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AC: Actara®.
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DDT: Diclorodifeniltricloroetano.
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firs: flare-3.

FISH: Fluorescence In Situ Hybridization.
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IBAMA: Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Renovaveis.

INCA: Instituto Nacional do Cancer.

IMI: Imidacloprido.

HB: High Bioactivation Cross.
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MMC: Mitomicina C.

MMS: Metanossulfato de Metila.

MN: Micronucleo.

MOP: Mospilan®.
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mwh: Multiple wing hairs.

ORR: Oregon-R.

PRM: Premier®.

SMART: Somatic Mutation and Recombination Test.
ST: Standard Cross.

TMX: Tiametoxam

TMN: Teste do Micronucleo.

Trad-MCN: Teste do Micronucleo em Tradescantia pallida.

T. pallida: Tradescantia pallida.
URE: Uretano

v/v: Volume/volume.

wts: Warts.
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CAPITULO |

TOXICIDADE, MUTAGENICIDADE E CARCINOGENICIDADE DE
INSETICIDAS NEONICOTINOIDES: ANALISE COMPARATIVA
ENTRE OS INGREDIENTES ATIVOS E OS PRODUTOS

FORMULADOS.




Tiametoxam (TMX), Imidacloprido (IMI), e Acetamiprido (ACP) séo inseticidas
neurotdxicos neonicotindides, agonistas aos receptores nicotinicos da acetilcolina.
Actara® (AC), Premier® (PRM) e Mospilan® (MOP) sdo produtos formulados a
base de TMX, IMI e ACP, respectivamente. O presente estudo teve como obijetivo
avaliar a toxicidade e os potenciais mutagénicos, recombinogénicos e
carcinogénicos desses inseticidas. Os efeitos mutagénicos e recombinogénicos
foram avaliados in vivo por meio do “Somatic mutation and recombination test”
(SMART) em Drosophila melanogaster. Larvas de 72h, descendentes dos
cruzamentos padrao (ST) e de alta bioativacdo metabdlica (HB), foram tratadas
com diferentes concentragdes de TMX, IMI, ACP, AC, PRM ou MOP, por
aproximadamente 48h. Todos os inseticidas foram téxicos nas maiores
concentracbes. TMX e AC nao foram mutagénicos no cruzamento ST, mas
induziram aumentos estatisticamente significativos nas frequéncias de manchas
mutantes nas concentragdes de 9,7x10“ e 1,9x10* mM do cruzamento HB. IMI
induziu aumento significativo apenas nos tratados com 2,4 e 4,8x10* mM do
cruzamento HB, enquanto o produto formulado PRM foi mutagénico em todas as
concentragbes (de 1,2 a 9,7x10** mM), em ambos os cruzamentos. ACP e MOP
ndao foram mutagénicos no cruzamento ST. No cruzamento HB o ACP induziu
aumento significativo de manchas mutantes em todas as concentragbes
utilizadas, enquanto o MOP foi mutagénico apenas nas concentragdes de 1,9 e
3,9x10-3. Os efeitos carcinogénicos dos inseticidas foram avaliados por meio do
Epithelial Tumor Test (ETT) em D. melanogaster. Larvas de 72h resultantes do
cruzamento entre fémeas virgens wts/TM3, Sb’ e machos da linhagem mwh/mwh
foram tratadas com as mesmas concentragdes testadas no SMART. Foi
observada atividade carcinogénica apenas nos tratados com o inseticida PRM.
Conclusao: Os inseticidas e os respectivos produtos formulados foram toxicos,
mutagénicos apos serem ativados por enzimas do citocromo P450 (CYP6A2)
(com excegao do PRM, que foi mutagénico mesmo em niveis enzimaticos basais)
e nao carcinogénicos (com excegdo do PRM, que apresentou efeitos
carcinogénicos). Os ingredientes inertes interferem na toxicidade e

mutagenicidade dos ingredientes ativos.



Palavras-chave: Tiametoxam; Imidacloprido; Acetamiprido; Genotoxicidade;

Ingredientes inertes.



Thiamethoxam (TMX), Imidacloprid (IMI) and Acetamiprid (ACP) are defined as
neonicotinoid neurotoxic insecticides, acting as agonists to nicotinic acetylcholine
receptors. Actara® (AC), Premier® (PRM) and Mospilan® (MOP) are formulated
products composed of TMX, IMI and ACP, respectively. The present study aimed
to assess the toxicity and mutagenic, recombinogenic and carcinogenic potential
of these insecticides. The mutagenic and recombinogenic effects were evaluated
in vivo through the somatic mutation and recombination test (SMART) in
Drosophila melanogaster. Larvae of 72h resulting from descendants of standard
crosses (ST) and high metabolic bioactivation (HB) crosses were treated with
different concentrations of TMX, IMI, ACP, AC, PRM or MOP for approximately 48
h. All the insecticides were toxic at the highest concentrations. TMX and AC were
non-mutagenic at the ST crossing, but induced statistically significant increases in
mutant spot frequencies at the concentrations of 9.7x10* and 1.9x10° mM
regarding the HB crossing. IMI induced a significant increase only in those treated
with 2.4 and 4.8x10* mM of the HB crossing, whereas the formulated PRM was
mutagenic at all concentrations (from 1.2 to 9.7x10* mM) in both the crosses. ACP
and MOP were not mutagenic considering the ST crossing. At the HB crossing,
ACP induced a significant increase of mutant spots at all concentrations tested,
while MOP was mutagenic only at the concentrations 1.9 and 3.9x103. The
carcinogenic effects of insecticides were evaluated using the Epithelial Tumor Test
(wts) in D. melanogaster. Larvae of 72h descended from the crossing between
virgin females wts/TM3, Sb’ and mwh/mwh males were treated with the same
concentrations used in SMART. In this case, carcinogenic activity was observed
only in those treated with the PRM insecticide. As conclusion, the findings
revealed toxic and mutagenic effects of the insecticides and their formulated
products after being activated by cytochrome P450 enzymes (CYP6A2) (except
PRM, which was mutagenic even at basal enzyme levels) and non-carcinogenic
(except PRM, which showed carcinogenic effects). Thus, the inert ingredients

interfere on the toxicity and mutagenicity of the active ingredients.



Keywords: Thiamethoxam; Imidacloprid; Acetamiprid; Genotoxicity; Inert

Ingredients



1. INTRODUCAO

Pesticidas s&o substancias ou misturas de substancias que tém por
finalidade matar, repelir ou controlar organismos considerados pestes e que,
dependendo das caracteristicas fisico-quimicas, do mecanismo de acao, da dose
e persisténcia, podem resultar em efeitos adversos ao ambiente e as espécies
nao-alvo de combate (Farooqui, 2013).

Devido ao clima tropical, que oferece um ambiente propicio para o
desenvolvimento de um amplo espectro de pragas, o Brasil configura-se um dos
paises com maior utilizagdo de produtos fitossanitarios (Londres, 2011; Rigotto et
al., 2014).

Dentre os pesticidas utilizados no Brasil, destacam-se os neonicotindides,
representantes dos inseticidas neurotoxicos, amplamente utilizados em sistemas
agricolas, domissanitario e médico-veterinario (Tomizawa e Casida, 2005). Desde
a sua introducdo no mercado, em 1990 (Kollmeyer et al, 1999), os
neonicotindides tém ganhado destaque, substituindo cada vez mais os inseticidas
tradicionais, como os da classe dos carbamatos, piretroides, organofosforados e
outros inseticidas neurotdxicos (Stivaktakis et al, 2016) e, atualmente,
representam os inseticidas mais comercializados mundialmente (Sparks e Nauen,
2015).

Essas moléculas apresentam afinidade agonista aos receptores nicotinicos
da acetilcolina, e ao se ligar nesses receptores, resultam na abertura anormal dos
canais de sodio, levando a episddios de hiperexcitacdo, paralisia severa e,
finalmente, a morte de insetos expostos (Tomizawa e Yamamoto, 1993; Goulson,
2013; Bagri et al., 2016).

A preferéncia demonstrada por profissionais das ciéncias agrarias, quanto
a utilizacdo de inseticidas neonicotindides, se deve a atividade sistémica destes
nos vegetais, tendo, portanto, a habilidade de deslocarem-se tanto pelo xilema
quanto pelo floema, protegendo as culturas de um amplo espectro de pragas
(Goulson, 2013).

Ha muito se sabe que a utilizacdo intensa de pesticidas esta diretamente
relacionada a contaminagdo de compartimentos do ambiente e de organismos

nao alvo de combate, podendo muitas vezes causar ainda bioacumulagao nos



diferentes niveis tréficos (Bagri e Jain, 2018; Macchi et al., 2018; Dromard et al.,
2018).

Pesticidas podem, em longo prazo, prejudicar a saude humana e de outros
animais, devido a exposig¢ao crénica aos residuos do principio ativo e de seus
metabdlitos no ambiente e nos alimentos (Houk, 1992), podendo gerar efeitos
adversos, como disfungao nas vias bioquimicas e instabilidade genética (Wilczek
et al., 2016; Ahmadi et al., 2018; Maharajan et al., 2018; Hong et al., 2018; Khan
et al., 2018).

Dentre a variedade de efeitos toxicoldgicos proporcionados pela exposigao
crbnica a doses subletais de pesticidas, destacam-se as alteragdes genéticas,
como eventos genotdxicos, mutagénicos, recombinogénicos e carcinogénicos
(Bolognesi, 2003; Celik et al., 2014; Morais et al., 2016° 2017). Além disso,
doencgas de natureza degenerativas e eventos teratogénicos sao recorrentemente
relacionadas aos pesticidas (Bhalli et al., 2009; Uggini et al., 2012; Mehid e
Qamar, 2013; Bolognesi e Moretto, 2014; Narayan et al., 2016; Wendt, 2018).

@) 3-(2-chloro-1,3-thiazol-5-ylmethyl)-5-methyl-1,3,5-oxadiazinan-4-
ylidene(nitro)amine, conhecido como Tiametoxam (TMX) €& um inseticida
neonicotindide de classificagao toxicoldgica Il (grupo N-nitroguanidinas) (Jeschke
et al., 2011), usado no controle de pragas em uma grande variedade de cultivares
agricolas, que incluem arroz, batata, café, milho, soja e tomate (MAPA, 2018).

O 1-(6-chloro-3-pyridylmethyl)-N-nitroimidazolidin-2-ylideneamine,
conhecido popularmente como Imidacloprido (IMI), assim como o TMX, pertence
a classe dos neonicotindides, grupo das N-nitroguanidinas, e apresenta baixa
toxicidade (classificagao toxicoldgica Ill). IMI representa o primeiro inseticida da
classe dos neonicotindides a ser liberado no mercado agricola e, atualmente, é
usado no controle de uma grande variedade de pragas, em culturas de grande
destaque no pais (arroz, café, cana-de-agucar, feijao, milho, soja, tomate, dentre
outros) (MAPA, 2018).

@) ((E)-N-[(6-chloro-3-pyridyl)methyl]-NO-cyano-N-methyl-acetamidine)
conhecido como Acetamiprido (ACP) € um inseticida de classificagdo toxicologica
[ll, também pertence a classe dos neonicotindides, grupo N-cianoaminidinas
(Jeschke et al., 2011). No Brasil € usado no controle de pragas em mais de 15

tipos de culturas, incluindo arroz, café, feijao, milho, soja e tomate (MAPA, 2018).



No Brasil, o TMX é usado como ingrediente ativo (IA) em 25 produtos
formulados de uso agricola, o IMI é usado em 37 formulagdes, e o ACP, em 29.
Actara® 250 WG (AC), Premier® (PRM) e Mospilan® (MOP), representam
exemplos de produtos formulados de uso agricola a base de TMX, IMI e ACP,
respectivamente (MAPA, 2018).

No Brasil, a obtencdo de registro e regulamentagcado de pesticidas é feita
mediante a aprovacdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis
(IBAMA) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Godoy e
Oliveira, 2004). No entanto, as avaliacbes feitas no ambito toxicologico e
ecotoxicoldgico, limitam-se a avaliagdo do |A nao incluindo os ingredientes
inertes (presentes nos produtos formulados) em algumas analises toxicolégicas
(Brasil, 1992). Os dados gerados, por meio dos ensaios laboratoriais, permitem o
calculo da dose diaria admissivel para humanos, bem como as doses que nao
impdem risco a biota, justificando a presenca dos residuos dos pesticidas em
niveis admissiveis no ambiente (Mesnage et al., 2014).

Na literatura, TMX, IMI e ACP ja foram relacionados a eventos que
resultam em instabilidade genética, como eventos genotdxicos, mutagénicos,
clastogénicos e aneugénicos (Kocaman e Topaktas, 2007; 2009; Cavas et al.,
2014; Rodriguez et al., 2015; Chakroun et al., 2016; Stivaktakis et al., 2016;
Zeljezic et al., 2017; lturburu et al., 2017; Bagri e Jain, 2018; Vieira et al., 2018;
Hong et al., 2018).

No entanto, a literatura carece de dados que buscam comparar os |IA com
os seus respectivos produtos formulados. Dados da literatura evidenciam
diferencas na toxicidade de produtos formulados quando comparado ao I|A
(Mesnage et al.,, 2013; 2014). Nesse sentido, as analises toxicologicas apenas do
IA podem subestimar os efeitos toxicolégicos dos produtos formulados nos
componentes bidticos dos ecossistemas.

Visando contribuir, com dados pautados na Genética Toxicoldgica, sobre a
mutagenicidade e carcinogenicidade de TMX, IMI e ACP, bem como verificar os
efeitos dos ingredientes inertes sobre a toxicogenética dos |A destes inseticidas, o
presente trabalho teve como objetivo, avaliar a toxicidade, mutagenicidade,

recombinogenicidade e carcinogenicidade dos inseticidas TMX, IMI e ACP (lA) e
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dos seus produtos formulados AC, PRM e MOP, por meio do Teste para
Deteccdo de Mutacdo e Recombinagdo Somatica (Somatic Mutation and
Recombination Test - SMART) e o Teste para detecgcdo de tumor epitelial
(Epithelial Tumor Test - ETT), ambos em células somaticas de Drosophila
melanogaster.

O SMART fundamenta-se na analise de pelos mutantes nas asas das
moscas, resultantes da perda da heterozigose de genes marcadores (mwh e fir?)
durante a diferenciagdo das células dos discos imaginais. A perda da
heterozigose dos genes marcadores pode ocorrer por eventos mutagénicos
(mutagcbes  pontuais, eventos clastogénicos ou aneugénicos) ou
recombinogénicos, em resposta a exposicdo a diferentes xenobidticos antes
(mutdgeno) e apds metabolizagdo (pré-mutdgeno) via complexo enzimatico
citocromo P450 (CYP6A2) (Graf et al., 1984; Graf e van Schaik, 1992; Graf e
Wirgler, 1996).

O ETT, assim como o SMART, fundamenta-se na perda da heterozigose
de marcadores genéticos (wts). No entanto, neste caso, o gene marcador exerce
papel fundamental no controle do ciclo celular, atuando como um gene supressor
de tumor (gene warts) (Xu et al., 1995). A delegdo desse gene resulta na
instalacdo e progressdao da massa tumoral no tecido epitelial da mosca
(Nishiyama et al., 1999).

Tais testes destacam-se pela sensibilidade a avaliagdo de agentes
quimicos com propriedades mutagénica e carcinogénica (Nepomuceno, 2015;
Morais et al., 20162°; 2018; Vasconcelos et al., 2017; Naves et al., 2018).

2. OBJETIVO

Avaliar os efeitos toxico, mutagénico, recombinogénico e carcinogénico de

inseticidas neocotindides em células somaticas de D. melanogaster.

2.1. Objetivos especificos
Avaliar a toxicidade dos ingredientes ativos TMX, IMI e ACP, e dos seus
produtos formulados AC, PRM e MOP nos cruzamentos ST e HB do SMART.



Avaliar a mutagenicidade e recombinogenicidade dos ingredientes ativos
TMX, IMI e ACP, e dos seus produtos formulados AC, PRM e MOP nos
cruzamentos ST e HB do SMART.

Avaliar a toxicidade dos ingredientes ativos TMX, IMI e ACP, e dos seus
produtos formulados AC, PRM e MOP por meio do ETT.

Avaliar a carcinogenicidade dos ingredientes ativos TMX, IMI e ACP, e dos

seus produtos formulados AC, PRM e MOP por meio do ETT.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Agentes quimicos

Tiametoxam (CAS 153719-23-4) (Figura 1A), Imidacloprido (CAS 138261-
41-3) (Figura 1B) e Acetamiprido (CAS 135410-20-7) (Figura 1C) (99,9%) foram
obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Tiametoxam Actara® 250 WG (25% |A) foi obtido da BASF S.A. (S&o
Paulo, Brasil). Imidacloprido Premier® (70% IA) foi obtido da Bayer S.A., Sao
Paulo, Brasil. Acetamiprido Mospilan® (20% IA) foi obtido da lharabras S.A.
Industrias Quimicas, Sorocaba, Sdo Paulo, Brasil.

Etil carbamato — Uretano (URE) (CAS 51-79-6) (Figura 1D) foi obtido da
Fluka AG (Buchs, Switzerland). Mitomicina C (Figura 1E) foi manufaturada pela
Kyowa Hakko Kirin Co. Ltd. (Shizuoka, Japan), embalada por Bristol-Myers
Squibb S.r.1. Sermoneta-Latin-Italy e importada pela Bristol-Myers Squibb S.A.
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Figura 1. Formula estrutural das substancias usadas no presente estudo: A.
Tiametoxam (TMX); B. Imidacloprido (IMI); C. Acetamiprido (ACP); D. Etil

carbamato; E. Mitomicina C.

3.2. Teste para Deteccao de Mutacao e Recombinagdao Somatica em células
de asas de D. melanogaster (Somatic Mutation and Recombination Test -
SMART)

3.2.1. Linhagens mutantes, cruzamentos e tratamentos

Foram usadas trés linhagens mutantes de D. melanogaster. 1] “multiple
wing hairs”; 2] “flare-3”: e 3] “Oregon-R”.

A linhagem “multiple wing hairs” possui o marcador mwh e € mantido no
cromossomo 3 no estado de homozigose recessiva (mwh/mwh) em uma regido
mais distal em relagdo ao centrémero (mwh, 3-0,3). A expressdo do marcador
mwh leva a formacgao de pelos multiplos em cada célula, fenétipo que difere do

pelo selvagem (unico pelo por célula).
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A linhagem “flare-3" (constituicdo cromossémica fir’/In(3LR)TM3, ri pP sep
I(3)89Aa bx34¢ e BdS) possui o marcador fIr® que esta localizado no cromossomo
3, em uma regidao mais préxima do centrébmero (fir®, 3-38,8), quando comparado
ao marcador mwh. Devido a letalidade em homozigose recessiva (fIr¥/flr®), o alelo
€ mantido em hemizigose pela presenga do balanceador cromossémico TM3, Bd®.
Quando expresso na condicao de homozigose recessiva (viavel para a célula), o
marcador fIr® leva a formagao de pelos mutantes que se assemelham a chama de
vela ou espinho de roseira.

A linhagem Oregon-R (ORR) (constituicdo cromossémica ORR;
fir/In(3LR)TM3, ri pP sep 1(3)89Aa bx3% e Bd®) possui os mesmos marcadores da
linhagem “flare-3”. A diferenca é que esta linhagem possui niveis constitutivos de
expressao de enzimas do complexo enzimatico CYP6A2 nos cromossomos 1 e 2,
enquanto a linhagem “flare-3” apresenta niveis basais deste complexo enzimatico.
Estas moscas sao naturalmente resistentes ao inseticida diclorodifeniltricloroetano
(DDT).

As linhagens foram mantidas em estoque, em frascos de 250 mL contendo
meio de cultura a base de banana (1230 mL de agua, 16,5 g de agar, 234 g de
banana, 37,5 g de fermento biolégico, 1,5 g de nipagin e 2 mL de
penicilina/estreptomicina), em estufa tipo BOD (SOLAB), em ciclos de
claro/escuro (12h:12h) na temperatura de 25°C e humidade relativa de 65%.

Com estas linhagens foram realizados dois cruzamentos: (1) Cruzamento
padrédo (ST), entre machos “mwh” e fémeas virgens “flr-3” (Graf et al., 1984); (2)
Cruzamento de alta bioativacdo metabdlica (HB), com machos “mwh” e fémeas
virgens ORR; fIr¥/TM3, Bd® (Graf e van Schaik, 1992).

Estes cruzamentos respeitam as premissas mendelianas, gerando,
portanto, duas progénies geneticamente e fenotipicamente distintas: (1) A
progénie trans-heterozigota marcada (mwh+/+flr®) (MH); e (2) progénie
heterozigota balanceada (mwh+/+TM3, Bd®) (BH).

A andlise da progénie MH possibilita a identificacdo de eventos
mutagénicos e recombinogénicos, enquanto a progénie BH possibilita a
ocorréncia apenas de mutagdes, uma vez que os eventos recombinacionais sao

eliminados (Spand et al., 2001). Neste sentido, a analise dos resultados das duas
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progénies permite identificar a contribuicdo dos eventos mutagénicos e
recombinogénicos no total de manchas mutantes observadas.

Apods 24 h da realizacdo dos cruzamentos, ovos dos descendentes dos
cruzamentos ST e HB foram coletados por um periodo de 8 horas, em frascos
contendo meio de cultura a base de agar (4%) e fermento biolégico suplementado
com sacarose.

Larvas de 3° estagio foram lavadas com agua ultrapura Milli-Q (Millipore) e
coletadas com auxilio de uma peneira de malha fina e submetidas ao tratamento
cronico (aproximadamente 48 horas) em frascos contendo 1,5 g de puré de
batatas (Yoki® Alimentos S.A) e hidratados com 5 mL de diferentes
concentragbes de TMX, IMI, ACP, AC, PRM ou MOP, em duas séries de
experimentos independentes. As larvas foram contadas antes da distribuicdo em
uma dessas séries de frascos. O numero de moscas emergentes foi usado para o
calculo de taxa de sobrevivéncia apos exposi¢cao, objetivando, desta forma,
expressar a toxicidade dos inseticidas.

