glyphosate
concentrations. Furthermore, enzymatic analyses revealed heightened oxidative
stress, evidenced by altered activities of antioxidant enzymes. Histopathological
examinations demonstrated intestinal tissue damage, suggesting compromised
digestive and metabolic functions. These findings collectively highlight the herbicide's
potential to disrupt key physiological processes in bees, thereby threatening their
survival and the essential ecosystem services they provide, such as pollination. The
study underscores the critical role of A. mellifera as bioindicators for environmental
quality and the urgent need for sustainable agricultural practices. By offering robust
scientific evidence, this research aims to support policy formulation that prioritizes
pollinator health, biodiversity preservation, and long-term agricultural productivity. The
implications extend beyond ecological conservation, addressing global concerns over
food security and environmental sustainability.

Keywords: Apis mellifera, glyphosate, genotoxicity, oxidative stress, pollination,
sustainability.
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CAPITULO |
1 INTRODUCAO

As abelhas, especialmente a espécie Apis mellifera, desempenham um papel
importante na polinizagdo de plantas cultivadas e silvestres, sendo fundamentais para
a manutencao dos ecossistemas e para a producédo agricola. Aproximadamente 75%
das culturas agricolas globais dependem, ao menos parcialmente, da polinizacdo
animal, e no Brasil, as abelhas tém impacto direto na produtividade de cultivos
essenciais, como café, soja, laranja e algoddo (Klein et al., 2007). A contribuicdo
desses polinizadores é inestimavel tanto para a biodiversidade quanto para a
economia, considerando que a polinizacdo eficiente aumenta a produtividade e
melhora a qualidade dos produtos agricolas. A perda ou reducao dessas populacdes
ameaca tanto a estabilidade dos ecossistemas quanto a viabilidade econdmica do
agronegacio brasileiro.

Contudo, o uso intensivo de agrotdxicos nas praticas agricolas representa uma
ameaca crescente para a saude das abelhas e para a manutencdo dos servicos
ecossistémicos que elas prestam. O glifosato, um dos herbicidas mais amplamente
utilizados no mundo, tem despertado preocupacdes ndo apenas por seus efeitos na
vegetacdo ndo-alvo, mas também pelo potencial impacto negativo em organismos
como as abelhas. Estudos indicam que, embora seja classificado como de baixa
toxicidade para humanos, o glifosato pode causar danos subletais as abelhas,
prejudicando seu comportamento e sua capacidade de navegacdo e aumentando o
risco de colapso das col6nias (Balbuena et al., 2015; Helmer et al., 2015; Herbert et
al., 2014; Motta et al., 2018). Assim, torna-se urgente avaliar o impacto dessa
substancia na salde das abelhas para garantir sua preservacao e a continuidade dos
servigcos ecoldgicos e econdmicos.

Este estudo busca avaliar a toxicidade do glifosato em abelhas Apis mellifera
por meio de uma abordagem multidisciplinar. Além do ensaio do cometa, utilizado para
detectar quebras no DNA em células individuais, foram realizados testes enzimaticos
de superoéxido dismutase (SOD) e catalase para avaliar o estresse oxidativo causado
pelo herbicida(Betteridge, 2000). Essas enzimas sao cruciais na defesa antioxidante
das células, e a alteragdo na sua atividade pode indicar a presenca de estresse

oxidativo, frequentemente associado a exposicdo a xenobioticos. Adicionalmente,
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11

foram investigadas alteracdes histopatologicas no tecido intestinal das abelhas,
fornecendo uma viséo detalhada dos impactos subcelulares e estruturais provocados
pelo glifosato.

Partimos da hipotese de que o glifosato é genotoxico para as abelhas,
causando quebras no DNA detectaveis pelo aumento da porcentagem de DNA na
cauda do cometa. Além disso, espera-se que a exposicdo ao herbicida induza
estresse oxidativo, refletido pela alteracdo na atividade das enzimas SOD e
catalase(Barreiros et al., 2006a). Também consideramos que concentracdes mais
elevadas de glifosato irdo resultar em danos mais pronunciados, tanto nos testes
genotoxicos quanto nas analises de estresse oxidativo e alteracdes histopatoldgicas,
caracterizando uma relacdo dose-dependente entre a concentracdo do herbicida e o
nivel de danos observados(Magalhdes et al., 2008; Giesy et al., 2000).

Compreender o impacto do glifosato € essencial para mitigar 0s riscos
associados ao uso desse herbicida e preservar as populacdes de abelhas e os
servicos de polinizacdo (Moraes, 2019; Junior et al., 2002). No contexto brasileiro,
onde a agricultura € uma das principais atividades econdmicas, a perda de
polinizadores pode gerar prejuizos significativos, afetando diretamente a
produtividade agricola e a economia. Além disso, a reducdo das populacbes de
abelhas comprometeria a biodiversidade local, prejudicando a resiliéncia dos
ecossistemas diante das mudancas ambientais.

Este trabalho tem o objetivo de fornecer evidéncias cientificas solidas sobre os
efeitos do glifosato nas abelhas, subsidiando futuras decisfes regulatérias e praticas
agricolas mais sustentaveis. Dessa forma, espera-se contribuir para a formulagcéo de
politicas publicas que garantam a preservacgéo dos polinizadores e a continuidade dos

Servigos ecossistémicos e econémicos essenciais
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA DAS ABELHAS NA POLINIZACAO E NA AGRICULTURA
BRASILEIRA

A polinizacdo de aproximadamente 90% das plantas cultivadas e silvestres em
zonas tropicais sdo dependentes das abelhas (Ollerton et al., 2011). O processo de
polinizacdo pode acontecer pelo vento ou através da visitacdo destes insetos nas
flores, circunstancia que propociona a transferéncia de grdos de pdlen para os
estigmas de outras flores (Barbosa et al., 2018; Garibaldi et al., 2013).

As abelhas do género Apis mellifera, sao polinizadoras generalistas, visitando
uma ampla variedade de plantas. Esta caracteristica € fundamental para a
manutencdo de ecossistemas saudaveis, pois promove a reproducdo de varias
espécies vegetais, 0 que, por sua vez, proporciona alimento e habitat para muitos
outros organismos. Segundo Costa e Oliveira, 2013, a polinizagdo por abelhas
aumenta a diversidade genética das plantas, conferindo-lhes maior resisténcia a
doencas e a mudancas ambientais, o que € vital para a estabilidade dos ecossistemas.

A abelha melifera ocidental Apis mellifera € comumente indicada pelos
agricultores, devido ao grande namero de individuos por col6nia, longo raio de voo e
capacidade de percorrer vastas distancias em busca de recursos alimentares. Essas
caracteristicas a consagram como potenciais polinizadoras de um substancial nUmero
de flores e extensas areas de cultivo, que podem ser beneficiadas por meio de uma
polinizag&o direcionada (Klein et al., 2007).

Na agricultura, a polinizacdo por Apis mellifera é essencial para a producéo de
muitas culturas alimentares. Klein et al., 2007, afirmam que aproximadamente 75%
das principais culturas alimentares mundiais dependem, pelo menos em parte, da
polinizacdo animal, sendo as abelhas Apis mellifera um dos principais agentes
polinizadores.

A colaboracao dos polinizadores nas principais culturas comercializadas no
Brasil, tanto para exportagdo como para o0 mercado interno gera um lucro de
aproximadamente US$ 12 bilhdes de délares ao ano, o que assegura a producao e
manutencdo de diversas culturas agricolas, estimula o agronegécio no pais e
movimenta grande parte da economia (Brittain & Potts, 2011; Giannini et al., 2015;
Kremen, 2005).
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Apesar da importancia para poliniza¢do, nos ultimos anos o desaparecimento
de abelhas em areas agricolas tem-se intensificado, sendo o uso de pesticidas,
principalmente inseticidas neonicotindides, uma das principais causas apontadas para
o declinio dos polinizadores(Freitas et al., 2009; Leonhardt et al., 2013; Tan et al.,
2022).

Em varias partes do planeta, estudos tem demonstrado as perdas anuais de
colonias de abelhas meliferas, enfatizando as dificuldades continuas dos apicultores
em manter a saude e a sobrevivéncia geral das col6nias. (Maha Apicola, 2024),
documentaram os resultados de pesquisa nos E.U.A em trés anos (2017-18, 2018
19 e 2019-20). Os autores registraram as maiores taxas de perda de colbnias no
inverno (37,7%) em 2018-2019, enquanto em 2019 as maiores perdas foram notadas
no verdo (32,1%). Para a espécie Apis melifera, as perdas de colénias chegam a 25%
na Europa Central e 59% na Ameérica do Norte(Goulson et al., 2015; vanEngelsdorp
& Meixner, 2010).

Segundo (da Silva, 2020), a diminuicdo destas espécies esta intimamente
relacionada a destruicdo do habitat, referente ao desmatamento, urbanizagcéo e
queimadas, manejo inadequado, variacdes climéticas e ao uso excessivo de
agrotoxicos. No Brasil, varias espécies de abelhas nativas enfrentam o risco de
extincdo, sendo elas: Melipona scutellaris, conhecida como Urucu nordestina (Freitas
et al., 2009), Melipona capixaba (Imperatriz-Fonseca et al., 2010), Scaptotrigona
xanthotricha(Jaffé et al., 2015), Melipona rufiventris ( Martins et al., 2014) e Partamona
helleri (Zanette et al., 2005). Esses dados refletem supostamente a nossa falta de
conhecimento sobre o estado de conservacao desse grupo.

As principais causas do desaparecimento das abelhas estdo relacionadas a
perda e fragmentacao de habitat, ao uso de pesticidas, as mudancas climaticas e a
patdgenos (Brown & Paxton, 2009; Kearns et al., 1998). Portanto, entender como
importantes ameacas atuam sobre as abelhas podera contribuir para conservacao da
diversidade desse grupo e de seus efeitos em cadeias produtivas (Daily & Ellison,
2002).
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2.2 ABELHAS DO GENERO APIS MELLIFERA

A ordem Hymenoptera é a terceira maior em numero de espécies da classe
Insecta, sdo representantes popularmente conhecidos como abelhas, marimbondos,
vespas e formigas. Por abrigar o maior nimero de polinizadores, é considera uma
importante classe em termos de conservacao de espécies animais (Nogueira-neto,
1997).

A origem provéavel da abelha Apis mellifera é na Africa, de onde ela se dispersou
para a Europa e Asia (Wiese, 2005). Durante esse processo de migragio, as
populacdes de abelhas comecaram a se diferenciar, resultando em distintas
subespécies. A abelha europeia € representada pela Apis melifera mellifera, enquanto
as populacdes africanas deram origem a outras subespécies (Barganska et al., 2016).
O que atualmente & conhecido como abelha "africanizada" surgiu a ()partir do
cruzamento entre abelhas europeias que migraram para as Américas e as abelhas
africanas (Rindere, 1998). Esse hibrido, que combina caracteristicas das duas
subespécies, é o que encontramos no Brasil, onde as abelhas africanizadas dominam
grande parte da apicultura ( De Oliveira & Cunha, 2005). Com excecéo das regides
polares, sdo encontradas em todas as partes do mundo, incluindo savanas, florestas
de clima tropical, desertos, regides litoraneas e montanhosas (da Silva, 2020).

As abelhas A. mellifera possui sua anatomia altamente adaptada,
apresentando caracteristicas especificas. Com o corpo divido em trés partes
principais, constituintes de: cabeca, térax e abdémen. Ja os sistemas internos séo
divididos em digestivo (que é dividido em trés regides principais: intestino anterior,
intestino médio e intestino posterior. Cada uma dessas regides desempenha funcdes
especificas no processo de digestdo e absor¢cao de nutrientes), sistema circulatério,
nervoso e reprodutivo (Azevedo et al., 2020; Ramos & de Carvalho, 2007)

Em uma colméia, em condi¢cdes normais, existem aproximadamente 60 mil
individuos, é formada por trés tipos de individuos: zangdes, rainhas e operarias 0s
guais exercem papéis distintos nesta sociedade (Foguel, 2019). A abelha rainha é
responsavel pela postura dos ovos ap0s a copula com o zangao durante o voo nupcial.
Ja as abelhas operarias sdo responsaveis por todo o trabalho realizado na colméia
(Foguel, 2019).
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Figura 1 Sexos e castas da abelha Apis mellifera

Fonte: https://www.britannica.com/animal/honeybee. Acesso em: 29 de julho de 2024

As tarefas das abelhas séo divididas de acordo com sua idade fisiologica, onde
do 1° ao 5° dia de vida realizam a limpeza dos alvéolos e de abelhas recém-nascidas.
Do 5° ao 10° dia, sdo chamadas de abelhas nutrizes, pois, cuidam da alimentacéo das
larvas em desenvolvimento. Do 11° ao 20° dia, produzem cera para construcédo de
favos e recebem o néctar trazido pelas campeiras, desidratando-o para fabricacéo do
mel. Entre o 18° e 21° dia, realizam a defesa da colmeia, nessa fase, as operarias
apresentam os 6rgaos de defesa bem desenvolvidos, com uma grande quantidade de
veneno. A partir do 22° dia, até sua morte aproximadamente 40 ° dias de vida, sédo
consideradas campeiras e realizam a coleta de néctar, pélen, resina e agua (Page &
Peng, 2001).

