2" PPGCRENAC®

INSTITUTO
FEDERAL

Goiano

Campus

Urutai Programa de Pds-Graduagdo em Conservagdo de
Recursos Naturais do Cerrado

Instituto Federal de Educacio, Ciéncia e Tecnologia Goiano - Campus Urutai
Programa de Pos-Graduacao em Conservacao de
Recursos Naturais do Cerrado

POLUICAO DE SOLOS DA BEIRA DE
ESTRADA AFETA A HOMEOSTASE REDOX E
COLINESTERASICA DE CUPINS Cornitermes
cumulans (KOLILAR, 1832)

LUCAS EDUARDO MOREIRA ABADIA

Ornentadora: Profa. Dra. Aline Sueli de Lima Rodrigues

Coormentador: Prof. Dr. Guilherme Malafaia Pinto

Urutai, dezembro de 2021



PPGCRENAC

Programa de Pés-Graduagdo em Conservacdo de
Recursos Naturais do Cerrado

Instituto Federal de Educacio, Ciéncia e Tecnologia Goiano
Reitor
Prof. Dr. Elas de Padua Monteiro
Pro-Reitor de Pesquisa e Pos-Graduagao e Inovagio

Prof. Dr. Alan Carlos da Costa

Campus Urutai
Diretor Geral
Prof. Dr. Paulo César Ribeiro Cunha
Diretor de Pesquisa, Pos-Graduacio e Inovagio

Prof. Dr. Anderson Rodrigo da Silva

Programa de P6s-Graduacgio em Conservacio de Recursos Naturais do Cerrado

Coordenador

Prof. Dr. Daniel de Paiva Silva

Urutai, dezembro de 2021



LUCAS EDUARDO MOREIRA ABADIA

POLUICAO DE SOLOS DA BEIRA DE ESTRADA AFETA A
HOMEOSTASE REDOX E COLINESTERASICA DE CUPINS
CORNITERMES CUMULANS (KOLLAR, 1832)

Orientadora
Profa. Dra. Aline Sueli de Lima Rodrigues

Coorrentador

Prof. Dr. Guilherme Malafaia Pinto

Dissertagio apresentada ao Instituto Federal Goiano -
Campus Urutai, como parte das exigéncias do Programa
de P6s-Graduacio em Conservacao de Recursos Naturais
do Cerrado para obtencao do titulo de Mestre.

Urutai (GO)
2021



Os direitos de traducido e reproducio reservados.

Nenhuma parte desta publicacio poderd ser gravada, armazenada em sistemas eletronicos, fotocopiada ou
reproduzida por meios mecanicos ou eletronicos ou utilizada sem a observancia das normas de direito autoral.

Sistema desenvolvido pelo ICMC/USP
Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacéo (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas - Instituto Federal Goiano

Abadia, Lucas Eduardo Moreira

AABll6 Poluicdo de solos da beira de estrada afeta a

P homeostase redox e colinesterdsica de cupins
Cornitermes cumulans (KOLLAR, 1832) / Lucas Eduardo
Moreira Abadia; orientadora Dra. Aline Sueli de Lima
Rodrigues; co-orientador Dr. Guilherme Malafaia
Pinto. -- Urutai, 2021.

51 p.

Dissertacdo (Mestrado em Mestrado Profissional em
Conservacdo de Recursos Naturais do Cerrado) --
Instituto Federal Goiano, Campus Urutai, 2021.

1. Contaminacdo de solos. 2. Estresse oxidativo.
3. Antioxidantes. 4. Cupins. 5. Rodovias. I.
Rodrigues, Dra. Aline Sueli de Lima, orient. ITI.
Pinto, Dr. Guilherme Malafaia, co-orient. III. Titulo.

Responsavel: Johnathan Pereira Alves Diniz - Bibliotecario-Documentalista CRB-1 n°2376



| |
BEEN INSTITUTO FEDERAL
BE Goiano

Repositorio Institucional do IF Goiano - RIIF Goiano
Sistema Integrado de Bibliotecas

TERMO DE CIENCI,A E DE AUTORIZACI\Q PARA DISPONIBILIZAR PRODUGOES TECNICO-
CIENTIFICAS NO REPOSITORIO INSTITUCIONAL DO IF GOIANO

Com base no disposto na Lei Federal n® 9.610/98, AUTORIZO o Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia Goiano, a disponibilizar gratuitamente o documento no Repositério Institucional do IF Goiano
(RIIF Goiano), sem ressarcimento de direitos autorais, conforme permissdo assinada abaixo, em formato
digital para fins de leitura, download e impressao, a titulo de divulgacdo da producdo técnico-cientifica no IF
Goiano.

Identificagdo da Producdo Técnico-Cientifica

[ ] Tese [ ] Artigo Cientifico
[ x] Dissertagao [ 1 Capitulo de Livro
Monografia — Especializagao [ ] Livro
] TCC - Graduagao [ ] Trabalho Apresentado em Evento

[ x] Produto Técnico e Educacional - Tipo: Infografico estatico

Nome Completo do Autor: Lucas Eduardo Moreira Abadia

Matricula: 2020101330940120

Titulo do Trabalho: Poluicdo de solos da beira de estrada afeta a homeostase redox e colinesterasica de
cupins Cornitermes cumulans (KOLLAR, 1832)

Restricoes de Acesso ao Documento

Documento confidencial: [x] Nao [ ] Sim, justifique:

Informe a data que podera ser disponibilizado no RIIF Goiano: __ /_ /
O documento esta sujeito a registro de patente? [ ]1Sim [x]N
O documento pode vir a ser publicado como livro? [ ]Sim [x]N

Q2 QR

(0]
(0]
DECLARAGAO DE DISTRIBUICAO NAO-EXCLUSIVA

O/A referido/a autor/a declara que:

1. o documento é seu trabalho original, detém os direitos autorais da produgdo técnico-cientifica e ndo
infringe os direitos de qualquer outra pessoa ou entidade;
2. obteve autorizacdo de quaisquer materiais inclusos no documento do qual ndo detém os direitos de

autor/a, para conceder ao Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano os direitos requeridos
e que este material cujos direitos autorais sdo de terceiros, estdao claramente identificados e reconhecidos no
texto ou conteddo do documento entregue;

3. cumpriu quaisquer obrigacdes exigidas por contrato ou acordo, caso o documento entregue seja
baseado em trabalho financiado ou apoiado por outra instituicdo que nao o Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia Goiano.

Anépolis, 15 de janeiro de 2022.

4Qcon Lducido siie Hoedisn
Assinatura do Autor e/ou Detentor dos Direitos Autorais

Ciente e de acordo: ‘
| @\{XMML-/

Profa. Dra. Alifie Suéli de Lima Rodrigues
orientadora




SERVICO PUBLICO FEDERAL MINISTERIO DA EDUCACAO
SECRETARIA DE EDUCACAO PROFISSIONAL E TECNOLOGICA
INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA GOIANO

FOLHA DE APROVACAO DA DISSERTACAO

Titulo da disserta¢io: Polui¢iao de solos da beira de estrada afeta a homeostase redox e colinesterasica

de cupins Cornitermes cumulans (KOLLAR, 1832).

Orientadora: Prof* Dra. Aline Sueli de
Lima Rodrigues

Co-orientador: Prof. Dr. Guilherme
Malafaia

Autor: Lucas Eduardo Moreira Abadia

Dissertacao de Mestrado APROVADA em 20 de dezemlgro de 2021, como parte das exigéncias para
obtencio do Titulo MESTRE EM CONSERVACAO DE RECURSOS NATURAIS DO

CERRADQO, pela Banca Examinadora especificada a seguir:

Prof* Dra. Aline Sueli de Lima -
Orientadora

Prof. Dr. Guilherme Malafaia - Coorientador

Dra. Fernanda Neves Estréla Resende

Dra. Leticia Paiva de Matos

IF Goiano - Campus
Urutai

IF Goiano - Campus
Urutai

IF Goiano - Campus
Urutai
IF Goiano - Campus
Urutai

Vi



Documento assinado eletronicamente por:

= Leticia Paiva de Matos, Leticia Paiva de Matos - 2031 - PESQUISADORES DAS CIENCIAS NATURAIS E EXATAS - Instituto Federal Goiano (1), em 26/01/2022
10:01:14.

Fernanda Neves Estréla Resende, Fernanda Neves Estréla Resende - 2211 - BIOLOGOS E AFINS - Instituto Federal Goiano (1), em 26/01/2022 08:43:03.

= Guilherme Malafaia Pinto, PROFESSOR ENS BASICO TECN TECNOLOGICO, em 26/01/2022 08:38:43.

Aline Sueli de Lima Rodrigues, PROFESSOR ENS BASICO TECN TECNOLOGICO, em 26/01/2022 08:34:37.