Uretano (Etil carbamato) (URE) foi usado como controle positivo, na
concentracéo de 10 mM, conforme descrito na literatura (Silva et al., 2006; Morais

et al., 2016?; 2018). Agua ultrapura Milli-Q foi usada como controle negativo.

3.2.2. Preparacao das laminas e analise microscopica

Moscas adultas descendentes dos cruzamentos ST e HB foram fixadas em
etanol 70% (v/v). As asas foram dissecadas e montadas em laminas de
microscopia com solug¢ao de Faure (30 g de goma arabica, 20 mL de glicerol, 50 g
de hidrato de cloral e 50 mL de agua destilada). As asas foram analisadas sob

microscopia Optica de luz, com aumento de 400X.

3.2.3. Andlise estatistica

Foram analisadas 40 moscas por concentragao (aproximadamente 48.800
células por mosca), acompanhado de controles negativo e positivo. As
frequéncias de manchas simples pequenas “mwh” ou “flare” (1 — 2 pelos
mutantes); manchas simples grandes “mwh” ou “flare” (acima de 2 pelos
mutantes) e gémeas (“mwh” e “flare” na mesma mancha) foram registradas em

um diagrama padrao, expressando o tamanho das manchas em classes (classe 1
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= 1 pelo mutante; classe 2 = 2 pelos mutantes; classe 3 = 3 ou 4 pelos mutantes;
classe 4 = 5 a 8 pelos mutantes; classe 5 = 9 a 16 pelos mutantes; classe 6 =17 a
32 pelos mutantes, etc.). O procedimento de decisdo multipla (Frei e Wiurgler,
1988) foi utilizado para analisar os dados, resultando em trés diferentes
diagnosticos: negativo, positivo ou inconclusivo. As frequéncias de cada tipo de
mancha (simples pequenas, simples grandes e gémeas) e o total de manchas por
mosca, de cada tratamento, foram comparadas aos pares (exemplo, controle
negativo vs. tratamento TMX) de acordo com Kastenbaum e Bowman (1970), com
p = 0,05 (Frei e Wurgler, 1988).

3.3. Teste para detecgcao de tumores epiteliais em células somaticas de D.
melanogaster (Epithelial Tumor Test - ETT)
3.3.1. Linhagens de Drosophila, cruzamento e tratamentos

Foram usadas duas linhagens de D. melanogaster: (1) Linhagem “multiple
wing hairs” (mwh, 3-0,3) (descricdo completa na sec¢ao 3.2.1); (2) Linhagem ‘wts”
(wts, 3-100) (constituicao: wts, [1] in [1] kni [ri-1] p [p] wts [3-17]/TM3,S B [1]). A
linhagem “wts” possui um marcador wis no cromossomo 3, que devido a
letalidade em homozigose recessiva (wis+/wis+) é mantido em hemizigose na
presenca do balanceador cromossdmico TM3,Sb’. O marcador wts, quando
expresso na condicdo selvagem, atua como um gene supressor de tumor. A
delecao desse gene e a expressao do alelo recessivo, leva a formacgéo de clones
de células que sao consideradas altamente invasivas, acarretando a manifestacao
de tumores epiteliais no corpo e apéndices da mosca.

Foi realizado o cruzamento entre machos mwh/mwh e fémeas virgens da
linhagem wts/TM3, Sb’. Duas progénies sdo geradas nesse cruzamento: (1)
trans-heterozigoto marcado (mwh+/+wts) (MH) e (2) heterozigoto balanceado
(mwh+/+TM3, Sb") (BH). No ensaio de deteccdo de tumor epitelial, apenas a
progénie MH é analisada. A identificagdo da progénie €& feita mediante a
expressao do balanceador cromossdmico TM3, Shb’, que apresenta, como
fendtipo, pelos curtos e espessos no corpo da mosca, o que difere da progénie

MH, que apresenta pelos selvagens do tipo longos e finos.
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As linhagens foram mantidas em estoque em frascos de 250 mL contendo
meio de cultura a base de banana, em estufa tipo BOD (SOLAB) em ciclos de
claro/escuro (12h:12h) na temperatura de 25°C e humidade relativa de 65%.

As concentragdes utilizadas dos inseticidas TMX, IMI, ACP, AC, PRM e
MOP foram determinadas mediante ensaio prévio de toxicidade, avaliada por
meio da quantidade de imagos que sobreviveram a toxicidade conferida por esses
agentes quimicos. Para tanto, larvas descendentes das progénies geradas pelo
cruzamento mwh/mwh x wts/TM3, Sb’ foram contadas e transferidas para frascos
contendo 1,5 g de puré de batatas, hidratados com 5 mL de solugéo de diferentes
concentragcbes de TMX, IMI, ACP, AC, PRM ou MOP. Apds a metamorfose, foi
registrado o numero de sobreviventes, objetivando, desta forma, expressar a
toxicidade dos inseticidas.

Como controle positivo foi usada MMC 0,1 mM. Esta concentragédo foi
baseada em estudos de recombinacdo homoéloga em D. melanogaster (Tsuda e
Takeda, 1987) e ensaios de carcinogénese (Nepomuceno, 2015; Morais et al.,
20162°; Morais et al., 2018; Naves et al., 2018). No controle positivo Larvas de 3°
estagio foram expostas a 0,1 mM de MMC durante 6 horas e, posteriormente,
transferidas para frascos contendo 1,5 g de puré de batata hidratado com 5 mL de

agua ultrapura, onde permaneceram até o final da metamorfose.

3.3.2. Fixagao das moscas e analise dos tumores epiteliais

Para analise dos tumores epiteliais, imagos resultantes do cruzamento
entre machos mwh+/+mwh e fémeas virgens wits+/TM3, Sb' foram fixados em
etanol 70% (v/v), colocados em placas de Petri embebidas em glicerina e
analisados sob estereomicroscépio (Bel® Photonics). A anadlise baseou-se na
contagem de tumores, de acordo com a descricdo de justice (1995). Os
resultados foram registrados em um diagrama padrao, expressando os numeros
de tumores observados em cada segmento do corpo das moscas: olhos, cabeca,

corpo (térax e abdome), asas, pernas e halteres.

3.3.3. Andlise estatistica
As frequéncias de tumores epiteliais observados nos individuos tratados
com as diferentes concentragbes de TMX, IMI, ACP, AC, PRM, MOP e MMC
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foram comparadas estatisticamente com as frequéncias de tumores epiteliais
observadas nas moscas tratadas com agua ultrapura (controle negativo) usando o
teste U, ndo paramétrico de Mann-Whitney, com nivel de significancia p<0,05.
Comparacdes estatisticas referentes as taxas de sobrevivéncia foram
realizadas por meio do teste do Chi-quadrado, para razdées de amostras
independentes, para todas as progénies tratadas com TMX, IMI, ACP, AC, PRM,

MOP e os controles negativos e positivos.

4. RESULTADOS
4.1. Teste para Deteccdo de Mutagcdo e Recombinagao Somatica em células
de asas de D. melanogaster (Somatic Mutation and Recombination Test -
SMART)
4.1.1. Toxicidade

A Figura 2 apresenta os resultados do ensaio de sobrevivéncia em moscas
descendentes do cruzamento ST e HB, tratadas com diferentes concentragdes de
TMX e AC.

TMX e AC foram toxicos nas concentragdes de 9,7 x 104 e 1,9 x 10° mM
para D. melanogaster descendentes do cruzamento ST (Fig. 2A), e na
concentragdo de 1,9 x 10 mM, para descendentes do cruzamento HB (Fig. 2B).

A Figura 3 apresenta os resultados do ensaio de sobrevivéncia em moscas
descendentes dos cruzamentos ST e HB, tratadas com diferentes concentracbes
de IMI e PRM.

IMI e PRM foram toxicos para D. melanogaster descendentes do
cruzamento ST apenas na concentragdo de 1,9 x 10°* mM (Fig. 3A). Em moscas
descendentes do cruzamento HB, IMI exerceu atividade tdxica significativa
(p<0,05) na concentragdo de 1,9 x 10° mM, enquanto PRM foi toxico nas
concentragdes de 4,8 x 10%; 9,7 x 10 e 1,9 x 10°® mM (Fig. 3B). Em todas as
concentragdes avaliadas, tanto no cruzamento ST quanto no HB, PRM foi mais
téxico para D. melanogaster quando comparado ao IMI (Fig. 3 A e 3 B).

A Figura 4 apresenta os resultados do ensaio de sobrevivéncia de moscas
descendentes dos cruzamentos ST e HB, expostas a diferentes concentragdes de
ACP e MOP.
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Figura 2. Taxa de sobrevivéncia em D. melanogaster descendentes do
cruzamento ST (A) e HB (B), expostas a diferentes concentragdes de Tiametoxam
(TMX) e Actara® (AC). CN: Controle negativo (agua ultrapura); CP: Controle
positivo (Uretano 10 mM). * Diferenca estatisticamente significativa comparada ao
controle negativo, de acordo com o teste do Chi-quadrado para razbes de

amostras independentes.
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Figura 3. Taxa de sobrevivéncia em D. melanogaster descendentes do
cruzamento ST (A) e HB (B), expostas a diferentes concentragbes de
Imidacloprido (IMIl) e Premier® (PRM). CN: Controle negativo (dgua ultrapura);
CP: Controle positivo (Uretano 10 mM). * Diferenga estatisticamente significativa
comparada ao controle negativo, de acordo com o teste do Chi-quadrado para

razbes de amostras independentes.
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Figura 4. Taxa de sobrevivéncia em D. melanogaster descendentes do
cruzamento ST (A) e HB (B), expostas a diferentes concentragdes de
Acetamiprido (ACP) e Mospilan® (MOP). CN: Controle negativo (agua ultrapura);

CP: Controle positivo (Uretano 10 mM). * Diferenca estatisticamente significativa
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comparada ao controle negativo, de acordo com o teste do Chi- quadrado para
razbes de amostras independentes.

Em ambos os cruzamentos (ST e HB), o ACP apresentou toxicidade
significativa (p < 0,05) apenas na maior concentragdo (3 x 102 mM), enquanto
que MOP apresentou toxicidade significativa (p<0,05) nas concentragdes de 7,8 x
103, 1,5 x 102 e 3 x 102 mM. Embora os resultados tenham sido similares, a taxa
de mortalidade foi inferior nas moscas descendentes do cruzamento HB, quando
comparado ao ST (Fig. 4 A e B). Nos tratamentos com ACP e MOP, foi verificado
maior toxicidade do produto formulado (MOP).

4.1.2. Deteccao de Mutacao e Recombinagao

As concentragbes utilizadas nos ensaios de mutagenicidade e
recombinogenicidade foram determinadas com base nos ensaios de
sobrevivéncia. Foram selecionadas apenas concentragdes subletais, observadas
em moscas descendentes do cruzamento ST expostas aos ingredientes ativos
TMX, IMI e ACP, exceto as concentragdes de 9,7 x 10 e 1,9 x 103 mM de TMX,
as quais apresentaram atividade téxica em D. melanogaster. Estas concentragdes
foram incluidas nas analises de mutagenicidade e recombinogenicidade apos
serem observados resultados negativos para mutagenicidade e carcinogenicidade
na maioria das concentragdes subletais destes inseticidas.

TMX e AC nao induziram aumento significativo no numero total de
manchas mutantes (p>0,05) nos descendentes MH do cruzamento ST, quando
comparado com o controle negativo (Tabela 1).

Por outro lado, em moscas da progénie MH, descendentes do cruzamento
HB, foi observado diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) na frequéncia
total de manchas mutantes em moscas tratadas com 9,7 x 104 e 1,9 x 103 mM de
TMX quando comparado ao controle negativo (Tabela 2). Resultados similares
foram observados em moscas tratadas com 9,7 x 10 e 1,9 x 10 mM de AC.
Portanto, conclui-se que TMX e AC possuem atividade mutagénica em D.
melanogaster, dependente de metabolismo via CYPG6A2.

Apds constatada a atividade mutagénica nas concentragdes de 9,7 x 10* e
1,9 x 10 mM de TMX e AC nos descendentes MH, procedeu-se a andlise da

prole BH das moscas descendentes do cruzamento HB tratadas com essas
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mesmas concentragdes. Os resultados obtidos nos tratados com 9,7 x 10* e 1,9 x
10 mM TMX sugerem que os mecanismos associados a perda da heterozigose
dos marcadores genéticos mwh e flr* no cromossomo 3 das moscas sao
resultados de eventos recombinogénicos (75% e 55,56%, respectivamente),
enquanto que os resultados do total de manchas mutantes observados em
moscas expostas a 9,7 x 104 e 1,9 x 10° mM de AC sugerem mecanismos
associados a eventos mutagénicos (74,19 e 73,78%, respectivamente) (Tabela
2).
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Tabela 1. Resumo dos resultados obtidos com o Teste para Deteccdo de Mutagdo e Recombinagdao Somatica (SMART) na
progénie trans-heterozigota marcada (MH) do cruzamento padréo (ST), apods tratamento com diferentes concentragdes de
Tiametoxam (TMX) e Actara® (AC)

Frequéncia de manchas por mosca (nUmero de manchas); Frequéncia de formacéo de
diagnostico estatisitico® clones/10° células por divisao®

Gendtipos e . Manchas

tratamentos Numero de Manchas simples  Manchas simples com clones

(mM) moscas pequenas grandes Méamngr;s -Ir;gﬁl:ﬁ:s mwh® Observado Controle
(1-2 células)® (> 2 células)® 9 corrigido

mwhlfir?

Controle negativo 40 0,48 (19) 0,08 (03) 0,00 (00) 0,55 (22) 20 1,02

Uretano 10 40 1,98 (79) + 0,35 (14) + 0,20 (08) + 2,53 (101) + 87 4,45 3,43

TMX

2,4 x10* 40 0,43 (17) - 0,10 (04) i 0,03 (01) i 0,55 (22)- 21 1,07 0,05

4,8 x10* 40 0,53 (21)i 0,05 (02) i 0,03 (01) i 0,60 (24)- 24 1,22 0,20

9,7 x10* 40 0,38 (15) - 0,23 (09) i 0,05 (02) i 0,65 (26)- 23 1,17 0,15

1,9x 103 40 0,50 (20) i 0,10 (04) i 0,03 (01) i 0,63(25)- 24 1,22 0,20

AC

2,4 x10* 40 0,43 (17) - 0,10 (04) i 0,05 (02) i 0,58 (23)- 20 1,02 0,00

4,8 x10* 40 0,43 (17) - 0,10 (04) i 0,03 (01) i 0,55(22)- 20 1,02 0,00

9,7 x 10* 40 0,45 (18) - 0,08 (03) i 0,03 (01) i 0,55(22)- 19 0,97 -0,05

1,9x 103 40 0,55 (22) i 0,10 (04) i 0,00 (00) i 0,65(26)- 25 1,28 0,26

Foram avaliadas moscas trans-heterozigotas marcadas (mwh / fr®).

aDiagnosticos estatisticos de acordo com Frei e Wirgler (1988): + positivo; i inconclusivo; - negativo. p<0,05 vs. Controle negativo.
® Incluindo manchas simples raras fir°.

¢ Considerando clones mwh simples e de manchas gémeas.

4Frequéncia de formag&o de clones: clones / moscas / 48.800 células (sem correcdo de tamanho).
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Tabela 2. Resumo dos resultados obtidos com o Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) na
progénie trans-heterozigota marcada (MH) e trans-heterozigota balanceada (BH) do cruzamento de alta bioativagdo metabdlica

(HB), apés tratamento com diferentes concentragdes de Tiametoxam (TMX) e Actara® (AC)

Frequéncia de manchas por mosca (numero de
manchas) / diagnédstico estatistico®

Frequéncia de

formacéo de Recombinagdo Mutagéo

Gendtipos e  Numero Manchas Manchas Total de clones/10° células por (%) (%)
tratamentos  de simples simples Manchas Total de manchas  gjyiszo)
(mM) moscas P b P b A mwh ©
pequenas grandes gemeas manchas Observado Controle
(1-2 células) (> 2 células) corrigido
mwhlfir’
C. negativo 40 0,53 (21) 0,03 (01) 0,00 (00) 0,55 (22) 22 1,12
Uretano 10 40 4,80 (192)+ 0,65 (26)+ 0,55 (22) + 6,00 (240) + 208 10,65 9,53 33,90 66,10
TMX
2,4x10* 40 0,43 (17) - 0,08 (03) i 0,08 (03) i 0,58 (23) - 23 1,17 0,05
4,8x10% 40 0,45 (18) - 0,05 (02) i 0,08 (03) i 0,58 (23)- 23 1,17 0,05
9,7 x10* 40 0,78 (31) i 0,10 (04) i 0,03 (01)i 0,90 (36)+ 36 1,84 0,72 75,00 25,00
1,9x 103 40 0,80 (32) i 0,10 (04) i 0,05 (02) i 0,95(38)+ 36 1,84 0,72 55,56 44,44
AC
2,4x10* 40 0,48 (19) - 0,05 (02) i 0,05 (02) i 0,58 (23)- 23 1,17 0,05
4,8x10* 60 0,60 (36) - 0,03 (02) i 0,02 (01) i 0,65(39)- 39 1,33 0,21
9,7 x10* 40 0,85 (34) i 0,18 (07) + 0,00 (00) i 1,03 (41)+ 34 1,74 0,62 25,81 74,19
1,9x 103 40 0,78 (31) i 0,25(10)+ 0,05 (02)i 1,08 (43)+ 42 2,15 1,03 26,22 73,78
mwh/TM3
C. negativo 40 0,43 (17) 0,00 (00) f 0,43 (17) 17 0,87
Uretano 10 40 3,03(121)+ 0,48 (19) + 3,50 (140) + 140 717 6,30
TMX
9,7 x10* 60 0,45 (27) - 0,07 (04) i 0,52 (31) i 31 1,05 0,18
1,9x 1073 60 0,50 (30) i 0,08 (05) i 0,58 (35) i 35 1,19 0,32
AC
9,7 x10* 60 0,63 (38) i 0,02 (01) i 0,65 (39) i 39 1,33 0,46
1,9x10° 40 0,73 (29) i 0,08 (03) i 0,80 (32)+ 32 1,63 0,76
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Foram avaliadas moscas trans-heterozigotas marcadas (mwh / flr®) e trans-heterozigotas balanceadas (mwh/TM3).

@ Diagndsticos estatisticos de acordo com Frei e Wurgler (1988): + positivo; i inconclusivo; - negativo. p<0,05 vs. Controle negativo.

® Incluindo manchas simples raras fir.

¢ Considerando clones mwh simples e de manchas gémeas.

9Frequéncia de formag&o de clones: clones / moscas / 48.800 células (sem correcdo de tamanho).

¢ Calculado como: Recombinagéo = 100 — mutagao. Mutagéo = frequéncia de manchas em moscas BH/ frequéncia de manchas em moscas MH x 100;
célculo de recombinagéo: 100 — mutagcdo; Mutagdo = frequéncia de clones nas moscas da progénie BH/ moscas da progénie MH x 100 (Santos et

al.,1999).
f O balanceador cromossdmico TM3 ndo possui a mutagao flr® e a recombinagéo é suprimida devido as multiplas regiées invertidas neste cromossomo.
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Os resultados referentes a andlise de manchas mutantes nas moscas
descendentes do cruzamento ST, tratadas com diferentes concentracdes de IMI e
PRM estdo apresentados na Tabela 3. As frequéncias de manchas mutantes
observadas nos tratados com IMI nao diferiram significativamente (p>0,05) da
frequéncia de manchas observada no controle negativo, ndo apresentando,
portanto, atividade mutagénica ou recombinogénica. Por outro lado, o PRM foi
capaz de aumentar significativamente (p<0,05) a frequéncia de manchas
mutantes em todas as concentragdes avaliadas, atuando como mutageno direto.

Apo6s metabolizagdo via CYP6A2, IMI nas concentragdes de 2,4 x 10 e 4,8
x 104 mM e PRM, em todas as concentracdes avaliadas, induziram altas
frequéncias de manchas mutantes, diferindo estatisticamente (p<0,05) do controle
negativo (Tabela 4). Assim, esses resultados sugerem que, apos metabolizagao
via CYP6AZ2, tanto IMI quanto PRM séo capazes de induzir instabilidade genética,
levando a formagao de manchas mutantes.

Os resultados da analise dos eventos associados a formagao de manchas
mutantes nas asas de D. melanogaster nos permitem concluir que IMI exerce
atividade mutagénica dependente de metabolismo via citocromo P450 (CYP6A2).
A taxa de mutagao observada nos descendentes do cruzamento HB tratados com
2,4 x 10* e 4,8 x 10* mM foram de 56,59% e 84,92%, respectivamente (Tabela
4).

PRM, nas concentragdes de 1,2 x 104, 2,4 x 10* e 4,8 x 10*mM,
incrementa a frequéncia de manchas mutantes nas moscas descendentes do
cruzamento ST, preferencialmente por eventos recombinogénicos (73,71; 59,20 e
62,44%, respectivamente) (Tabela 3). No entanto, apdés metabolizagdo via
CYP6A2 (cruzamento HB), PRM incrementa manchas mutantes em D.

melanogaster principalmente por eventos mutagénicos (Tabela 4).