As abelhas possuem um comportamento conhecido como autolimpeza ou
grooming, que é fundamental para a manutencdo da saude individual e da col6nia.
Esse comportamento envolve a remoc¢ao de sujeira, parasitas e outros detritos do
corpo, utilizando as patas e a boca. A autolimpeza é especialmente importante para a
defesa contra parasitas, como o acaro Varroa destrutor, que pode causar sérios danos
as abelhas e a coldnia se néao for controlado. Estudos tém demonstrado que colbnias
com uma frequéncia elevada de comportamento de grooming tém maior resisténcia a
infestacGes por parasitas, o que contribui para a sobrevivéncia e produtividade da
colénia (Santos, 2022)

A introducdo da Apis mellifera no Brasil aconteceu durante o século XIX junto

com a imigragéo europeia. O padre Antonio arneiro trouxe para o Rio de Janeiro, no
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ano de 1839, as abelhas europeias da subespécie A. mellifera mellifera, para
producdo comercial de mel (Wiese, 2005). Mas, somente no ano de 1956, que a
subespécie A. mellifera scutellata foi introduzida no Brasil, pelo bidlogo Warwick
Estevam Kerr, apés uma expedicdo a Africa, o intuito do pesquisador era realizar a
hibridizacdo das espécies com as caracteristicas mansa das abelhas europeias e a

produtividade das abelhas africanas (Wiese, 2005) .
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3.0 ABELHAS COMO BIOINDICARES DA QUALIDADE AMBIENTAL

Bioindicadores sédo seres vivos de natureza distinta, cuja presenca, abundancia
e condicdes sdo possiveis indicativos biolégicos de uma determinada condicao
ambiental. As abelhas, particularmente as do género Apis mellifera, sdo amplamente
reconhecidas como bioindicadores da qualidade ambiental devido a sua sensibilidade
as alteracbes no ecossistema, incluindo poluicdo, uso de pesticidas e mudancas
climaticas (Woodcock et al., 2017).

A salde das populacdes de abelhas representa diretamente a completude
ecolégica de um ambiente, fornecendo informacgdes importantes sobre o impacto das
atividades humanas. Estudos recentes tém demonstrado que a exposicdo a
agrotoxicos, particularmente os neonicotinoides, esta relacionado a declinios graves
nas populacdes de abelhas, mostrando seu papel como indicadores de poluicao
quimica (Sanchez-Bayo & Wyckhuys, 2019)

Estudos indicam que o declinio nas populacdes de abelhas pode sinalizar a
degradacdo ambiental, alertando para a necessidade de acdes de conservacao e
mitigacao de impactos negativos. Além disso, a analise de produtos apicolas, como o
mel e o podlen, pode fornecer informacdes detalhadas sobre a presenca de
contaminantes, oferecendo uma ferramenta pratica e eficaz para monitorar a saude
ambiental (Alaux et al., 2010).

O monitoramento das abelhas contribui para a declaracdo de impacto
ecolégico, culminando na catalogacdo de mapas de saude ambiental (Celli;
Accagnani, 2003), em decorréncia da sua capacidade de percorrer longas distancias
(podendo variar de 100 metros até 12 km de distancia de acordo com géneros e
espécies) (Goulson et al., 2015; Hofmann et al., 2020).

Segundo (Hofmann et al., 2020), estes organismos sao importantes objetos de
estudos para avaliar a genotoxicidade induzidos pelos xenobi6ticos com capacidade
de reagir com o DNA diretamente ou ap0s a sua ativacdo metabolica, produzindo
danos na estrutura e/ou funcdo do DNA.

Um estudo realizado por Pires et al., 2016 utilizou abelhas Apis mellifera como
bioindicador para averiguar a presenca de pesticidas em areas agricolas. Os
resultados do estudo indicaram que os residuos quimicos presentes nas abelhas
refletiam diretamente a contaminacao ambiental, permitindo uma avaliacéo eficaz dos

niveis de poluentes.
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J4 Ferreira da Silva Neto et al., (2021)estudaram abelhas nativas para
monitorar a poluicdo por metais pesados em regides industriais. Os resultados
alegaram que as abelhas acumulavam metais como chumbo e cadmio, servindo como
bioindicadores eficientes da poluicdo ambiental.

Esses estudos demonstram que as abelhas, devido & sua ecologia e

comportamento, sdo 6timas espécies para bioindicadores da qualidade ambiental.
3.1 O USO DO AGROTOXICO NO BRASIL

O Brasil € um dos maiores produtores agricolas do mundo e o segundo maior
exportador, desempenhando um papel fundamental na economia nacional. Para
sustentar essa alta producdo, o setor agricola investe fortemente em sementes
transgénicas e insumos quimicos, como fertilizantes e agrotéxicos (Carneiro et al.,
2020a). Atualmente, o pais é também um dos maiores consumidores de agrotéxicos
do mundo, com uma expansao agricola que acelerou significativamente na ultima
década (190%), superando o crescimento do mercado global (93%) e colocando o
Brasil em primeiro lugar no ranking mundial desde 2008 (ANVISA, 2020).

O uso exacerbado dessas substancias tem causado sérios danos ambientais,
como a contaminagdo de solos e aguas fluviais, além da mortalidade de abelhas,
importantes polinizadoras de diversas culturas agricolas (Cavalcanto Neto; Trovao.;
Brito, 2025). Apesar de avancos representados pela Lei dos Agrotdxicos e seus
decretos regulamentadores (Brasil, 1990; Brasil, 2002; Brasil, 2006), essas normas
ndo conseguiram alcancar o efeito esperado na protecéo da salude publica e do meio
ambiente (Garcia; Bussacos; Fischer., 2005).

Mundialmente, séo utilizadas cerca de 2,5 milhées de toneladas de agrotoxicos
por ano, enquanto no Brasil o consumo anual supera 300 mil toneladas de produtos
comerciais, 0 que representa um aumento de 700% no consumo de agrotoxicos nos
altimos 40 anos, enquanto a area agricola cresceu apenas 78% no mesmo periodo
(EMBRAPA, 2021). A regulacdo do uso de agrotdxicos no Brasil continua gerando
controvérsias, especialmente em relacdo a flexibilizagdo promovida pela Proposta de
Ementa Constitucional (PEC) 50/2019, que foi amplamente debatida no cenario
legislativo brasileiro (Pignati et al., 2017).

A "PEC dos Agrotoxicos”, como ficou conhecida, sugeriu mudancas na

regulacdo e andlise dos agrotéxicos, visando atualizar e flexibilizar os procedimentos
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para o registro e liberagdo de novos produtos(Leite et al., 2023). De acordo com
(Gomes & Caporusso, 2023)a PEC permitiria a liberacdo mais rapida de produtos mais
eficientes e menos agressivos ao meio ambiente. Contudo, (Pignati et al.,
2019)alertam que essa flexibilizacdo pode resultar em uma maior exposicao da
populacdo a substancias potencialmente nocivas, devido a liberagcéo de produtos cuja
seguranca ainda nao foi completamente comprovada.

A PEC 50/2019 trouxe mudancas significativas ao processo de liberacdo de
agrotoxicos no Brasil, gerando impactos tanto positivos quanto negativos. O equilibrio
entre eficiéncia e seguranca permanece um desafio central para a regulacdo desses

produtos no pais (Gaboardi et al., 2023; Lima-Junior et al., 2024).
3.2 GLIFOSATO

O glifosato (N-[fosfonometil]-glicina) (C3H8NO5P), refere-se a um herbicida
nao seletivo de amplo espectro, extensivamente utilizado na agricultura para controlar
ervas daninhas (Benbrook, 2016). Desde sua introducdao na década de 1970, sob o
nome comercial Roundup, ele se tornou o herbicida mais empregado no mundo devido
a sua eficacia, baixo custo e a adoc¢éao de culturas geneticamente modificadas, (Heap,
2014).

O

0
[ L
HO™ | " OH
HO

Figura 2. Estrutura quimica do glifosato

Fonte: Colacite et al., 2020

O (¢lifosato pertence a classe dos herbicidas a base de acido fosfénico que,
segundo Cattani et al., (2014) ndo causa efeitos deletérios no sistema nervoso como
outros produtos da mesma classe, apesar de ser apontado com baixo teor de
toxicidade, h& evidéncias de efeitos insalubres no ambiente Amarante Junior et al.,
2002b). No solo, o glifosato é geralmente bloqueado através da adsorcdo em

particulas de argila e matéria organica.
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Embora seja considerado de baixa variabilidade, pode ser lixiviado para aguas
subterraneas em certos tipos de solo, especialmente aqueles com baixa capacidade
de adsorcéo. A degradacao microbiana é a principal via de decomposicéo do glifosato
no solo, resultando em produtos como o &cido aminometilfosfénico (AMPA), que
também tem sido alvo de preocupacgdo ambiental (Simonsen et al., 2008). No Brasil a
concentracdo maxima de glifosato permitida pela resolucdo N° 357, de 17 de marcgo
de 2005, para aguas de classe tipo | € de 65 pg/L (ppb) (CONAMA, 2009).

A presenca deste composto na dgua e nos alimentos tem sido amplamente
estudada, com niveis detectados variando dependendo da localizacédo e das préticas
agricolas. Um estudo realizado nos Estados Unidos pela Environmental Working
Group (EWG) em 2019 detectou niveis de glifosato na agua potavel de varias cidades,
com concentragdes que variavam de 0,1 a 0,6 microgramas por litro (ug/L) (Brown et
al., 2020). Ja a Uniao Europeia emitiu um relatério em 2018 que indicou a presenca
do glifosato em 44% das amostras de grdo, com concentracfes variando de 0,01 até
2,1 mg/kg.

Em um estudo realizado por (Rubio e Emily., 2014), detectou niveis de glifosato
que variavam de ndo detectavel até 0,021 miligramas por quilogramas (mg/kg) em
amostras de mel. Outro estudo, conduzido por (Motta & Moran, 2023) nos Estados
Unidos, detectou niveis de glifosato em mel que variavam de 0,001 até 0,168 mg/kg.

A presenca de glifosato no pélen também tem sido documentada. Em um
estudo realizado por Botias et al., (2016) na Franca, foram detectados niveis de
glifosato em amostras de pdlen que variavam de ndo detectavel até 0,03 mg/kg.

No meio aquético, o glifosato pode afetar organismos né&o-alvo, incluindo
plantas aquaticas e animais. Estudos apontam para possiveis efeitos toxicos em
organismos, como peixes, anfibios e invertebrados, embora a toxicidade varie
dependendo da concentracao e da duracédo da exposicdo (Giesy et al., 2000). Um
estudo realizado por (Balbuena et al., 2015) demonstrou que a exposi¢ao ao glifosato
pode prejudicar a capacidade de orientagédo das abelhas. O herbicida tem o potencial
de afetar a memoria deste inseto, prejudicando sua capacidade de retornar a colmeia
apos a coleta de néctar.

J& em peixes a exposi¢do a concentragdes subletais de glifosato pode causar

danos histopatolégicos em 6érgdos como figado, rins e branquias. Esses danos
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incluem necrose celular, degeneracdo hepatica e hiperplasia das células das
branquias (Szarek et al., 2000).