Este documento foi emitido pelo SUAP em 26/01/2022. Para comprovar sua autenticidade, faca a leitura do QRCode ao lado ou acesse
https://suap.ifgoiano.edu.br/autenticar-documento/ e fornega os dados abaixo:

Cédigo Verificador: 351194
Cédigo de Autenticagdo: bba9cfb8fl

INSTITUTO FEDERAL GOIANO

Campus Urutai

Rodovia Geraldo Silva Nascimento, Km 2,5, Zona Rural, None, URUTAI / GO, CEP 75790-000
(64) 3465-1900

vii



“lalvez nio tenha conseguido fazer o
melhor, mas lutei para que o melhor fosse
feito. Nio sou o que deveria ser, mas
Gragas a Deus, nio sou o que era antes”.

(Martn Luther King)
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Poluicgio de solos da beira de estrada afeta a homeostase redox e
colinesterasica de cupins Cornitermes cumulans (KOLLAR, 1832)

RESUMO

Sabe-se que os solos de beira de estrada acabam sendo deposito de varios residuos descartados por
motoristas ou passageiros, bem como oriundos de escoamento de agua de chuva. Entretanto, até o
momento, nao conhecemos os 1Impactos que essa poluicao causa nos animais que habitam esses
ambientes. Assim, nosso objetivo for avaliar o quiao a presenca de microfibras plasticas (MPFs),
compostos organicos ¢ metais pesados afetam a homeostase redox e colinesterasica de adultos de
Cornitermes cumulans (operarios). Para 1sso, amostras de solos de cupinzeiros de trés diferentes areas
(ASTC - area sem de trafego de carros, AEC: drea de estrada de chiao e ARA: drea de rodovia asfiltica)
foram coletadas, assim como individuos de C. cumulans. Evidenciamos que as MPFs estiveram
presentes em amostras de todas as dreas estudadas, sendo maior na ARA. Entretanto, 1sso nio foi fator
determinante para as alteracoes bioquimicas observadas. Independentemente da presenca desses
poluentes, os ammais da ARA foram aqueles em que observamos maior producio de espécies reativas
de oxigénio (ROS), peroxido de hidrogénio (H.O.) e 6xido nitrico (NO) (via nitrito), cuja maior
atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD) e catalase (CA'T) nao for suficiente para
contrabalancear estresse oxidativo inferido pelos biomarcadores avaliados. Além disso, observamos
aumento dos niveis de acetilcolinesterase (AChE) nesses mesmos animais, o que sugere efeito
colinesterasico. Tais alteracoes foram correlacionadas positivamente com a contaminacao das amostras
de solo por Cd, Pb, Zn, Fe e Cu, bem como com a presenca do composto 11,10-guaiane-type
sesquiterpenoid, identificado apenas nos solos da ARA. Portanto, nosso estudo revela pioneiramente
que a contaminacao dos solos de beira de estrada constitui um estressor ambiental adicional as
populacoes de C. cumulans que utilizam desses ambientes para construcio de seus ninhos, o que
reforc¢a a necessidade de que maior atencao deve ser dada a polui¢ao desses ambientes.

Palavras-chave: Contaminacao de solos, Estresse oxidativo, Antioxidantes, Cupins, Rodovias, MPFs.
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Pollution of road-side soils affects the redox and cholinesterasic homeostasis
of terms cornitermes cumulans (KOLLAR, 1832)

ABSTRACT

It 1s known that roadside soils end up being a deposit of various residues discarded by drivers or
passengers, as well as from rainwater runoff. However, so far, we do not know the impacts that this
pollution causes on animals that inhabit these environments. Thus, our objective was to evaluate how
the presence of plastic microfibers (MPFs), organic compounds and heavy metals affect the redox and
cholinesterase homeostasis of adults of Cornitermes cumulans (workers). For this purpose, soil samples
from termite mounds from three different areas (ASTC - area without car traffic influence, AEC: dirt
road area and ARA: asphalt road area) were collected, as well as individuals of C. cumulans. We
evidenced that MPFs were present in samples from all sampled areas, being higher in ARA. However,
this was not a determining factor for the biochemical changes observed. Regardless of the presence of
these pollutants, ARA animals were those i which we observed greater production of reactive oxygen
species (ROS), hydrogen peroxide (H-O.) and nitric oxide (NO) (via nitrite), whose higher activity of
superoxide dismutase enzymes (SOD) and catalase (CAT) was not enough to counterbalance the
oxidative stress inferred by the evaluated biomarkers. Furthermore, we observed an increase in
acetylcholinesterase (AChE) levels in these same animals, which suggests a cholinesterase effect. Such
alterations were positively correlated with the contamination of soil samples by Cd, Pb, Zn, Fe and Cu,
as well as with the presence of the compound 11,10-guaiane-type sesquiterpenoid, identified only in the
solls of ARA. Therefore, our pioneering study reveals that roadside soils contamination constitutes an
additional environmental stressor to C. camulans populations that use these environments to build their
nests, which reinforces the need for greater attention to be given to the pollution of these environments.

Keywords: Soil contamination, Oxidative stress, Antioxidants, Termites, Road, MPFs.
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1. INTRODUCAO

A contaminacao dos ambientes naturais pelos residuos plasticos tem sido considerada um
problema mundial (Wu et al., 2021). O elevado consumo atual de produtos a base de plasticos e seu
consequente descarte no ambiente, tém permitido a disseminacao de detritos de variados tamanhos,
formas e composi¢coes quimicas nos mais diversos compartimentos ambientais incluindo desde aqueles
altamente antropizados (Li et al., 2020) até regides remotas nao ocupadas pelo homem (Evangeliou et
al., 2020; Zhang et al., 2021; Yang et al., 2021) ou tecnicamente protegidas (Gonzalez-Pleiter et al.,
2020). Logo, esse cenario tem despertado a atencao de ecotoxicologistas do mundo todo, os quais tém
reportado os efeitos prejudiciais desses detritos na saude de diferentes organismos, com destaque para
aqueles de origem marinha (Ugwu et al., 2021) e de dgua doce (Kukkola et al., 2021).

Entretanto, a poluiciao plastica nao se restringe aos ambientes aquaticos. Distintos tipos de
microplasticos (MPs) ja foram identificados, por exemplo, em solos de varios tipos de uso da terra
(Yang et al., 2021a; Corradini et al., 2021), como solo agricola (Yu etal., 2021; Yang et al., 2021b), solo
de parque natural (Brahney et al., 2020), e solo residencial (Choi et al., 2021). De acordo com Guo et
al. (2020), as principais fontes de poluicio plastica nos solos incluem areas altamente urbanizadas,
trafego pesado e atividades industriais.

Assim, é presumivel que a contaminacio dos solos por particulas plasticas (de fontes difusas)
ocasione impactos drasticos ndo apenas nas propriedades fisicas, fisico-quimicas e quimicas dos solos
(De-Souza-Machado etal., 2019; Lian et al., 2021; Lozano et al., 2021), mas também efeitos prejudiciais
sobre a biota terrestre (Al Malki et al., 2021; Vazquez & Rahman, 2021; Kim & Rillig, 2021).

Recentemente um campo que vem sendo explorado refere-se a identificacao de pequenos MPs
em solos de beira de estrada (Vogelsang et al., 2019; Rgdland, 2019; Campanale et al., 2021). O
descarte de material plistico pelos motoristas/passageiros, pneus e particulas de desgaste da estrada,
poeira a beira da estrada ou ainda o escoamento gerado pelas chuvas, constituem fontes plausiveis de
MPs nos solos de beira de estrada (Su et al., 2020; Campanale et al., 2021).

Estudos anteriores estimam que cerca de 50% dos pneus e particulas de desgaste da estrada
permanecam nos solos de beira de estrada, enquanto o restante ¢ transportado pelo escoamento com
altas concentracoes de materiais plasticos (Hann et al., 2018; Unice et al., 2019). De acordo com
Siegfried et al. (2017), os MPs depositados em solos de beira de estrada podem corresponder a mais

de 409% das microparticulas plasticas que entram no ambiente aquatico.

15



Outros poluentes ja identificados em solos de beira de estrada incluem hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos e hidrocarbonetos de petroleo (Garca-Flores et al., 2016; Kim et al., 2019;
Pilkova et al., 2021; Ige etal., 2021), bem como diferentes elementos quimicos de toxicidade conhecida
como ferro (Fe), zinco (Zn), ciddmio (Cd), chumbo (Pb) e o cobre (Cu) (Szwalec et al., 2020; Parmar
et al., 2021; Muhmood et al., 2021). Tais estudos, evidenciam que as fontes desses poluentes podem
ser multiplas, as quais incluem os usos de fertilizantes, pesticidas, dejetos de producio intensiva de
bovinos, o escoamento gerado pelas chuvas (que acabam promovendo o deposito de vérios poluentes
nos solos de beira de estrada) e o desgaste natural das estradas constituidas de material asfaltico (Barros
et al., 2021). Entretanto, a emissao de poluentes via combustao incompleta de combustiveis fosseis e
por abrasio de pneus de borracha, superficies de asfalto e lonas de freio, contribuem enormemente
para o aporte ainda maior de compostos organicos e inorganicos nos solos de beira de estrada (Wawer
et al., 2015; Kumar et al., 2019; Nikolaeva et al., 2021).