24



Tabela 3. Resumo dos resultados obtidos com o Teste para Detec¢do de Mutagdo e Recombinagdo Somatica (SMART) na
progénie trans-heterozigota marcada (MH) e trans-heterozigota balanceada (BH) do cruzamento padrao (ST), apds tratamento

com diferentes concentragdes de Imidacloprido (IMl) e Premier® (PRM)

Frequéncia de manchas por mosca (niumero de
manchas) / diagnéstico estatistico®

Frequéncia de

formacéo de

Recombinagdo Mutagéo

Genodtipos e  Numero Manchas Manchas Total de clones/10° células por (%) ® (%)
tratamentos  de simples simples Manchas Total de manchas  gjyiszo)
(mM) moscas P b P b N mwh °
pequenas grandes gémeas manchas Observado Controle
(1-2 células) (> 2 células) corrigido
mwhlfir?
C. negativo 40 0,43 (17) 0,03 (01) 0.03 (01) 0,48 (19) 19 0,97
Uretano 40 2,18 (87) + 0,25 (10)+ 0.03 (01)i 245(98)+ 93 4,76 3,79 35,36 64,64
IMI
1,2x10% 40 0,38 (15) - 0,08 (03) i 0.00 (00) i 0,45 (18) - 18 0,92 -0.05
2,4x10* 40 0,43 (17) - 0,05 (02) i 0.00 (00) i 0,48 (19) - 17 0,87 -0,10
4,8x10* 40 0,48 (19) i 0,05 (02) i 0.00 (00) i 0,53 (21)- 21 1,07 0,10
9,7 x10* 40 0,38 (15) - 0,05 (02) i 0.03 (01) 0,45 (18) - 17 0,87 -0,10
PRM
1,2x10% 40 0,60 (24) i 0,45(18)+ 0.18(07)+ 1,23(49)+ 49 2,51 1,54 73,71 26,29
2,4x10* 40 0,45 (18) - 0,30 (12) + 0.13 (05)i 0,88 (35)+ 34 1,74 0,77 59,20 40,80
48x10% 40 0,68 (27) i 0,20 (08) + 0.05(02)i 0,93 (37)+ 37 1,89 0,92 62,44 37,56
9,7 x 10 40 0,45 (18) - 0,28 (11)+ 0.08 (03) i 0,80 (32)+ 30 1,53 0,56 47,06 52,94
mwh/TM3
C. negativo 40 0,43 (17) 0,00 (00) f 0,43 (17) 17 0,87
Uretano 10 40 1,43 (57) + 0,20 (08) + 1,63 (65)+ 65 3,32 2,45
PRM
1,2x10* 40 0,30 (12) - 0,03 (01)i 0,33 (13) - 13 0,66 -0,21
2,4x10* 40 0,30 (12) - 0,05 (02) i 0,35 (14) - 14 0,71 -0,16
4,8x10* 40 0,30 (12) - 0,05 (02) i 0,35 (14) - 14 0,71 -0,16
9,7 x 10* 40 0,35 (14) - 0,05 (02) i 0,40 (16) - 16 0,81 - 0,06

25



Foram avaliadas moscas trans-heterozigotas marcadas (mwh / flr®) e trans-heterozigotas balanceadas (mwh/TM3).

aDiagndsticos estatisticos de acordo com Frei e Wiirgler (1988): + positivo; i inconclusivo; - negativo. p<0,05 vs. Controle negativo.

b Incluindo manchas simples raras fir°.

¢ Considerando clones mwh simples e de manchas gémeas.

4Frequéncia de formag&o de clones: clones / moscas / 48.800 células (sem corregdo de tamanho).

¢ Calculado como: Recombinagédo = 100 — mutacao. Mutagao = frequéncia de manchas em moscas BH/ frequéncia de manchas em moscas MH x 100;
célculo de recombinagédo: 100 — mutagédo; Mutagdo = frequéncia de clones nas moscas da progénie BH/ moscas da progénie MH x 100 (Santos et

al.,1999).
f O balanceador cromossémico TM3 ndo possui a mutagéo flr* e a recombinagdo é suprimida devido as multiplas regides invertidas neste cromossomo.
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Tabela 4. Resumo dos resultados obtidos com o Teste para Detecgao de Mutagao e Recombinagdo Somatica (SMART) na
progénie trans-heterozigota marcada (MH) e trans-heterozigota balanceada (BH) do cruzamento de alta bioativagdo metabdlica

(HB), apés tratamento com diferentes concentragdes de Imidacloprido (IMIl) e Premier® (PRM)

Frequéncia de manchas por mosca (numero de manchas) / Frequéncia de

diagndstico estatistico?®

formacao de Recombinagdo Mutagao

Genstipose "' Manchas  Manchas Total e clones/10° células por (%) ® (%)
tratamentos simples simples Manchas Total de c divis&o) ¢
moscas b b N mwh

pequenas grandes gémeas manchas Observado Controle

(1-2 células) (> 2 células) corrigido
mwhlfir?
C. negativo 40 0,50 (20) 0,03 (01) 0,05 (02) 0,58 (23) 21 1,07
Uretano 10 40 11,0 (440)+ 1,28(51)+ 1,63(61)+ 13,80 (552) + 505 25,87 24,80 29,73 70,27
IMI
1,2x10% 40 0,53 (21) - 0,03 (01)i 0,00 (00) i 0,55 (22) - 22 1,12 0,05
2,4x10% 40 0,90 (36) + 0,25 (10) + 0,03 (01)i 1,18 (47) + 46 2,35 1,28 43,41 56,59
48x10% 40 0,85 (34) + 0,10 (04) i 0,03 (01) i 0,98 (39) + 39 1,99 0,92 15,08 84,92
9,7 x 10 40 0,58 (23) - 0,03 (01)i 0,05 (02) i 0,65 (26) - 26 1,33 0,26
PRM
1,2x10% 40 0,65 (26) i 0,53 (21)+ 0,05(02)i 1,23 (49) + 48 2,45 1,38 31,03 68,97
2,4x10% 40 0,63 (25) i 0,40 (16) + 0,10 (04)i 1,13 (45) + 42 2,15 1,08 35,82 64,18
48x10% 40 0,80 (32) i 0,25 (10)+ 0,05 (02) i 1,10 (44) + 41 2,10 1,03 17,15 82,85
9,7 x 10 40 0,68 (27) i 0,25(10)+ 0,10 (04)i 1,03 (41) + 41 2,10 1,03 05,24 94,76
mwh/TM3
C. negativo 40 0,45 (18) 0,03 (01) f 0,48 (19) 19 0,97
Uretano 10 40 7,93 (317)+ 0,95 (38) + 8,88 (355) + 355 18,18 17,21
IMI
2,4x10% 40 0,65 (26) i 0,00 (00) i 0,65 (26) i 26 1,33 0,36
48x10* 40 0,80 (32) + 0,03 (01)i 0,83 (33) + 33 1,69 0,72
PRM
1,2x10% 40 0,75 (30) i 0,08 (03) i 0,83 (33) + 33 1,69 0,72
2,4x10% 40 0,68 (27) i 0,00 (00) i 0,68 (27) i 27 1,38 0,41
48x10* 40 0,83 (33) + 0,03 (01) i 0,85 (34) + 34 1,74 0,77
9,7 x 10 40 0,90 (36) + 0,08 (03) i 0,98 (39) + 39 1,99 1,02

Foram avaliadas moscas trans-heterozigotas marcadas (mwh / flr®) e trans-heterozigotas balanceadas (mwh/TM3).

27



aDiagnosticos estatisticos de acordo com Frei e Wiirgler (1988): + positivo; i inconclusivo; - negativo. p<0,05 vs. Controle negativo.

® Incluindo manchas simples raras fir°.

¢ Considerando clones mwh simples e de manchas gémeas.

4Frequéncia de formag&o de clones: clones / moscas / 48.800 células (sem corregdo de tamanho).

¢ Calculado como: Recombinagao = 100 — mutagao. Mutagao = frequéncia de manchas em moscas BH/ frequéncia de manchas em moscas MH x 100;
calculo de recombinagdo: 100 — mutagao; Mutagdo = frequéncia de clones nas moscas da progénie BH/ moscas da progénie MH x 100 (Santos et
al.,1999).

fO balanceador cromossémico TM3 ndo possui a mutagéo flr* e a recombinagdo é suprimida devido as mdltiplas regides invertidas neste cromossomo.
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Os resultados referentes a analise de manchas mutantes em moscas
descendentes do cruzamento ST, tratadas com ACP e MOP (Tabela 5) foram
semelhantes aos resultados observados em moscas tratadas com TMX e AC
(Tabela 1). Nenhuma das concentragbes avaliadas diferiu estatisticamente
(p>0,05) do controle negativo, demonstrando auséncia de efeitos mutagénicos ou
recombinogénicos.

Por outro lado, um aumento estatisticamente significativo (p<0,05) na
frequéncia de manchas mutantes fora observado em moscas tratadas com ACP e
MOP apds metabolizagdo via CYP6A2 (Tabela 6). ACP diferiu estatisticamente
(p<0,05) na frequéncia de manchas mutantes nas concentragbes de 1,9 x 10-3; 3,9
x 103 7,8 x 10°% e 1,5 x 102 mM, quando comparado as moscas do controle
negativo. MOP apresentou efeito mutagénico estatisticamente significativo nas
menores concentragdes avaliadas (1,9 x103 e 3,9 x 103 mM).

A analise da prole BH nos permitiu concluir que ACP, apds metabolizacao
via CYPG6A2, causa danos no material genético de D. melanogaster
principalmente por eventos recombinogénicos, enquanto MOP causa danos por
eventos mutagénicos (Tabela 6). A taxa de recombinagdo nas moscas
descendentes do cruzamento HB, tratadas com ACP foi de 66,31; 76,12; 100 e
79,23% nas concentragdes de 9 x 103; 3,9 x 103, 7,8 x 108 e 1,5 x 1072
respectivamente. Os resultados positivos para a frequéncia total de manchas
mutantes nas moscas tratadas com MOP devido a eventos mutagénicos foram de
86,11 e 100% para as concentragdes de 1,9 e 3,9 x 10> mM.

No presente trabalho, as moscas pertencentes aos controles negativo
(dgua ultrapura) e positivo (uretano a 10 mM) responderam fielmente de acordo
com os resultados esperados para frequéncia de manchas mutantes no SMART.
Uretano a 10 mM induziu frequéncia total de manchas mutantes de 2,53 (Tabelas
1 e 5) e 245 (Tabela 3) em moscas pertencentes a prole MH (ST) e 2,40
(Tabelas 2 e 6) e 13,80 (Tabela 4) (HB). Todas as categorias de manchas
mutantes (simples pequenas, simples grandes e gémeas) diferiram

estatisticamente (p<0,05) do controle negativo (Tabelas 1- 6).
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Tabela 5. Resumo dos resultados obtidos com o Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) na

progénie trans-heterozigoto marcado (MH) do cruzamento padrdo (ST), apds tratamento com diferentes concentragbes de

Acetamiprido (ACP) e Mospilan® (PRM)

Frequéncia de manchas por mosca (numero de manchas); diagnéstico
estatisitico®

Frequéncia de formacéo de
clones/10° células por divisao®

- Manchas

Gendtipos e .

tratamentos Numero de Manchas simples  Manchas simples com

(mM) moscas Méamn:f;zs ;:rllc;:hecs Observado Controle
(1-2 células)® (> 2 células)® 9 corrigido

mwhlfir’

C. negativo 40 0,00 (00) 18 0,92

URE 40 0,20 (08) + 2,53 (101) + 87 4,45 3,53

ACP

1,9x 103 40 0,00 (00) i 17 0,87 -0,05

39x10°% 40 0,00 (00) i 21 1,07 0,15

7,8x103 40 0,08 (03) i 19 0,97 0,05

1,5 x 1072 40 0,00 (00) i 18 0,92 0,00

MOP

1,9x 103 40 0,05 (02) i 15 0,76 -0,16

39x10°% 40 0,03 (01)i 15 0,76 -0,16

7,8x103 40 0,03 (01) i 16 0,81 - 0,11

1,5x 1072 40 0,00 (00) i 17 0,87 - 0,05

Foram avaliadas moscas trans-heterozigotas marcadas (mwh / flr®).

aDiagnosticos estatisticos de acordo com Frei e Wiirgler (1988): + positivo; i inconclusivo; - negativo. p<0,05 vs. Controle negativo.
® Incluindo manchas simples raras fir°.

¢ Considerando clones mwh simples e de manchas gémeas.

4Frequéncia de formac&o de clones: clones / moscas / 48.800 células (sem correcdo de tamanho).
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Tabela 6. Resumo dos resultados obtidos com o Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recombinagdo Somatica (SMART) na
progénie trans-heterozigota marcada (MH) e trans-heterozigota balanceada (BH) do cruzamento de alta bioativagdo metabdlica

(HB), apds tratamento com diferentes concentragdes de Acetamiprido (ACP) e Mospilan® (MOP)

Frequéncia de manchas por mosca (nimero de manchas) /
diagndstico estatistico®

Frequéncia de

formacéo de Recombinagdo Mutagéo

Gendtipos e  Numero Manchas Manchas Total de  (|ones/105 células por (%) ® (%)
tratamentos  de simples simples Manchas Total de manchas iy iszo) 9
(mM) moscas P b P b A mwh ©
pequenas grandes gemeas manchas Observado Controle
(1-2 células) (> 2 células) corrigido
mwhlfir’
C. negativo 40 0,45 (18) 0,03 (01) 0,03 (01) 0,50 (20) 20 1,02
Uretano 10 40 4,80 (192)+ 0,65(26)+ 0,55(22)+ 6,00 (240)+ 208 10,65 9,63 33,96 66,04
ACP
1,9x 103 40 0,80 (32) + 0,10 (04) i 0,05 (02) i 0,95 (38) + 38 1,94 0,92 66,31 33,69
3,9x10° 40 0,70 (28) i 0,13 (05) i 0,08 (03) i 0,90 (36) + 33 1,69 0,67 76,12 23,88
7,8x103 40 0,78 (31) + 0,10 (04) i 0,03 (01)i 0,90 (36) + 31 1,58 0,56 100,0 00,00
1,5x 1072 40 0,85 (34) + 0,10 (04) i 0,00 (00) i 0,95 (38) + 35 1,79 0,77 79,23 20,77
MOP
1,9x 103 40 0,73 (29) + 0,10 (04) i 0,03 (01)i 0,85 (34) + 34 1,74 0,72 13,89 86,11
3,9x10° 40 0,78 (31) + 0,10 (04) i 0,03 (01)i 0,90 (36) + 34 1,74 0,72 00,00 100,0
7,8x 103 40 0,43 (17) - 0,03 (01) i 0,03 (01)i 0,48 (19) - 14 0,71 - 0,31
1,5x 1072 40 0,45 (18) - 0,08 (03) i 0,00 (00) i 0,53 (21) - 18 0,92 -0,10
mwh/TM3 f
C. negativo 40 0,38 (15) 0,03 (01) 0,40 (16) 16 0,81
Uretano 10 40 3,03 (121)+ 0,48 (19) + 3,50 (140) + 140 717 6,36
ACP
1,9x 103 0,48 (19) i 0,08 (03) i 0,55 (22) | 22 1,12 0,31
3,9x103 40 0,38 (15) - 0,10 (04) i 0,48 (19) i 19 0,97 0,16
7,8x 103 40 0,38 (15) - 0,03 (01) i 0,40 (16) - 16 0,81 0,00
1,5x 1072 40 0,48 (19) i 0,00 (00) i 0,48 (19) i 19 0,97 0,16
MOP
1,9x 1073 40 0,70 (28) + 0,00 (00) i 0,70 (28) + 28 1,43 0,62
3,9x10° 40 0,70 (28) + 0,05 (02) i 0,75 (30) + 30 1,53 0,72
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Foram avaliadas moscas trans-heterozigotas marcadas (mwh / flr®) e trans-heterozigotas balanceadas (mwh/TM3).

@ Diagndsticos estatisticos de acordo com Frei e Wurgler (1988): + positivo; i inconclusivo; - negativo. p<0,05 vs. Controle negativo.

® Incluindo manchas simples raras fir.

¢ Considerando clones mwh simples e de manchas gémeas.

9Frequéncia de formag&o de clones: clones / moscas / 48.800 células (sem corregdo de tamanho).

¢ Calculado como: Recombinagédo = 100 — mutacao. Mutagao = frequéncia de manchas em moscas BH/ frequéncia de manchas em moscas MH x 100;
célculo de recombinagéo: 100 — mutagdo; Mutagdo = frequéncia de clones nas moscas da progénie BH/ moscas da progénie MH x 100 (Santos et

al.,1999).
f O balanceador cromossdmico TM3 ndo possui a mutagao flr* e a recombinagdo é suprimida devido as mdltiplas regides invertidas neste cromossomo.
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A Figura 5 apresenta diferentes tipos de manchas mutantes observadas
em moscas tratadas com diferentes concentragdes dos inseticidas

neonicotindides avaliados neste trabalho.

FE LA
A A
fAA\AM

Figura 5. Manchas mutantes observadas em D. melanogaster tratadas com

diferentes concentracdes de inseticidas neonicotindides. A: Mancha mutante
simples pequena (1-2 ceélulas) do tipo multiple wing hairs; B: Mancha mutante
simples grande (>2 células) do tipo multiple wing hairs; C: Mancha simples mutante
grande do tipo flare; D: Mancha gémea (pelos multiple wing hairs e flare).
Aumento de 400X.
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A cinética da indugédo de manchas mutantes (mecanismo tardio ou precoce
de inducado) foi avaliada de acordo com a analise do tamanho das manchas
mutantes, sendo estas classificadas em classes (1, 2, 3, 4, 5, etc), sendo que a
mancha mutante de classe 1 possui apenas uma célula com 1 tricoma alterado
(multiple wing hair ou flare); as manchas de classe 2 possuem de 2 a 3 tricomas
alterados; manchas de classe 3 possuem de 4 a 8 células com tricomas alterados;
manchas de classe 4 possuem de 9 a 16 células com tricomas alterados, e assim
por diante (Figuras 6 - 8).

Como apresentado na Figura 6, a maioria das manchas mutantes
observadas em D. melanogaster descendentes dos cruzamentos ST (Figura 6 A
e B) ou HB (Figura 6 C e D) tratadas com diferentes concentragdes de TMX e AC
foram do tipo simples pequenas (classes 1 e 2).

Resultados similares foram observados em moscas descendentes dos
cruzamentos ST e HB tratadas com diferentes concentracées de IMI (Figura 7 A
e C), sendo, portanto, observado maior frequéncia de manchas mutantes
distribuidas entre as classes 1 e 2. No entanto, em moscas descendentes dos
cruzamentos ST e HB, tratadas com diferentes concentragdes de PRM foi
constatado maior heterogeneidade na distribuicido de manchas, sendo observado
um acréscimo nas manchas simples grandes (Classe = 3) (Figura 7 B e D).

Em moscas tratadas com ACP e MOP foi observado maior homogeneidade
nos resultados, sendo que a maioria das manchas mutantes observadas foram
classificadas como pertencentes as classes 1 e 2, tanto no cruzamento ST
(Figura 8A e B) quanto no cruzamento HB (Figura 8C e D).

Em todas as analises do controle positivo (URE 10 mM) foi observado
maior frequéncia de manchas mutantes pequenas simples, pertencentes as
classes 1 e 2. Vale destacar que, apés metabolizagado via CYP6A2, URE induz
maior frequéncia de manchas mutantes, demonstrando a a¢ao potencializadora

de URE apés atividade metabdlica (Figuras 6 a 8).
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Figura 6. Distribuicdo de manchas mutantes de acordo com as classes nos

individuos dos cruzamentos ST e HB em D. melanogaster tratadas com diferentes
concentragcdes de Tiametoxam (TMX) (6A e C) e Actara® (AC) (6B e D). CN:

Controle negativo;

CP: Controle positivo

(Uretano 10 mM).

As classes

representam o numero de tricomas (mwh ou fIr’) encontrados em cada mancha

mutante nas asas de D. melanogaster.

35




8T b
140 140
190 120
100 e
% BO
B0 ! ’ i
_ a4
= - ’-’- ‘.’ :'£ 40 .—-- -’_r -— 'I-I‘E-
© s TEG | 8 T
20 — _.35.1:{‘. n _-—f = - o
o —"1% ¢ & P S O
F 1_.5:" R #*19;}. ‘,_1..‘;&‘ "
T ok L RS
o ot b @ ¢
C D
HB Ackmin da 140
140 140
120 120
100 100
B BO
60 PP |
40 R & _145 P
- - g
20 i — — .'ji-M Eﬂ
0 — 12‘2 0
& .‘Icr.F .'U. .|nr1' .;a" >

Figura 7. Distribuicdo de manchas mutantes de acordo com as classes nos
individuos dos cruzamentos ST e HB em D. melanogaster tratadas com diferentes
concentragdes de Imidacloprido (IMI) (7A e C) e Premier® (PRM) (7B e D). CN:
Controle negativo; CP: Controle positivo (Uretano 10 mM). As classes
representam o numero de tricomas (mwh ou fiIr’) encontrados em cada mancha

mutante nas asas de D. melanogaster.
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Figura 8. Distribuicdo de manchas mutantes de acordo com as classes nos
individuos dos cruzamentos ST e HB em D. melanogaster tratadas com diferentes
concentragbes de Acetamiprido (ACP) (8A e C) e Mospilan® (MOP) (8B e 8D).
CN: Controle negativo; CP: Controle positivo (Uretano 10 mM). As classes
representam o numero de tricomas (mwh ou fir’) encontrados em cada mancha

mutante nas asas de D. melanogaster.
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Para compreender a toxicogenética dos inseticidas neonicotindides TMX,
AC, IMI, PRM, ACP e MOP, bem como a influéncia dos ingredientes inertes sobre
a toxicidade, mutagenicidade e recombinogenicidade dos ingredientes ativos
TMX, IMI e ACP, foram comparados os efeitos toxicoldégicos dos ingredientes
ativos com os danos gerados pelos produtos formulados. Os resultados estédo
apresentados nas Figuras 9 a 11.

A analise dos resultados de toxicidade (sobrevivéncia), mutagenicidade e
recombinogenicidade observados e moscas descendentes do cruzamento HB,
tratadas com TMX, mostram que, na concentragdo de 9,7 x 10 mM, uma alta
taxa de recombinacgao (75%) é observada, paralelo a uma baixa taxa de mutagao
(25%) (Figura 9A). A medida que se aumenta a concentragéo de TMX para 1,9 x
10 mM é observado um decréscimo na taxa de recombinagao (55,56%) paralelo
ao aumento na taxa de mutacéo (44,44%). A taxa de mortalidade aumenta com o
aumento da concentragao de TMX.