O ¢lifosato pode ainda, causar impactos negativos na vegetacdo nao-alvo
através da derivacdo da pulverizacdo, ocasionando danos em areas adjacentes as
zonas de aplicacao(Winter et al., 2018). A exposi¢cdo cronica a baixas doses de
glifosato pode resultar em mudancas na composicdo da vegetacdo, favorecendo
espécies resistentes ao herbicida e diminuindo a biodiversidade vegetal. Isso pode ter
consequéncias para os habitats naturais e a fauna dependente dessas plantas.

Battisti et al., (2021), realizaram um estudo de meta-analise entre os anos de
1945 e 2020, aprimorando as possiveis toxicidade do glifosato em abelhas do género
(Apis mellifera), somaram 16 trabalhos com 34 conjuntos de dados, demonstrando a
diferenca entre os grupos controle e experimentais, comprovando que o glifosato pode
causar a morte das abelhas, demostrando a sua toxicidade.

Porém, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), realizou nova
avaliacao do glifosato, e concluiu que, este herbicida ndo apresenta caracteristicas
mutagénicas, teratogénicas, carcinogénicas. N&o possui efeito desregulador
enddcrino e ndo é toxico para a reproducao. Afirmando que, ndo existem evidéncias
cientificas de que o glifosato possa causar danos a saude humana e/ou animal.
Determinando, novos parametros de referéncia toxicoldgicos para avaliacdo de riscos
do glifosato, e através de nota técnica decidiu pela manutencdo da comercializacdo
do ingrediente ativo. Como forma de regulamentar os niveis maximos de exposi¢ao
humana ao herbicida, determinou-se que a dose de ingestao diaria aceitavel (IDA) via
agua potavel e alimentos seja de 0,5 mg/kg de peso corporal/dia (ANVISA, 2021).

Embora a comercializacdo deste agrotoxico seja liberada, diversos estudos
detectaram efeitos adversos em todas as categorias dos testes toxicoldgicos.
Causando danos cronicos, subcrdnicos, agudos, genéticos, efeitos reprodutivos e
carcinogénicos em seres humanos (Cox, 1995; Davoren & Schiestl, 2018; Roman et
al., 2009).

Zhang et al., (2019), ao realizarem um estudo de meta-analise encontraram
uma associacao significativa entre a exposicdo ao glifosato e o aumento no risco de
linfoma ndo- Hodgkin. Em um outro estudo Thongprakaisang et al., (2013),
demonstraram que o glifosato induz a proliferacéo de células cancerigenas em mama

humano, através de mecanismos dependentes do receptor de estrogénio.
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No meio ambiente, a base de glifosato é rapidamente convertida em seu
principal metabolito, o Acido Amino-Fosfénico (AMPA), que também possui baixa
toxicidade, porém de maior persisténcia. O AMPA esta intimamente relacionado ao
excesso de divisdo celular em varios orgdo além de poder causar a diminuicdo dos
mesmos (Cattani et al., 2014). Sendo apontando como um potente contaminante
ambiental, ja que fui formulacdo é hidrossoluvel, existindo varios relatos de sua

deteccdo em aguas superficiais e solo (Amarante Junior et al., 2002; Cox, 1995).
3.3 IMPACTOS DO GLIFOSATO SOBRE ORGANISMOS NAO-ALVO

Estudos sobre os efeitos deletérios dos agrotoxicos tém aumentado nos ultimos
anos, porém, muitas vezes incompletos referente a sua acao genotoxica (Poletto,
2008). Agrotéxicos sdo compostos reativos que podem formar ligacdes covalentes
com varios centros nucleofilicos de biomoléculas celulares, atingindo facilmente
organismos néao alvos (Belchior et al., 2017)

Os efeitos genotoxicos do glifosato e sua formulacdo comercial Roundup® tem
levantado preocupacdes significativas sobre seus impactos em organismos nao-alvo,
incluindo plantas, animais e microrganismos que nao sédo o alvo intencional do
controle de ervas daninhas (Davoren & Schiestl, 2018)

A acdo do glifosato inibi a enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase
(EPSPS), essencial na via do acido chiquimico, que € importante para a sintese de
aminoacidos aromaticos em plantas (Duke & Powles, 2008). Ao mesmo tempo em que
essa via € ausente em animais, a presenca de plantas ndo-alvo em areas tratadas
com glifosato pode resultar em sua morte ou em danos significativos. Zelaya.,
(2004),demonstrou em um estudo que o glifosato pode ser absorvido pelas raizes e
folhas de plantas adjacentes, afetando sua saude e biodiversidade local.

Giesy et al., (2000), demonstraram que organismos aquaticos, como peixes e
anfibios, sdo particularmente vulneraveis ao glifosato, especialmente devido a
exposicdo a formulagBes comerciais que contém surfactantes, como o polioxietileno
amina (POEA), que aumentam a toxicidade do herbicida. Em um outro estudo
conduzido Relyea, (2005) demonstrou que, a concentracdes subletais de glifosato tém
sido associadas a anomalias no desenvolvimento de anfibios e a alteracdes no
comportamento e na fisiologia de peixes. Além disso, insetos polinizadores, como

abelhas, também podem ser afetados pelo glifosato, com evidéncias sugerindo
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impactos na capacidade de navegacdo e na saude das colbnias (Balbuena et al.,
2015).

Em um estudo de avaliacdo da toxicidade do herbicida glifosato e de seu
principal metabdlito, AMPA, nos estagios iniciais de desenvolvimento do peixe
ameacado de extincdo Steindachneridion melanodermatum, De Assumpcéo (2018),
demonstraram uma notavel toxicidade aguda de ambos o0s compostos para 0S
individuos, resultando em mortalidade em ambas as fases, embrionaria e larval.

Em relacdo a extensao da contaminacéo das fontes de agua potavel, (Panis et
al., 2022) promoveram uma avaliagdo da concentracdo média de agrotoxicos na agua
(ppb), bem como da populagédo exposta, englobando 127 municipios produtores de
grdaos no estado do Parana, Brasil. Os resultados revelaram uma correlagéo
importante entre os herbicidas glifosato-AMPA e diuron e o total de casos de cancer
em humanos registrados no mesmo periodo de andlise.

Em estudo realizado por de Souza et al., (2021) residuos de glifosato foram
guantificados em amostras de mel de cinco estados brasileiros. Seis amostras
apresentaram niveis do herbicida acima do limite maximo de residuos permitido pela
Unido Europeia (0,05 pg/ g ). A identificacdo de residuos de glifosato coincidiu com
as regides que reportaram elevadas perdas de colénias de abelhas e ao mesmo

tempo, uso frequente do principio ativo na agricultura.
3.4 IMPACTOS DOS AGROTOXICOS NAS ABELHAS

O impacto dos agrotoxicos nas abelhas, especialmente na espécie Apis
mellifera, tem sido amplamente documentado em escala global, evidenciando efeitos
profundos na saude das col6nias e contribuindo para o declinio acentuado das
populacbes. Produtos quimicos como o0s neonicotinoides e o herbicida glifosato
possuem potencial para afetar o sistema nervoso das abelhas, causando paralisia,
morte e interferindo em comportamentos essenciais, cComo navegacao, comunicagao
e coleta de recursos Vvitais. Esses prejuizos comprometem diretamente a
sobrevivéncia das colbénias (Antunes et al., 2023)

Na Unido Europeia, evidéncias cientificas levaram a restricdo e proibicdo do
uso de neonicotinoides a céu aberto, uma medida voltada para mitigar esses
impactos. Entretanto, em paises como o Brasil, o uso desses produtos ainda é

disseminado, agravando a mortalidade das abelhas. Estudos recentes apontam que,
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em casos extremos, a exposi¢ao a agrotdxicos pode dizimar centenas de colénias em
poucos dias, especialmente quando combinada com outros fatores estressores, como
mudancas climaticas e perda de habitat (Greenpeace, 2024).

A intensificagdo da agricultura, caracterizada pela expanséo de grandes
monoculturas, aumentou a demanda por agrotéxicos, como o glifosato, reduzindo os
habitats naturais das abelhas e prejudicando servi¢cos de polinizacdo essenciais para
a producao agricola sustentavel. O uso indiscriminado do glifosato tem provocado
impactos graves sobre a saude e o comportamento das abelhas. Mesmo em doses
subletais, esse herbicida altera a microbiota intestinal, essencial para a digestéo e
imunidade, e compromete habilidades cognitivas, como a navegacao, fundamental
para o retorno as colmeias apos a coleta de alimentos (Antunes et al., 2023)

Esses efeitos, somados, intensificam o declinio populacional das abelhas,
ameacando ecossistemas inteiros e colocando em risco a segurancga alimentar global,
dado o papel crucial desses insetos na polinizacdo de cultivos agricolas e na

manutenc¢ao da biodiversidade (Dicks et al., 2023)
3.5 BIOMONITORAMENTO AMBIENTAL UTILIZANDO TESTES GENOTOXICOS

Biomonitoramento ambiental refere-se a um modo de avaliar a “saude” do
ambiente, esta técnica envolve o uso de organismos vivos para avaliar mudancas
ambientais, geralmente ocasionadas pelo homem (CETESB, 2016). No Pantanal,
esta técnica tem sido um método crucial para detectar mudancas na qualidade da
agua, solo e ar, causadas por poluentes quimicos e outras atividades antropogénicas.

Os métodos de biomonitoramento no Pantanal incluem a anélise de
comunidades biol6gicas, estudos de bioacumulagcédo e a medicdo de biomarcadores.
O uso de bioindicadores, como peixes, invertebrados aquaticos, insetos, plantas e
aves, permite a deteccdo precoce de alteracbes ambientais, auxiliando na
implementagcdo de medidas de conservacao e restauracao (Arias, 2007).

Estudos recentes demonstram a eficacia do biomonitoramento na deteccao de
impactos ambientais nesta regido. A analise de macroinvertebrados bentdnicos em
rios e lagoas revelou uma correlagéo entre a presenca de pesticidas e a diminui¢ao
da diversidade biolégica. Aléem disso, a bioacumulacdo de mercurio em peixes foi
associada a mineragdo e ao uso de pesticidas na agricultura (Pereira De Oliveira et
al., 2022; Peris et al., 2022).
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J& o cerrado brasileiro, que é considerado um dos biomas mais ricos em
biodiversidades, € considerado também um dos mais ameacados pela expansao
agricola e uso intensivo de agrotoxicos. Estudos realizados utilizando testes
genotodxicos avaliaram a qualidade ambiental do cerrado, demonstrando que, 0 uso
de herbicidas como glifosato apresenta alto grau de toxicidade para o meio ambiente
desta regido, sua contaminacao pode apresentar forte ameaca para as populacdes de
peixes e outros organismos tanto vertebrados como invertebrados e satde do homem
(de Souza & Oliveira, 2024)

Quando se fala no bioma Amazo6nia, referimo-nos diretamente a maior floresta
tropical do mundo, com sua area brasileira de aproximadamente 4.196.943 milhdes
de km? (IBGE, 2002) portando uma vasta biodiversidade e recursos naturais, esta
regido enfrenta desafios sérios como desmatamento e mineracdo. A utilizacdo de
ensaios genotoxicos sdo empregados para monitorar a contaminacao por metais
pesados, especialmente mercurio, que € amplamente utilizado na mineracdo de ouro.
Esse monitoramento é vital para proteger ndo apenas a vida aguatica, mas também
as comunidades humanas que dependem desses recursos (Leite et al., 2023).

O biomonitoramento ambiental € uma ferramenta crucial para a conservacéo
deste ecossistema unico. Através da andlise de bioindicadores, bioacumulacéo e
biomarcadores, € possivel detectar e mitigar os impactos das atividades humanas,

promovendo a sustentabilidade e a preservacéo da biodiversidade.
3.5.1 Testes de genotoxicidade em insetos

O uso de biomarcadores, que sdo caracteristicas bioldégicas mensuraveis que
ajudam a prever qualquer alteracdo bioquimica precoce e a utilizacdo de
bioindicadores que sdo seres vivos de natureza diversa, utilizados para avaliar a
qualidade ambiental, como métodos para deteccdo de exposicdo e avaliacdo de
efeitos genotéxicos vem aumentando cada vez mais, proporcionando resultados
importantes para avangos e melhorias na ecotoxicologia (Magalhdes & Ferrao Filho,
2008). Em particular, os insetos tém se mostrado modelos valiosos para esses
estudos devido a sua diversidade, facilidade de criacdo e sensibilidade aos agentes
genotoxicos, que sdo aqueles que interagem com o DNA produzindo alteragbes em
sua estrutura ou funcéo e quando essas alteracdes se fixam de forma capaz de serem

transmitidas, denominam-se mutacdes se tornando organismos fundamentais para a



643
644
645
646
647
648
649
650
651
652
653
654
655
656
657
658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674

26

pesquisa nesta area, principalmente para biomonitoramento ambiental (Shetty et al.,
2025).

