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APRESENTACAO

O material biolégico utilizado na presente analise foi insetos da ordem
Diptera (Drosophila melanogaster Meigen, 1830) e Hymenoptera (Melipona
scutellaris Latreille, 1811) para avaliagéo dos efeitos do pesticida Fipronil (FP).

A maioria das abelhas s&o insetos eusociais que desempenham
importante papel na manutencdo da biogeocenose. A espécie M. scutellaris
conhecida popularmente como urucu s&o abelhas da Tribo Meliponini,
encontradas principalmente no nordeste do Brasil. Tal espécie possui a
seguinte classificacdo cientifica:

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda
Classe: Insecta
Ordem: Hymenoptera
Familia: Apidae
Tribo: Meliponini
Género: Melipona

Espécie: Melipona scutellaris

A espécie D. melanogaster, conhecida popularmente como “mosca-da-
fruta”, € um inseto diptero amplamente utilizado em pesquisas cientificas. Seu
amplo espectro de uso no campo da Genética tem conferido importantes
contribuicbes sobre a cinética de mutdgenos e carcindgenos. Tal espécie

possui a seguinte classificacéo cientifica:



Reino: Animalia

Filo: Arthropoda

Classe: Insecta
Ordem: Diptera
Familia: Drosophilidae
Género: Drosophila

Espécie: Drosophila melanogaster

Pesticidas sao substancias ou misturas de substancias utilizadas para
matar, repelir ou controlar organismos considerados pestes e que, dependendo
do principio ativo, dose ou persisténcia no ambiente, podem apresentar
impacto em espécies nao alvo. FP apresenta acdo nao-competitiva e
antagonista aos receptores do GABA, bloqueando os ions CI° e
consequentemente, suprimindo o fluxo na via celular, bem como, anulando o
efeito neurorregulador dos receptores. Em funcdo das diferencas nos
receptores, FP apresenta acdo seletiva a insetos, provocando hiperexcitacao,
paralisia severa e consequentemente a morte. No Brasil existem varias
formulacbes deste inseticida, destinadas ao uso médico-veterinario,

domissanitario e agropecuario.

Poucos dados sobre os efeitos genotdxico, mutagénico e carcinogénico
do inseticida FP estdo disponiveis na literatura. Para o entendimento da
cinética da molécula e o risco ocupacional do inseticida em organismos nao-
alvo, mais estudos devem ser realizados, priorizando o uso de sistemas teste,
células, tecidos, organismos e doses diversificadas. FP e outros inseticidas da
classe dos neonicotindides sdo fortes candidatos, por estarem associados com
outros fatores, ao DCC (desordem do colapso da colbnia), caracterizado pelo
desaparecimento de abelhas da espécie Apis mellifera L., 1758 (Hymenoptera:

Apidae). Nao ha provas concretas de que o DCC possa estar afetando abelhas



nativas do Brasil. Porém, alguns trabalhos comprovam o efeito toxico de
fitossanitarios em abelhas sem ferréo.

Esse trabalho teve como finalidade fornecer informagdes sobre o perfil
mutagénico e carcinogénico do inseticida FP, utilizando como ferramentas de
analise o Teste de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) e o Teste de
Deteccao de Tumor Epitelial, ambos em D. melanogaster.

Adicionalmente, doses subletais foram testadas quanto a capacidade
de interferir na atividade locomotora de abelhas da espécie M. scutellaris. Na
Figura 1 é apresentado um resumo grafico dos experimentos realizados neste

trabalho.

Acetona cl ¢ CruzamentosST,HBewtsxmwh H,N

a >:o
%S\ y 0

o €

Fipronil 3

|

Eretano
Larvas de 3° estagio l

i
. o

MitomicinaC

P
<

Melipona scutellaris

Teste de Atividade
de Locomogdo

e T;ste de detecgdo de
SMART tumor epitelial

Figura 1: Resumo grafico dos experimentos realizados com o inseticida

Fipronil.



O trabalho realizado é apresentado na forma de capitulos:
CAPITULO 1 - FUNDAMENTACAO TEORICA

Apresenta uma revisao geral da literatura com informacdes sobre o
inseticida FP; abelhas e sua importancia; aspectos gerais sobre a espécie M.
scutellaris; assim como a fundamentacdo tedrica sobre os testes de
mutagenicidade e carcinogenicidade em D. melanogaster, como bioensaios

para analise e identificacdo de mutagenos, pro-mutagenos e carcinégenos.

CAPITULO 2 - AVALIACAO MUTAGENICA E CARCINOGENICA DO
INSETICIDA FIPRONIL EM CELULAS SOMATICAS DE Drosophila

melanogaster.

Esse capitulo apresenta os resultados dos testes realizados com
objetivo de verificar se o0 inseticida FP possui atividade mutagénica e/ou

carcinogénica em D. melanogaster expostas a baixas concentracoes.

CAPITULO 3 - EFEITO DO INSETICIDA FIPRONIL SOBRE A
ATIVIDADE DE LOCOMOCAO DE ABELHAS DA ESPECIE Melipona

scutellaris (Hymenoptera, Apidae, Meliponini).