Embora os resultados de toxicidade observados nas moscas descendentes
do cruzamento HB, tratadas com diferentes concentracdes de AC (Figura 9 B),
sejam semelhantes aqueles observados nas moscas expostas ao TMX (Figura 9
A), os resultados referentes as taxas de mutagao e recombinagao sao diferentes.
As taxas de mutagdo e recombinagdo em D. melanogaster expostas a 9,7 x 10* e
1,9 x 103 de AC permaneceram constantes, sendo observadas elevadas taxas de
mutacédo (74,19 e 73,78%, respectivamente) e baixas taxas de recombinacéo
(25,81 e 26,22%, respectivamente), resultados que diferem do observado em

moscas tratadas com TMX.

38



HE

3

- Sgbhreveencia

B
=1
I

¥alores em poroentagen (Ya)
@ =
T T _f

& Recombinagio
& Mimscho
21
T T T Y r—
» .'\.-'L 1-\-
_\:\. ’ o
..'5' = _.._-...
a S &+ i
{'I‘\ A =Y e
Inseticula - concentmizio fmMhdh
HBE

100
T
'
= B0
= "
=
£
g 60
=
-
E Al = SODfCYRUT
[ 4 Mt
E -— —a o= [ ocoanhingg o
5 4
=
-

bseticuln - comeeitndn (mM)

Figura 9. Comparacéo entre a taxa de sobrevivéncia, mutagdo e recombinagao
em D. melanogaster descendentes do cruzamento HB, tratadas com diferentes
concentragdes de Tiametoxam (TMX) (A) e Actara (AC) (B).

Neste estudo, o PRM foi o unico inseticida capaz de induzir manchas
mutantes em moscas com niveis basais de CYP6A2. Portanto, a toxicocinética do
PRM foi avaliada tanto em moscas descendentes do cruzamento ST, quanto do
HB. A Figura 10 A mostra que o PRM induziu manchas mutantes
preferencialmente por eventos de recombinacédo. No entanto, com o aumento da
concentragdo do PRM de 1,2 x 10+ para 2,4 x 10* mM a taxa de recombinacéo
apresentou decréscimo (de 73,71 para 59,20%), paralelo ao aumento na taxa de

mutacdo (de 26,29 para 40,80%). As taxas de recombinagdo e mutagao
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mantiveram-se estaveis da concentragéo de 2,4 x 10-* até a concentragdo de 4,8 x
104 mM. Na maior concentragdo avaliada (9,7 x 10 mM) foi observado uma
reducdo na taxa de recombinagdo (47,06%) e aumento na taxa de mutagao
(52,94%). A sobrevivéncia manteve-se estavel entre as concentragdes de 1,2 x
104 mM a 4,8 x 10* mM (80,85 e 85%, respectivamente), caindo para 75% na
concentragéo de 9,7 x 104 mM.

As moscas oriundas do cruzamento HB, tratadas com IMI (Figura 10 B) e
PRM (Figura 10 C), apresentaram baixas taxas de recombinagdo, quando
comparadas as taxas de mutagéo.

Moscas tratadas com 2,4 x 10* mM de IMI apresentaram 43,41% de
recombinacdo e 56,59% de mutacdo (Figura 10 B). Seguindo o fator de
concentragdo/diluigdo, a préxima concentragéo (4,8 x 104 mM) induziu 15,08% de
recombinacado e 84,92% de mutacido, sendo, portanto, evidente a tendéncia de
reducao da taxa de recombinagdo, com aumento da concentragao do inseticida. A
taxa de sobrevivéncia foi inversamente proporcional a taxa de mutacgéao.

Em moscas tratadas com 1,2 x 10 mM e 2,4 x 10* mM de PRM, foi
observado redugdo na taxa de mutagdo (de 68,97 para 64,97%), paralelo ao
aumento na taxa de recombinagao (de 31,03 para 35,82%) (Figura 10 C). Nas
concentragbes acima de 2,4 x 10*% mM houve redugdo brusca na taxa de
recombinagado e aumento na taxa de mutagao. Com aumento da taxa de mutagao,

diminuiu a taxa de sobrevivéncia (44,00%).
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Figura 10. Comparacao entre a taxa de sobrevivéncia, mutagdo e recombinagao
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Em moscas descendentes do cruzamento HB expostas ao ACP foi
observado uma tendéncia no aumento da taxa de recombinacdo nas
concentragdes de 1,9 x 10 mM (66,31%); 3,9 x 10* mM (76,12%) e 7,8 x 1073
mM (100,00%) (Figura 11 A), paralelo a uma redugcdo na taxa de mutacao,
nessas mesmas concentragdes. Na maior concentracéo avaliada (1,5 x 102 mM)
foi observado um aumento na taxa de mutagdo (20,77%) e um decréscimo na
taxa de recombinacgéo (79,23%), quando comparado as frequéncias observadas
na concentragdo de 7,8 x 103 mM. Além disso, foi constatado aumento na taxa de
mortalidade de D. melanogaster diretamente proporcional ao aumento da

concentracao de ACP.

Em moscas tratadas com MOP nas concentragdes de 1,9 x 10 mM e 3,9 x
10 mM foi observado a redugdo da taxa de recombinagdo (de 13,89 % para
0,00%) e aumento na taxa de mutacéo (de 86,11 % para 100 %) (Figura 11 B).

Os resultados observados em moscas tratadas com TMX (Figura 9 A) IMI,
PRM (Figura 10 B e C) e ACP (Figura 11 A) s&o similares, sendo observado
reducdo na taxa de recombinagdo nas maiores concentragdes avaliadas. Além
disso, os produtos formulados AC (Figura 9 B), PRM (Figura 10 C) e MOP
(Figura 11 B) apresentaram baixas taxas de recombinagcdo nas concentragdes

avaliadas.
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Figura 11. Comparacao entre a taxa de sobrevivéncia, mutagdo e recombinagao
em D. melanogaster descendentes do cruzamento HB, tratadas com diferentes
concentragdes de Acetamiprido (ACP) (A) e Mospilan (MOP) (B).
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4.2. Teste para deteccao de tumores epiteliais em células somaticas de D.
melanogaster (Epithelial Tumor Test - ETT)
4.2.1. Toxicidade

No presente trabalho foi verificada, também, a toxicidade dos inseticidas
neonicotindides em moscas descendentes do cruzamento entre machos
mwh/mwh com fémeas wits/TM3, Sb'.

TMX e AC apresentaram toxicidade significativa (p < 0,05) para as moscas

tratadas com as concentragdes de 9,7 x 10* e 1,9 x 103 mM (Figura 12).
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Figura 12. Taxa de sobrevivéncia em D. melanogaster descendentes do
cruzamento entre machos mwh/mwh e fémeas wts/TM3, Sb’, expostas a
diferentes concentragbes de Tiametoxam (TMX) e Actara® (AC). CN: Controle
negativo (agua ultrapura); CP: Controle positivo (Mitomicina C 0,1 mM).

* Diferenga estatisticamente significativa comparada ao controle negativo, de

acordo com o teste do Chi- quadrado para razées de amostras independentes.
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IMI e PRM foram téxicos (p<0,05) apenas na concentragdo de 1,9 x 1073
mM (Figura 13).
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Figura 13.

cruzamento

Taxa de sobrevivéncia em D. melanogaster descendentes do

entre machos mwh/mwh e fémeas wts/TM3, Sb’, expostas a

diferentes concentragdes de Imidacloprido (IMI) e Premier® (PRM). CN: Controle

negativo (agua ultrapura); CP: Controle positivo (Mitomicina C 0,1 mM).

* Diferenga estatisticamente significativa comparada ao controle negativo, de

acordo com o teste do Chi- quadrado para razdes de amostras independentes.
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O inseticida ACP foi toxico (p<0,05) apenas na concentragdo de 3 x 102
mM, enquanto que o produto formulado MOP foi toxico nas concentragdes de 7,8
x 103, 1,5x 102 e 3 x 102 mM (Figura 14).
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Figura 14. Taxa de sobrevivéncia em D. melanogaster descendentes do
cruzamento entre machos mwh/mwh e fémeas wts/TM3, Sb’, expostas a
diferentes concentracbes de Acetamiprido (ACP) e Mospilan® (MOP). CN:
Controle negativo (agua ultrapura); CP: Controle positivo (Mitomicina C 0,1 mM).

* Diferenca estatisticamente significativa comparada ao controle negativo, de

acordo com o teste do Chi- quadrado para razdes de amostras independentes.

Os resultados de toxicidade desses inseticidas neonicotindides observados
em moscas descendentes do cruzamento entre machos mwh/mwh com fémeas
wts/TM3, Sb’ sdo concordantes com os resultados observados no SMART
(cruzamentos ST e HB), onde também foi possivel verificar maior toxicidade do

produto formulado, quando comparado com o ingrediente ativo.
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4.2.2. Avaliacao de tumores epiteliais

No presente trabalho, TMX, AC, IMI, PRM, ACP e MOP foram avaliados
quanto a capacidade de induzir tumores epiteliais em descendentes de D.
melanogaster provenientes do cruzamento entre machos mwh/mwh com fémeas
virgens wts/TM3,Sb’. As concentragbes utilizadas foram determinadas com base
nos ensaios de sobrevivéncia. Foram selecionadas apenas concentragbes
subletais.

TMX e AC nao foram capazes de induzir aumento na frequéncia de
tumores em nenhuma das concentragdes avaliadas (p>0,05), quando comparado
com o controle negativo (Tabela 7), demonstrando, portanto, auséncia de efeito
carcinogénico em D. melanogaster.

IMI ndo apresentou efeito carcinogénico em D. melanogaster. No entanto,
PRM nas concentragbes de 2,4; 4,8 e 9,7 x 10* mM induziram a perda da
heterozigose do marcador wits demonstrando, portanto, potencial carcinogénico
(Tabela 8).

Resultados negativos para carcinogenicidade também foram observados

nas moscas tratadas com diferentes concentragdes de ACP e MOP (Tabela 9).
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Tabela 7. Frequéncia de clones de tumores epitheliais observados em descendentes heterozigotos para o gene

supressor de tumor wts em D. melanogaster, tratadas com diferentes concentragdes de Tiametoxam (TMX) e Actara® (AC)

Frequéncia de tumores analisados (total de tumores)

Frequéncia de

Tratamento Numero de tumores/mosca
(mM) individuos Olhos Cabecga Asas Corpo Pernas Hallters (Total)
Controle negativo 200 0,005 (01) 0,005 (01) 0,030 (06) 0,050 (10) 0,015 (03) 0,000 (00) 0,105 (21)
MMC 0,1 150 0,140 (21)* 0,120 (18)* 2,233 (335)* 0,666 (100)* 0,233 (35)* 0,053 (08)* 2,585 (517)*
TMX

2,4 x10* 200 0,015 (03) 0,020 (04) 0,035 (07) 0,045 (09) 0,005 (01) 0,005 (01) 0,125 (25)
4,8 x 10 200 0,000 (00) 0,010 (02) 0,025 (05) 0,070 (14) 0,010 (02) 0,010 (02) 0,145 (25)
9,7 x 10 200 0,020 (04) 0,000 (00) 0,045 (09) 0,055 (11) 0,015 (03) 0,000 (00) 0,135 (27)
1,9x 103 200 0,010 (02) 0,000 (00) 0,025 (05) 0,060 (12) 0,020 (04) 0,005 (01) 0,120 (24)
AC

2,4 x10* 200 0,005 (01) 0,015 (03) 0,050 (10) 0,035 (07) 0,025 (05) 0,000 (00) 0,130 (26)
4,8 x10* 200 0,010 (02) 0,010 (02) 0,050 (10) 0,045 (09) 0,015 (03) 0,005 (01) 0,135 (27)
9,7 x 10 200 0,000 (00) 0,000 (00) 0,020 (04) 0,060 (12) 0,010 (02) 0,005 (01) 0,095 (19)
1,9x 103 200 0,015 (03) 0,010 (02) 0,040 (08) 0,055 (11) 0,015 (03) 0,000 (00) 0,135 (27)

Diagnostico estatistico de acordo com o Teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia (p<0,05).
MMC: Mitomicina C (Controle positivo); TMX: Tiametoxam; AC: Actara®.

* Valores considerados estatisticamente diferentes do controle negativo.
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Tabela 8. Frequéncia de clones de tumores epitheliais observados em descendentes heterozigotos para o gene supressor de

tumor wits em D. melanogaster, tratadas com diferentes concentragdes de Imidacloprido (IMl) e Premier® (PRM)

Frequéncia de tumores analisados (total de tumores)

Frequéncia de

Tratamento Numero de tumores/mosca
(mM) individuos Olhos Cabecga Asas Corpo Pernas Hallters (Total)
Controle negativo 200 0,015 (03) 0,000 (00) 0,025 (05) 0,090 (18) 0,035 (07) 0,000 (00) 0,165 (33)
MMC 0,1 170 0,205 (35)* 0,164 (28)* 1,441 (245)* 0,776 (132)* 0,252 (43)* 0,047 (08)* 2,888 (491)*
IMI

1,2x 10 200 0,000 (00) 0,005 (01) 0,025 (05) 0,070 (14) 0,040 (08) 0,010 (02) 0,150 (30)
2,4 x10* 200 0,005 (01) 0,005 (01) 0,035 (07) 0,085 (17) 0,045 (09) 0,005 (01) 0,180 (36)
4,8 x 10 200 0,000 (00) 0,010 (02) 0,020 (04) 0,105 (21) 0,020 (04) 0,005 (01) 0,160 (32)
9,7 x 10* 200 0,010 (02) 0,005 (01) 0,025 (05) 0,095 (19) 0,030 (06) 0,000 (00) 0,165 (33)
PRM

1,2x 10 200 0,015 (03) 0,015 (03) 0,020 (04) 0,100 (20) 0,020 (04) 0,015 (03) 0,185 (37)
2,4 x10* 200 0,045 (09) 0,035 (07)* 0,040 (08) 0,120 (24) 0,050 (10) 0,005 (01) 0,295 (59)*
4,8 x 10 200 0,030 (06) 0,030 (06)* 0,075 (15) 0,125 (25) 0,030 (06) 0,015 (03) 0,305 (61)*
9,7 x 10* 200 0,040 (08) 0,025 (05)* 0,045 (09) 0,110 (22) 0,050 (10) 0,020 (04) 0,290 (58)*

Diagndstico estatistico de acordo com o Teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia (p<0,05).
MMC: Mitomicina C (Controle positivo); TMX: Tiametoxam; AC: Actara®.

* Valores considerados estatisticamente diferentes do controle negativo.
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Tabela 9. Frequéncia de clones de tumores epitheliais observados em descendentes heterozigotos para o gene supressor de

tumor wits em D. melanogaster, tratadas com diferentes concentragdes de Acetamiprido (ACP) e Mospilan® (MOP)

Frequéncia de tumores analisados (total de tumores)

Frequéncia de

Tratamento Numero de tumores/mosca
(mM) individuos Olhos Cabecga Asas Corpo Pernas Hallters (Total)
Negative control 200 0,005 (01) 0,005 (01) 0,020 (04) 0,125 (25) 0,010 (02) 0,000 (00) 0,165 (33)
MMC 0,1 130 0,138 (18)* 0,115 (15)* 2,138 (278)* 0,823 (107)* 0,300 (39)* 0,046 (06)* 3,561 (463)*
ACP

1,9x 103 200 0,015 (03) 0,010 (02) 0,030 (06) 0,110 (22) 0,015 (03) 0,005 (01) 0,185 (37)
3,9x10% 200 0,010 (02) 0,000 (00) 0,025 (05) 0,140 (28) 0,010 (02) 0,000 (00) 0,185 (37)
7,8x103 200 0,005 (01) 0,015 (03) 0,030 (06) 0,120 (24) 0,000 (00) 0,005 (01) 0,175 (35)
1,5 x 102 200 0,000 (00) 0,005 (01) 0,035 (07) 0,120 (24) 0,010 (02) 0,000 (00) 0,170 (34)
MOP

1,9x 103 200 0,010 (02) 0,015 (03) 0,005 (01) 0,125 (25) 0,005 (01) 0,000 (00) 0,160 (32)
3,9x10% 200 0,000 (00) 0,000 (00) 0,030 (06) 0,135 (27) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,165 (33)
7,8x103 200 0,010 (02) 0,005 (01) 0,025 (05) 0,11 (22) 0,015 (03) 0,005 (01) 0,170 (34)
1,5 x 102 200 0,005 (01) 0,010 (02) 0,015 (03) 0,120 (24) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,150 (30)

Diagndstico estatistico de acordo com o Teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia (p<0,05).
MMC: Mitomicina C (Controle positivo); TMX: Tiametoxam; AC: Actara®.

* Valores considerados estatisticamente diferentes do controle negativo.
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A Figura 15 apresenta imagens de D. melanogaster descendentes do
cruzamento entre machos mwh/mwh e fémeas virgens da linhagem wts/TM3, Sb,

expressando diferentes tipos de tumores epiteliais.

Figura 15. D. melanogaster descendentes do cruzamento entre machos
mwh/mwh e fémeas virgens da linhagem wts/TM3, Sh’, expressando tumores
epiteliais. Tumor na cabecga (A), Olho (B), No térax (C), Asas (D), Pernas (E) e
Halter (F).
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5. Discussao

No presente trabalho, foram avaliadas a toxicidade e a acdo mutagénica,
recombinogénica e carcinogénica dos inseticidas neonicotinéides TMX, IMI e
ACP, assim como dos seus respectivos produtos formulados AC, PRM e MOP,
por meio do Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recombinagdo Somatica
(Somatic Mutation and Recombination Test - SMART) e do Teste para Detecgao
de Tumores Epiteliais (EpitheliaL Tumor test - ETT), ambos em células somaticas
de D. melanogaster.

A escolha destes inseticidas esta diretamente associada a sua ampla
utilizacdo no sistema agricola, sendo, atualmente, os inseticidas neurotdxicos
mais utilizados no controle de insetos pragas (Sparks e Nauen, 2015).

Os resultados referentes a toxicidade de TMX e AC em moscas
descendentes do cruzamento ST (Figura 2 A), mostram que o ingrediente ativo e
o produto formulado apresentam toxicidade significativa nas mesmas
concentragcbes avaliadas. No entanto, os resultados mostram que AC exerce
maior toxicidade em D. melanogaster, quando comparado ao ingrediente ativo
declarado — TMX. Resultados similares foram observados nas moscas
descendentes do cruzamento HB tratadas com TMX e AC (Figura 2 B).

Em moscas descendentes do cruzamento ST (Figura 3 A) e HB (Figura 3
B) tratadas com diferentes concentragdes de IMI e PRM, também foi observado
maior toxicidade dos produtos formulados, em relagdo ao ingrediente ativo
declarado.

Maior toxicidade do produto formulado, quando comparado ao ingrediente
ativo, também foi observada em moscas descendentes do cruzamento ST (Figura
4 A) e HB (Figura 4 B) tratadas com ACP e MOP.

Estes resultados sugerem que os ingredientes inertes, ndo declarados
pelos fabricantes, presentes nos produtos formulados, podem potencializar a
toxicidade do ingrediente ativo dos pesticidas.

Em estudo in vitro feito com 9 pesticidas (3 fungicidas, 3 inseticidas e 3
herbicidas), foi constatada maior toxicidade dos produtos formulados, quando
comparado aos ingredientes ativos. Os resultados também sugeriram uma

relacdo entre os ingredientes inertes e a potencializagédo do efeito toxico dos
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pesticidas avaliados, devido, sobretudo, a indugado de modificagcbes de membrana
mitocondrial e morte celular por necrose e/ou apoptose (Mesnage et al., 2014).

Os resultados de sobrevivéncias mostram uma diferenca no padrao de
toxicidade de moscas tratadas com os inseticidas neonicotindides, expressando
niveis basais e constitutivos de enzimas do complexo citocromo P450.

Em moscas descendentes do cruzamento HB, tratadas com TMX e AC
(Figura 2 B), foi observado redugao estatisticamente significativa (p<0,05) na taxa
de sobrevivéncia, apenas na concentragdo de 1,9 x 103 mM de TMX e AC,
demonstrando um menor efeito toxico quando comparado ao padrédo de
toxicidade observado no cruzamento ST do SMART. Resultados similares foram
observados em moscas expostas ao ACP e MOP, sendo evidenciada redugao na
toxicidade das moléculas, apés metabolizacao via CYP6A2 (Figura 4 B).

Estes resultados podem ser explicados em fungéo da constituigdo genética
das trés linhagens de D. melanogaster usadas neste estudo. As linhagens
multiple wing hairs e flare apresentam niveis basais de enzimas do complexo
citocromo P450 (Graf et al., 1984; Nepomuceno, 2015), que estdo diretamente
associadas a metabolizagdo de xenobidticos, enquanto a linhagem ORR,
apresenta alta expressao dos genes codificantes deste complexo enzimatico (Graf
e van Schaik, 1992).

Dados da literatura demonstram que inseticidas neonicotindides, apds a
metabolizagdo via citocromo P450, tendem a apresentar uma natureza menos
toxica, motivo pelo qual tém sido evidenciados casos de resisténcia de pragas no
sistema agricola (Puinenean et al., 2010; Yang et al., 2013; Bas et al., 2015).

De acordo com o Arthropod Pesticide Resistance Database, entre 2000 e
2018, foram relatados 918 casos de resisténcia de pragas aos inseticidas
neonicotindides, sendo que, desses, 212 foram atribuidos ao TMX e 119 ao ACP
(IRAC, 2018).

Existem, basicamente, trés mecanismos de resisténcia a inseticidas
documentadas: 1] Desintoxicagdo metabdlica; 2] Reducdo da penetracdo do
quimico no tegumento dos insetos; e 3] Alteracdo dos receptores alvos dos
toxicantes (Li et al., 2007).