Os insetos sdo modelos populares devido a sua resposta rapida e bem
caracterizada a agentes toxicos. Entre os mais utilizados estdo: Drosophila
melanogaster, conhecida popularmente como mosca-das-frutas € amplamente usada
devido a sua genética bem compreendida e ciclo de vida curto (Graf & Mandler, 1984).
Outro inseto amplamente utilizado € a abelha do género Apis mellifera que se refere
como um bioindicador importante de qualidade ambiental. Estudos em abelhas
frequentemente utilizam testes de micronulcleos e ensaio do cometa para avaliar
danos no DNA e cromossémicos causados por agrotoxicos e outros poluentes
(Bacandritsos et al., 2010).

A genotoxicidade esta relacionada ao potencial de uma substancia causar
danos ao DNA, resultando em mutacdes, cancer e outras doengas genéticas. Testar
a genotoxicidade é crucial para identificar riscos associados a novos compostos
guimicos, como agrotoxicos, farmacos e contaminantes ambientais (Sharma et al.,
2012)

Os testes de genotoxicidade em insetos tém uma ampla gama de aplicacoes,
desde a avaliacdo de novos agrotoxicos até o monitoramento de poluentes ambientais
(Sharma et al., 2012). Estudos recentes destacam a sensibilidade dos insetos a
diferentes tipos de genotdxicos, sendo que varios estudos demonstraram que
pesticidas neonicotinoides e organofosforados causam danos genotoxicos
significativos em insetos, especialmente em abelhas, afetando sua saude e
capacidade de polinizacéo (Boily et al., 2013).

Um instrumento importante na ecotoxicologia s&o os biotestes ou bioensaios,
gue consistem em propiciar informacgdes importantes sobre os efeitos de produtos
guimicos e biologicos (Hader et al., 2009). O ensaio do cometa é um dos
biomarcadores de genotoxicidade mais utilizado em estudos de biomonitoramento
ambiental nos dltimos anos (Mgller, 2006), o teste consiste na detec¢do da inducgéo
de lesbes no DNA, uma vez que tais danos podem possibilitar o aparecimento de
aberracdes cromossomicas, colocando em risco 0 sucesso reprodutivo dos
organismos e, consequentemente, uma perda de biodiversidade, a qual € um dos

parametros mais relevantes na ecotoxicologia (Jha, 2008).
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Desta maneira, como 0s compostos toxicos podem se acumular nos tecidos e
orgaos dos insetos, estes organismos sdo de grande interesse em bioensaios eco
toxicolégicos, podendo ser utilizados como bioindicadores da qualidade ambiental
(Abdalla; Domingues, 2015; Skaldina; Sorvari, 2017).

3.5.2 O uso do ensaio do cometa para avaliagdo de danos ao DNA

O ensaio do cometa (EC), também conhecido como ensaio de eletroforese em
gel de célula unica (SCGE, do inglés Single Cell Gel Electrophoresis), € uma técnica
sensivel e eficaz para detectar danos no DNA de células individuais (Kammann et al.,
2004). Este teste é muito utilizado como uma ferramenta basica em muitas areas de
pesquisa, incluindo biomonitoramento ambiental (GOTIJO, 2003).

O EC é um método muito difundido e eficaz, que pode detectar sinais de
genotoxicidade por meio da identificacdo da quebra da fita de DNA de células
expostas a agentes quimicos, fisicos e biologicos (Oliveira, 2013)). Estudos
comprovaram a eficiéncia deste teste em varios grupos celulares utilizando diferentes
agentes (Lee & Steinert, 2003; Matsumoto et al., 2006). Ao ser comparado com outros
testes, o EC apresenta vantagens como a detec¢cdo de dano no material genético,
exigéncia de poucas células para a sua realizacdo e a possibilidade de se obter dados
de células individualizadas (Bucker et al., 2006)

O ensaio baseia-se na eletroforese em gel, onde células isoladas séo
embebidas em um gel de agarose sobre uma lamina de vidro e submetidas a lise para
remover as membranas celulares e nucleares, deixando 0s ndcleos e seu conteudo
de DNA intactos. Em seguida, a lamina é exposta a um campo elétrico, fazendo com
gue fragmentos de DNA migrem para longe do nucleo. A extensdo da migracéo é
visualizada e analisada sob um microscépio de fluorescéncia, formando uma imagem
gue se assemelha a um cometa, com uma "cabeca" (DNA intacto) e uma "cauda"
(fragmentos de DNA) (Santos, 2022).

O tamanho da cauda é proporcional a dimenséo do dano que foi causado, mas
a simples visualizagcado do “cometa” ja significa que danos estdo presentes no DNA,
podendo indicar quebras de fita simples, duplas, Cross links, sitios de reparo por
exciséo e/ou lesdes alcali-labeis (Tice et al., 1995)).

Estudos recentes demonstrar a relevancia do ensaio do cometa no

biomonitoramento ambiental. Lechinovski, (2023), utilizaram o ensaio do cometa para
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avaliar a genotoxicidade em peixes expostos a efluentes industriais, encontrando
correlagdes significativas entre a poluicdo da agua e os danos no DNA dos organismos
testados. Além disso, Kumaravel et al., (2021), revisaram a aplicacdo do ensaio em
diferentes contextos ambientais, reforcando sua utilidade na deteccédo de poluentes
emergentes e compostos farmacéuticos em ambientes aquaticos.

Um estudo realizado por Badiou-Bénéteau et al.,, (2012) analisou abelhas
intoxicadas experimentalmente a pesticidas neonicotinoides e detectou um aumento
significativo nos danos ao DNA, mensurado pelo ensaio do cometa. Os resultados
obtidos, sugeriram que a exposicdo a esses pesticidas ndo apenas afeta a
sobrevivéncia das abelhas, mas também causa danos genéticos que podem ter
efeitos de longo prazo na populacdo. Ja Antunes et al., (2023), analisou abelhas
expostas a uma mistura de pesticidas comumente usados em culturas agricolas. O
resultado do ensaio mostrou que, mesmo em concentracdes subletais, esses
guimicos causaram danos significativos ao DNA, indicando que a exposicdo cronica
pode ser altamente prejudicial. Os autores demonstraram a importancia de considerar
ndo apenas a toxicidade aguda, mas também os efeitos subletais e crénicos dos
agrotoxicos.

O ensaio do cometa é uma ferramenta valiosa e eficaz para o biomonitoramento
da qualidade ambiental. Sua capacidade de detectar danos no DNA com alta
sensibilidade e em uma ampla gama de organismos o torna essencial para a avaliacdo
de riscos ambientais e a implementacdo de estratégias de mitigacdo (Jha, 2008) A
medida que os desafios ambientais continuam a crescer, 0 ensaio do cometa

desempenhard um papel crucial na protecdo da saude humana e ecoldgica.

4 TESTES DE ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo refere-se a um desiquilibrio entre a producéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), que sao radicais livres e a capacidade do sistema
antioxidante do organismo em neutraliza-las. Este evento esta associado a uma
variedade de condigbes patoloégicas, como doencas neurodegenerativas,
cardiovasculares e cancer (Sies, 1991)

Diversos estudos demonstram o0 grande interesse por biomarcadores

enzimaticos como forma de monitoramento ambiental (Bainy et al., 1996; Bocchetti et
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al., 2008; Nicholson & Lam, 2005; Zanette et al., 2005). A sua utilizacdo deve-se ao

fato dos compostos téxicos, que apresentam uma meia-vida relativamente longa,

possuirem alta afinidade por pares de elétrons encontrados nos aminoacidos que

formam as enzimas (Bertin & Averbeck, 2006; Ivanina et al., 2008).

O estresse oxidativo refere-se a uma condi¢cdo em que a producao de espécies

reativas de oxigénio extrapola a capacidade antioxidante de defesa de um organismo.

Essa condicdo pode levar a danos celulares, incluindo peroxidacao lipidica, dano ao

DNA e disturbio proteico. Em condi¢des normais, hd um equilibrio entre a producéo

dessas moléculas e sua neutralizacdo por antioxidantes endégenos. No entanto, a

exposicdo a poluentes ambientais, como metais pesados, agrotdéxicos e outros

xenobidticos, pode aumentar a producdo de EROs, superando a capacidade

antioxidante do organismo e levando ao estresse oxidativo (Betteridge, 2000).

f

Fontes Endégenas
-Mitocéndria
-Peroxissomos
-Células inflamatoérias

o

Fontes Exégenas
-Radiacéo
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-Xenobiébticos

~

/

-

o

Sistema de defesa

~

Sistema Nao Enzimético Sistema enzimatico
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Dismutase (SOD)
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/

Figura 3 Equilibrio entre a produgao de espécies reativas do metabolismo do oxigénio (EROs) e
sistema antioxidante.
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Diversos meétodos sdo utilizados para avaliar o estresse oxidativo em
organismos expostos a poluentes ambientais. Alguns dos principais testes incluem:
Enzimas como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx) desempenham papéis cruciais na defesa contra EROs. A atividade dessas
enzimas pode ser medida para avaliar a resposta antioxidante de um organismo ao
estresse oxidativo (Lopienska-Biernat et al., 2017). O estresse oxidativo € um
indicador precoce da presenca de poluentes toxicos. Organismos expostos a
substancias nocivas frequentemente apresentam aumento na producéo de EROs e
danos oxidativos, sinalizando a contaminac¢ao ambiental (Lushchak, 2011).

Estudos recentes continuam destacando a importancia dos testes de estresse
oxidativo no monitoramento ambiental. Martins et al., (2021), demonstraram que
peixes expostos a residuos de mineragdo apresentaram aumento significativo na
atividade de enzimas antioxidantes e nos niveis de MDA, indicando estresse oxidativo
severo. Outro estudo realizado por Ferreira, (2023) utilizou biomarcadores de estresse
oxidativo em esponjas marinhas para avaliar a contaminacdo por microplasticos,
revelando impactos prejudiciais na fisiologia dos organismos testados.

Para avaliar a qualidade ambiental e os impactos de poluentes, os testes de
estresse oxidativo sdo ferramentas indispensaveis. Ao medir danos oxidativos em
organismos bioindicadores, esses testes fornecem uma visdo valiosas sobre a saude
dos ecossistemas e 0s riscos associados a contaminacdo ambiental. Segundo
Halliwell e Gutteridge (2015), o aumento da poluicdo global, o uso de testes de
estresse oxidativo continuara a ser fundamental para a prote¢cdo ambiental e a saude

publica.
4.1 SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A enzima superoxido dismutase (SOD — EC 1.15.1.1), € a principal defesa
contra os possiveis danos causados pelo radical livre superéxido (O2-), podendo ser
encontrada em todos os compartimentos celulares susceptiveis ao estresse oxidativo.
A SOD ¢ classificada, de acordo com o seu metal cofator, em quatro isoformas:
manganés (MnSOD), ferro (FeSOD), cobre/zinco (Cu/ZnSOD) e o tipo niquel (NiSOD)
(Fridovich, 1997).

Estas enzimas séo eficazes na remocéo catalitica de O2-, convertendo em

produto, oxigénio e H202 que sdo menos prejudiciais. A atividade da SOD é importante
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para manter o equilibrio dentro das células e assim, prevenir danos oxidativos que
podem levar a diversas doencas, incluindo cancer, doengas neurodegenerativas e
cardiovasculares. Além disso, a SOD tem sido estudada por seu papel protetor em
condi¢bes de estresse ambiental, como exposi¢ao a metais pesados e poluentes, que
podem aumentar a producdo de EROs e sobrecarregar os sistemas de defesa
antioxidante do organismo (Harrison et al., 2005)

Em condi¢des de estresse ambiental, como exposi¢cdo a agrotoxicos, metais
pesados ou poluicdo atmosférica, a atividade da SOD pode ser alterada em
bioindicadores como abelhas, anfibios, mamiferos e insetos demonstrando a
presenca e o impacto de poluentes no ambiente (Silveira et al., 2021)

A utilizacdo de abelhas na mensuracao da SOD contribui para a compreensao
do impacto de poluentes no ambiente e auxilia na avaliagdo da seguranca alimentar e
da qualidade do ecossistema. Estudo conduzido por (Silveira et al., 2021) aponta que
a variacdo na atividade da SOD em insetos pode refletir a exposicdo a poluentes,
proporcionando uma medida precoce e eficaz da saude ambiental.