No entanto, apesar dessas evidéncias, a avaliacio da associacao entre a poluicio dos solos de
beira de estrada (MPs, hidrocarbonetos e/ou metais pesados) e seus possiveis efeitos nos organismos,
nao tém sido foco da atenc¢io de muitos estudos (Rgdland, 2019), o que justifica nossa incompreensao
sobre os 1mpactos que esses poluentes causam na biota terrestre.

A maioria dos trabalhos além de terem sido conduzidos em laboratorio (o que constitui, por si,
um fator limitante para a extrapola¢io dos dados as condi¢oes reais), tem dado enfoque na toxicidade
de vazamentos de pneus |e.g.: Raphidocelis subcapitata, Daphnia magna e Xenopus laevis embryos
(Gualtiert et al., 2005), Pseudokirchneriella subcapitata, Ceriodaphnia dubia e zebrafish eggs (Wik &
Dave, 2009), Pimephales promelas (Marwood et al., 2011), Aedes albopioctus (Villena et al., 2017),
Chironomus dilutus (Panko et al., 2013), Hyalella azteca (Khan et al., 2019), Enchytracus crypticus,
Folsomia candida e Porcellio scaber (Selonen et al., 2021).

J4 os estudos de campo tém priorizado a avaliacao dos efeitos da poluicao dos solos de beira
de estrada sobre algumas espécies vegetais (Nikolaeva et al., 2021) e sobre a comunidade microbiana
(De-Silva et al., 2021). Logo, esse cendrio denuncia nio apenas a caréncia de estudos de campo que
relacione a presenca de poluentes organicos e inorganicos nos solos de beira de estrada a saude dos
animais, como também a pouca atencio aos danos induzidos por outros tipos de particulas plasticas
(além dos vazamentos de pneus) depositadas nesses ambientes.

As fibras microplasticas (MPFs), por exemplo, siao o tipo de microplastico mais frequentemente
detectado no ambiente natural (Phuong et al., 2016; Rebelein et al., 2021), incluindo os solos (Zhang
et al., 2019; Guo et al., 2021a; Guo et al., 2021b). Mas, apesar disso, nenhum estudo até o momento
for desenvolvido visando a identificaciao dessas microfibras em solos de beira de estrada e seus possiveis

efeitos sobre os organismos que habitam dreas proximas as estradas/rodovias.
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Nesse sentido, objetivamos inicialmente 1dentificar e quantificar as MPFs suspeitas (i.e.: falta
caracterizacao quimica) presentes em cupinzeiros da espécie Corntermes cumulans construidos em
solos de beira de estrada, determinar as concentracoes de Fe, Zn, Cd, Pb e Cu nas amostras e fornecer
o perfil de compostos organicos presentes nestes ambientes.

Posteriormente, usamos os biomarcadores de toxicidade, pois sao excelentes indicativos do
grau de contaminacao dos organismos (Oliveira, 2021) e testamos a hipotese da existéncia de uma
estreita relacio entre a contaminacao dos solos dos cupinzeiros e possivels alteracoes no estado
nutricional, assim como na homeostase redox e colinesterasica de adultos de Cornitermes cumulans
capturados em sitios com e sem influéncia do trafego de carros.

Conforme discutido por De-Souza & Cancello (2010) e Araujo et al. (2021), os cupins fazem
parte da macrofauna edafica e, devido aos diversos modos de alimenta¢io e nidificacao, podem atuar
como agentes de decomposicio ou pedogénese, além de estabelecerem interacoes simbidticas
envolvendo microrganismos, outros invertebrados e até mesmo vertebrados e plantas. Logo, tais
caracteristicas conferem aos cupins um papel no funcionamento dos ecossistemas terrestres que vai
muito além de um mero elo na cadela alimentar, o que os caracterizam como bons indicadores da
qualidade dos solos (Nithyatharani & Kawvitha, 2018; Duran-Bautista et al., 2020a) e dos efeitos
negativos de certas praticas de manejo nos servicos do ecossistema do solo (Duran-Bautista et al.,
2020Db).

Acreditamos que nosso estudo avanca o conhecimento sobre as contribuicoes do trafego de
rodovias/estradas como fator que pode afetar a saide desses animais e, consequentemente, suas

populacoes naturais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Controle de contaminagio
Para a realizacao de todas as etapas deste estudo adotamos rigorosos procedimentos para evitar

potencial contaminacio procedimental. Em sintese, todos os equipamentos/materiais utilizados, tais
como vidrarias e instrumentos metalicos foram enxaguados em dgua purificada e em dlcool etilico a
70% antes do uso, tendo sido 1mediatamente cobertos com papel aluminio até sua utilizacio apenas
em capela de fluxo laminar, previamente higienizada e esterilizada. Além disso, todos os instrumentos
antes do uso foram flambados, permitindo o derretimento de potenciais MPFs externas aderidas aos
mstrumentos. Além disso, equipamentos de protecao individual (tais como jalecos de laboratério
(1009 algodao) e luvas) foram utihzados pelos pesquisadores durante as etapas experimentais. As maos
enluvadas foram limpas com dgua purificada e alcool etilico a 70% antes da realizacao de cada etapa.

As areas de trabalho também foram mantidas higiemzadas com desinfetantes e dlcool etilico a 70% fo1
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utilizado na mpeza de todas as bancadas do laboratorio e a drea interna da capela de fluxo laminar.
Durante a execucao dos procedimentos experimentais a circulacio de ar das areas de trabalho foi
deshigada e o traifego de pessoas foi restrito aos pesquisadores envolvidos no estudo. A coleta das
amostras de solo foi realizada com a pa de metal e mantida em baldes de metal previamente enxaguados
com dgua ultrapura.

Além disso, espacos em branco de procedimento foram gerados e processados ao lado de cada
amostra de solo, adotando-se os mesmos procedimentos especificados no item “2.2”. Adicionalmente,
membranas das amostras “branco” foram colocadas em placas de petri de vidro, as quais foram
mantidas em diferentes pontos do ambiente laboratorial, servindo-nos para informar que a contribuicao
de contaminacao do ar foi relativamente estavel nos diferentes dias em que ocorreram a manipulacao
das membranas-testes. MPFs suspeitas aerotransportadas foram identificadas e contadas sob
microscopio estereoscopico e submetidos também ao teste de agulha quente para verificacao. Tais
MPFs foram subtraidos das amostras porque os brancos procedimentais capturaram inerentemente

qualquer entrada potencial desta fonte.

2.2. Amostragem dos solos e dos animais

Nosso estudo fol conduzido em trés dareas que abrangeram os municipios de Urutai e Pires do
Rio, ambos localizados na regiio Sudeste do Estado de Goids (Brasil). A drea 1 (drea sem transito de
carros - ASTC) estd localizada nas dependéncias do Instituto Federal Goiano - Campus Urutai,
afastada de rodovias/estradas vicinais, tendo sido considerada uma drea “controle”, onde pressupomos
menor 1mpacto antropogénico (Figura 1). A drea 2 (irea de estrada de chio - AEC) compreendeu
estradas de chao com pouco trafego automobilistico, situadas na zona rural do municipio de Urutai
(GO, Brasil) (Figura 1). Ja a drea 3 (area de rodovia asfaltica - ARA) compreendeu o percurso de 20
km da rodovia GO-352 que interliga os municipios de Urutai ¢ Pires do Rio (GO, Brasil), a qual é
caracterizada por malha asfiltica com intenso trafego de carros, caminhoes, 6énibus, motocicletas etc.
(Figura 1).

Em cada area, foram coletadas amostras de solo e cupins (Julho, 2021) de doze cupinzeiros
ativos em distintos pontos, conforme especificado na Figura 1 e Tabela 1. A classificacao dos
cupinzeiros em “ativos” e “Inativos” fol realizada com base em Antunes et al. (2012) e apenas
cupinzeiros sem sinais de danos (fogo ou perfuraciao por possiveis predadores) e localizados até 10 m
das estradas foram amostrados. A classificacao taxonomica da espécie de cupim for determinada
combinando as caracteristicas fisicas do cupinzeiro e relatos publicados anteriormente por Araujo
(1970), Mathews (1977) e Valério (2006). Apenas cupinzeiros construidos por individuos da espécie

Cornitermes cumulans foram amostrados.
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Figura 1. Localizacao geografica das areas em que os cupinzeiros e individuos adultos Cormtermes
cumulans (operarios) foram coletados para identificacio de microfibras plasticas e possivel

assoclacao com alteracoes bioquimicas.