Entender a toxicocinética de pesticidas, frente a diferentes vias de

metabolizagdo, € de suma importancia no intuito de identificar possiveis rotas de
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desenvolvimento de resisténcia a pesticidas, por pragas que fazem uso de
diferentes vias enzimaticas para metabolizar diferentes xenobioticos (Danielson,
2002). Enzimas do complexo citocromo P450 exercem fundamental papel em
varios processos bioldgicos, que incluem sintese hormonal e desintoxicagdo de
quimicos (Jones et al., 2010).

Em insetos, as enzimas do complexo P450 estdo diretamente associadas
ao crescimento, desenvolvimento, alimentacido e resisténcia a inseticidas e
toxinas vegetais, por meio da metabolizagdo em compostos mais soluveis e
menos toxicos (Feyereisen, 2005; Scott, 1999).

Gao et al. (2014) analisaram o desenvolvimento de resisténcia ao inseticida
TMX, utilizando como organismo teste o inseto Frankliniella occidentalis.
Inicialmente, a concentragéo letal média (CLso) era de 3,508 mg/mL-". Apds 55
geragdes, houve um salto para 48,633 mg/mL™", o que corresponde a 15,1 vezes
a CLso inicial. De acordo com estes autores, a principal rota de metabolizagédo de
TMX, em um composto menos téxico, € mediada por monoxigenases do
complexo citocromo P450.

Outros autores relataram a participacdo de diferentes enzimas do
citocromo P450 na metabolizagcdo de inseticidas neonicotindides, em particular ao
inseticida TMX (Nauen et al.,, 2003; Karunker et al., 2008; Feng et al., 2010;
Puinean et al., 2010), resultando em metabdlitos menos toxicos (Gao et al., 2014).

Em D. melanogaster com niveis basais de expressdao de CYP6G1, tratadas
com ACP, foi observada a dose letal mediana (DLso) de 4,99 pug/mL™', enquanto
que em moscas resistentes, expressando altos niveis deste complexo enzimatico,
foi constatado DLso de 36,97 ug/mL', o que representa uma dose 7,40 vezes
mais concentrada, demonstrando claramente a participacdo de enzimas do
citocromo P450 em casos de resisténcias a inseticidas neonicotinoides (Jones et
al., 2010).

Em D. melanogaster, o mutante Oregon apresenta alta expressao
constitutiva de CYP6A2 nos cromossomos 1 e 2. Em fungdo da alta capacidade
metabdlica, a linhagem Oregon, desde 1952, resultou em inumeros casos de
resisténcia ao inseticida dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) (Hallstrém, 1985; Graf e
van Schaik, 1992). Esta mesma linhagem é usada no cruzamento HB do SMART.
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O DDT altera a permeabilidade dos ions de potassio e apresenta
capacidade de se ligar aos canais de sodio dos neurdnios, mantendo-os abertos
por mais tempo. Somado a estes eventos, o DDT inibe as ATPs neuronais e
interfere na modulagdo de calcio. Como consequéncia deste mecanismo, a
transmissdo nervosa dos insetos fica desregulada, levando a quadros de
hiperexcitagao neural, paralisia e morte (Yu, 2008).

Neonicotindides séo analogos sintéticos da nicotina, que também age no
sistema nervoso dos insetos. Essas moléculas desregulam a transmissdo do
impulso nervoso ao agir de maneira agonista aos receptores nicotinicos da
acetilcolina. Como consequéncia, o influxo de sddio nao é interrompido, levando
os insetos a paralisia severa e morte (Tomizawa e Yamamoto, 1993; Goulson,
2013).

Da mesma forma que altos niveis constitutivos de CYPG6A2 foram
responsaveis pela reducdo da cinética toxica do inseticida DDT, os dados deste
trabalho sugerem que os inseticidas TMX, AC, ACP e MOP, apds metabolizagao
em D. melanogaster resultantes do cruzamento HB, passam a apresentar uma
natureza menos téxica, quando comparado a moscas desprovidas de altos niveis
de CYP6A2.

A toxicidade observada no cruzamento ST alerta para a possibilidade de
contaminagdo nos niveis troficos, e morte, principalmente de organismos nao
alvos, com baixa expressdo metabdlica. Abelhas, por exemplo, apresentam baixa
expressao de enzimas associadas ao processo de desintoxicagédo (Claudianos et
al., 2006) e sao frequentemente susceptiveis a contaminacao por neonicotindides,
em fungao da atividade sistémica dos mesmos nos vegetais (Goulson, 2013).

Os resultados de toxicidade, observados em moscas tratadas com IMI,
mostram auséncia de diferenca na toxicidade do inseticida, quando comparado a
taxa de sobrevivéncia de moscas com niveis basais de expressao de CYPGA2
(Figura 3 A), com as moscas dotadas de niveis constitutivos deste complexo
enzimatico (Figura 3 B). Embora a resisténcia de insetos pragas tenha sido
relacionada com a expressao constitutiva de enzimas do citocromo P450, a
expressao de CYPG6A2 nao ¢ influenciada pelo IMI. Esta informagao é sustentada
pelo trabalho de Kalajdzic et al. (2013), que demonstram, via expressao génica, a
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nao participagdo de CYP6A2 e CYP6G1 no processo de desintoxicagao de IMI,
em moscas naturalmente resistentes a este inseticida (Linhagem MIT[W-]3R2).

Enzimas de desintoxicagdo objetivam metabolizar xenobidticos toxicos e
transforma-los em compostos com caracteristicas fisico-quimicas mais hidrofilicas
(polar), possibilitando maior facilidade na excregdo do metabdlito. No entanto, a
modificagcdo de um xenobidtico ndo necessariamente o deixa menos toxico. Apds
metabolizagdo, o metabdlito pode exercer uma natureza mais téxica, comparado
ao principio ativo. Resultados que comprovam a ativagcdo de inseticidas em
moscas com niveis constitutivos de expressao de CYPG6A2 ja foram descritos por
Morais et al. (2016).

Além disso, os resultados mostram que, apés metabolizacédo (Figura 3 B),
o PRM apresentou maior toxicidade nas maiores concentragdes avaliadas,
quando comparado as moscas com hiveis basais de expressao de CYPG6A2
(Figura 3 A). Em funcédo da auséncia de modificacdo do perfil toxico de IMI em
sistemas com niveis basais e constitutivos de CYP6A2 (Figura 3), sugerimos que
a metabolizagdo dos ingredientes inertes pode potencializar a toxicidade do
ingrediente ativo, conforme apresentado nos resultados de sobrevivéncia (Figura
3). Estes resultados estdo em concordancia com os resultados de toxicidade
observados em moscas tratadas com ACP e MOP (Figura 4), demonstrando
claramente a influéncia dos ingredientes inertes na toxicidade induzida pelo
toxicante ativo declarado.

Os resultados de mutagenicidade em D. melanogaster descendentes do
cruzamento ST mostram que TMX, AC (Tabela 1), ACP e MOP (Tabela 5) nao
apresentam atividade mutagénica, uma vez que as frequéncias de manchas
mutantes observadas nas asas das moscas, ndo diferem significativamente das
frequéncias observadas no controle negativo. No entanto, os resultados mostram
que, apos metabolizagao, estes compostos atuam como pro-mutagenos (Tabelas
2 e 6). Nesse sentido a mutagenicidade de TMX, AC, ACP e MOP esta
condicionada a metabolizacdo destas moléculas em metabdlitos que, direta ou
indiretamente, podem resultar em instabilidade genética.

O IMlI também apresenta atividade mutagénica dependente de
metabolismo via CYP6A2 (Tabela 4), ndo sendo capaz de causar danos

genéticos significativos em niveis basais deste complexo enzimatico (Tabela 3).
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No entanto, os resultados mostram que, mesmo em niveis basais de expressao
de CYP6A2, o correspondente produto formulado, PRM, apresenta atividade
mutagénica. Estes resultados sugerem que os ingredientes inertes, usados em
conjunto com os ingredientes ativos, podem influenciar diretamente na
toxicocinética dos inseticidas.

A analise de manchas mutantes em descendentes do cruzamento HB
demonstra que o IMI é capaz de alterar o material genético apenas nas
concentragbes de 2,4 X 104 mM e 4,8 x 10* mM, sugerindo que a menor
concentragdo avaliada (1,2 x 104 mM) é insuficiente para gerar instabilidade
genética. Os resultados negativos para mutagenicidade de IMI na maior
concentragdo avaliada (9,7 x 10* mM) sugerem possivel efeito citotdxico.

No SMART, os resultados positivos para mutagenicidade estédo
condicionados a identificagcdo de manchas mutantes (multiple wing hairs, flare, ou
gémeas) que sao resultantes da perda da heterozigose dos marcadores genéticos
mwh e fIr’. Nesse sentido, o diagndstico positivo, indicativo de mutagenicidade, é
diretamente proporcional a quantidade de manchas mutantes observadas, e o
tamanho das manchas mutantes (simples pequena, simples grande, ou gémeas).
No entanto, caso o xenobidtico tenha potencial citotdéxico, os danos gerados nao
sao identificados em nivel do fendtipo, haja vista que a mutagao é eliminada com
a morte celular.

Resultados similares foram observados nas moscas tratadas com MOP,
sendo observados efeitos mutagénicos apenas nas menores concentragdes
avaliadas (1,9 x 103 e 3,9 x 10 mM), sugerindo efeito citotdxico nas maiores
concentragcbes (Tabela 6). Esta hipdtese é sustentada pelo aumento da
mortalidade em moscas descendentes do cruzamento HB, expostas as maiores
concentragbes de MOP, quando comparado com as moscas expostas ao ACP
(Figura 4 B). Resultados similares foram observados por Morais et al. (2016) em
tratamento crénico (48 h) de D. melanogaster com o inseticida Fipronil.

De maneira andloga, o tratamento cronico de D. melanogaster,
descendentes do cruzamento HB, com o produto formulado PRM, resultou em
manchas mutantes acima do limite toleravel basal (manchas observadas no CN),
em todas as concentragbes avaliadas (Tabela 4), demonstrando que os

ingredientes inertes influenciam diretamente na mutagenicidade de IMI.
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Para avaliar se 0 mecanismo de acdo dos inseticidas ocorre de forma
precoce ou tardia, as manchas mutantes foram classificadas em classes, levando
em consideragao o tamanho de cada mancha mutante.

Diferentes tipos de distribuicho de manchas sao esperados, frente ao
tratamento cronico de larvas com diferentes xenobioticos. De acordo com Graf et
al. (1984), o tratamento crénico de larvas, por 48 horas, resulta no predominio de
manchas pequenas, caracterizada pela presenca de 1 a 3 células com pelos
mutantes em uma unica mancha. Conforme apresentado na Figura 6 tanto no
cruzamento ST, quanto no HB, foi observado a maior concentragdo de manchas
mutantes nas classes 1 (1 célula com pelo mutante) e 2 (2-3 células com pelos
mutantes) em moscas tratadas com TMX (Figura 6 A - C) e AC (Figura 6 B - D).
Resultados similares foram observadas em moscas descendentes dos
cruzamentos ST e HB tratadas com ACP (Figura 8 A - C) e MOP (Figura 8 B -
D).

O SMART fundamenta-se na premissa de que, durante a diferenciagao das
células dos discos imaginais nas larvas, a perda da heterozigose de um dos
marcadores (mwh ou fIr®) leva a instalagdo da mutagdo, que resulta no fendtipo
dos pelos mutantes (multiple wing hairs ou flare) (Graf et al., 1984). Caso esta
mutacdo ocorra no inicio da diferenciacdo das células dos discos imaginais, a
mutacéo ira se propagar por sucessivas mitoses, originando manchas grandes.

Os resultados observados sugerem que TMX, AC, ACP e MOP, apés
metabolizagcdo via citocromo P450, induzem aumentos estatisticamente
significativos de manchas pequenas simples (Figs 6 e 8), o que indica que os
mesmos possuem mecanismo de agao tardio, agindo no final da diferenciagao
das células dos discos imaginais, nao permitindo a propaga¢cado da mutagdo nas
asas da mosca.

Por outro lado, o inseticida PRM induz aumento estatisticamente
significativo na frequéncia de manchas simples grandes, tanto no cruzamento ST,
quanto no cruzamento HB, apresentando heterogeneidade na distribuicao das
manchas (Figura 7 B e D). A distribuicdo de manchas mutantes sugere que PRM
causa instabilidade genética de maneira precoce, agindo, portanto, no inicio da

diferenciagao das células dos discos imaginais.
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Nesse sentido, fica evidente que os ingredientes inertes podem influenciar
a toxicocinética de IMI, acelerando o mecanismo de mutagenicidade, uma vez
que a distribuicdo de manchas mutantes em moscas expostas ao IMI foi mais
frequente nas classes 1 e 2.

Quando resultados estatisticamente significativos s&o observados na
progénie MH, faz-se necessario a analise da progénie BH (mwh/Tm3, Bd®) com o
objetivo de quantificar a contribuicdo dos eventos mutagénicos e
recombinogénicos na frequéncia total de manchas nas asas das moscas.

A taxa de clones mutantes foi calculada nas duas progénies (MH e BH) de
acordo com Frei e Wiurgler (1995). Em resumo, a frequéncia dos eventos que
resultaram em manchas simples mwh e gémeas foi quantificada em porcentagem
de mutagao e recombinacéo.

Os resultados obtidos foram usados para compreender a toxicogenética
dos ingredientes ativos TMX, IMI e ACP, bem como verificar a influéncia dos
ingredientes inertes nao declarados pelos fabricantes na mutagenicidade dos
ingredientes ativos.

As anadlises dos resultados obtidos sugerem que os danos no DNA foram
exclusivamente atribuidos aos ingredientes ativos (TMX, IMI e ACP). No entanto
os autores concluem que os ingredientes inertes presentes na formulagdo de
TMX, IMI e ACP estao interferindo no mecanismo de reparo por recombinacao
homodloga, contribuindo para o aumento de manchas mutantes.

Em moscas descendentes do cruzamento HB tratadas com o ingrediente
ativo TMX (Figura 9 A) e ACP (Figura 11 A) é verificado alta taxa de
recombinacdo, paralelo a uma baixa taxa de mutacdo nas menores
concentragdes. Os resultados sugerem a atuagdo do mecanismo de reparo por
recombinagcdo homologa em resposta aos danos induzidos por TMX e ACP. No
entanto, a exposicao de D. melanogaster a altas concentracbées de TMX e ACP
incrementa tantos danos no DNA, que se torna inviavel ou ineficaz o reparo,
restando a célula o mecanismo de morte celular. Seguindo esta premissa, o
aumento nos danos induzidos por TMX e ACP de maneira concentracio
dependente, justifica a reducao na taxa de sobrevivéncia de moscas (Figuras 9 A
e11A).
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Quando analisada a cinética de AC (Figura 9 B) e MOP (Figura 11 B) em
D. melanogaster, € observada baixa atividade de reparo do DNA (taxa de
recombinagdo) nas concentragdes de 9,7 x 10-4 e 1,9 x 10 mM de AC (Figura 9
B) e 1,9 e 3,9 x 10 mM de MOP (Figura 11 B), paralelo a alta taxa de mutagéo
de maneira concentragdo dependente.

Partindo da premissa, que a unica diferenga entre os IA e os produtos
formulados é a presencga dos ingredientes inertes na formulagdo de AC e MOP,
sugerimos que a redugao da atividade do mecanismo de reparo do DNA ocorre
devido a atividade dos ingredientes inertes, sendo estes diretamente associados
com o nao reparo dos danos induzidos pelos ingredientes ativos, o que maximiza
o efeito genotdxico de TMX e ACP.

O mecanismo de reparo por recombinagdo homédloga é encontrado em
todos os organismos e exerce fundamental papel na manutengéo da estabilidade
génica (Heyer, 2007). Reparo por recombinacdo homodloga €& uma via de
metabolismo do DNA que resulta no reparo de danos clastogénicos ocasionados
por quebras de fitas duplas (Santelli e Sivieiro, 2014). Além de corrigir danos
proporcionados por potenciais xenobidticos, o mecanismo de reparo por
recombinagdo homologa esta associado a segregacgao correta dos cromossomos
na meiose (Heyer et al., 2010) e manutencao dos teldmeros (Li e Heyer, 2008), o
que comprova que exercem fundamental papel na estabilidade génica.

Sabe-se que em Drosophila sp. 0 mecanismo de reparo por recombinacao
homologa funciona corrigindo quebras cromossdémicas até um limite, que é
determinado pela agressividade do dano (Li e Heyer, 2008). Acreditamos que nas
concentragdes de 7,8 x 1023 e 1,5 x 102 mM de MOP os danos s&o de natureza
mais agressiva de tal forma que a unica forma de garantir a ndo propagagao de
células mutantes, seria por meio da morte celular, o que justifica a toxicidade
destas concentragbes em descendentes do cruzamento HB (Figura 4 B) e a
baixa frequéncia de manchas mutantes (Tabela 6).

Além disso, PRM foi o unico inseticida capaz de causar aumento
estatisticamente significativo na frequéncia de manchas mutantes em
descendentes do cruzamento ST (Tabela 3). Os resultados obtidos pelo SMART
em D. melanogaster tratadas com PRM (Figura 10 A) mostram que a alta

frequéncia de manchas mutantes fora derivada de eventos resultantes de
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recombinacdo, sugerindo a presenca do mecanismo de reparo atuando na
correcdo dos danos induzidos por IMI, possibilitando a fixacdo de eventos
recombinacionais. E possivel verificar na maior concentracdo avaliada de PRM
(9,7 x 10* mM), uma redugdo na taxa de recombinagio, paralelo ao aumento na
taxa de mutagdo e mortalidade, indicando a ineficacia do sistema de reparo na
corregao de danos genéticos de larga escala, restando a célula a ativagdo da
morte celular por necrose ou apoptose.

Embora os resultados da toxicogenética de IMI (Figura 10 B) e PRM
(Figura 10 C) sejam semelhantes (baixa taxa de recombinagdo) em moscas
descendentes do cruzamento HB, os resultados indicam que apds metabolizagao
dos ingredientes inertes via CYP6A2, os metabdlitos dos ingredientes inertes
passam a interferir com o mecanismo de reparo por recombinacdo homologa.
Esta hipdtese € sustentada pela redugdo da taxa de recombinagdo em moscas
descendentes do cruzamento HB (Figura 10 C) quando comparado aos
descendentes do cruzamento ST (Figura 10 A). As analises dos resultados
oferecem grandes contribuicbes no entendimento da toxicogenética dos
ingredientes ativos TMX, IMI e ACP, bem como demonstram a atividade evidente
dos ingredientes inertes, os quais podem interferir com a toxicidade dos
ingredientes ativos, bem como atuar na inibigao da atividade do sistema de reparo
por recombinagao homaloga.

No presente trabalho, foi avaliada a atividade carcinogénica dos inseticidas
neonicotindides em D. melanogaster por meio do ETT. As concentragbes
avaliadas foram selecionadas mediante ensaio de sobrevivéncia.

As taxas de sobrevivéncia, observadas no presente estudo, em
descendentes do cruzamento entre machos mwh/mwh e fémeas wts/TM3, Sb/,
expostas a diferentes concentragcdes dos inseticidas neonicotindides, demonstram
que o TMX e AC (Figura 12), o IMI e PRM (Figura 13), e o ACP e MOP (Figura
14), apresentaram o mesmo padrao de toxicidade observado no cruzamento ST
do SMART (Figuras. 2 A, 3 A e 4 A). O padrao de toxicidade observado se deve
a constituicdo genética da linhagem wits, a qual assim como as linhagens de
moscas usadas no SMART possuem niveis basais de expressdo de enzimas
CYP6A2 (Nepomuceno, 2015), apresentando portanto, padrao de toxicidade

semelhante.
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Para verificar o potencial carcinogénico de TMX, IMI, ACP, AC, PRM e
MOP, foi utiizado o ETT. Este Teste faz uso de uma linhagem de D.
melanogaster que apresenta o marcador wts, que quando expresso em condi¢cao
selvagem, atua como gene supressor de tumor, inibindo qualquer tipo de
progressao tumoral no epitélio da mosca (Xu et al, 1995). A perda da
heterozigose do marcador wts e a expressao do alelo mutante resultam na
instalacdo e progressao de massa tumoral no epitélio da mosca em todos os
apéndices originados apds a diferenciagdo das células do disco imaginal
(Nepomuceno, 2015). O ETT tem demonstrado relevancia em estudos de
toxicologia genética, sendo usado no rastreio da carcinogenicidade de uma ampla
variedade de xenobidticos (Morais et al., 2016a; 2018; Vasconcelos et al., 2017;
Naves et al., 2018) incluindo inseticidas (Morais et al., 2016b).

N&o foi observado efeito carcinogénico dos inseticidas TMX, AC (Tabela
7), IMI (Tabela 8), ACP e MOP (Tabela 9). Como mencionado anteriormente a
linhagem wts apresenta niveis basais de expressdo de CYP6A, confirmando mais
uma vez a necessidade de ativagao dos inseticidas TMX, IMI, ACP, AC e MOP
para que estes possam causar danos direta ou indiretamente no DNA das
moscas. Os resultados sdo concordantes com os resultados de mutagenicidade
obtidos no SMART em moscas descendentes do cruzamento ST, demonstrando a
necessidade de metabolizagéo para instalagao de processos cancerigenos.

PRM, por outro lado, apresentou efeito carcinogénico nas maiores
concentragbes avaliadas (2,4, 4,8 e 9,7 x 10* mM). Os resultados s&o
concordantes com a analise de manchas mutantes em moscas descendentes do
cruzamento ST, tratadas com PRM (Tabela 3). No entanto, no SMART foi
verificado resultados positivos para mutagenicidade em todas as concentragdes
avaliadas, enquanto no ETT, PRM induziu formacéo de tumor epitelial apenas nas
trés maiores concentragdes. Estes resultados sugerem maior sensibilidade do
SMART no rastreio da genotoxicidade de xenobidticos ambientais. A maior
sensibilidade do SMART pode ser sustentada pela caracteristica do teste, sendo
que as manchas mutantes sdo geradas pela perda da heterozigose de um ou os
dois marcadores genéticos (mwh e fir®), enquanto que o Teste wts, fundamenta-se
na perda da heterozigose de apenas um marcador genético (wts) para que ocorra

a progressao da massa tumoral.
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Neste trabalho foi comparada a toxicidade, mutagenicidade e
carcinogenicidade dos IAs. Os resumos dos resultados estdo apresentados na
Tabela 10. A analise dos resultados mostra que TMX apresenta natureza mais
téxica comparada aos demais ingredientes ativos, seguido de IMI e ACP. Embora
todos os ingredientes ativos sejam capazes de levar a perda da heterozigose dos
marcadores genéticos apenas apdés metabolizacdo via CYP6A2, os resultados
permitem concluir que IMI apresenta maior atividade mutagénica, haja vista que
este inseticida foi capaz de incrementar danos no material genético de D.
melanogaster em menores concentracbes, comparado as concentragdes
indutoras de manchas mutantes observadas nas moscas expostas a TMX e ACP.