J&, Moreira, (2020), corroboraram que a atividade da SOD em anfibios pode
ser usada para avaliar a qualidade da 4gua e a presenca de contaminantes,
contribuindo para a conservagdo dessas espécies sensiveis e dos ecossistemas
aguaticos. O uso de diferentes grupos de organismos no biomonitoramento
ambiental, com a SOD como biomarcador, oferece uma abordagem abrangente para

a deteccdo de poluentes e a avaliagdo da saude ecoldgica.
4.2 CATALASE

Responsavel por oxidar substratos organicos, a catalase (CAT—EC 1.11.1.6) é
particularmente eficaz nas células dos organismos vivos, atuando na degradacédo do
peréxido de hidrogénio (H202). Na presenca de altas concentracdes de peroxido de
hidrogénio, a catalase atua, convertendo-o em agua e oxigénio, como ilustrado na
formula: 2 H202 Cadlase 2 H,O + Oz (Barreiros et al., 2006b)

A atividade da catalase é um fator importante para 0 monitoramento, por ser
uma enzima que apresenta uma alta atividade quando o organismo se encontra em
estresse oxidativo (Avilez et al., 2008). Além disso, a atividade da catalase € essencial

em condicdes de estresse ambiental e exposicao a poluentes, ajudando a mitigar 0s
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efeitos deletérios de altos niveis de peroxido de hidrogénio gerados nessas situacdes
(Bainy et al., 1996; Zanette et al., 2005).

No contexto do biomonitoramento ambiental, a atividade da enzima catalase
em diferentes organismos vivos, incluindo insetos, anfibios, mamiferos e abelhas,
oferece uma importante ferramenta para a avaliacdo de poluentes e estressores
ambientais. Soares De Lima, (2022) ao realizarem um estudo utilizando Tenebrio
molitor, também conhecido como besouro-do-amendoim, mostraram que a variagao
na atividade da catalase pode ser utilizada como um biomarcador de estresse
oxidativo, indicando a qualidade do ambiente e a presenca de contaminantes.

Santos et al. (2013), em um outro estudo, mensurou a catalase nos tecidos de
anfibios demonstrando que esta espécie € um bom indicador de exposicdo a
poluentes aquaticos, como pesticidas e contaminantes industriais. J4 Rodrigues et al.
(2020), indicaram que a variacao na atividade da catalase em abelhas pode ser usada
para monitorar a salde ambiental e a seguranca alimentar, dado o papel essencial
das abelhas na polinizacéao.

O uso de diferentes grupos de organismos no biomonitoramento ambiental
auxilia para a conservacao da biodiversidade e para a formulacdo de politicas
ambientais e de salude publica eficazes, que visam proteger tanto 0s ecossistemas

guanto as populacdes humanas.
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5 ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS EM ABELHAS EXPOSTAS A
AGROTOXICOS

As alteracdes histologicas em tecidos sdo consideradas como biomarcadores
de efeito a exposicdo de estressores do meio ambiente, sendo reconhecidas como
um meio para avaliacdo do campo de poluentes ambientais (Teh et al., 1997).

Essas alteracdes podem auxiliar como indicadores de exposicdo a agentes
estressores. Estudos utilizando ensaios ambientais para classificar impacto ambiental
mostraram que, mudancas histopatoldgicas estao intimamente associadas a impactos
ambientais (da Costa Domingues et al., 2020)

AlteracOes patoldgicas refletem distlrbios a nivel morfofisiolégico dentro de
algumas células, a identificacdo destas desordens moleculares € o ponto principal
para o desenvolvimento de biomarcadores diagndsticos para uso em avaliagbes de
impacto ambiental (Castro et al., 2020b; Carneiro et al., 2020a).

Os biomarcadores histoldégicos evidenciam um poderoso instrumento para
detectar e caracterizar o ponto final biolégico de componentes téxicos e exposicdo a
carcinogénico. Deste modo, 0s meios para identificar mudancas adversas induzidas
por substancias toxicas deveriam inicialmente focar em 6rgdos como o intestino, o
figado e o rim, uma vez que tém a funcdo de absorver, metabolizar e eliminar
substéancias toxicas (Moore & Simpson, 1992).

O intestino dos insetos é dividido em trés regides: intestino anterior (ingestédo e
armazenamento de alimentos), intestino médio (digestdo e absor¢ado de nutrientes) e
intestino posterior (reabsorcao e excrecdo) (da Costa Domingues et al., 2020; da cruz-
landim & Rodrigues, 1967). Devido suas fun¢des relevantes, este 6rgao é amplamente
utilizado em estudos ecotoxicol6gicos em abelhas que foram expostas oralmente a
agrotoxicos (Castro et al., 2020b; Carneiro et al., 2020b; Ceschi-Bertoli et al., 2020)
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Ceco N i [Tobulos de Malpight
Processa a digestio final e :

a absor¢do dos alimentos +  semelhantes 20s rins
Intestino anterior... : « médio... : «s € posterior

Figura 4 Intestino dos insetos e suas divisdes

Fonte: Xavier et al., 2002
Residuos de pesticidas nos alimentos ingeridos podem ser absorvidas no

intestino médio. Nele sdo encontrados trés tipos de células: células digestivas,
responsaveis pela digestdo, absorcdo e sintese dos componentes da membrana
peritréfica; células regenerativas, organizadas na base do epitélio intestinal,
responsaveis pela renovacdo e ceélulas enddcrinas, que sdo responsaveis pela
producgéo de hormonios (Castro et al., 2020a; Caccia et al., 2019; da Costa Domingues
et al., 2020)

Neste cenario do monitoramento ambiental, a analise histopatolégica em
abelhas pode evidenciar os impactos de contaminantes especificos e fornecer
informacdes sobre a saude das colénias e do ambiente em que vivem. Estudos tém
realcado que pesticidas, como neonicotinoides, podem causar danos importantes nos
tecidos das abelhas, incluindo alteracbes nas células nervosas e nos sistemas
enddcrino e digestivo (Zaluski et al., 2015). Além disso, metais pesados presentes no
pélen e no néctar coletados pelas abelhas podem levar a alteracfes histopatolégicas
no intestino médio e nas glandulas hipofaringeanas (Zhu et al., 2014).

Esses estudos ajudam a proteger ndo apenas as abelhas e outros
polinizadores, mas também a saude dos ecossistemas e a sustentabilidade agricola.
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6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos genotoxicos e de estresse oxidativo do glifosato em abelhas

Apis mellifera por meio de analises de quebras no DNA (ensaio do cometa), atividade

enzimatica (superoxido dismutase e catalase) e histopatologia dos intestinos,

contribuindo para o entendimento dos impactos desse herbicida na saude das

abelhas.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a genotoxicidade do glifosato por meio do ensaio do cometa,
avaliando a porcentagem de DNA fragmentado na cauda do cometa em

abelhas expostas a diferentes concentracfes do herbicida.

Avaliar a atividade enzimatica de superoxido dismutase (SOD) e catalase
em abelhas expostas ao glifosato, verificando se ha alteracdo nos niveis
dessas enzimas antioxidantes em funcéo da concentragédo e do tempo de
exposicgao.

Investigar alteraces histopatolégicas no tecido intestinal das abelhas
expostas ao glifosato, identificando danos estruturais e celulares
relacionados a exposi¢ao ao herbicida.

Analisar a relagédo dose-dependente entre as concentracdes de glifosato e
os danos observados, verificando se as concentracdes mais elevadas
resultam em efeitos mais pronunciados nos parametros analisados
(genotoxicidade, estresse oxidativo e histopatologia)

Contribuir para o entendimento dos impactos ecoldgicos e econémicos da
exposicdo ao glifosato, fornecendo subsidios cientificos para politicas
publicas de uso de agrotoxicos, com foco na preservacao das abelhas e na

manutenc¢ao dos servicos de polinizacgao.
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RESUMO

O presente estudo investigou o potencial genotoxico do herbicida glifosato em abelhas
Apis mellifera, por meio de ensaios do cometa, analises enzimaticas e
histopatolégicas. As abelhas expostas a concentracdes crescentes de glifosato (50,
100 e 200 pg/pL) evidenciaram danos ao DNA, alteragbes estruturais no tecido
intestinal e estresse oxidativo, observados por meio de alteragdes na atividade das
enzimas antioxidantes SOD e CAT. Os resultados sugerem que o glifosato
compromete a integridade celular, o metabolismo e a imunidade das abelhas, com
implicagbes negativas para a polinizagéo e a sobrevivéncia das colénias. Embora os
experimentos tenham sido conduzidos em condi¢des laboratoriais, os achados

reforcam a necessidade de validacdo em ambientes naturais e destacam a urgéncia
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de revisar o uso do herbicida. O estudo ressalta a importancia de praticas agricolas
sustentaveis e medidas regulatorias para conciliar a produtividade agricola com a
preservacao dos polinizadores, essenciais a biodiversidade e a seguranca alimentar.

Declaracédo de conflito de interesses

Os autores do artigo afirmam que ndo se encontram em situacfes de conflito
de interesse que possam influenciar o desenvolvimento do trabalho, tais como
emissédo de pareceres, propostas de financiamento, promog¢des ou participagdo em
comités consultivos ou diretivos, participacdo em periodicos patrocinados, assim como
qualquer relacao financeira ou de outra natureza com pessoas ou organizacfes que

possam influenciar o trabalho de forma inapropriada.

8 INTRODUCAO

As abelhas sdo insetos importantes para manutencdo ecologica e
desenvolvimento do planeta, desempenhando um papel crucial na polinizacdo de
plantas cultivadas e silvestres (Ollerton et al., 2011). Segundo a Organizagao das
Nacdes Unidas para Alimentos e Agricultura (FAO), o valor econdmico gerado pela
polinizagdo das abelhas gera em torno de US$ 577 bilhdes anuais, no entanto o
declinio acentuado destes insetos pode desencadear sérios problemas futuros.
Estudos sugerem que, sem as abelhas, a producdo de alimentos diminuiria
significativamente, ocasionando um colapso dos ecossistemas e assim, a inseguranca
alimentar global (Fao, 2018 a).

Nos ultimos anos, a populacdo das abelhas vem sofrendo uma diminuicéo
significativa em vérias regiées do mundo. Entre os fatores que contribuem para essa
diminuicdo estdo, perda de habitat decorrente da expansédo urbana, mudancas
climaticas desencadeadas pela poluicdo ambiental e 0 uso intensivo de agrotoxicos,
que contribuem para possiveis alteragfes genotédxicas nestes insetos comprometendo
assim, sua saude, e consequentemente, a qualidade ambiental dos ecossistemas em
gue habitam (Beringer & Maciel, 2019).

Alteracdes genotoxicas consistem em mudancas no material genético celular,
gue podem ser causadas por agentes fisicos, quimicos ou biolégicos, podendo levar
a mutacOes, aberracdes cromossomicas e outras formas de dano ao DNA (Lima-

Junior et al., 2024). Para examinar a presenca de agentes genotoxicos no ambiente,
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diversos testes como teste do microndcleo, mensuracdo de radiacdo, andlise da
qualidade da agua e do solo entre outros. Porém, os de melhor escolha devido sua
alta sensibilidade e baixo custo sdo o ensaio do cometa, que permite detectar danos
no DNA em nivel celular, ensaios enzimaticos como a superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) e andlise histopatolégica (SILVA; JASIULIONIS, 2014; Fridovich,
1997; Lushchak, 2011; A. W. S. Martins et al., 2021).

Esses testes tém sido aplicados em abelhas para monitorar a qualidade
ambiental de diferentes areas, possibilitando a avaliagdo do impacto de atividades
humanas, como o uso de agrotoxicos, sobre a salde das populacdes de abelhas,
tornando possivel analise de mudancas ambientais, impactos na biodiversidade e na
seguranca alimenta (Celli & Maccagnani, 2003; S. Klein et al., 2017)).