Para cada cupinzeiro calculou-se a circunferéncia, altura, volume epigeal, area da superficie
epigeal e drea basal, de acordo com os procedimentos descritos em Nauer et al. (2018). Além disso, as
distancias do cupinzeiro amostrados nas areas 2 e 3 (AEC e ARA) da estrada/rodovia foram registradas.
Na sequéncia foi realizado o quarteamento do cupinzeiro para coleta de solo superficial (camada de
aproximadamente 3 c¢cm) e, em seguida, for realizada perfuracio (aproximadamente 30 cm) no
termiteiro para a coleta dos animais. Apenas individuos classificados como “operarios” foram
capturados, em razao de exercerem diversas funcoes dentro da coléonia [como cavar tineis, coletar
alimento e cuidar das larvas, além de serem a maior parte dos individuos da coloma (Eggleton, 2010)].
Logo, esses individuos estao, presumidamente, mais susceptiveis ao contato direto com possivels
poluentes presentes nos solos de beira de estrada. As amostras de solo e os animais coletados foram
armazenados em recipientes estérels e previamente higienizados, tendo sido mantidos em gelo até a
chegada no laboratorio, quando entao foram armazenadas em freezer -80°C até a realizaciao das analises

posteriores.
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Tabela 1. Coordenadas geograficas de cada sitio amostral onde ocorreu a coleta de solos de beira de estrada e de individuos adultos de Cornrtermes

cumulans (operarios).

Area sem trafego de carros (ASTC)

Area de estrada de chio (AEC)

Area de rodovia asfaltica (ARA)

Ponto

amostral

Coordenadas geograficas

Ponto

amostral

Coordenadas geogrificas

Ponto

amostral

Coordenadas geograficas

17°297.649'S 48°13'0.952"W
17°297.112'S 48°13'0.941"W
17°297.163'S 48°13'1.722"W
17°29'6.198'S 48°13'2.100"W
17°29'6.068'S 48°13'3.050"W
17°29'6.263'S 48°13'5.329"W
17°29'4.466'S 48°13'6.492"W
17°29'1.950'S 48°13'7.655"W
17°28'59.635"S 48°13'8.101"'W
17°28'54.275"S 48°13'8.965"W
17°28'54.44'S 48°13'8.018"W
17°28'53.443"S 48°13'7.424"W

17°28'10.862"'S 48°13'1.416"W

17°28'16.457"S 48°13'8.252"W

17°28'14.912"S 48°13'15.622"W
17°29'57.293"S 48°13'27.235"W
17°29'44.437"S 48°13'18.073"W
17°29'53.617"S 48°13'25.086"W
17°29'43.933"S 48°13'17.026"W
17°29'44.534"S 48°13'17.652"W
17°29'42.893"S 48°13'20.496"W
17°29'41.168"S 48°13'22.447"W
17°29'37.345"S 48°1327.214"W
17°29'35.682"S 48°13'29.071"W

1
2
3
4
5

6

10
11
12

17°27'6.656"S 48°12'29.938"W
17°26'38.49'S 48°12'28.645"W
17°26'38.49'S 48°12'28.645"W
17°26'5.093'S 48°12'27.144"W
17°25'0.199'S 48°13'2.215"W
17°24'18.493"S 48°13'47.064"W
17°23'26.621"S 48°14'36.042"W
17°23'26.992"S 48°14'35.894"W
17°23'55.687"S 48°14'6.068"W
17°23'59.55'S 48°14'2.951"W
17°24'9.007'S 48°13'55.297"W
17°24'12.877"S 48°13'52.205"W

20



2.3. Extracio de microfibras das amostras de solo

Para extracao das MPFs suspeitas nos solos de beira de estrada, adotamos os procedimentos
descritos em Scopetani et al. (2020), com pequenas modificacoes. As amostras foram maceradas para
eliminacio de torroes e todo material organico identificado como folhas e galhos fol removido. Em
seguida, 1,5 g de cada amostra (3 réplicas de 0,5 g) foram introduzidos em tubos de fundo conico.
Posteriormente, adicionamos dagua purificada (filtrada em membrana de nitrocelulose (poro: 0,22 pum)
até o volume de 10 mL e 3 mL de azeite de oliva (Setibal, Portugal). Apoés 1sso, as amostras foram
misturadas em agitador do tipo vortex (por 2 min), incubadas em banho ultrassonico (por 20 min,
temperatura ambiente) e novamente agitadas (por 2 min) para, em seguida, serem centrifugadas a 3000
rpm, por 5 min, em temperatura ambiente. Sequencialmente, as amostras foram armazenadas em
freezer -80°C.

Apo6s 4 h, as amostras foram retiradas do freezer e a base do tubo de fundo cénico fol removida
com lamina de aco aquecida e, sequencialmente, as camadas de sedimentacio foram empurradas até
a abertura do tubo para separacio da camada de oleo das demais camadas (compostas de solucao
aquosa e solo). Em seguida, as camadas oleosas de cada amostra foram itroduzidas em béqueres de
vidro (previamente lavados com dgua ultrapura e flambados) e 5 mL de hexano P.A (padrao analitico).
filtrados em membrana de nitrocelulose de poro: 0,45 um foram adicionados em cada béquer. Apos
agitacio, a mistura foi filtrada em bomba a vicuo, utilizando membrana estéril de nitrocelulose (poro:

0,45 um).

2.4. Avaliacio das microfibras plasticas

Apo6s a filtracio, as membranas foram 1mediatamente analisadas em microscopia
estereoscopica, conforme Dini et al. (2021). O microscopio utilizado possuia um sistema de camera
digital acoplado e fo1r posicionado no interior de uma capela de fluxo laminar, visando diminuir a
potencial contaminacio por particulas aéreas presentes no laboratorio. A identificacao, contagem e
caracterizacao das MPFs suspeitas fol realizada a partir dos critérios descritos em Hidalgo-Ruz et al.
(2012) e Barrows et al. (2017). Resumidamente, foram consideradas MPFs suspeitas aquelas que
apresentaram (1) coloracao homogénea, (1) que quando pressionadas mantinham sua forma e nao se
desintegravam, (ii1) que nao continham estruturas celulares ou organicas como parte da sua estrutura e
(1iv) que apresentaram espessura equitativa ao longo da sua extensao. Além disso, cada MPFs suspeita
for submetida ao teste da agulha quente antes de ser contada, cuja validade procedimental tem sido
demonstrada em varios estudos anteriores (Chinfak et al., 2021; Makhdoumia et al., 2021; Huang et
al., 2021; Athey & Erdle, 2021). Tal teste consiste em aquecer uma agulha hipodérmica de aco
moxidavel com uma chama e imediatamente leva-la para perto das MPFs suspeitas. Quando proximas

a agulha quente, apenas as MPFs derreterao nas bordas ou se enrolarao, diferentemente dos materiais
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nao-plasticos (Barrows et al., 2017). Apenas as MPFs que responderam ao teste da agulha quente foram
contadas, tendo sido classificadas quanto a coloracio e tamanho [utiizando o software Image],

conforme Araujo et al. (2020)].

2.5. Triagem de compostos organicos

Pressupondo que as amostras de solos de beira de estrada também pudessem apresentar
diferentes compostos organicos potencialmente toxicos (ortundos, por exemplo, do escapamento de
veiculos), 2 g de solo foram pesados, transferidos para um tubo de vidro e misturados (em agitador do
tipo vortex) com 4 mL de diclorometano P.A. Apos 15 min de repouso, 1 mL da fase organica foi
coletada e concentrada em um concentrador SpeedVac. Posteriormente, as amostras foram
suspendidas com 1 mL de metanol P.A., centrifugadas (2000 rpm, 10 min, temperatura ambiente) e

analisadas por ESI-Orbitrap MS. Todas as extracoes foram realizadas em triplicata.

2.6. Determinacio de metais pesados

Além disso, avalilamos as concentracoes de Cd, Pb, Fe, Zn e¢ Cu nas amostras de solo,
considerando que a contaminacao por metais pesados no solo a beira da estrada devido a emissao de
trafego fo1 reportada em estudos prévios (Aslam et al., 2013; Wang & Zhang, 2018; Maeaba et al., 2021;
De-Silva et al., 2021). Para 1sso, 50 g de solo foram utilizadas para a determina¢io das concentracoes
dos referidos elementos via Espectrofotometria de absorc¢ao atomica (AAS) usando o método de Capar
(1977). Além disso, a série de padroes de concentracoes variavels de cada metal analisado foram

preparados para todos os cations e seus valores de absorbancia correspondentes foram registrados.