Os resultados negativos para carcinogenicidade dificulta comparar o
potencial carcinogénico dos inseticidas (ingredientes ativos) avaliados, uma vez
que os inseticidas necessitam de biotransformacgao para desencadear processos
cancerigenos (Tabela 10).

Pesticidas sao produtos quimicos usados no campo, que objetivam eliminar
as pragas, aumentando a produtividade agricola (Farooqui, 2013). Mesmo, muitos
alegando seletividade, diversos trabalhos, demonstram que pesticidas estédo
diretamente ligados a eventos negativos em organismos nao alvos de combate,
incluindo abelhas (Hesselbach e Scheiner, 2018; Odmer et al., 2018; Basley et al.,
2018), peixes (Nunes et al., 2018; Kaur and Jindal, 2018; Clasen et al., 2018),
anfibios (Zhang et al., 2018; Amaral et al., 2018; Quintaneiro et al., 2018), repteis
(Solla et al., 2014; Munoz e Vermeiren, 2018), aves (Pandey e Mohanty, 2017,
Nambirajan et al., 2018; Faria et al., 2018) e mamiferos (Sebastian e Raghavan,
2016; Ansari et al., 2018; Kopjar et al., 2018).

Dentre os diversos eventos negativos, destaca-se a capacidade de muitos
pesticidas desencadear eventos mutagénicos e carcinogénicos (Demsia et al.,
2007; Bhinder et al., 2012; Hong et al., 2017; Tariba-Lorakovic et al., 2017,
Gongaves et al.,, 2017; Santo et al., 2018), incluindo inseticidas (Arcaute et al.,
2014; Atli-Skeroglu et al., 2018; Khan et al., 2018; Calderon-Segura et al., 2018).
Inseticidas neonicotindides estdo diretamente associados ao incremento de
modificagdes génicas, resultantes de eventos genotdxicos e/ou mutagénicos em
sistemas in vivo e in vitro (Zejezic et al., 2017; Vieira et al., 2018; Hong et al.,
2018; lturburu et al., 2018; Bagri e Jain, 2018).
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Tabela 10. Analise comparativa dos resultados obtidos em D. melanogaster tratadas com inseticidas neonicotinéides (l1A).

Composto e Ensaio de Ordem da toxicidade SMART Natureza das manchas mutantes (HB) Ordem da ETT
concentragao toxicidade mutagenicidade
(mM) ST HB wis ST HB Mutacgao Recombinagao

TMX 2,4 x 10 - - - - - NA NA -
TMX 4,8 x 104 - - - - - NA NA -
TMX 9,7 x 10 + - + - + -
TMX 1,9 x 107 ot T TMX>IMI> ACP ¥ X IMI > TMX > ACP
IMI 1,2 x 104 - - - - - NA NA -
IMI 2,4 x 104 - - - - + X -
IMI 4,8 x 104 - - - - + X -
IMI 9,7 x 104 - - - - - NA NA -
IMI 1,9 x 103 + + + NA NA NA NA NA
ACP 1,9x 103 - - - - + X -
ACP 3,9x 103 - - - - + -
ACP 7,8 x 103 - - - - + -
ACP 1,5 x 102 - - - - + X -
ACP 3,0 x 102 + + + NA NA NA NA NA

TMX: Tiametoxam;
Efeito

IMI: Imidacloprido; ACP: Acetamiprido; NA: Nao avaliado; +: Efeito observado; -: Efeito ndo observado; X:

predominante

observado.
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Na classe dos inseticidas neonicotindides existem basicamente sete
ingredientes ativos (Tiacloprido, Acetamiprido, Imidacloprido, Tiametoxam,
Clotianidina, Dinotefuran e Nitempiran). Dos sete neonicotindides, imidacloprido &
o mais intensamente estudado em paréametros de genética toxicolégica (Feng et
al., 2004; 2005; Demsia et al., 2007; Costa et al., 2009; Behinder et al., 2012;
Pérez-Iglesias et al., 2014; Bagri et al., 2014; 2016; Bianchi et al., 2015; 2016; Al-
Sarar et al., 2015; Arslan et al., 2015; Kataria et al., 2015; Stivaktakis et al., 2016;
lturburu et al., 2016; 2018; Hong et al., 2018; Muzinic et al., 2018; Yucel e Kavis et
al., 2018; Guo et al., 2018.

Guo et al (2018) avaliaram os efeitos de IMI em células linfoblastos TK6 e
identificaram danos de natureza mutagénica e genotdxica nas concentragdes de
0,1; 1; 5 e 10 pg/mL, por meio do teste do micronucleo (TMN) e o ensaio cometa.
Em outro estudo In vitro (cultura de linfécitos), IMI induziu danos genéticos nas
concentragdes de 0,05; 0,1; 0,2 e 0,5 mg/mL (ensaio cometa) e danos resultantes
de troca de cromatides irmas nas concentragdes de 0,1 e 0,5 mg/L (Feng et al.,
2005). Resultados para mutagenicidade também foram observados nas
concentracbes de 0,00036; 0,0036; 0,036 e 0,36 g/L em células HepG2 (TMN)
(Bianch et al., 2015). Os resultados para genotoxicidade foram confirmados por
meio do ensaio cometa (0,036 e 0,36 g/L).

Em células de ovario de hamster chinés, IMI mostrou ser capaz de induzir a
formagédo de micronucleos (MN) na concentragcéo de 114,63 uM (Al-Sarar et al.,
2015). Muitos autores confirmaram que IMI é capaz de induzir a formagéo de MN,
porém poucos trabalhos avaliaram o mecanismo usado por IMIl para a indugao
desses danos genéticos. Resultados obtidos por meio de analise de hibridizagao
in situ fluorescente (FISH) mostram que IMI pode gerar danos por eventos
clastogénicos (Bianch et al., 2015) e aneugénicos (Muzinic et al., 2018).

Por outro lado, IMI ja foi relacionado com alteragdes génicas de natureza
pontual. Bhinder et al (2012) avaliaram o efeito genotéxico de IMI na
concentragédo de 2,3 x 10° uyL/mL em Anopheles stephensi. Os resultados de
analise de mutagdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) permitiram
concluir que das 88 mutagdes observadas, 8 eram do tipo delecio, 29 insercdes
de pares de bases, 18 transicbes e 33 transversdes, confirmando portanto, a

heterogeneidade de indugao de processos mutagénicos por IMI.
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Além disso, diferengas na toxicogenética do ingrediente ativo IMI, quando
comparado ao produto formulado Confidor® foram verificados por Costa et al
(2009). Os resultados mostram a capacidade de IMI induzir MN na concentragao
de 20 uM de maneira estatisticamente significativa em linfocitos, somente apds
metabolizagdo (S9+). No entanto, a analise da frequéncia de MN na concentragéo
de 20 uM de Confidor® (17,8% de IMI na formulagdo), mostra a capacidade do
produto formulado induzir aumento estatisticamente significativo na frequéncia de
MN em células com niveis basais de expressdo enzimatica de desintoxicagao
(S9-) e em células com niveis constitutivos enzimaticos (S9+).

Os resultados do trabalho de Costa et al. (2009) entram em concordancia
com os dados apresentados no presente trabalho (Tabelas 3-4), demonstrando
claramente que a presenga dos ingredientes inertes na formulagdo dos
inseticidas, podem aumentar os riscos de fragmentacdo no DNA e aberragdes
cromossOmicas. Diferenca na frequéncia de danos no DNA em linfécitos em
cultura tratados com IMI e Confidor®, também foram observados por meio da
analise em gel de DNA fragmentado, por meio do ensaio cometa (Costa et al.,
2009). Resultados que indicam diferengas no padrdo de mutagenicidade do
ingrediente ativo e o produto formulado também foram observados por Iturburu et
al., 2016, evidenciando que os ingredientes inertes podem potencializar a
atividade mutagénica do ingrediente ativo.

Ensaios in vivo com coelhos mostraram que a dieta suplementada com IMI
nas concentragbes de 40 e 80 mg/Kg/dia podem resultar em aumento na
frequéncia de MN apds 2 meses de exposicao, possibilitando a instalagao de
processos mutagénicos (Stivaktakis et al., 2016).

Em Mus musculus formagdo de MN acima do limite toleravel basal foi
observado nas concentragbes de 112,5 mg/Kg, além de aberragbes
cromossémicas nas concentragdes de 37,5; 75 e 112,5 mg/Kg via exposi¢ao oral
por 24h (Kataria et al., 2015). Em ratos albinos suigcos expostos oralmente 5,5; 11
e 22 mg/Kg/dia foram observados aumento na frequéncia de MN e aberragdes
cromossOmicas na concentracédo de 22 mg/Kg/dia (28 dias de exposi¢ao) (Bagri et
al., 2016) e anomalias nas cabegas dos espermatozoides de machos nas
concentragdes de 5,5; 11 e 22 mg/Kg/dia (14 e 28 dias de exposigao) (Bagri et

al.,, 2014). Além disso, resultados para mutagenicidade por meio do Teste do
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dominante letal foi observado na concentragdo de 22mg/Kg/dia durante 298 dias
de exposicao (Bagri et al., 2014).

Em ratos (machos) expostos via inje¢ao intraperitoneal a 170 mg/Kg foi
constatado aumento na frequéncia de aberragbes cromossémicas nos tempos de
12 e 24 h de exposicao (Arslan et al., 2015). Os autores ao injetar IMl na
concentracdo de 170 mg/Kg com moduladores enzimaticos (PBO e MEN)
verificaram a reducédo da frequéncia de aberragbes cromossémicas, indicando a
necessidade de metabolismo via citocromo P450 e esterases para induzir eventos
mutagénicos. Estes resultados entram em concordancia com os resultados
apresentados no presente estudo (Tabelas 3-4).

Resultados positivos para genotoxicidade de IMI também foram
observados em anfibios. IMI nas concentragdes de 8 e 32 mg/L-! foram capazes
de induzir formagdo de MN em Rana N.halowell e Rana limnocharis em 7 dias de
exposicao (Feng et al., 2004) e resultados positivos para fragmentagao
cromossOmica (ensaio cometa) na concentragédo de 2; 8 e 32 mg/L™". Indugédo de
MN foi observado em Hypsiboas pulchellus expostos a 25 mg/L durante 96h
(Pérez-Iglesias et al., 2014). Além disso, alteragdes nucleares foram observadas
em H. pulchellus tratados com 25 e 37,5 mg/L de IMI nos tempos de 48 e 96 h de
exposic¢ao.

Em Galleria mellonela IMI nas concentracdes de 0,25; 0,50; 0,75 e 1 ug/mL
induziram formacao de MN acima do limite toleravel basal (Yucel e Kavis, 2018).
Em Allium cepa foi verificado indugdo de aberracdes cromossémicas em plantas
expostas a 0,036; 0,36 e 3,6 g/L-' apos 48h de recuperagio e na concentragéo de
3,6 g/L-" apos 72h de recuperacgao (Bianchi et al., 2016).

Danos do tipo MN foram observados em peixes Australoheros facetus
expostos as concentragdes de 810 ug/L (lturburu et al., 2018) e 1000 mg/L
(Iturburu et al., 2016). Danos identificados por endonuclease Il (Endo IIl) foram
observados nas concentragdes de 1; 10; 75 e 810 ug/L de IMI (lturburu et al.,
2018). MN induzidos na concentragdo de 2mg/L foram observados em peixes por
Hong et al (2018).

Os resultados apresentados por outros autores confirmam o potencial
mutagénico de IMI em diferentes sistemas in vitro e in vivo. Além disso, alguns

achados mostram que IMI necessita de metabolismo enzimatico mediado por
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enzimas do complexo P450 para desencadear processos genotédxicos (Arslan et
al., 2015). De maneira analoga aos nossos resultados, a presenca dos
ingredientes inertes pode interferir na toxicogenética do IMI, aumentando a
possibilidade, mesmo em niveis basais de atividade metabdlica, de gerar
instabilidade genética (Costa et al., 2009), podendo ainda desencadear processos
cancerigenos (Tabela 8).

ACP outro inseticida pertente a classe dos neonicotindides, também foi
relacionado com eventos resultantes de instabilidade genética (Kocaman e
Topaktas, 2007; Kocaman e Topaktas, 2010; Cava et al., 2014; Bagri e Jain,
2018).

Cavas et al (2014) identificaram efeito genotdxico/mutagénico nas
concentragdes de 100; 200; 400; 800 e 1600 pg/mL por meio do ensaio cometa,
TMN e o Teste H2AX em cultura de IMR-90.

Kocaman e Topaktas verificaram instabilidade genética, por meio do teste
de troca de cromatides irmas e TMN, alteracbes genéticas em linfocitos de
sangue humano periférico, quando tratados com ACP (30; 35 e 40 ug/mL)
(Kocaman e Topaktas, 2007) ou em conjunto com cipermetrina (Propor¢éo de
ACP+cipermetrina: 12.5 + 2.5; 15 + 5; 17.5 + 7.5 uyg/mL) (Kocaman e Topaktas,
2010).

Bagri e Jain (2018) avaliaram o efeito de ACP via exposicdo oral em
camundongos albinos suigos por 60 e 90 dias de exposi¢ao nas concentragdes de
2,3 e 4,6 mg/Kg/dia. Os resultados de analise do TMN e ensaio de aberracéo
cromossOmica evidenciaram danos genéticos de maneira dose dependéncia.

Os resultados do nosso trabalho, quando confrontados com os resultados
de outros autores, confirmam que a exposi¢ao ao ACP, seja por sistemas in vitro
ou in vivo, pode resultar em danos genéticos, podendo inferir doengas
relacionadas a instabilidade genética.

Embora haja um consideravel numero de trabalhos sobre o efeito
mutagénico/genotoxico de inseticidas neonicotindides, principalmente do
inseticida IMI, poucos dados estao disponiveis sobre o inseticida TMX (Bhinder et
al., 2012; Sinha e Thaker, 2013).

Sinha e Thaker (2013) avaliaram o efeito da exposi¢ao crénica (28 dias) de

87,1 e 43,5 mg/Kg de TMX em camundongos, por meio do ensaio cometa, TMN e
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o teste de aberragbes cromossémicas. Nao foram observados valores acima dos
limites toleraveis basais para efeitos mutagénicos ou genotéxicos neste trabalho

Por outro lado, Bhinder et al (2012) ao avaliar o efeito TMX sobre o material
genético de Anopheles stephensi, por meio de um ensaio de genotoxicidade
baseada em reagdo em cadeia de polimerase (PCR), verificou um grande
aumento de mutagdes pontuais no gene ITS2. Apds 24 horas de exposicao a 5 x
10-3 yL/mL de TMX foram identificadas 133 mutagdes, sendo que destas, 8 eram
insercoes, 10 delecbes, 47 transicdes e 68 transversdes.

Estes resultados quando comparado com os do presente trabalho sugerem
que as mutagdes induzidas por TMX sao preferencialmente do tipo pontuais. Tal
afirmacao justifica a baixa frequéncia de danos no DNA observados no trabalho
de Sinha e Thaker (2013), ja que o TMN e o ensaio cometa apesar da sua alta
sensibilidade sao inviaveis na identificacdo de danos mais discretos (mutagdes de
ponto).

Além da avaliacao direta do efeito do TMX, Dourado et al., 2016, em um
trabalho de monitoramento ambiental, atribuiu a alta frequéncia de micronucleos e
quebras de fita simples e dupla (ensaio cometa) em peixes coletados em rio
contaminado, a presenca de metais pesados e ao inseticida TMX nas matrizes de
agua coletadas.

Embora ndo seja evidenciado efeito carcinogénico de TMX e AC no
presente trabalho, a indugdo de tumor pelo TMX ja foi relatada por Green et al
(2005). Neste trabalho foi constatado a queda do colesterol, seguida de morte
celular (apoptose e necrose) apos 10 semanas de tratamento em ratos com 50,
200, 500, 1250, 2500 e 5000 ppm de TMX e aumento da replicacao celular 20
semanas apos o tratamento. Este comportamento foi correlacionado com o
aumento da incidéncia de tumores hepaticos nos ratos tratados com TMX. Neste
trabalho foi constatada a influéncia dos metabdlitos de TMX na hepatoxicidade e
hepatocarcinogenicidade.

Embora ndo tenha sido avaliado diretamente como TMX. IMI, ACP, AC,
PRM e MOP agem incrementando danos ao DNA, dados na literatura confirmam
que a exposi¢cdo de organismos a inseticidas, pode resultar no aumento do
estresse oxidativo (Ben Salem et al., 2015; Wang et al., 2016; Hung et al., 2016),

pela geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais podem, ao oxidar
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biomoléculas, causar danos que resultem em instabilidade génica (Abdalla et al.,
2014).

Inseticidas neonicotindides sdo espécies quimicas capazes de aumentar a
formagdo de ERO (Yan et al., 2015; 2016; Chakroun et al., 2016; Liu et al.,
2017ab; Wang et al., 2018), sendo relacionado com oxidacdo do DNA e o
incremento de mutagcdes acima do limite toleravel basal (Ge et al.,, 2015; Yan et
al., 2015; Wang et al., 2016b; Liu et al., 2017ab). Nesse sentido, sugerimos que o
aumento de manchas mutantes observados em descendentes do cruzamento HB
(Tabelas 2, 4 e 6) seja causado pelo aumento de ERO. Além disso, IMI ja foi
citado como potencial alquilante (Bianchi et al., 2015). A propriedade alquilante de
um xenobidtico esta relacionada com sua eletronegatividade, sendo, portanto,
capaz de tornar altamente reativo em sites do DNA ricos em elétrons. Nesse
sentido, IMI pode se ligar covalentemente as bases nitrogenadas do DNA e
formar ductos gerados por eventos clastogénicos (Jasen et al., 1994; Benigni et
al., 2012).

O estresse oxidativo € fundamental na manutencido da homeostase do
organismo e esta envolvido na producdo de energia, fagocitose, sinalizagao
intracelular, sintese de substancias biolégicas e regulagao do crescimento celular.
Contudo, o aumento do estresse oxidativo acima dos niveis normais, leva a
producdo de radicais livres reativos, que podem promover a oxidacdo de
biomoléculas, como lipidios, proteinas e DNA (Maes et al., 2011; Abdullah et al.,
2015). A excessiva producdo de ERO em organismos expostos a xenobioticos
esta diretamente associada a danos genotoxicos e processos cancerigenos
(Albert e Magee, 2000; Peluso et al., 2015).

No Brasil, a comercializagao e utilizagdo de pesticidas no sistema agricola
devem passar pela autorizagdo de trés érgaos, MAPA (dossié técnico), ANVISA
(dossié toxicologico) e IBAMA (dossié ambiental) (Brasil, 1992). MAPA é
incumbido de fornecer dados sobre a efetividade da molécula no controle das
pragas alvo. ANVISA pelas -caracteristicas toxicoléogicas da molécula,
estabelecendo padrbées de seguranga de utilizagdo, que n&o venha a prejudicar a

saude humana, usando como limite de exposicéo, a dose diaria aceitavel (IDA).
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E por ultimo, o IBAMA avalia os efeitos da molécula no meio ambiente e na
biota, estabelecendo padrbdes de seguranga que nao prejudique o0 ecossistema e
as espécies viventes (Brasil, 1992).

No entanto, a grande maioria dos testes toxicologicos é realizada apenas
com o ingrediente ativo, negligenciando os efeitos dos ingredientes inertes, os
quais sao incluidos na formulacédo dos pesticidas (Brasil, 1992; Godoy e Oliveira,
2004).

Ingredientes inertes sdo quimicos de natureza neutra e de baixo custo que
servem como veiculo dispersante do toxicante (ingrediente ativo) (Yu, 2008).
Além disso, os ingredientes inertes, tais como adjuvantes, tem o papel de
proteger o ingrediente ativo contra degradagao, aumentando sua persisténcia no
ambiente e a permeabilidade do toxicante via membrana plasmatica dos
organismos-alvo (Marutani e Edirveerasingan, 2006).

Ensaios de mutagenicidade em procariontes e eucariontes,
teratogenicidade, efeitos sobre a reproducdo e a prole, bem como testes de
neurotoxicidade sdo conduzidos apenas com o ingrediente ativo (Mesnage et al.,
2014). As empresas fabricantes de inseticidas asseguram que os ingredientes
inertes nao interferem com a toxicidade do ingrediente ativo. No entanto, o
presente trabalho mostra que os ingredientes inertes interferem diretamente no
mecanismo de reparo por recombinagdo homoéloga, potencializando os efeitos
téxicos e mutagénicos dos ingredientes ativos.

E muito dificil analisar de maneira isolada os efeitos genotéxicos dos
ingredientes inertes, uma vez que os fabricantes ndo declaram na rotulagao quais
foram usados na formulagdo. Nesse sentido, fica evidente que o sistema para
liberacdo de pesticidas no Brasil, precisa adotar como medida padrao a inclusao
de ensaios pautados na genética toxicolégica também nos produtos formulados,
visando garantir a liberacdo da utilizacdo de produtos fitossanitarios com maior
rigor padrdo de seguranga humana e ambiental. Evidentemente, dispensar a
analise dos efeitos dos ingredientes inertes pode resultar, em longo prazo, em
diversos danos ambientais e na saude humana, ja que os ingredientes inertes

podem potencializar a agao toxica e mutagénica dos ingredientes ativos.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho nos permitem concluir que, nestas
condicdes experimentais:

O TMX e AC s3o toéxicos nas concentragbes de 9,7 x 104 e 1,9 x 10° mM
em D. melanogaster com niveis basais de enzimas CYP6A2. Apés metabolizacéo,
apresentam natureza menos toxica, sendo observado toxicidade significativa
apenas na concentragdo de 1,9 x 103 mM.