A realizagdo do biomonitoramento ambiental utilizando abelhas como
indicador, auxiliard na identificacdo de areas impactadas pelo uso exacerbado de
agrotoxicos, criando assim, acdes para mitigar e realizar a conservacéo, promovendo
um desenvolvimento sustentavel, equilibrando a preservacdo ambiental, 0 que esta
alinhado aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), com énfase o ODS
15, que aborda a protecdo, restauracdo e promocao sustentavel dos ecossistemas
terrestre (United Nations, 2015; FAO, 2018 b).

A utilizacdo de abelhas como bioindicadoras em estudos genotoxicos tem se
mostrado eficaz na identificacdo de areas com potencial risco ambiental. Estudos
realizados em vérias regides do mundo demonstraram que abelhas expostas a
ambientes contaminados apresentam maiores niveis de danos genotéxicos, o que
reforca a importancia desses insetos na avaliacdo da qualidade ambiental
((Barganska et al., 2016; da Costa Domingues et al., 2020; S. Klein et al., 2017).
Entretanto, existe uma escassez do uso desta espécie como bioindicador da
gualidade ambiental para os biomas brasileiros, principalmente no Pantanal e
Cerrado. Diante disso, este trabalho tem como objetivo avaliar in situs a toxicidade do
herbicida glifosato para abelhas do género Apis mellifera como modelo experimental

para o biomonitoramento e avaliacdo da qualidade ambiental.

9 MATERIAIS E METODOS

9.1 LOCAL DO EXPERIMENTO
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Foram utilizadas abelhas recém-nascidas de A. mellifera, oriundas de
colmeias mantidas no apiario da Fazenda Escola da Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul (UFMS), localizado no municipio de Terenos- MS, cujas coordenadas
geograficas sdo: latitude de 20°26'32" sul e longitude de 54°51'37" oeste. Foram
verificadas as condi¢cbes de saude das colbnias com base nas diretrizes para

avaliacao de xenobidticos em abelhas seguindo as recomendacdes da OECD, 1998.
9.2 COLETA E ACONDICIONAMENTO DAS ABELHAS

Foram coletados favos com crias fechadas contendo operarias prestes
a emergir. Os favos foram provenientes de cinco colmeias distintas, que se
encontravam em condi¢des fisioldgicas normais, livre de doencas, com cria em todos
0s estagios de desenvolvimento e rainha jovem em postura. As coletas foram
realizadas no periodo matutino no més de agosto de 2023, colocando os favos em um
envelope de tela que cobriu todo o quadro.

Os quadros contendo pupas de A. mellifera foram transportadas para
estufa de demanda bioquimica de oxigénio (BOD) e mantidos a 33°C £1°C e umidade
relativa de 70% +5%, protegidas da luz, em condi¢cdes semelhantes as da colmeia por
24 horas. Apos este periodo, dez abelhas recém-nascidas foram acondicionadas em
potes descartaveis plasticos de 250 mL (9,5 x 11,5 x 2,5 cm), dotadas de orificios para
ventilacdo e equipadas com microtubos fenestrados para suprimento de agua e
alimento, um total de 24 unidades experimentais foram utilizadas totalizando 240
abelhas. Durante o experimento, nos grupos testes e controle a oferta de agua e
alimento foi constante, com reposic¢ao a cada 12 horas

Apos a conclusdo do periodo de exposicao estipulado para cada grupo, as

abelhas foram congeladas (-80°C) até a realizacdo dos testes enzimaticos.

9.3 DILUICAO DO GLIFOSATO E EXPOSICAO DAS ABELHAS

A metodologia empregada para determinacdo da concentracdo de glifosato
para intoxicagdo simulada via ingestdo oral seguiu as recomendacdes da OECD
(2017) e de Zaluski et al., (2015), com algumas adaptacdes. Para determinagcéo das
doses apropriadas para os testes de toxicidade, ensaios prévios com glifosato

(Roundup Original DI® 445 g i.a/L, concentrado sollvel,) foram realizados, utilizando
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trés concentracdes de fator 5 da solugédo mae, para alcancar as dosagens permitidas
em agua e polen, pela (BRASIL. Ministério da Saude - Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria-ANVISA, 2020) As concentracdes escolhidas foram de: 50, 150 e 200 partes
por bilhdo (ppb) que foram diluidas em agua destilada para atingir as concentracdes
finais, as sucessivas diluic6es foram realizadas no alimento (xarope de agucar a 50%)
e mantida durante todo o experimento.

Para cada concentracdo foram utilizados 10 individuos recém-nascidos e 0s
testes realizados em triplicatas. As abelhas foram avaliadas em dois tempos de
exposi¢cdo, sendo um de 96 e outro de 120 horas, totalizando 24 unidades
experimentais e 240 abelhas. O grupo controle recebeu apenas agua e xarope de
sacarose livre de glifosato. As abelhas foram mantidas em estufa BOD durante todo o
experimento a 30°C +1°C e umidade relativa de 70% +£5%, protegidas da luz. Durante
todo o experimento nao houve registro de mortalidade em todos os grupos de abelhas.

9.4 PROCESSAMENTO DE ORGAOS E ANALISE HISTOPATOLOGICA

Para cada grupo experimental, 10 abelhas foram dissecadas em solucao
salina (0,1 M NaCl, 0,2 M KH2PO4 e 0,2 M Naz2 HPO4) com auxilio de de pincas e lupa.
ApdOs a dissecacdo, os intestinos meédios foram fixados em formalina 10% e
processado rotineiramente para histopatologia e corados com hematoxilina e eosina
(HE), seguindo as recomendagdes de (STEFANINI et al., 1967)

As laminas contendo os cortes histolégicos dos 6rgdos de cada grupo
experimental foram coradas rotineiramente com hematoxilina e eosina para posterior
analise histoldgica, conforme descrito por Junqueira (1983). A avaliacao foi realizada
em microscopio de luz, utilizando objetivas de 10x, 40x e 100x. Para cada abelha,
foram analisadas duas laminas contendo cinco cortes histologicos de 6 pm de
espessura. O numero total de amostras analisadas foi de n = 10 para cada grupo
experimental do bioensaio. A determinacdo da média do grau de lesdo tecidual foi
baseada na adaptacédo do protocolo descrito por Bernet et al. (1999), considerando
trés categorias de lesdo: (1) lesbes facilmente reversiveis, (2) alteracdes moderadas

com potencial de reversdo apos a interrupcéo da exposicao e (3) lesdes irreversiveis."

9.5 ENSAIO ENZIMATICO
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A metodologia empregada para a avaliacdo das enzimas seguiu 0
protocolo descrito por (Ceschi-Bertoli et al., 2020), com o cuidado de manter a
temperatura das amostras a um maximo de 8°C.Foram utilizados tecidos provenientes
do abdbmen, cabeca, térax e asas de cada unidade experimental (10 abelhas) diluidos
em 1 mL de solugdo tampdo fosfatada (4°C a 8°C) e macerados até total
homogeneizacéao.

Na sequéncia, o homogeneizado resultante foi submetido a
centrifugagdo em 10.000 g por um periodo de 10 minutos, utilizando uma centrifuga
refrigerada a 4°C, sendo o sobrenadante resultante usado nos testes.

Na avaliacdo da atividade da SOD, foi empregado o kit Superoxide Dismutase
Colorimetric Activity Kit (Invitrogen, ThermoFisher Scientific®), seguindo protocolo
recomendado pelo fabricante, o qual permite a medicao de todos os tipos de atividade
dessa enzima, abrangendo as formas Cu/Zn, Mn e FeSOD. As amostras diluidas
foram misturadas com o substrato, seguido pela adicdo do reagente contendo xantina
oxidase, sendo entdo incubadas a temperatura ambiente durante um periodo de 20
minutos. A leitura do ensaio espectrofotométrico foi gerado pelo equipamento
Multiskan da Thermo Scientific, com a leitura feita no comprimento de onda de 450
nm.

Para avaliacdo da atividade da CAT, empregou-se o kit Amplex Red
Catalase Assay Kit (Invitrogen, ThermoFisher Scientific®). No decorrer do ensaio, as
amostras contendo catalase inicialmente reagem com o peréxido de hidrogénio
(H202), resultando na producdo de agua e oxigénio. Posteriormente, 0 reagente
denominado Amplex Red reage com qualquer H202 ndo consumido na presenca de
peroxidase de rabano, dando origem a um produto de oxidacdo altamente
fluorescente, conhecido como resorufina. A leitura do ensaio espectrofotométrico foi
gerado pelo equipamento Multiskan da Thermo Scientific, com a leitura efetuada a um

comprimento de onda de 560 nm.
9.6 PROTOCOLO ENSAIO DO COMETA

Para avaliacdo dos cometas foi realizado o protocolo de ensaio seguindo
as recomendacOes de Ceschi-Bertoli et al., (2020). utilizando o intestino médio das

abelhas expostas nos tempos de 96 e 120 horas, nas doses de 50, 100 e 200 ppb.
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9.7 PREPARO DAS LAMINAS

As laminas foram preparadas com um dia de antecedéncia. Diluiu-se a Agarose
de Grau Técnico Genético (GTG) (Agarose GTG 0,3 g, Phosphate Buffered Saline 20
mL), fervendo-a trés vezes. Em seguida, as laminas foram mergulhadas no gel
preparado, utilizando um porta laminas tipo frasco. A parte de baixo foi limpa para
secarem overnight em ambiente controlado, a temperatura ambiente. Os intestinos
médios das abelhas foram sonicados por dez minutos em 100 uL de PBS, apos esse
processo, 35 uL da amostra foram transferidos para um Eppendorf ao qual adicionou-
se 80 pyL de Agarose Low Electroendosmosis (LE) (Agarose-LE 0,1 g, Phosphate
Buffered Saline 20 mL). Assim, utilizando uma micropipeta, os 115 pL, agora
presentes no Eppendorf, foram acomodados na lamina gelificas previamente
preparada. Colocou-se uma laminula sobre a amostra imediatamente que a mesma
(amostra) foi adicionada a lamina. Ao final do processo, as laminas foram resfriadas a

4 °C por dez minutos e, em seguida, as laminulas foram cuidadosamente retiradas.
9.8 TRATAMENTO COM SOLUCAO DE LISE

As laminas histoldgicas foram submersas na Solugcéo de Lise Uso, durante
uma hora e trinta minutos. Essa solucao foi produzida a partir de 133,5 mL de uma
Solucdo de Lise Estoque (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, N-Lauroyl-
sarcosine 1%), 13,5 mL de Dimetilsulfoxido (DMSO 9%) e 3 mL de Triton X-100 (2%),
duas horas antes do uso para atingir 4 °C. Passado o tempo, as laminas foram
removidas da solugdo e submetidas a um banho com Solugdo de Neutralizagao (Tris

10 265 mM, pH 7,5) durante cinco minutos.

9.9 ELETROFORESE

As laminas foram dispostas dentro da cuba eletroforética com a parte fosca
(identificacao) voltada para o polo positivo. A Solugéo de Eletroforese (EDTA 100 mM,
NaOH 0,3 M) a 4 °C foi adicionada e as laminas permaneceram trinta minutos em
descanso nesta solugdo. Passado esse tempo, a fonte eletroforética foi ligada e
ajustada para os parametros 25 volts (1V/cm), 300 mA, e tempo de corrida de 180

minutos. Apos a corrida, as laminas foram retiradas da cuba e lavadas com Solugéo



1722
1723
1724
1725
1726
1727
1728
1729
1730
1731
1732
1733
1734
1735
1736
1737
1738
1739
1740

1741
1742
1743
1744
1745
1746
1747
1748
1749
1750

1751

56

de Neutralizagdo (Tris 10 mM, pH 7,5) por 5 minutos, repetindo o processo 3 vezes.
As laminas foram fixadas em metanol (CH3OH), e coradas com brometo de etidio
(C21H20BrN3).