2.7. Biomarcadores de toxicidade

Para associarmos a presenca dos poluentes nas amostras de solo a possivels alteracoes
bioquimicas nos cupins, diferentes andlises foram realizadas com base em Malafaia et al. (2016). Para
1550, piscinas de 10 cupins (0,078 g £ 0,005 g - média £ SEM) ortundos de cada cupinzeiro amostrado
(total de 120 cupins/grupo) foram lavados com dgua purificada filtrada em membrana de poro: 0,22
um) e posteriormente transferidos para microtubos de fundo conico (previamente higienizados,
esterilizados e flambados). Em seguida, os amimais foram macerados em 500 ul. de PBS (pH 7,2),
sendo o volume completado para 1 mL. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (10000 rpm, 10
min, 4°C) e o sobrenadante foi coletado para posterior analises bioquimicas.

Os biomarcadores de toxicidade preditivos de desbalanco redox foram: produciao de espécies
reativas ao oxigénio (ROS), peroxido de hidrogénmo (H.O») e 6xido nitrico (NO) [via producao de

nitrito (NO2)], bem como a atividade da superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), consideradas
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enzimas da primeira inha de defesa antioxidante dos organismos (Ighodaro & Akinloye, 2018) (Tabela

2). Além disso, os niveis de proteinas totais, carboidratos soltaveis totais, colesterol total e triglicerideos

foram avaliados, pressupondo que os animais capturados de cupinzeiros contendo MPFs apresentavam

alteracoes no metabolismo energético. Ja a atividade da acetilcolinesterase (AChL), tida como enzima

primaria responsavel pelo metabolismo hidrolitico do neurotransmissor acetilcolina (ACh) em colina

e acetato, fo1 avaliada pressupondo indicios de neurotoxicidade induzida pelos poluentes presentes nos

solos de beira de estrada. A Tabela 2 sumariza os procedimentos metodologicos adotados na avaliacao

dos biomarcadores de toxicidade supramencionados.

Tabela 2. Sumario dos biomarcadores bioquimicos avaliados em cupins (Corntermes curmulans)

capturados em cupinzeiros de diferentes areas localizadas nos municipios de Urutai e Pires do Rio

(GO, Brasil).
Biomarcadores de estresse oxidativo
Comprimento Referéncia
V;) lum(ei dc;e Reagentes e volumes de onda da base para a
50 uijeililzaa da;l utilizados leitura das realizacio das
amostras' avaliagoes
Nitrito [medida Bryan &
indireta de oxido é? 0 “ F de reagente de 492 nm Grisham
nitrico (NO)] FHess (2007)
100 uL solucao
7 : tampao (PBS) )
Hydrogen peroxide 10 L 100 L solucio 405 m ElI(lCIIlIIld
(H-0O) , . (2004,
molibdato de aménio
(0,5% w/v)
200 uL solucao
. . tampao (PBS) .
Espécies reativas d Maharajan et
0;122;16 (: (rliggf)ls ¢ 20 uL. 8,3 uL. diacetato de 492 nm :l Z;((li]fg)e
' diclorofluoresceina ) '
(10 mg/mL)
Biomarcadores antioxidantes
240 uL. de solucao de
) reac¢ao (acido acético . - ¢
Catalase (CAT) 8 uL glacial PA + dicromato 630 nm Sinha (1972)
de potassio a 5%)
Phosphate buffered
saline
Piragalol (15 mM)
Brometo de (3-[4,5- Del-Macestro
Superoxido dimetiltiazol-2H]-2,5- '
. 2 30 uL. . . ’ 630 & McDonald
dismutase (SOD) H difeniltetrazolium) You (1( 98(;1)1(1

(1,25 mM)
Dimetlsulféoxido P.A
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Biomarcadores de efeito colinesterasico

100 uL. de solucio de
acetilcolina (0,75

Acetylcholinesterase - mg/mlL) - Ellman et al.
(AChL) S0 L 100 uL de solucio de 405 nm (1961)
DTNB' (0,13
mg/ml))
Biomarcadores de estado nutricional
100 uL solucao de
Carboidratos solaveis fenol (59%) y Dubois et al.
totais POOKE 500 WL de 4cido 630 nm (1956)
sulfurico P.A.
Commercial
Trighcerideos 2 uL. QOO,, uL de solugao de 492 nm kit (CAS
uso number:
BT1001000)
Commercial
Colesterol total 2 uL. 200‘; ML de solugao de 492 nm kit (CAS
uso number:
BT1000400)
Commercial
Proteinas totais 2 uL. 200 pL. r;:agente de 492 nm kit (CAS
trabalho number:
BT1000900)

'As leituras foram realizadas em leitor de ELISA.

*2 Estas moléculas sio consideradas defesas antioxidantes de primeira linha, importantes para prevenir o estresse oxidativo
fisiologico.

‘Solucio de trabalho: tampio fosfato (pH 7,0 a 500mM, contendo 5mM EDTA), glutationa redutase (100 UN) e solucio
de DTNB (0,15 mg/L).

‘DTNB: 5,5-Dithiobis-(2-Nitrobenzoic Acid).

‘Os resultados das andlises de todos os biomarcadores foram expressos de forma proporcional a concentracio de proteinas
totais nos 6rgaos avaliados.

"‘Composicio da solucio de uso: 1,4-Piperazinediethanesulfonic acid (PIPES) (45 mmol/L); 4-clorofenol (6 mmol/L);
cloreto magnésico (5 mmol/L); lipase (100 U/mL); glicerol quinase (1,5 U/mL); glicerol-3-fosfato oxidase (G3P) (4 U/mL);
peroxidase (POP) (0,8 U/ml); 4-aminoantipirina (AAP) (0,75 mmol/L) e ATP (0,9 mmol/L, pH 7,0).

*Composicio da solucio de uso: 1,4-Piperazinediethanesulfonic acid (PIPES) (35 mmol/L); colato sédico (0,5 mmol/L);
fenol (28 mmol/L); colesterol esterase (0,2 U/mL); colesterol oxidase (0,1 U/ml); peroxidase (0,8 U/ml) e 4-
aminoantipirina (0,5 mmol/L, pH 7,0).

‘Composicao do reagente de trabalho: sulfato de cobre (5 mmol/L); tartarato de sodio e potassio (20 mmol/L); 1odeto de
potassio (10 mmol/L); hidréxido de soédio (0,1 mol/L) e detergente.

2.8. Anilises dos dados

Inicialmente todos os dados obtidos em nosso estudo foram avaliados quanto aos pressupostos
para utilizacao de modelos paramétricos. Para 1sso, utilizamos o teste de Shapiro-Wilk para avaliacao
da distribuicao dos dados residuais e o teste de Bartlett fo1 utilizado para avaliacio da homogeneidade
das variancias. As caracteristicas gerais dos cupinzeiros, o comprimento ¢ o numero de MPFs suspeitas
identificados nas distintas dareas foram comparadas por meio da one-way ANOVA (com pos-teste de
Tukey) ou Kruskal-Wallis (com pos-teste de Dunn’s). As distincias médias entre os cupinzeiros e as

estradas foram comparadas pelo teste t de Student. Por outro lado, a two-way ANOVA fo1 utilizada
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para avaliacao dos efeitos 1solados ou interagio entre os fatores “contaminacio” (dois niveis: presenca
ou auséncia de MPFs suspeitas) e “area” (trés niveis: ASTC, AEC e ARA) sobre as respostas
bioquimicas dos cupins capturados nos distintos sitios amostrais. Além disso, para alguns parimetros
avaliados foram realizadas andlises de correlacao via coeficiente de correlacio de Pearson (para dados
paramétricos) ou de Spearman (para dados nio paramétricos), bem como andlise de regressao linear.
Para todas as analises, consideramos o nivel de significincia de 95% (p<0,05), tendo sido utilizado o

software GraphPad Prism (versio 7.0).
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3. RESULTADOS