O IMI e PRM apresentaram atividade toxica na concentragdo de 1,9 x 1073
mM em D. melanogaster com niveis basais de enzimas CYPG6A2. Apoés
metabolizacdo via CYP6A2, PRM apresentou toxicidade significativa nas
concentragdes de 4,8; 9,7 x 10* e 1,9 x 10°* mM, indicando que os ingredientes
inertes ndo declarados podem potencializar a toxicidade dos ingredientes ativos
em D. melanogaster.

MOP apresenta maior toxicidade quando comparado ao ingrediente ativo
ACP em D. melanogaster tanto em niveis basais como elevados de CYPG6A2,
demonstrando, mais uma vez, que os ingredientes inertes podem potencializar a
atividade tdxica dos ingredientes ativos.

A ordem da toxicidade dos ingredientes ativos foi TMX > IMI > ACP. TMX,
AC, ACP, MOP e IMI ndo sao mutagénicos para D. melanogaster com niveis
basais de enzimas CYPGA2.

Todos o0s inseticidas apresentaram atividade mutagénica apds
metabolizagao via CYP6AZ2.

Os ingredientes inertes podem potencializar a mutagenicidade e a
carcinogenicidade do IMI e interferir no mecanismo de reparo por recombinagao
homodloga, resultando em aumento dos danos induzidos pelos ingredientes ativos.

TMX, AC, IMI, ACP e MOP induzem aumento na frequéncia de manchas
mutantes em D. melanogaster do cruzamento HB de maneira tardia, enquanto
PRM causa danos no DNA de maneira precoce tanto no ST quanto no HB.

A ordem de mutagenicidade dos ingredientes ativos em D. melanogaster foi
IMI > TMX > ACP.

TMX, AC, IMI, ACP e MOP n&o induziram aumento estatisticamente

significativo na frequéncia de tumores epiteliais em D. melanogasterer.

72



PRM, nas maiores concentragdes utilizadas induziu aumento
estatisticamente significativo na frequéncia de tumores epiteliais em D.
melanogasterer.

Mais trabalhos devem ser realizados, usando outros organismos testes,
com o objetivo de contribuir com dados a respeito da periculosidade de inseticidas

neonicotinodides.
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CAPITULOII

AVALIAGAO DO POTENCIAL GENOTOXICO DE INSETICIDAS
NEONICOTINOIDES POR MEIO DO TESTE DO MICRONUCLEO EM

Tradescantia pallida




Neonicotindides sao inseticidas neurotdxicos agonistas aos receptores nicotinicos
da acetilcolina, que agem ao desregular a atividade neural dos insetos, resultando
em morte. Apesar dos beneficios conferidos pelo uso de inseticidas no sistema
agricola, o uso indevido ou indiscriminado de inseticidas esta diretamente
associado a diversos efeitos toxicoldgicos na biota e em diferentes niveis tréficos.
Partindo desta premissa, o presente trabalho teve como objetivo avaliar e
comparar a capacidade genotéxica de diferentes concentragdes de Tiametoxam
(TMX), Acetamiprido (ACP) e Imidacloprido (IMI), por meio do Teste do
Micronucleo em Tradescantia pallida (Trad-MCN). Apods aclimatizagdo (24 h),
hastes de T. pallida foram tradas com diferentes concentragdes de TMX, ACP ou
IMI, por um periodo de 8h. Em seguida as hastes de T. pallida foram submetidas
a fase de recuperagao (24 h). As inflorescéncias jovens das hastes foram colhidas
e fixadas em solugdo Carnoy e, apds 24h, foram conservadas em etanol 70% até
o momento das analises. As anteras obtidas foram maceradas sobre |[aminas para
microscopia, coradas com corante carmim aceético e em seguida cobertas com
laminulas, e analisadas em microscopia optica. A frequéncia de micronucleos
(MN) nas plantas tratadas com TMX nas concentracdes de 0,2 e 0,4 g/L, ACP nas
concentracdes de 0,2; 0,4 e 0,8 g/L e IMI nas concentracdes de 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e
1,6 g/L diferiram estatisticamente (p < 0,05, Tukey) da frequéncia de MN das
plantas pertencentes ao controle negativo. Todos os inseticidas avaliados
apresentaram atividade genotoxica em T. pallida nas maiores concentragdes

avaliadas.

Palavras-chave: Aneugenicidade; Genotoxicidade; Micronucleos;

Neonicotindides; Pesticidas.
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Neonicotinoids are neurotoxic insecticidal agonists to nicotinic acetylcholine
receptors, which act by deregulating the neural activity of insects, resulting in
death. Despite the benefits conferred by the use of insecticides in the agricultural
system, the misuse or indiscriminate use of these chemicals is directly associated
with several toxicological effects in biota and at different trophic levels. Based on
this premise, the aim of the present study was to evaluate and compare the
genotoxic capacity of different concentrations of thiamethoxam (TMX), acetamiprid
(ACP) and imidacloprid (IMI) through the Micronucleus Test in Tradescantia
pallida (Trad-MCN). After acclimatization (24 h), T. pallida stems were treated with
stablished concentrations of TMX, ACP or IMI for 8 h. Then, the stems of the
model organism were submitted to a recovery phase (24 h). The young
inflorescences were harvested and fixed in Carnoy solution and, after 24h, were
conserved in ethanol 70% until the analyzes. The obtained anthers were
macerated on slides for microscopy, stained with acetic carmine dye and covered
with coverslips before analysis by light microscopy. Considering the insecticides,
the micronuclei (MN) frequency in plants treated at concentrations of 0.2 and 0.4
g/L for TMX, 0.2; 0.4 and 0.8 g/L for ACP, 0.1; 0.2; 0.4; 0.8 and 1.6 g/L for IMI
differed statistically (p < 0.05, Tukey) from the MN frequency of the negative
control. All chemicals evaluated revealed genotoxic activity in T. pallida at the

highest concentrations.

Keywords: Aneugenicity; Genotoxicity; Micronucleus; Neonicotinoids; Pesticides.
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1. INTRODUGAO

Pesticidas sao substancias puras ou mistura de substancias comumente
utilizadas no controle de pestes no sistema agricola, médico-veterinario e
domissanitario (Bagri e Jain., 2018).

Na agricultura moderna, o uso de pesticidas tem se tornado uma das
alternativas mais recorrentes por agricultores, objetivando aumentar a produgao
de alimentos, pela redugao de perdas por ataque de pragas (Bhinder et al., 2012).
No entanto, devido ao uso intensivo ou impréprio destes quimicos, pesticidas tém
sido encontrados em diferentes compartimentos do ecossistema, oferecendo
grande risco a biota (Kocaman e Topaktas., 2009).

Pesticidas apesar de serem correlacionados com toxicidade seletiva em
pragas no campo, também sdo capazes de interagir com biomoléculas de
espécies ndo alvas de combate, podendo desencadear efeitos toxicologicos em
diferentes niveis na biota, incluindo humanos (Mondal et al., 2012). Do ponto de
vista ocupacional, pesticidas sao preocupantes devido a magnitude da
contaminagdo em um contexto global, partindo da premissa que o homem esta
exposto diariamente a diferentes concentragdes, por meio da ingestdo dos
alimentos contendo residuos de diferentes agroquimicos (Al-Sarar et al., 2015).

Dentre os pesticidas utilizados no controle de insetos pragas, destacam-se
os inseticidas neurotdxicos, os quais se ligam em diferentes sitios dos receptores
neurais, levando a desregulagao da atividade neural dos insetos, resultando em
morte.

Inseticidas neonicotindides s&o neurotoxicos, e se ligam de maneira
agonista aos receptores nicotinicos da acetilcolina, levando a um estimulo neural
excessivo, seguido de hiperexcitacdo, paralisa e morte de insetos expostos
(Tomizawa e Yamamoto 1993; Goulson, 2013; Bagri et al., 2015). Nesta classe,
estdo inseridos trés grupos de moléculas quimicas, N-nitroguanidinas
(Imidacloprido, Tiametoxam, Clotianidina e Dinotefuran), Nitrometilenos
(Nitempiram) e N-cianoamidinas (Acetamiprido e Tiaclopride) (Jeschke et al,,
2011) que em conjunto lideram o mercado de inseticidas neurotoxicos (Sparks e
Nauen, 2015).

Tiametoxam (TMX), Acetamiprido (ACP) e Imidacloprido (IMIl) sao

representantes desta classe de inseticidas e sua eficiéncia esta relacionada com
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a toxicidade seletiva a insetos e a atividade sistémica nos vegetais, protegendo
todas as estruturas vegetais de um amplo espectro de pragas (Goulson, 2013).

Mesmo apresentando eficiéncia no controle de pragas, inseticidas
neurotoxicos tém sido associados a eventos que resultam em instabilidade
genética, incluindo TMX (Morais et al., 2017; Feki et al., 2018), ACP (Cavas et al.,
2014; Bagri e Jain, 2018) e IMI (Guo et al., 2018; lturburu et al., 2018), colocando
em risco a biota nos seus diferentes niveis troficos.

Levando em consideragcdo que mutagcdes podem desencadear processos
neoplasicos, avaliar o potencial genotoxico de diferentes agentes quimicos é de
grande importancia, com o objetivo de prevenir doengas associadas a
instabilidade genética. Além disso, estudos que buscam avaliar alteragbes
moleculares e celulares causados por xenobidticos ambientais sdo fundamentais
no intuito de identificar a periculosidade associada a estas moléculas, antes que
possam causar efeito deletério nas populagdes expostas (Dorr et al., 2014).

Um dos grandes desafios da genética toxicoldgica € a padronizagao de
ensaios bioldgicos que sejam sensiveis a diferentes xenobidticos, apresentando,
portanto, eficiéncia no rastreio da genotoxidade induzida por componentes
isolados ou amostras complexas e ao mesmo tempo, apresente reprodutibilidade
e seja economicamente viavel.

Em se tratando de inseticidas, avaliar a mutagenicidade destes compostos
nas concentragdes usadas nas lavouras (indicadas pelos fabricantes), torna-se
uma tarefa dificil, ja que na maioria das vezes as concentragdes de uso tendem a
levar a morte, os organismos usados nos experimentos em condicdes
laboratoriais.

Nesse sentido, a utilizagdo de um organismo que suporte a toxicidade
destas moléculas e ao mesmo tempo, apresente sensibilidade de resposta é
fundamental na compreensao da toxicogenética, bem como na identificagdo de
danos induzidos por pesticidas em concentragdes de uso.

Tradescantia pallida (Figura 1) representa um dos eucariotos vegetais
mais utilizados em pesquisas de mutagénese, sendo altamente sensiveis a

diferentes poluentes ambientais (Pereira et al., 2014).
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Figura 1: Tradescantia pallida.

Em T. pallida, um dos testes mais utilizados e padronizados € o teste do
micronucleo (Trad-MCN), o qual permite o rastreio de danos no material genético
por eventos clastogénicos ou aneugénicos. O Trad-MCN foi primeiramente
proposto por Ma et al (1978).

Micronucleos (MNs) sao fragmentos de cromossomos acéntricos ou
cromossomos inteiros, que durante o processo de divisao celular ficaram fora do
nucleo principal da célula. A formagdo de MN pode ocorrer por mecanismos que
resultem na quebra de fita dupla do DNA (evento clastogénico) ou por nao
disjungédo dos cromossomos durante a divisao celular (evento aneugénico)
(Fenech, 2000).

Para realizagdo do TMN diferentes linhagens celulares e organismos vivos
podem ser utilizados, incluindo, insetos, plantas e animais. O requisito para a
realizacao do TMN é que o tecido apresente células com intensa divisdo mitotica
ou meidtica, ja que os MNs gerados sao visiveis no término da teléfase.

O Trad-MCN é realizado em células de grao de pdlen, que séo gerados por
decorréncia de divisdo celular meidtica, sendo os MNs analisados em células no
estagio de tétrades (células interfasicas com quatro nucleos), consideradas ideais
para observagado de MNs, ja que estes ficam visiveis na intérfase.

O Trad-MCN ja demonstrou ser sensivel na detecgdo da genotoxicidade de
poluentes atmosféricos (Pereira et al., 2014; Crispim et al., 2014; Sposito et al.,

2017; Rocha et al., 2018), aquaticos (Campos et al., 2015; Cassanego e Droste,
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2017; Aghajanya et al., 2018) e presentes no solo (Lah et al., 2008; Cesniene et
al., 2017).

2. OBJETIVO

Partindo da premissa que neonicotinéides sdo amplamente utilizados no
controle de pragas no campo, e que estes estdo presentes nos diferentes
compartimentos do ecossistema, expondo toda a biota do meio, incluindo o
homem, o presente trabalho teve como objetivo, avaliar o potencial genotoxico
dos inseticidas TMX, ACP e IMI, por meio do Trad-MCN.

2.1. Objetivos especificos
e Avaliar a capacidade genotdxica dos inseticidas TMX, ACP e IMI em
concentragodes realisticas, por meio do Trad-MCN.
e Comparar a genotoxicidade dos inseticidas TMX, ACP e IMI de acordo com

o grau de danos no material genético de T. pallida.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Agentes quimicos

TMX Actara® 250 WG (25% de ingrediente ativo) (Figura 2A) -
CsH10CINsO3S (IUPAC: 3-(2-chloro-1,3-thiazol-5-ylmethyl)-5-methyl-1,3,5-
oxadiazinan-4 ylidene(nitro)amine; CAS: 153719-23-4) foi obtido da empresa
BASF S.A, Sao Paulo, Brasil. ACP Mospilan® (Figura 2B) (20% de ingrediente
ativo), C10H11CINs (IUPAC: (E)-N1-[(6-chloro-3-pyridyl)methyl]-N2-cyano-N1-
methylacetamidine; CAS: 135410-20-7), foi obtido da empresa lharabras S.A
Industrias Quimicas, Sorocaba, S&o Paulo, Brasil. IMI Evidence® (Figura 2C)
(70% de ingrediente ativo) - CoH10CIN5O2 (IUPAC: 1-(6-chloro-3-pyridylmethyl)-N-
nitroimidazolidin-2-ylideneamine; CAS: 138261-41-3), foi obtido da empresa Bayer
S.A, Sao Paulo, Brasil. Formaldeido (Figura 2D) — CH20 (CAS 50-00-0), foi obtido

da empresa Sigma Aldrich, Saint Louis Mo, Estados Unidos.
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Figura 2. Estrutura quimica dos compostos testados. A. Tiametoxam (TMX); B.
Acetamiprido (ACP); C. IMidacloprido (IMI); D. Formaldeido.

3.2. TESTE DO MICRONUCLEO EM Tradescantia pallida (TRAD-MCN)
3.2.1 Material biolégico

Tradescantia pallida (Rose) D.R Hunt var. purpurea foram cultivadas em
casa de vegetacao da Fundacao Carmelitana Mario Palmério (FUCAMP), Monte
Carmelo, Minas Gerais, Brasil, em temperatura de 16°C noite e 26°C dia, com
umidade relativa do ar de 70 £ 10°C.

Fotoperiodo de 16 horas diarias de luz foi aplicado para induzir a floragao.
As plantas foram cultivadas em vasos com capacidade volumétrica de 1L. A
fertilizagcao e a irrigagao foram sistematicamente controladas, assim como a taxa
de mutagao espontanea do estoque de plantas. A taxa de mutacéo do estoque de
plantas foi verificada mensalmente, ndo podendo exceder 2 micronucleos (MN)
em 100 tétrades analisadas. A temperatura foi constantemente monitorada nao

podendo ser inferior a 11°C.

3.2.2. Exposicao das plantas
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Visando garantir a homogeneidade nos grupos de plantas submetidas ao
tratamento com diferentes concentragcdes dos inseticidas neonicotindides, a
produgcdo de mudas foi obtida a partir de uma unica matriz, garantindo a
isogenicidade das amostras. O bioensaio foi conduzido de acordo com o protocolo
descrito por Ma et al (1984), com adaptagao de Campos et al (2015).

Floreiras com no minimo 25 plantas foram utilizadas em cada experimento.
Hastes de 15 centimetros, com inflorescéncias jovens foram cortadas e
submetidas ao processo de climatizagdo em &gua destilada por 24 horas.
Decorrido o tempo de climatizagdo, as hastes foram submetidas ao tratamento
por 8 horas em diferentes concentragbes dos inseticidas TMX, ACP e IMI
(Rodriguez et al., 2015; Fadic et al., 2017).

As hastes foram expostas as concentracées 0,00625; 0,0125; 0,025; 0,05;
0,1; 0,2 e 0,4 g/L de TMX Actara®; 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8 g/L de
ACP Mospilan® e IMI Evidence® nas concentragdes de 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4;
0,8 e 1,6 g/L de solugao. Todas as concentragdes usadas foram baseadas nas
recomendagdes de doses estipuladas pelos fabricantes (Tabela 1). No tratamento
de tomate para controle de Bemisia tabaci TMX Actara® e ACP Mospilan® sao
recomendados na concentragdo de 0,2 e 0,4 g/L, respectivamente. Para IMI
Evidence® a dose recomendada pelo fabricante no tratamento de feijao via
modalidade foliar contra B. tabaci é de 0,8 g/L.

Nesse sentido, todas as concentracdes avaliadas de TMX, ACP e IMI estao
de acordo com as concentragbes recomendadas pelos fabricantes, exceto as
concentracbes de 0,4 g/L de TMX, 0,8 g/L de ACP e 1,6 g/L de IMI. Estas
concentragbes foram incluidas nos experimentos, buscando avaliar os efeitos
genotodxicos do uso indiscriminados de defensivos agricolas sobre o material

genético de espécies ndo-alvos de combate.
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Tabela1. Caracteristicas dos inseticidas

Produto Ingrediente Classe Classe Classe Modo de Dose produto Cultura Praga Dose LA

técnico ativo toxicolégica ambiental aplicagdo técnico (g/L) (g/L)

Actara® Tiametoxam Neonicotindide I 11 Foliar 0,2 Tomate  Bemisia tabaci 0,05
Mospilan®  Acetamiprido Neonicotindide 1] Il Foliar 0,4 Tomate  Bemisia tabaci 0,08
Evidence® Imidacloprido Neonicotindide v 11 Foliar 0,8 Feijao Bemisia tabaci 0,56

ClassificagaoToxicoldgica: I: Altamente toxico; II: Moderadamente toxico; IlI: Pouco téxico; IV: Nao toxicos.
Classificagao Ambiental: I: Altamente perigoso; II: Muito perigoso; Ill: Perigoso; IV: Pouco perigoso.

I.A: Ingrediente ativo.

Fonte: Agrofit, 2019.
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Formaldeido na concentragao de 0,2% foi utilizado como controle positivo,
como descrito por Campos et al (2015). Como controle negativo, foi usado agua
obtida por sistema de osmose reversa.

Decorrido o tempo de exposigédo aos inseticidas (8 h), as hastes foram
transferidas para beckers contendo agua destilada, onde permaneceram por 24

horas em etapa de recuperagao.

3.2.3. Analise de microscopia

Apés etapas de climatizagao, exposigao e recuperagao, as inflorescéncias
jovens das hastes foram colhidas e fixadas em solugao carnoy (3 etanol: 1 acido
aceético glacial) por 24 horas e depois conservadas em etanol 70% até o momento
das analises.

As anteras foram maceradas com bastido de vidro sobre laminas para
microscopia, coradas com carmim acético, cobertas com laminulas e aquecidas a
80°C.

Foram analisados 20 botbdes florais com células de grdo de pdlen em
estado de tétrade para cada concentracdo de inseticida testado. Para cada
concentracao de inseticida 10 laminas foram analisadas (300 tétrades por lamina),
totalizando 3000 tétrades por concentragao de inseticida, em microscopia optica
de luz sob magnificacdo de 400 vezes (Ma et al., 1994). A frequéncia de
micronucleos (MN) foi apresentada como numero de micronucleos em 100

tétrades analisadas.

3.2.4. Analise estatistica

No Trad-MCN, a analise de variadncia (ANOVA) foi usada para determinar a
significancia entre a frequéncia de MN das plantas exposta a diferentes
concentragcdes dos inseticidas TMX, ACP e IMI. Valores de P inferiores a 0,05
foram considerados estatisticamente significativos. O Teste de Tukey foi
empregado para comparar a frequéncia de MN entre os grupos tratados e os

controles positivo e negativo.

84



4. RESULTADOS

No Trad-MCN, foram analisadas 3000 células de cada grupo experimental,
objetivando verificar a frequéncia de MN em plantas tratadas com diferentes
concentragbes dos inseticidas TMX, ACP e IMI. Os resultados referentes a
frequéncia de micronucleos em T. pallida tratadas com diferentes concentracoes
dos diferentes inseticidas estao apresentados nas Tabelas 2-4.

Os resultados obtidos demonstram que todos os inseticidas testados, nas
maiores concentracdes, induziram a formacdo de MN em T. pallida quando
comparados ao controle negativo. Na Figura 3 esta representada um exemplo de

tétrade com MN.

MN

Figura 3. Representagcdo de micronucleo em tétrade de Tradescantia pallida.
Imagem obtida por microscopia optica de luz em aumento de 400x.
MN: Micronucleo.