As laminas histolégicas foram analisadas com a utilizacdo de um
fotomicroscopio (Leica® DM1000), estabelecendo padrdes comparativos entre as
laminas dos individuos do grupo exposto e as laminas dos individuos controle. O
material foi analisado em microscopio invertido de fluorescéncia (Leica®
Microsystems-DMi8), em objetiva de 40X, com filtro de excitacdo de 420- 490 nm e
filtro de barreira de 520 nm. Um total de 200 células de cada individuo foi analisado
utilizando o software CometScore© para avaliar a porcentagem do DNA na cauda que
€ calculada com a intensidade do DNA na cauda (soma da densidade Optica
(fluorescéncia) dos fragmentos de DNA na cauda) divido pela intensidade total do
DNA (soma da densidade éptica da cabeca e da cauda) multiplicado por 100 e
comprimento do cometa que € simplesmente a soma das distancias da cabeca e da
cauda. Para excluir qualquer analise tendenciosa, um total de trés laminas por
individuo foram lidas, a area total de todas as laminas foi observada cuidadosamente

realizando movimentos “zigue-zague”.

10 ANALISE ESTATITICA

Para a andlise estatistica dos dados obtidos nos ensaios do cometa e
enzimaticos, inicialmente foram avaliados os pressupostos para a aplicacdo da andlise
de variancia (ANOVA). O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a
normalidade dos residuos, considerando um nivel de significancia de 5%.
Posteriormente, os dados foram submetidos & andlise de variancia (ANOVA), também
a 5% de significancia. Quando detectadas diferencas significativas, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, utilizando o mesmo nivel de significancia. Todas as

andalises foram realizadas com o auxilio do software BioEstat.

11 RESULTADOS

11.1 HISTOPATOLOGICO
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A andlise histopatoldgica do intestino médio de A. mellifera expostas a
diferentes concentracdes de glifosato por 96 e 120 horas revelou alteracdes teciduais
progressivas, dependentes tanto da concentracdo do agrotéxico quanto do tempo de
exposicao. No grupo controle, em ambos os tempos avaliados, a morfologia intestinal
permaneceu preservada, com células digestivas bem-organizadas, microvilosidades
integras e células regenerativas distribuidas uniformemente. Nenhuma alteracéo
celular significativa ou sinais de degeneracéo tecidual foram observados, indicando a

integridade estrutural normal do epitélio (Figura 5).
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Figura 5 Alteragdes histoldgicas no intestino médio de Apis mellifera africanizada apés 96 horas de exposigao ao glifosato. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina

(A) Controle: células digestivas preservadas, com tumefacdo discreta e cromatina granular.

(B) Exposicdo a 50 pg/uL: reducdo das microvilosidades intestinais (seta).

(C) Exposicao a 100 pg/uL: tumefacao das células digestivas (asterisco) e diminuicdo das microvilosidades intestinais (seta).
(D) Exposicao a 200 ug/uL: tumefacdo acentuada das células digestivas (seta) e cromatina celular granular (asterisco).
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Apoés 96 horas de exposicao, as abelhas tratadas com 50 pg/uL de glifosato
apresentaram alteragbes histopatolégicas discretas, caracterizadas por leve
vacuolizagdo citoplasmética e discreta redugcdo na altura das microvilosidades
intestinais (Figura 5, painel B). Esses achados sugerem uma resposta inicial ao
estresse téxico, com potencial para recuperacdo celular caso a exposicdo seja
interrompida. Essa alteracdo nao foi estatisticamente significativa em relacao ao grupo

controle (Tabela 1).
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1789 Tabela 1. Avaliac&o histopatoldgica do intestino médio de abelhas africanizadas expostas a diferentes concentragées de glifosato, com classificacio dos graus

1790 de alterac@o tecidual baseada na adaptagéo do protocolo de Bernet et al. (1999), nos tempos experimentais de 96 e 120 horas."

Parametros Controle  50(pg/pL) 100(ug/pL)  200(pg/pL)  p-valor Controle 50 100(pg/pL)  200(pg/pL)  p-valor
96 horas 96 horas 96 horas 96 horas 120 horas  (ug/uL) 120 horas 120 horas
120
horas
Reduc¢édo da espessura 02 2b 1 1 <0,05 0 0 0 0 >0,05
epitelial

Tumefacéo de células 0 0 0 0 >0,05 1 1 1 1 >0,05
digestivas

Microvilosidades 02 3b 2b 0 <0,05 1 3 1 1 >0,05

Areas de necrose 0 0 0 0 >0,05 0 0 0 0 >0,05

Auséncia de células 1 1 1 1 >0,05 1 1 1 1 >0,05
digestivas

Alteracéo das 3 3 3 3 >0,05 3 3 3 3 >0,05

caracteristicas nucleares

Tumefacao de células 2 2 2 2 >0,05 12 0 1 3b <0,05

regenerativas

1791 1- facilmente reversivel; 2- alteracdo moderada com provavel reversdo apés o fim da exposicdo e 3- alteracao irreversivel. * diferenca estatistica entre o grupo
1792 controle e os grupos tratados. letras diferentes representam diferenca estatistica entre o grupo controle e 0s grupos tratados nos tempos de 96 e 120 horas
1793  pelo teste TUKEY (p>0,05)
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Nas amostras expostas a 100 pg/uL, as lesbes se tornaram mais evidentes,
incluindo degeneragédo epitelial moderada, aumento da vacuolizacdo e
desorganizacdo das células regenerativas (Figura 5, painel C). Além disso, foi
observada reducdo da altura das microvilosidades e condensacdo de cromatina
nuclear, indicando o inicio de processos apoptéticos. Os danos celulares foram
significativamente maiores do que aqueles observados nas abelhas do grupo controle
(Tabela 1, p<0,05)

No grupo exposto a 200 pg/uL, os danos histopatolégicos severos foram
caracterizados por acentuada vacuolizacdo citoplasmética, perda extensa das
microvilosidades e fragmentacdo da cromatina (Figura 5, painel D).

Com a extensdo da exposicdo para 120 horas, a gravidade das lesdes
histopatolégicas aumentou. No grupo tratado com 50 ug/uL, a tumefagéo de células
digestivas e regenerativas se tornaram mais pronunciada, e a desorganizacao epitelial
mais evidente em comparacdo as amostras de 96 horas, embora a preservacao
parcial das microvilosidades ainda indicasse um possivel potencial de recuperacao
celular (Figura 6, painel B). Essas alteracfes ndo mostraram diferenca estatistica
significativa em relagdo as amostras de 96 horas (Tabela 1, p>0,05).
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1811

1812
1813 Figura 6 Alteragdes histoldgicas no intestino médio de Apis mellifera africanizada ap6s 120 horas de exposi¢ado ao glifosato. Coloragao: Hematoxilina-Eosina

1814 Legenda: (A) Controle: células digestivas preservadas, com tumefacéo discreta e cromatina granular.
1815 (B) Exposicao a 50 pg/pL: cromatina granular nas células digestivas (asterisco).

1816 (C) Exposicéo a 100 pg/pL: tumefagdo das células digestivas (seta).

1817 (D) Exposigéo a 200 ug/uL: cromatina granular nas células regenerativas (seta)
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Nas abelhas expostas a 100 pg/pL, a integridade estrutural do epitélio intestinal
foi significativamente comprometida, com reducao acentuada da espessura epitelial e
acumulo de material degenerativo no lumen intestinal (Figura 6, painel C). A
intensificacéo da atividade apoptética indicou que a exposi¢ao prolongada agravou o
dano celular. Os danos observados foram estatisticamente mais pronunciados do que
os verificados em 96 horas (Tabela 1, p<0,05).

As alteracdes mais severas foram observadas no grupo tratado com 200 pg/uL
apos 120 horas, onde a destruicao epitelial foi generalizada. A necrose tornou-se
extensa, com desintegracdo completa das células epiteliais e desaparecimento quase
total das microvilosidades (Figura 6, painel D). As células regenerativas apresentaram
grave desorganizacgdo, indicando um comprometimento critico dos mecanismos de
recuperagédo tecidual. Essas alteragbes foram estatisticamente mais acentuadas do

gue aquelas observadas no grupo tratado por 96 horas (Tabela 1, p<0,01).

A progressao das alteracdes histopatoldgicas ao longo do tempo evidencia a
toxicidade cumulativa e dose-dependente do glifosato. Periodos mais longos de
exposicao intensificaram os danos, especialmente nas concentracdes mais elevadas,
levando a deterioracao irreversivel da estrutura intestinal. Esses achados ressaltam o
impacto potencial do glifosato sobre a capacidade digestiva de A. mellifera, com
possiveis consequéncias para a absorcdo de nutrientes, 0 metabolismo e a saude
geral da col6nia. As alteracdes observadas sugerem que a exposi¢ao prolongada e
em altas doses ao glifosato pode comprometer severamente a integridade fisiologica
das abelhas, reforcando preocupacdes sobre os efeitos subletais desse herbicida em
polinizadores.

11.2 TESTES ENZIMATICOS

A andlise da atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD)
e catalase (CAT) em A. mellifera expostas a diferentes concentracdes de glifosato por
96 e 120 horas revelou variagfes significativas, indicando uma resposta enzimatica

dependente da dose e do tempo de exposicao.
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Apos 96 horas, a atividade da SOD néo apresentou diferenga significativa em
relacdo ao controle no grupo exposto a 50 pg/uL de glifosato. No entanto, nas
concentracbes de 100 e 200 ug/uL, foi observado um aumento significativo da
atividade enzimatica em comparacao ao grupo controle (Tabela 2, p<0,05). A CAT,
por sua vez, manteve valores semelhantes ao controle nos grupos expostos a 50 e
100 pg/pL, mas apresentou um aumento significativo na concentracdo de 200 ug/uL
(Tabela 2, p<0,05).

Tabela 2. Atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (ng/pL) em macerados
de Apis mellifera expostas a diferentes concentracdes de glifosato ap6s 96 horas de ensaio.

Controle-96 50 pg/pL (96 100 pg/pL 200 pg/pL p-valor
horas horas) (96 horas) (96 horas)
SOD(ug/pL) 0,81+02 0,70+02 1,27+0,0004°> 1,38+0,0006 <0.05

CAT(ug/uL)  0,75+0,0012  0,70+0,0012  0,64+0,0012  1,27+0,0008b <0.05

Os valores sao apresentados como média + desvio padrao. Letras iguais indicam auséncia de
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos tratados e o grupo controle, enquanto letras
diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre o grupo controle e os grupos tratados no
tempo de 96 horas, conforme analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey (p < 0,05)

No tempo de 120 horas, a atividade da SOD permaneceu reduzida na
concentracéo de 50 pg/pL, enquanto nos grupos expostos a 100 e 200 pg/pL, os niveis
continuaram significativamente elevados em relagéo ao controle (Tabela 2, p<0,05).
Ja a CAT apresentou um aumento significativo em todas as concentracdes testadas
guando comparada ao grupo controle, sendo esse efeito mais pronunciado na

concentracéo de 200 pg/uL (Tabela 2, p<0,01).

Tabela 3. Atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (ug/uL) em macerados
de Apis mellifera expostas a diferentes concentragdes de glifosato apds 120 horas de ensaio.

Controle 50 pg/ul 100 pg/uL - 200 pg/ul  p-valor

(220 horas) (220 horas) (220 horas) (220 horas)
SOD(ug/pL)  0,76+02 0,65t02 1,33+0° 1,44+0,b <0,05
CAT(ug/uL)  1,32+02 1,38+02 1,43+02 1,45+0, 2 <0,05

Os valores séo apresentados como média + desvio padréo. Letras iguais indicam auséncia de diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos tratados e o grupo controle, enquanto letras diferentes
indicam diferenca estatistica significativa entre o grupo controle e os grupos tratados no tempo de 120
horas, conforme andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey (p < 0,05)

Os dados indicam que a atividade das enzimas antioxidantes foi alterada em
resposta a exposicdo ao glifosato, com diferencas nos tempos experimentais

analisados. A SOD apresentou elevacdo mais precoce nas concentracdes de 100 e
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200 pg/pL, enquanto a CAT demonstrou um aumento mais acentuado no tempo de

120 horas, particularmente na maior concentracao testada.

11.3 ENSAIO DO COMETA

Os resultados obtidos a partir do teste do ensaio do cometa das abelhas
intoxicadas em diferentes concentracdes de glifosato experimentalmente, nos tempos
de 96 e 120 horas, quando comparadas ao grupo controle podem ser observadas nas
Tabelas 6 e 7.