Inicialmente, observamos que os cupinzeiros amostrados nas diferentes areas (ASTC, AEC e
ARA) nao diferiram quanto a circunferéncia (Figura 2A), altura (Figura 2B), area basal (Figura 2C),
area da superficie epigeal (Figura 2D) e volume epigeal (Figura 2E), embora na drea 2 (AEC) os
cupinzeiros tenham sido coletados mais distantes da estrada (Figura 2F). Além disso, 1dentificamos
MPFs suspeitas nas amostras de solo de todas as dreas investigadas. No entanto, o nimero de MPFs
suspeitas/kg solo dos cupinzeiros das areas 2 (AEC) e 3 (ARA) for 20% e 50,5% superior
(respectivamente) ao observado nos cupinzeiros da area localizada distante do trafego de carros (area
1: ASTC) (Figura 3A). Ja as amostras coletadas na area 3 (ARA) apresentaram MPFs suspeitas 25,4%
superiores aquelas da area 2 (AEC) (Figura 3A). Entretanto, esses resultados nao foram correlacionados
com a localizacio dos cupinzeiros em termos de suas distancias das estradas (Figura 3B). Além disso,
o tamanho médio das MPFs suspeitas nio diferiu entre as dreas estudadas (Figura 3C) (média geral de
1,36 mm + 0,14; média + SEM), cujas cores predominantes foram azul, seguida de vermelho, preto e

transparente (Figura 3D-H).
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Figura 2. (A) Circunferéncia, (B) altura, (C) area basal, (D) drea da superficie epigeal, (E) volume

epigeal e (F) distancias das estradas de cupinzeiros (construidos por Cornitermes cumulans) em areas

com ou sem influéncia direta do trafego de carros, localizadas entre os municipios de Urutai e Pires

do Rio (GO, Brasil). As barras representam a média + SD (desvio padrao) dos dados obtidos (n=12

cupinzeiros/area estudada), os quais foram submetidos a diferentes testes estatisticos (vide sumario

estatistico na parte superior dos graficos). Letras minusculas distintas indicam diferencas significativas

entre os grupos. ASTC: drea sem trafego de carros (area 1), AEC: drea de estrada de chio (drea 2) e

ARA: drea de rodovia asfaltica - GO352/GO/Brasil).
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Figura 3. (A) Numero de microfibras plasticas suspeitas (MPFs)/kg de solo, (B) andlise de correlacao

entre numero de MPFs suspeitos/kg de solo e a distincia entre os cupinzeiros e as estradas das areas

2 e 3, (C) tamanho e (D-H) coloracio das MPFs. Em “A” e

“C”, as barras representam a média +

SD dos dados obtidos, os quais foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade

(vide sumario estatistico na parte superior dos graficos). ASTC: drea sem trafego de carros (area 1),

ALEC: drea de estrada de chio (area 2) e ARA: drea de rodovia astaltica - GO352/GO/Brasil).
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Nossas andlises via ESI-Orbitrap MS também evidenciaram a presenca de diferentes
compostos organicos nas amostras de solo de beira de estradas, sendo a maioria comuns as areas 1,
2 e 3, conforme notoria similaridade entre os espectros apresentados na Figura 4. Como exemplos,
citam-se o dibutll (dodecil) oxidanio (pico em m/z 330,33666 (IM + Nal|, CxH.O:N), éter
hidroxitetradecano (peak at m/z 302,30539 (IM + Nal’, CsHwO.0:N), sodio; 1,3-dihidroxipropan-2-
il octadecanoato (pico em my/z 381,2976 (IM + Nal|, C.H:.O.Na) e [(2S,35,4R)-1,3,4-
trihidroxihexadecan-2-il] azanio (pico em my/z 290,26896 (IM + Na], CsHxO:N). Entretanto, o
composto 11,10-gualane-type sesquiterpenoid (pico em my/z 304,14110 (M + Na], CsH»O.Na) for
1dentificado apenas nas amostras de solo de beira de estradas advindas dos cupinzeiros da area 3
(ARA - rodovia GO-352), conferindo-lhes uma caracteristica quimico-organica particular (Figura
4C). Além disso, as amostras de cupinzeiros coletadas na area sob forte influéncia de trafego de carro

(area ARA) apresentaram maiores concentracoes de Cd, Pb, Fe, Zn e Cu (Figura 5).
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Figura 4. Espectros ESI-Orbitrap MS obtidos apés andlise de solos de cupinzeiros (construidos por
Cornitermes cumulans) amostrados na (A) area 1 - ASTC: area sem trafego de carros, (B) area 2 -
AEC: area de estrada de chiao e (C) area 3 - ARA: 4rea de rodowvia asfaltica - GO352/GO/Brasil,
localizadas entre os municipios de Urutai e Pires do Rio (GO, Brasil). Em “C”, o retingulo destaca
o composto organico 1dentificado apenas nas amostras da drea 3 (ARA - GO352). n=3

espectros/amostra de solo/drea.
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Figura 5. Concentracoes de (A) cadmio (Cd), (B) chumbo (Pb), (C) ferro (Fe), (D) zinco (Zn) e (k)

cobre (Cu) em amostras de solo de cupinzeiros (construidos por Cornitermes cumulans) amostrados

nas diferentes areas de estudo (Urutai-Pires do Rio, GO, Brasil). As barras representam a média +

SD dos dados obtidos, os quais foram submetidos ao one-way ANOVA ou Kruskal-Wallis tests, a

5% de probabilidade (vide sumadrio estatistico na parte superior dos graficos). Letras mindsculas

distintas indicam diferencas significativas entre as concentracoes dos metais pesados das dreas

amostradas. ASTC: drea sem trafego de carros (area 1), AEC: drea de estrada de chio (irea 2) e

ARA: drea de rodowvia asfaltica - GO352/GO/Brasil).
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Quanto aos biomarcadores de toxicidade, micialmente pressupomos que a presenca de MPFs
suspeltas nos solos dos cupinzeiros estivesse relacionada com alteracoes no estado nutricional dos
animais. Entretanto, os niveis de proteinas totais (Figura 6A), carboidratos soluveis totais (Figura 6B),
colesterol total (Figura 6C) e triglicerideos (Figura 6D) nao diferiram entre os cupins coletados nos
distintos sitios amostrados, permitindo-nos descartar a relacio entre a presenca de MPFs nos solos dos
cupinzeiros e alteracoes no metabolismo energético dos animais. Além disso, pressupomos que os
animais que habitavam solo contaminado com MPFs suspeitas pudesse apresentar alteracoes
bioquimicas preditivas de desbalanco redox. No entanto, a presenca de MPFs suspeitas nos solos dos
cupinzeiros nao foi fator determinante para alteracoes na producao de ROS, H.O. e NO (via niveis de
nitrito) e da atividade da SOD e CAT. Ao contrario do que esperavamos, a localizacao geografica dos
cupinzeiros for o que demonstrou ifluenciar a resposta bioquimica dos animais as andlises realizadas.
Conforme observado na Figura 7, os cupins capturados na drea 3 (ARA - GO352/Brasil)
(independentemente da identificacio de MPFs suspeitas em seus cupinzeiros) foram aqueles nos quais
evidenciamos maior produc¢ao de ROS (Figura 7A), H:O: (Figura 7B) e nitrito (Figura 7C), bem como
maior atividade das enzimas antioxidantes avaliadas [SOD (Figura 7D) e CAT (Figura 7E)]. Além disso,
esses mesmos animais apresentaram maior atividade da AChE (Figura 8). Nesse caso, observamos forte
e significativa correlacio entre a resposta bioquimica destes animais e as concentracoes dos diferentes
metais pesados avaliados nos solos dos cupinzeiros, com efeito concentracao-dependente (Figura 9,

Tabela 3).
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Figura 6. Niveis de (A) proteinas totais, (B) carboidratos soluveis totais, (C) colesterol total e (D)
triglicerideos em adultos Cornitermes cumulans (operarios) capturados em cupinzeiros nas
diferentes areas de estudo (Urutai-Pires do Rio, GO, Brasil). As barras representam a média + SD
dos dados obtidos, os quais foram submetidos ao two-way ANOVA, com pos-teste de Tukey, a 5%
de probabilidade (vide sumario estatistico na parte superior dos graficos). ASTC: area sem trafego
de carros (area 1), AEC: drea de estrada de chio (drea 2) e ARA: drea de rodowvia asfaltica-

GO352/GO/Brasil).
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Figura 7. Producao de (A) espécies reativas de oxigénio (ROS), (B) peroxido de hidrogénio (H-O.)
e de (C) nitrito, bem como a atividade da (D) superéxido dismutase (SOD) e (E) catalase (CAT) em
adultos Cormitermes cumulans (operarios) capturados em cupinzeiros nas diferentes areas de estudo
(Urutai-Pires do Rio, GO, Brasil). As barras representam a média + SD dos dados obtidos, os quais
foram submetidos ao two-way ANOVA, com pos-teste de Tukey, a 5% de probabilidade (vide

sumario estatistico na parte superior dos graficos). Letras minusculas distintas indicam diferencas
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significativas entre as concentracoes dos biomarcadores avaliados. ASTC: drea sem trafego de carros