TMX nas maiores concentracdes avaliadas, 0,2 (5,20 £ 1,47) e 0,4 g/L
(5,70 £ 1,15) elevaram a frequéncia de MN, diferindo estatisticamente (p<0,05,
Tukey) do controle negativo (Tabela 2), confirmando, portanto, efeito clastogénico

e/ou aneugénico.
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Tabela 2. Frequéncia de Micronucleos em Tradescantia pallida tratada com

diferentes concentragdes de Tiametoxam (TMX)

Tratamentos Tétrades Frequéncia de Diagnéstico Frequéncia de

g/L analisadas micronucleos/100 estatistico® danos gerados®
+ SD

CN 3000 1,90 + 0,99

CP 3000 15,0 + 3,55 + 13,10

TMX

0,00625 3000 2,10+ 0,99 - 0,20

0,0125 3000 2,70+1,70 - 0,80

0,025 3000 2,40+1,34 - 0,50

0,05 3000 3,10+ 1,19 - 1,20

0,1 3000 3,40+ 1,34 - 1,50

0,2 3000 5,20+ 1,47 + 3,30

0,4 3000 570+ 1,15 + 3,80

a Diagnoéstico estatistico: + Médias com diferenga estatisticamente significativa
quando comparado ao controle negativo de acordo com o Teste de Tukey
(p<0,05); - Médias que nao diferiram do controle negativo.

® Frequéncia de danos gerados = Frequéncia média de microntcleos em plantas
tratadas com TMX ou CP - Frequéncia de média de micronucleos observados em

plantas pertencentes ao controle negativo.

IMI, outro inseticida também pertencente ao grupo das N-nitroguanidinas,
nas concentragdes de 0.1 (4.90 £ 2.37); 0,2 (7,70 = 1,41); 0,4 (6,90 + 2,18); 0,8
(6,60 £ 1,57) e 1,6 g/L (5,40 £ 2,95) também alterou de forma significativa
(p<0,05, Tukey) a frequéncia de MN quando comparado ao controle negativo
(Tabela 3). Além disso, os tratamentos com IMI induziram maiores frequéncias de
MN quando comparadas as mesmas concentragdes de TMX, sugerindo maior

potencial genotoxico.
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Tabela 3. Frequéncia de Micronucleos em Tradescantia pallida tratada com

diferentes concentragdes de Imidacloprido (IMI)

Tratamentos Tétrades Frequéncia de Diagnéstico Frequéncia de

g/L analisadas micronlcleos/100 estatistico® danos gerados®
+ SD

CN 3000 1,50 + 1,35

CP 3000 17,20 £ 3,70 + 15,70

IMI

0,025 3000 1,90 + 1,44 - 0,40

0,05 3000 3,80 + 1,81 - 2,30

0,1 3000 4,90 + 2,37 + 3,00

0,2 3000 7,70 £ 1,41 + 6,20

0,4 3000 6,90 £ 2,18 + 5,40

0,8 3000 6,60 £ 1,57 + 5,10

1,6 3000 5,40 £ 2,95 + 3,90

a Diagnoéstico estatistico: + Médias com diferenga estatisticamente significativa
quando comparado ao controle negativo de acordo com o Teste de Tukey
(p<0,05); - Médias que nao diferiram do controle negativo.

® Frequéncia de danos gerados = Frequéncia média de microntcleos em plantas
tratadas com IMI ou CP — Frequéncia de média de micronucleos observados em

plantas pertencentes ao controle negativo.

Ja para as plantas tratadas com ACP, inseticida pertencente ao grupo das
N-cianoamidinas, resultados positivos foram observados também nas maiores
concentracdes (Tabela 4). A frequéncia de MN nas concentragdes de 0,2 (4,90 *
1,79), 0,4 (5,00 £ 1,24) e 0,8 g/L (6,80 £ 1,47), diferiram significativamente
(p<0,05, Tukey), quando comparado com a frequéncia de micronucleos das

plantas pertencentes ao controle negativo.
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Tabela 4. Frequéncia de Micronucleos em Tradescantia pallida tratada com

diferentes concentragdes de Acetamiprido (ACP)

Tratamentos Tétrades Frequéncia de Diagnéstico Frequéncia de

g/L analisadas micronucleos/100 estatistico® danos gerados®
+ SD

CN 3000 1,80+ 0,78

CP 3000 23,90 £ 2,64 + 21,26

ACP

0,0125 3000 1,80 + 1,47 - 0,00

0,025 3000 2,00 £1,33 - 0,20

0,05 3000 2,40 £ 1,57 - 0,60

0,1 3000 3,90 £ 1,37 - 2,10

0,2 3000 4,90 +1,79 + 3,10

0,4 3000 5,00+ 1,24 + 3,20

0,8 3000 6,80 + 1,47 + 5,00

a Diagnoéstico estatistico: + Médias com diferenga estatisticamente significativa
quando comparado ao controle negativo de acordo com o Teste de Tukey
(p<0,05); - Médias que nao diferiram do controle negativo.

® Frequéncia de danos gerados = Frequéncia média de microntcleos em plantas
tratadas com ACP ou CP — Frequéncia de média de micronucleos observados em

plantas pertencentes ao controle negativo.

Neste trabalho foram calculadas as frequéncias de danos gerados
exclusivamente por cada um dos inseticidas avaliados (Tabela 2-4). A frequéncia
de danos gerados foi quantificada de acordo com a seguinte formula:

MN(frtr) — MN (frc)

Onde, MN (frtr) corresponde a frequéncia de micronucleos gerados nas

plantas tratadas com os inseticidas ou com formaldeido; MN (frc), corresponde a
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frequéncia basal de micronucleos observados nas plantas pertencentes ao grupo
controle negativo.

Quando comparado a frequéncia de MN nas plantas tratadas com as
mesmas concentragcdes dos diferentes inseticidas, IMI foi aquele que apresentou
maior potencial genotdxico quando comparado aos demais inseticidas (Figura 4),
visto que a frequéncia de danos gerados (micronucleos) foi maior em todas as
concentragdes avaliadas, quando comparado aos demais inseticidas, exceto na
concentracdo de 0,025 g/L na qual TMX induziu maior frequéncia de danos
genéticos.
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Figura 4. Frequéncia de danos gerados em Tradescantia pallida tratadas com
diferentes concentracdes de inseticidas neonicotindides. TMX: Tiametoxam; ACP:
Acetamiprid. IMI: Imidacloprid.

* Médias com letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa de

acordo com o Teste de Tukey (p<0,05).

Vale destacar, que na concentracdo de 0,2 g/L de inseticida, IMI diferiu
estatisticamente (p<0,05) na frequéncia de MN de todos os inseticidas avaliados.

Resultados semelhantes foram observados na concentracdo de 0,4 g/L de IMI
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quando comparado a frequéncia de MN nas plantas tratadas com ACP na mesma
concentracao.

Mesmo ndo sendo observado diferengas estatisticamente significativas,
nas concentragcdes de 0,025; 0,05; 0,2 e 0,4 g/L TMX demonstrou ser o segundo
inseticida com maior potencial genotoxico, seguido por ACP.

A frequéncia de micronucleos encontrada nos controles utilizados (negativo

e positivo) em todos os experimentos estdo de acordo com Campos et al. (2015).

5. DISCUSSAO

No presente trabalho foram avaliados o potencial genotdxico de inseticidas
neurotéxicos amplamente utilizados no sistema agricola, buscando verificar a
periculosidade de concentragdes realisticas (encontradas no campo). Avaliar a
indugdo de danos cromossdmicos de pesticidas € fundamental no intuito de
prevenir doengas associadas a instabilidade genética em humanos, bem como de
toda biota exposta.

TMX pertence ao grupo das N-nitroguanidinas sendo um dos inseticidas
neurotéxicos de ampla utilizagdo no Brasil, em culturas de grande destaque
econdémico, como por exemplo, arroz, café, cana-de-agucar, soja e tomate, sendo
utilizado em diferentes modalidades (tratamento do solo, foliar e sementes)
(Agrofit, 2019). TMX, segundo a ANVISA (2008) apresenta baixa toxicidade para
mamiferos (classe toxicoldgica Ill) e é considerado perigoso ao meio ambiente
(classe ambiental Ill) (Tabela 1).

Os dados observados no presente trabalho mostram que TMX nas maiores
concentragdes avaliadas (0,2 e 0,4 g/L) (Tabela 2), oferecem grande risco para as
populacdes ndo alvos de combate. A concentracido recomendada pelo fabricante
€ de 0,2 g/L para eliminagéo de B. tabaci em tomate, o que corresponde a uma
dose de 0,05 g/L de ingrediente ativo. Doses menos concentradas de TMX ja
foram relacionadas com danos genéticos in vivo (Morais et al., 2017). Os
resultados estdo de acordo com outros autores, que apresentam resultados
positivos para mutagenicidade de TMX em diferentes sistemas de avaliagao
(Bhinder et al., 2012; Dourado et al., 2016; Morais et al., 2017).

Bhinder et al (2012) avaliaram o efeito de TMX sobre o DNA de Anopheles

stephensi por meio de estudos de mutagénese via reagdo em cadeia da
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polimerase (PCR). Apds 24 horas de exposi¢do ao TMX (5 x 103 yL/mL) foram
quantificadas um total de 133 mutacgdes (8 inser¢gdes, 10 delegbes, 47 transigdes
e 68 transversdes).

Resultados de mutagenicidade em Drosophila melanogaster foram
apresentados por Morais et al (2017). Os autores compararam a mutagenicidade
de TMX e TMX Actara® e observaram aumento na frequéncia de manchas
mutantes (Teste SMART) nas concentragdes de 9,7 x 104 e 1,9 x 103 mM, tanto
no ingrediente ativo quanto no produto formulado, apds metabolizagao via sistema
enzimatico citocromo P450 (CYP6A2). Os dados sdo preocupantes, visto que
mutacdes em insetos podem favorecer a selegdo de organismos mais resistentes,
0 que aumenta a probabilidade de aumento da concentracdo no campo na
tentativa de combate das pragas. Os resultados aqui apresentados mostram que
TMX em doses indiscriminadas tende a potenciar os efeitos mutagénicos,
maximizando assim os danos na biota.

Além disso, aumentos na frequéncia de MN e de quebras de fita simples e
dupla no DNA em peixes, foram relacionados com a presenca de TMX e metais
pesados em amostras de agua em estudos de monitoramento ambiental (Dourado
et al., 2016).

Por outro lado, IMI, também pertencente ao grupo das N-nitroguanidinas, é
considerado nao téxico (classe IV), e perigoso ao meio ambiente (classe lll)
(Tabela 1). Porém, de acordo com os dados obtidos no presente trabalho, de
todos os inseticidas avaliados, IMI foi aquele que apresentou maior atividade
genotodxica (Figura 2). IMI nas 5 maiores concentragdes avaliadas demonstraram
aumentar a frequéncia de micronucleos (Tabela 3), incluindo a dose
recomendada pelo fabricante (0,8 g/L) para tratamento de feijdo contra B. tabaci
via modalidade foliar. Esta concentragdo de produto formulado contém 0,56 g/L
de ingrediente ativo.

Dos inseticidas neonicotindides, IMI representa o inseticida mais
extensamente estudado em parametros de genética toxicolégica (Feng et al.,
2004; Feng et al., 2005; Costa et al., 2009; Stivaktakis et al., 2010; Bhinder et al.,
2012; Pérez-Iglesias et al., 2014; Al-Sarar et al., 2015; Arslan et al., 2015; Bagri et
al., 2015; Kataria et al., 2015; Bianchi et al., 2015; 2016; Stivaktakis et al., 2016;
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Hong et al., 2018; Vieira et al., 2018; Muzinic et al., 2018; Yucel e Kavis, 2018;
Guo et al., 2018; Iturburu et al., 2018).

De acordo com a literatura, eventos genotéxicos, mensurados por meio do
ensaio cometa, foram relatados em cultura de linfécitos de sangue periférico
humano suplementado com 1,7; 1,1; 8,3 x 102 e 5,7; 2,8 x 10* M (Calderén-
Segura et al., 2012); 20 uM (Costa et al., 2009), 0,05; 0,1; 0,2 e 0,5 mg/L de IMI
(Feng et al., 2005). Indugcdo de MN em linfécitos também foi observada quando
expostos a concentragdes de 20 pM (ingrediente ativo e produto formulado apés
metabolizagao) (Costa et al., 2009) e também de 0,1 e 0,5 mg/L (Feng et al.,
2009).

Em células HepG2 IMI demonstrou atividade clastogénica/aneugénica nas
concentragdes de 0,00036 a 3,6 g/L (24 h de exposigdo — Teste do micronucleo) e
genotoxica nas concentragbes de 0,036 e 3,6 g/L de IMI (Bianchi et al., 2015).
Resultados positivos em relagdo a mutagenicidade e genotoxicidade de IMI foram
observados em células expostas as concentragdes de 0,1; 0,5; 1 e 10 uyg/mL em
células TK6, por meio do ensaio de mutagcédo do gene TK, ensaio cometa e teste
do micronucleo (Guo et al., 2018) e em células de ovario de hamster chinés nas
concentracao de 114,63 uM (teste do micronucleo) (Al-Sarar et al., 2015).

De maneira analoga em peixes, IMI demonstrou ser capaz de causar
aberracbes cromossdmicas e também micronucleos, na concentracédo de 2 mg/L
em 2 meses de exposigdo (Hong et al., 2018). Em Australoheros facetus, IMI
induziu danos genéticos nas concentragdes de 1; 10; 75 e 810 ug/mL e alteragbes
do tipo MN nas concentragdes de 810 pg/mL (lturburu et al., 2018).

Resultados positivos para mutagenicidade de IMI foram verificados em
anfibios nas concentragbes de 314,9 e 566,8 mg/L"' apds 7 dias de exposigdo
(Feng et al., 2004) e 25 mg/L apds 96 h de exposigao (Pérez-Iglesias et al., 2014),
por meio do TMN e genotoxicidade induzida nas concentragdes de 0,05; 0,1; 0,2 e
0.5 mg/L! (diagnostico obtido por meio do ensaio cometa) (Feng et al., 2004).
Além disso, uma série de alteragbes nucleares foram verificados em girinos
expostos a 25 e 37,5 mg/L de IMI nos tempos de 48 e 96 h de exposigao (Pérez-
Iglesias et al., 2014).

Em estudos in vivo com mamiferos (ratos/camundongos e coelhos) IMI,

induziu alteragdes do tipo micronucleo, aberragées/anomalias cromossémicas em
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diferentes concentragdes, via de exposicao e tempo de exposi¢do (Demsia et al.,
2007; Arslan et al., 2015; Kataria et al., 2015; Bagri et al., 2016; Stivaktakis et al.,
2016).

Em Allium cepa IMI induziu aberracbes cromossémicas no tempo de 48 h
de recuperacgdo em todas as concentragdes avaliadas (0,036; 0,36 e 3,6 g/L" e na
concentragdo de 3,6 g/L-' no tempo de 72 h de recuperagio) (Bianchi et al.,
2016). Alteragdes genéticas do tipo MN foram observadas em A. cepa (80 mg m2)
e T. pallida (80; 40 e 20 mg m?2) (Rodriguez et al., 2015). Os resultados
apresentados por estes autores, quando confrontados com o presente trabalho,
aqui apresentado, mostra que uso de plantas na genética toxicoldgica, configura-
se uma excelente alternativa no rastreio da genotoxicidade induzida por
pesticidas.

ACP pertence ao grupo das N-cianoamidinas da classe dos
neonicotinéides. A toxicidade de ACP é considerada baixa para mamiferos
(classe toxicoldgica Ill) e muito perigosa ao meio ambiente (classe ambiental Il)
(Tabela 1) (ANVISA, 2016).

No presente trabalho, ACP nas trés maiores concentra¢des avaliadas (0,2;
0,4 e 0,8 g/L) demonstraram apresentar atividade genotodxica, devido ao aumento
na frequéncia de micronucleos observados e T. pallida (Tabela 4). ACP, de
acordo com o fabricante, é recomendado na concentragcéo de 0,4 g/L no combate
de B. tabaci em tomate, o que corresponde a uma dose de 0,08 g/L de ingrediente
ativo. Assim como nos resultados apresentados sobre a genotoxicidade de TMX e
IMI, a concentragdo recomendada de ACP para uso no campo, também foi capaz
de induzir danos genéticos em T. pallida. Além disso, ACP na concentragédo de
0,2 g/L, metade da concentracdo recomendada pelo fabricante, também
apresentou atividade clastogénica e/ou aneugénica.

Nés enquanto autores, reconhecemos que esta concentragao nao deve ser
encontrada nos alimentos destinados ao homem em funcdo do periodo de
caréncia apos aplicacdo dos inseticidas, no entanto, pensando na biota, este
periodo de caréncia nao é respeitado, podendo levar a contaminagao por contato,
inalagao ou ingestao, dependendo da modalidade de aplicagao.

Os resultados apresentados estdo de acordo com dados prévios da

literatura (Kocaman e Topkatas, 2007; 2009; Cavas et al., 2014; Bagri e Jain,
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2018). Em cultura de linfocitos de sangue periférico humano foi verificado
aumento na frequéncia de aberracdes cromossémicas e troca de cromatides
irmas nas concentragdes de 25; 30; 35 e 40 pg/mL de ACP nos tempos de 24 e
48 h de exposicdo, de maneira dose dependéncia e na frequéncia de MN na
concentracao de 30 e 40 ug/mL, apds 24 h de exposigcao. Por outro lado, todas as
concentragbes avaliadas apos 48 h de exposicdo aumentaram significativamente
a frequéncia de MN (Kocaman e Topkatas, 2007). Além disso, ACP demonstrou
apresentar efeito sinergético com cipermetrina elevando a frequéncia de
alteragbes genéticas, sendo a quebra de cromossomos apontada como principal
mecanismo de agédo do ACP (Kocaman e Topkatas, 2009).

Avaliagbes por meio do TMN e pelo Ensaio Cometa em fibroblastos
humanos (IMR-90), também demonstraram que ACP aumentou significativamente
a frequéncia de MN e também de outros danos genotdxicos nas concentragdes de
50; 100; 200; 400; 800 e 1600 uM em 24 horas de exposi¢ao (Cavas et al., 2014).
De forma analoga, em camundongos (Mus musculus) tratados intraperitoneal com
ACP nas concentragbes de 2,3; 4,6 e 46 mg/Kg foi observado aumento na
frequéncia de aberracbes cromossémicas e MN em ratos expostos a todas as
doses avaliadas, apés 60 e 90 dias de exposicao (Bagri e Jain, 2018).

Tanto IMI quanto ACP sao usados no controle de pragas em arroz, batata,
café, feijao, milho, pimentéo, soja, trigo, dentre outras grandes culturas no Brasil,
sendo, portanto, inseticidas muito versateis, o que aumenta a probabilidade de
contaminagao da biogeocenose.

Mesmo que os resultados ndao tenham demonstrado relagdo dose
dependéncia, no presente trabalho, todos os inseticidas neurotéxicos avaliados,
aumentaram a frequéncia de MN em T. pallida nas maiores concentragdes
avaliadas, demonstrando, portanto, que todos os inseticidas avaliados
apresentam atividade clastogénica e/ou aneugénica.

Levando em consideragao as concentracbes em comum, outrora avaliadas,
podemos concluir que a ordem de genotoxicidade dos compostos avaliados foi
IMI >TMX > ACP (Figura 2).

Embora n&o tenha sido avaliado no presente trabalho o mecanismo de
indugao de micronucleos em T. pallida, diferentes trabalhos sugerem como sendo

o aumento do estresse oxidativo, gerado pelos inseticidas TMX, ACP e IMI a
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causa da instabilidade genética. O aumento na liberagao de espécies reativas de
oxigénio (ERO) ja foram relatados por diferentes autores que estudaram TMX
(Yan et al.,, 2016), ACP (Li et al., 2018) e IMI (Zhang et al., 2014; Ge et al., 2015;
Wang et al., 2016; Shakir et al., 2018).

Assim, o aumento da concentracdo destes inseticidas pode estar
diretamente relacionado ao aumento do estresse oxidativo, que apesar de natural
e fundamental nos organismos (Barretos e David, 2006), o aumento pode
promover a oxidagao de biomoléculas, incluindo o DNA (Abdullah, 2015).

ERO geradas por pesticidas sdo fortes candidatas ao surgimento de
disturbios neurodegenerativos, tais como as doengas de Parkinson e de
Alzheimer (Bogdanov et al., 2001). Em adi¢ao, alguns estudos tém demonstrado o
aumento do risco do parkisionismo em individuos expostos cronicamente a
pesticidas (Brown et al., 2006). Somado a estes eventos, o0 aumento da produgao
de ERO em organismos expostos a diferentes xenobidticos esta diretamente
associado a danos genotdéxicos, o que aumenta as chances de eventos
neoplasicos (Peluso et al., 2015).

Diante do acima exposto, os autores destacam a necessidade da avaliagao
do potencial genotéxico de concentragdes de uso de produtos formulados
(ingredientes ativos + ingredientes inertes), visto que a toxicogenética dos
ingredientes ativos podem ser afetados pelos ingredientes inertes, influenciando
diretamente na toxicidade (Mesnage et al., 2014) e genotoxicidade destes

xenobidticos ambientais (Morais et al., 2017).

6. CONCLUSOES

T. pallida demonstrou ser um excelente organismo modelo no rastreio da
genotoxicidade induzida por inseticidas. Os resultados aqui apresentados
permitem concluir que, nas condicbes experimentais utilizadas, TMX foi
genotoxico nas concentragdes de 0,2 e 0,4 g/L, ACP nas concentragdes de 0,2;
0,4 e 0,8 g/L e IMI nas concentragdes de 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,6 g/L.

Em todos os compostos avaliados, a concentracio indicada pelo fabricante
causou instabilidade gendmica, refletindo no aumento de micronucleos em T.
pallida. Além disso, os resultados relacionados as concentragdes de uso

indiscriminado nos permitem concluir que a utilizagao indevida dos inseticidas no
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campo pode aumentar as chances de contaminacdo da biota, favorecendo a
instalagcdo de alteragdes genéticas, o que pode levar a efeitos deletérios nas
populacdes afetadas diretamente ou indiretamente.

Mais pesquisas devem ser conduzidas, utilizando outros organismos
modelos e sistemas testes de avaliagcdo, buscando a melhor compreensao da
toxicogenética de TMX, ACP e IMI.
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