Tabela 4. Avaliacdo da fragmentacdo do DNA pelo ensaio do cometa em macerados de Apis mellifera
expostas a diferentes concentracdes de glifosato apds 96 horas de ensaio.

Controle 50 pg/uL (96 100 pg/uL (96 200 pg/uL (96 p-valor
Média (= DP) horas) horas) horas)

(%) DNA na 49,052,122 76,03+4,43> 83,76+2,37° 91,02+4,03b >0.01
cauda

Comprimento do 29,72+4,02 24,81+4,832 29,54+7,042 28,18+6,072 >0,3
cometa (uUm)

Os valores sao apresentados como média + desvio padrdo (DP). Letras iguais indicam auséncia de
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos tratados e o grupo controle, enquanto letras
diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre o grupo controle e os grupos tratados no
tempo de 96 horas, conforme analise de varidncia (ANOVA) seguida do teste de Tukey (p < 0,05).

O ensaio do cometa realizado para avaliar os efeitos das concentragdes 50,100
e 200 pg/uL no tempo de 96 horas identificou aumento na porcentagem de DNA na
cauda das células danificadas (p>0,01), porém sem o0 aumento no comprimento dos

cometas (p<0,3).

Tabela 5. Avaliagdo da fragmentagcao do DNA pelo ensaio do cometa em macerados de Apis mellifera
expostas a diferentes concentragdes de glifosato apds 120 horas de ensaio

Controle 50 pg/pL (120 100 pg/uL 200 pg/pL p-valor
Média (x DP) horas) (120 horas) (120horas)
(%) DNA na 45,95+9,212 44,77+9,572 48,01+102 49,74+8,042 <0,5
cauda
Comprimento do 29,63+5,602 28,63+2,762 27,90+2,622 27,90+4,722 <0,7
cometa

Os valores séo apresentados como média + desvio padrdo (DP). Letras iguais indicam auséncia de
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos tratados e o grupo controle, enquanto letras
diferentes indicam diferenga estatistica significativa entre o grupo controle e os grupos tratados no
tempo de 96 horas, conforme analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey (p < 0,05).

Para andlise dos efeitos das concentra¢des 50,100 e 200 pg/pL no tempo de

120 horas nao foi possivel verificar nenhum resultado significativo na porcentagem de
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DNA na cauda das células danificadas (p>0,5), sem o0 aumento no comprimento dos

cometas (p<0,7).

As imagens apresentadas na Figura 12 ilustram a progresséo do dano ao DNA
nas células de A. mellifera. A analise morfolégica confirma que as células do grupo
controle apresentaram baixa migracdo de material genético, enquanto nos grupos
expostos ao glifosato, observou-se um aumento progressivo na intensidade da
fluorescéncia e na extenséo da cauda do cometa, evidenciando o efeito do herbicida
na inducao de quebras no DNA.

. .
Figura 7 Avaliagcdo do dano ao DNA pelo ensaio do cometa em células de A. mellifera apds 96 horas
de exposicao ao glifosato

As imagens representam células do grupo controle e dos grupos tratados (A) com 50 (B), 100 (C) e
200 (D) pg/pL de glifosato. A progressédo do dano ao DNA é evidenciada pelo aumento da migragéo
do material genético em direcéo a cauda do cometa, indicando maior grau de fragmentacao do DNA

nas células expostas a concentragdes mais elevadas do herbicida.

12 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a exposi¢cdo ao glifosato
induziu alteracdes histopatoldgicas significativas no intestino médio de A. mellifera,
além de desencadear um aumento na atividade das enzimas antioxidantes e danos
ao DNA de maneira dose-tempo-dependente. Esses achados corroboram evidéncias
crescentes sobre os impactos toxicos de agrotoxicos em polinizadores e levantam
preocupacdes sobre as consequéncias dessas exposicdes para a fisiologia das

abelhas e a estabilidade das colbnias ((Balbuena et al., 2015; Zaluski et al., 2015)).

As analises histoldgicas evidenciaram um agravamento progressivo dos danos
epiteliais conforme a concentracdo do herbicida aumentava e o tempo de exposi¢ao
se prolongava. Nos grupos tratados com 100 e 200 pg/pL de glifosato, observou-se

um acumulo de vacuolizagdo citoplasmatica, desorganizagéo tecidual, reducdo da
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altura das microvilosidades e, nos casos mais severos, necrose celular. Essas
caracteristicas sugerem gue a exposicao ao herbicida compromete a integridade do
epitélio intestinal, possivelmente afetando a absorcdo de nutrientes e a homeostase
digestiva. Achados semelhantes foram reportados por (Motta & Moran, 2023), que
demonstraram que o glifosato pode alterar a microbiota intestinal das abelhas e induzir
um processo inflamatoério crénico, contribuindo para disfuncdes fisiologicas. Além
disso, Gregorc & Sampson, (2019) sugerem que tais danos podem predispor as abelhas

a infec¢cbes oportunistas, aumentando sua vulnerabilidade a patégenos.

A resposta antioxidante foi evidenciada pelo aumento da atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) nas abelhas expostas a concentracdes
mais elevadas de glifosato, especialmente no tempo de 120 horas. Esses achados
indicam um estresse oxidativo significativo, uma vez que essas enzimas atuam na
defesa contra espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas por toxinas ambientais
(Martins et al., 2021). O aumento precoce da atividade da SOD nas concentragdes de
100 e 200 pg/uL esta de acordo com estudos que demonstram que essa enzima é
ativada rapidamente para neutralizar o radical superoxido e converté-lo em peroxido
de hidrogénio (Fridovich, 1997; Martins et al., 2021; A elevacgéo tardia da CAT, mais
evidente no tempo de 120 horas, sugere uma ativagcdo compensatoria para eliminar o
peréxido de hidrogénio gerado na primeira etapa do metabolismo antioxidante, um
padrao semelhante ao descrito por Zhang et al., (2024) em estudos sobre o impacto
de pesticidas em insetos. No entanto, € importante considerar que o aumento na
atividade dessas enzimas pode ser insuficiente para mitigar completamente os danos
oxidativos, especialmente sob exposicbes prolongadas, levando a uma disfuncéo

celular progressiva.

A avaliacdo do dano ao DNA por meio do ensaio do cometa revelou uma
fragmentacao significativa do material genético nas abelhas expostas ao glifosato,
especialmente no tempo de 96 horas. A porcentagem de DNA na cauda das células
danificadas aumentou proporcionalmente a concentracédo do herbicida, sugerindo um
efeito genotoxico claro. Esses achados sdo compativeis com estudos que
demonstram que o glifosato pode causar quebras na fita de DNA, afetando a
estabilidade gendmica e aumentando o risco de apoptose celular (Koller et al., 2012;
Mesnage et al., 2015). Curiosamente, no tempo de 120 horas, 0s niveis de
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fragmentacao do DNA foram menores, sem diferengas estatisticamente significativas
entre 0s grupos tratados e o controle. Esse resultado pode indicar que as células
severamente danificadas foram eliminadas por apoptose ou que mecanismos de
reparo do DNA foram ativados. Trabalhos prévios sugerem que, em organismos
expostos a agentes genotoxicos, h4 uma ativacdo de vias de reparo para tentar
restaurar a integridade do material genético, o que pode justificar a reducdo da
fragmentacdo do DNA ao longo do tempo ((Abdalla & Da Costa Domingues, 2015; Dicks
etal., 2023)

Apesar dos achados consistentes, algumas limitacdes metodoldgicas devem
ser consideradas. Embora as abelhas tenham sido mantidas em condi¢cdes
controladas no laboratério, essas condicbes nado representam totalmente a
complexidade ambiental encontrada no campo, onde as abelhas estdo expostas a
uma combinacdo de diferentes pesticidas, poluentes e fatores de estresse (Goulson
et al., 2015). No ambiente natural, a exposi¢do a multiplos xenobidticos pode resultar
em efeitos sinérgicos ou antagonistas, o que limita a extrapolacdo direta dos
resultados laboratoriais para situacées de campo. Além disso, as abelhas podem ser
expostas ao glifosato em diferentes momentos e por diferentes vias (contato direto
com plantas tratadas ou consumo de néctar contaminado), o que pode influenciar a
magnitude dos danos observados (Derecka et al., 2013).

Outro ponto importante € o fato de que os dados foram obtidos de um dnico
apiario, o que limita a generalizacdo dos resultados para outras populacbes de
abelhas em diferentes regides geogréficas. A composicdo genética das colbnias, bem
como as condi¢cdes ambientais especificas, pode influenciar a resposta das abelhas
ao glifosato, gerando variacdes nos resultados (Brittain & Potts, 2011) Estudos futuros
devem incluir colénias de diferentes localidades para validar os achados e garantir
gue os resultados sejam representativos de uma ampla diversidade populacional.

As consequéncias ecoldgicas dos danos observados sdo preocupantes, uma
vez que a integridade do DNA é essencial para a divisdo celular, regeneracéo tecidual
e funcdo imunolégica das abelhas (De Souza, 2024). A presenca de necrose e
desorganizacdo no tecido intestinal sugere que o glifosato pode comprometer a
absorcao de nutrientes, afetando o metabolismo e a sobrevivéncia das abelhas. Além

disso, a fragmentacdo do DNA pode comprometer a longevidade e a capacidade de
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reproducdo das operarias e da rainha, o que tem implicacdes diretas para a saude e
continuidade da coldnia (LUNARDI, 2022)

Esses danos podem ter um impacto significativo na capacidade das abelhas de
realizar a polinizagdo, um servico essencial tanto para a manutencdo da
biodiversidade quanto para a produtividade agricola. Estudos indicam que a exposi¢ao
a pesticidas pode reduzir o comportamento de forrageamento e a eficiéncia da
polinizacdo (Garibaldi et al., 2013). No contexto brasileiro, onde culturas de alto valor,
como café, soja e frutas, dependem da polinizacao por abelhas, o comprometimento
das colbnias pode resultar em perdas econdémicas significativas. Assim, os resultados
deste estudo reforcam a necessidade de revisGes regulatorias sobre o uso de
herbicidas e outras substancias quimicas na agricultura, visando a preservacéo dos
polinizadores e dos servigos ecossistémicos que eles proporcionam (IBAMA, 2017).

Em sintese, este trabalho confirma o potencial genotéxico e o efeito de estresse
oxidativo do glifosato em abelhas A. mellifera e destaca a importancia de considerar
a complexidade das interacdes ambientais ao avaliar os riscos associados ao uso de
herbicidas. Estudos futuros devem focar na validacdo dos resultados em condicdes
de campo, envolvendo diferentes populacdes de abelhas e uma combinacdo de
pesticidas para entender melhor o impacto real do glifosato na apicultura e na

polinizacdo agricola (Antunes et al., 2023).

A preservacdo das populacbes de abelhas € essencial para garantir a
sustentabilidade dos sistemas agricolas e a seguranca alimentar, especialmente em
paises como o Brasil, onde diversas culturas dependem diretamente da polinizacéo
por abelhas (Klein et al., 2017). Assim, este estudo reforca a necessidade de politicas
publicas mais integradas que considerem ndo apenas a produtividade agricola, mas
também a protecdo dos polinizadores e dos servicos ecossistémicos que eles
prestam. A implementacdo de zonas de protecdo para polinizadores, o incentivo ao
plantio de corredores ecoldgicos e a educacao de agricultores sobre 0s riscos do uso
indiscriminado de herbicidas sdo medidas recomendadas para mitigar os impactos

negativos sobre as abelhas col6nias (Balbuena et al., 2015).
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13 CONCLUSAO

Este trabalho demonstram que o glifosato, mesmo em concentracées nao
letais, exerce efeitos genotdxicos significativos em abelhas A. mellifera, provocando
quebras no DNA e alteragBes nas atividades das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase (SOD) e catalase. Além disso, as analises histopatoldgicas revelaram
danos estruturais no tecido intestinal, sugerindo que a exposi¢cao ao herbicida pode
comprometer a saude e a funcionalidade das abelhas. Portanto, a ado¢édo de medidas
regulatorias e praticas agricolas mais seguras é essencial para garantir a coexisténcia
entre a producao agricola e a conservacao dos polinizadores, promovendo um modelo

de desenvolvimento sustentavel para as futuras geracoes.
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