(area 1), AEC: area de estrada de chiao (area 2) e ARA: drea de rodovia asfaltica (area 3).
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Figura 8. Atividade da acetilcolinesterase (AChE) em adultos Cornitermes cumulans (operarios)
capturados em cupinzeiros nas diferentes areas de estudo (Urutai-Pires do Rio, GO, Brasil). As
barras representam a média + SD dos dados obtidos, os quais foram submetidos ao two-way
ANOVA, com pos-teste de Tukey, a 5% de probabilidade (vide sumario na parte superior dos
graficos). Letras minusculas distintas indicam diferencas significativas entre a atividade da AChE.
ASTC: area sem trafego de carros (area 1), AEC: drea de estrada de chio (area 2) e ARA: 4rea de

rodovia asfaltica - GO352/GO/Brasil).
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Figura 9. Representacoes graficas das andlises de correlacio e regressao linear observada entre os

biomarcadores de estresse oxidativo/efeito colinesterasico e as concentracoes de distintos metais

pesados 1dentificadas nas amostras de solo [(A) Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), (B) peroxido

de hidrogénio (H:O»), (C) nitrito], da atividade das enzimas antioxidantes avaliadas [(D) superéxido

dismutase (SOD) e (E) catalase (CAT)] e da (F) acetilcolinesterase (AChE)]. Cd: cadmio, Pb:

chumbo, Fe: ferro, Zn: zinco e Cu: cobre. Vide o sumario das andalises estatisticas na Tabela 3.
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Tabela 3. Sumario das andlises de correlacao e regressio linear realizadas entre os diferentes biomarcadores de toxicidade avaliados em Cornitermes
cumulans e as concentracoes de metais pesados nos solos dos cupinzeiros amostrados.
Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) (fluorescéncia relativa)/g proteina vs. concentragoes de metais pesados nos solos

Cd Pb Fe /n Cu
Coehiciente de correlacao 0,5876 0,6383 0,6995 0,6642 0,7304
p-valor 0,0103 0,0044 0,0012 0,0026 0,0006
F-valor 8,436 11,00 15,33 12,63 18,30
Equacio Y =1,599x - 0,5163 Y = 247,3x - 107,3 Y = 11969x - 5450 Y = 95,39x - 38,05 Y =48,27x - 19,16
Peroxido de hidrogénio [(mmol/L)/g proteina] vs. concentragdes de metais pesados nos solos
Coefhiciente de correlacao 0,7824 0,8128 0,8100 0,8285 0,7861
p-valor 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0001
F-valor 25,25 31,14 30,53 35,01 25,89
Equacio Y =0.2877x - 0,8058 Y =42,56x - 143,8 Y = 1873x - 6415 Y = 16,08x - 50,68 Y =7,021x - 20,78
Nitrito [(umol/L)/g proteina] vs. concentragbes de metais pesados nos solos
Coeficiente de correlaciao 0,7451 0,8105 0,8107 0,8231 0,8049
p-valor 0,003 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
F-valor 21,09 30,64 30,68 33,62 29,43
Equacio Y = 0,3893x -0,2395 Y = 59,59x - 63,41 Y = 2632x - 2895 Y = 22,43x - 20,18 Y = 10,09x - 7,966
Superéxido dismutase (unidades/g de proteina) vs. concentragoes de metais pesados nos solos
Coeticiente de correlacio 0,7647 0,8239 0,8197 0,8058 0,7870
p-valor 0,0002 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0001
F-valor 22,54 33,81 32,76 29,63 26,03
Equacio Y =6,799x - 1,891 Y = 1043x - 317 Y = 45828x - 14013 Y = 378,2x - 110,7 Y = 170x - 48,63
Catalase (mmol/g proteinas) vs. concentragdes de metais pesados nos solos
Coeficiente de correlacao 0,7894 0,8756 0,9001 0,8925 0,8812
p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
F-valor 26,46 52,58 68,27 62,63 55,58
Equacio Y = 93,36x - 2,687 Y = 14746x - 453,3 Y = 669363x - 20717 Y =5571x - 167,6 Y = 25631x - 75,12
Atividade da acetilcolinesterase [(mmol/min/ml)/g proteina] vs. concentra¢bes de metais pesados nos solos
Coeficiente de correlacao 0,5502 0,6898 0,6746 0,6770 0,6394
p-valor 0,0180 0,0015 0,0021 0,0020 0,0043
F-valor 6,947 14,53 13,36 13,54 11,07
Equacao Y =0,0022x +0,0501 Y =0,407x - 28,66 Y =15,57x - 1294 Y =0,148x - 6,248 Y =0,06434 - 1,324

Cd: cadmio, Pb: chumbo, Fe: ferro, Zn: zinco e Cu: cobre
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4. DISCUSSAO

E consenso que a compreensio de como os poluentes afetam a satide dos organismos perpassa
mevitavelmente pela avahacdo de suas respostas biologicas frente a exposicio aos estressores
ambientais, o que pode contribuir para o planejamento e proposicao de medidas de mitigacao e
remediaciao da poluicao. Assim, nosso estudo demonstrou pioneiramente que a poluicao de solos de
beira de estrada pode afetar a satde de individuos adultos de C. cumulans e, portanto, constitui um
alerta sobre a problematica do descarte mcorreto de residuos nos ambientes naturais. Inicialmente,
confirmamos discussoes anteriores sobre a onipresenca de particulas plasticas nos ambientes (Pastor et
al.,, 2021; Wu et al., 2021), especialmente ao identificarmos MPFs suspeitas em todas as dreas
mvestigadas, independentemente de sofrerem ou nao mfluéncia direta do trafego de carros (Figura 3A).
Entretanto, uma carga adicional desses materiais de 20%e 50,5% fol evidenciada nas areas 2 e 3 (AEC
e ARA), respectivamente, em comparacio com a quantidade de MPFs suspeitas registrada na area 1
(ASTC). Logo, esses dados sugerem que o trafego de carros tem alguma contribuicio como fonte de
MPFs nos solos de beira de estrada, seja através do descarte de residuos plasticos pelos
passageiros/motoristas dos carros, ou por desgaste natural de estruturas plasticas dos automoveis. Por
outro lado, as fontes de MPFs nos solos da area 1 (ASTC) podem consistir de insumos de composto,
rrigacao (uma vez que essa area tem historico de uso do solo em praticas agricolas), lixo (diferentes
materiais plasticos foram identificados durante as expedicoes em campo) e deposi¢ao atmosférica.

Entretanto, interessantemente, essa carga adicional de MPFs nos solos de beira de estrada nao
for claramente associada as alteracoes preditivas de desbalanco redox nos cupins. Conforme
demonstrado na Figura 7, os animais oriundos de cupinzeiros construidos em solos de beira de estrada
da area 3 (ARA), independente de neles terem sido 1dentificados MPFs, apresentaram elevada
producao de ROS (Figura 7A), H.O. (Figura 7B) e nitrito (Figura 7C), em compara¢io com os animais
advindos da area 1 (ASTC), cujo aumento dos processos antioxidantes [inferidos pela maior atividade
da SOD e CAT (Figura D-E, respectivamente)| nio foi capaz de contrabalancear o estresse oxidativo.
Neste caso, nossas andlises de correlacio sugerem que a contamina¢ao dos solos de beira de estrada
(amostrados diretamente dos cupinzeiros por metais pesados) (Figura 5) constitui uma possivel
explicacao para essa alteracio na homeostase redox observada nos animais. Neste caso, ao entrarem
em contato direto com solos de beira de estrada contendo elevadas concentracoes de Cd, Pb, Fe, Zn e
Cu (seja durante a alimentacio ou a construcio/manutencao de seus ninhos) os animais podem
absorver e bioacumular esses metais.

O estudo de Denloye et al. (2015), por exemplo, corrobora essa hipotese ao associar
diretamente a contaminacao de diferentes materiais identificados nos cupinzeiros ao elevado aciimulo
de distintos metais pesados (e.g.: Fe, Zn, Cd, N1 e Co) em cupins das espécies Macrotermes bellicosus,

Reticulitermes Havipes ¢ Kalotermes flavicollis,. Resultados similares foram reportados por Idowu et
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al. (2014) (envolvendo M. bellicosus capturados), por Alaymi et al. (2019), nos quais a contaminacio
do solo dos cupinzeiros for associada ao acimulo de varios metais pesados por individuos de
Anacanthotermes ochraceus e por Diouf et al. (2019). Neste ultimo, ao estudarem o enriquecimento
de vérias espécies de mercurio (Hg) em ninhos e corpos de cupins (na Guiana Francesa), os autores
reportaram alta bioacumulacio de metilmercario em Silvestritermes Minutus e S. Holmgrens, com
fatores de bioconcentracao de 58 e 179, respectivamente.

Obwviamente, os mecanismos pelos quais os elementos quimicos identificados nas amostras de
solo, particularmente da drea sob forte influéncia do trifego de carros (area 3: ARA), induzem um
desbalanco redox precisam ser mvestigados futuramente. Entretanto, ¢ sabido que os metais pesados
atuam (genericamente) como agentes pro-oxidantes ativos, capazes de afetar o funcionamento das
células e dos diferentes sistemas fisiologicos dos animais (Puppel et al., 2014). Estudos realizados em
varios sistemas bioldgicos mostram que os metais de transicao redox-ativos (e.g.: Fe, Cu e Zn) sdo partes
mtegrantes de sitios ativos de proteinas e podem sofrer reacoes de ciclo redox, produzindo, sob certas
condicoes, ROS e espécies reativas de nitrogénio (RNS) (Valko et al., 2016; Chesnokova et al., 2017),
capazes de ocasionar danos celulares em varios niveis, incluindo proteinas, lipidios de membrana e
DNA (Jomova et al., 2012). Logo, essas evidéncias podem explicar a elevada produciao de ROS, H:O.
e nitrito observada nos cupins capturados em cupinzeiros construidos em solos de beira de estrada da
area 3 (ARA) (Figura 7). Por outro lado, tem sido demonstrado que a rota primaria para a toxicidade
dos metais inativos redox, tais como o Pb e Cd, envolve a deplecao de glutationa e a ligacao a grupos
sulfidrila (SH) de proteinas (Stohs & Bagchi, 1995; Patra et al., 2011; Valko et al., 2016). Assim, o
aumento da atividade da SOD e CAT observado nos animais capturados na area 3 (Figura 7D-E,
respectivamente) pode ser decorrente de um mecanismo adaptativo compensatorio motivado pela
mibicao de grupos SH funcionais dessas enzimas por esses metais pesados.

Interessantemente, também observamos a forte correlacio entre o aumento da atividade da
AChE e a presenca dos diferentes metais pesados identificada nos solos dos cupinzeiros (Figura 8 e
9F), o que destoa de estudos prévios que reportam efeito anti-colinesterasico dos metais pesados em
diferentes modelos animais (Carageorgiou et al., 2004; Richetti et al., 2011; Kumar et al., 2017; Al-
Sawah et al., 2013; Hossain et al., 2021). Nestes estudos, tém sido proposto que a reducao da atividade
da AChE ¢ mterpretada como um resultado secundario de mudangas conformacionais na enzima
mduzidas pela ligacio dos metais a varios grupos SH funcionais e a grupos seril OH da enzima. Por
outro lado, o aumento da atividade da AChE observado nos animais da darea 3 (ARA) (Figura 8) pode
estar relacionado a interacao dos metais pesados com os receptores de acetilcolina (ACh) afetando a
ligacao “substrato-receptor” e levando, consequentemente, ao aumento na sintese da AChE para

decomposi¢ao da ACh acumulada nas fendas sinapticas. Essa hipotese, em particular, é reforcada pelos
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estudos de Najimi et al. (1997) e Bainy et al. (2006), nos quais foram reportados aumento semelhante
da AChE em mexilhoes (Perna perna) expostos ao acetato de cidmio e sulfato de cobre e, por Dethloff
etal. (1999), ao exporem Oncorhynchus mykiss a sulfato de cobre. Ja Romani et al. (2003) propuseram
que o aumento da AChE em Sparus auratus expostos ao sulfato de cobre estaria relacionado a
potencializacio da formacio do complexo enzima-substrato (AChE-acetilcolina), aumentando a
atividade da AChE.

Por outro lado, nao podemos negligenciar a hipotese das alteracoes na homeostase redox e da
estimulacao colinesterasica observadas nos cupins da area 3 (Figura 7 e 8), estarem relacionadas com a
presenca do composto 11,10-guaiane-type sesquiterpenoid (pico para myz 304,14110 (M + Nal,
Ci:H»O:Na), 1dentificado apenas nas amostras de solos de beira de estrada advindas dos cupinzeiros
desta area (Figura 4C). Embora a literatura seja escassa em estudos descritivos deste composto, bem
como de sua toxicidade, o estudo recente de Hu et al. (2021) demonstrou que, mn vitro, o composto
reduziu a viabilidade de MDA-MB-231 (ATCC HTB-26) linha celular, o que fornece indicios de sua
toxicidade nos organismos. Na ocasiao, os autores identificaram o 11,10-guaiane-type sesquiterpenoid
em raizes de Stellera chamacejasme pertencente a familia Thymelaeaceae, a qual apresenta distribui¢ao
cosmopolita (Lucid, 2021). Nesse caso, estudos futuros visando a identificacio de compostos dessa
natureza em plantas desta familia (nativas ou nao do Brasil) poderio elucidar a fonte deste composto
na area 3 (ARA) avaliada em nosso estudo.

Por fim, vale ressaltar que nosso estudo nao evidenciou relacao entre as alteracoes bioquimicas
reportadas nos cupins e a presenca de MPFs suspeitas nos solos amostrados de seus cupinzeiros, o que
pode estar relacionado a varios fatores. Um deles estaria relacionado ao nao-acimulo de MPFs nesses
animais devido, possivelmente, a alta digestibilidade de compostos poliméricos, mcluindo varios
produtos de plastico, em seus tratos gastrointestinais (Lenz et al., 2012; Lenz et al., 2013). Nesse caso,
¢ possivel que o processo de digestio promova a biodegradacao e mineralizacio dos materiais plasticos
(tendo a microbiota intestinal papel essencial neste processo), conforme observado em varias outras
espécies de nsetos [e.g.: Zophobas atratus (Yang et al., 2020), Plodia interpunctella (Yang et al., 2014,
Galleria mellonella (Bombelli et al., 2017), Tenebrio molitor (Brandon et al., 2018), Achroia grisella
(Kundungal et al., 2019)] e de outros invertebrados [vide revisio de Ali et al. (2021)]. Obviamente, é
preliminar qualquer conclusio a respeito da ocorréncia de processos similares nos animais avaliados
em nosso estudo, sendo a confirmacao dessa hipotese dependente do desenvolvimento de
mvestigacoes mais especificas, como também sobre a possivel bioacumulacio das MPFs em C.
cumulans, o que nao foi realizada em nosso estudo.

De qualquer forma, as alteracoes observadas em nosso estudo podem, em geral, comprometer

o funcionamento da fisiologia dos animais, com consequéncias drasticas. O estabelecimento de um
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desequilibrio redox cronico pode levar, por exemplo, a alteracoes de natureza imunoldgica, metabolica,
histologica, genética, comportamental e reprodutiva, como consequéncia direta da acao de radicais
livres na funcionalidade de diversas biomoléculas, na estrutura das membranas celulares e até no
material genético dos ammmais. Por outro lado, o aumento da atividade da AChE pode ser considerada
uma resposta preditiva de alteracdes neuroldgicas, cujas consequéncias sao passiveis de afetar a aptidao
dos individuos, aumentar a demanda energética, induzir descoordenacao, alteracoes comportamentais,
entre outras. Além disso, o aumento da atividade dessas enzimas pode induzr efeitos nicotinicos (Rosa,

2018), que sao o resultado da hiperatividade simpatica e disfuncio neuromuscular.
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5. CONCLUSAO

Em conclusao, nosso estudo confirma a hipotese da existéncia de uma forte correlacio entre a
contaminacao dos solos amostrados nos cupinzeiros ¢ um desequilibrio redox e colinesterasico em
adultos de C. cumulans (operarios). Entretanto, ao contrario do que esperavamos, a presenca de MPFs
suspeltas nesses solos nido apresentou associacao com as alteracoes biologicas reportadas, sendo a
contaminacao por metais pesados (Cd, Pb, Fe, Zn e Cu) e a presenca do composto 11,10-guaiane-type
sesquiterpenoid, fatores que foram correlacionados com o aumento da producao de ROS, H:O., nitrito
e da atividade da SOD, CAT e AChE nos animais. Obviamente nosso estudo nao exaure a ampla gama
de possibilidades a serem investigadas futuramente. Avaliacoes sobre a bioacumulacao dos poluentes
e sua relacio com a atividade de outras enzimas antioxidantes (e.g.: glutationa transferase e glutationa
redutase), bem como de antioxidantes hidrossoluvels e lipossoluvels (nio-enzimaticos), como
ascorbato, glutationa, tocoferéis e carotenéides, podem fornecer uma maior compreensiao sobre a
resposta bioquimica dos C. curmulans frente aos poluentes presentes nos solos utilizados na construcao
de seus ninhos. Adicionalmente, o uso de outros biomarcadores (e.g.: preditivos de mutagenicidade,
genotoxicidade, imunotoxicidade, histopatotoxicidade etc.) certamente ampliard nosso conhecimento
sobre a magnitude dos impactos causados por esses poluentes nos cupins. Finalmente, reconhecemos
que a auséncia de uma caracterizacio das MPFs suspeitas para fins de determinacio de suas
composi¢oes quimicas restringe nossas conclusoes sobre até que ponto esses materials representam
alguma periculosidade a saide dos cupms e na dindmica de suas populacdes naturais. Assim,

recomendamos que estudos futuros deem continuidade as investigacoes pioneiras do nosso estudo.
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