Nesse capitulo foi abordado o efeito de doses subletais na velocidade

média de deslocamento das abelhas expostas ao inseticida FP.



OBJETIVOS

Avaliar:

1. os efeitos mutagénicos do inseticida Fipronil (FP) por meio do Teste para
Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (Somatic Mutation and
Recombination Test — SMART) em células das asas de D. melanogaster
utilizando os descendentes do cruzamento padrao (ST) e de alta capacidade

de bioativagdo metabdlica (HB).

2. os efeitos carcinogénicos do inseticida FP, por meio do Teste de Deteccéo

de Tumor Epitelial em D. melanogaster.

3. a velocidade média de deslocamento das abelhas expostas ao FP,
condicionadas a um foto estimulo, por meio do Teste de Atividade de

Locomocgéo.



CAPITULO |

Fundamentacéao tedrica




1. Inseticida Fipronil: Aspectos Gerais.

Pesticidas sdo substancias ou misturas de substancias utilizadas para
matar, repelir ou controlar organismos considerados pragas e que, dependendo
do principio ativo, dose ou persisténcia no ambiente, podem apresentar
impacto em espécies ndo-alvo (FAROOQUI, 2013).

O fenilpirazol 5-amino-1-[2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)phenyl]-
[(trifluoromethyl)sulfinyl]-1H-pyrazole-3-carbonitrile), conhecido popularmente
como Fipronil (FP) (Figura 1) é um inseticida comumente utilizado no combate
de pragas na agricultura e na saude animal (ANVISA, 2005).

Cl
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Figura 1. Formula quimica e estrutural do inseticida FP. Fonte: ANVISA, 2005

FP surgiu na década de 1990, descoberto por May e Baker,
desenvolvido por Rhéne - Poulenc em 1987. Foi introduzido no mercado
agricola em 1993 e registrado nos Estados Unidos em 1996 (AAJOUD et al.,
2003; BOBE et al., 1998). FP foi o primeiro inseticida fenilpirazol desenvolvido
em laboratorio, dando impulso a uma nova era de produtos, hoje conhecidos

como praguicidas de segunda geracdo (CONNELLY, 2001). Foi registrado sob
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0 numero 120068-37-3 no banco de dados CAS (Chemical Abstract Service) e
desde entdo, sintetizado e comercializado em grande escala por vérias
empresas (ANVISA, 2005).

Para compensar a resisténcia de larvas e insetos adultos, frente a
algumas familias de inseticidas classicos (piretroides, organofosforados,
carbamatos, ciclodienos), o inseticida FP foi elaborado e disponibilizado no
mercado agricola, visando atuar em um cenario onde o controle eficiente de
pragas € indispensavel para garantir uma producdo rentavel (Aajoud et al.,
2003).

De acordo com Bobé et al. (1998) e dados do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA, 2015), o FP é empregado como principio
preventivo e corretivo de pragas em diversas monoculturas agricolas, de
acordo como o descrito na Tabela 1.



Tabela 1. Pragas alvo do inseticida FP

Culturas Pragas (nome cientifico) Nome popular

Algodéao Acromyrmex landolti landolti Alabama | Formiga-rapa-rapa
argillacea Curuqueré
Anthonomus grandis Atta sexdens Bicudo
rubropilosa Saulva-limao
Frankliniella schultzei Tripes)

Arroz Acromyrmex landolti landolti Formiga-rapa-rapa
Atta sexdens rubropilosa Formiga
Oryzophagus oryzae Bicheira-da-raiz-do-arroz

Cana-de- | Cornitermes cumulans Cupim

acucar Diabrotica speciosa Larva-alfinete
Diatraea saccharalis Broca-da-cana
Heterotermes tenuis Cupim
Migdolus fryanus Broca-da-cana
Neocapritermes opacus Cupim
Procornitermes triacifer Cupim-de-monte

Milho Acromyrmex landolti landolti Formiga-rapa-rapa
Atta sexdens rubropilosa Formiga
Diabrotica speciosa Larva-alfinete
Diloboderus abderus Bicho-bolo

Soja Acromyrmex landolti landolti Formiga-rapa-rapa
Atta sexdens rubropilosa Formiga
Sternechus subsignatus Tamandué-da-soja

Trigo Acromyrmex landolti landolti Formiga-rapa-rapa
Atta sexdens rubropilosa Formiga

Fonte: MAPA, 2015

No ramo da saude animal, FP tem sido utilizado para o controle de
pulgas, piolhos e carrapatos em ruminantes e animais domésticos (HAINZL e

CASIDA, 1996). Seu amplo espectro de utilizacdo é também voltado para o
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tratamento domissanitario, no controle de formigas e cupins, e/ou jardinagem
amadora (ANVISA, 2005), no tratamento de madeira para a confeccao de
postes, cercas rurais e vigas (MAPA, 2015) bem como no tratamento de
eucalipto, via aplicagéo foliar, para o controle de formigas e cupins (ANVISA,
2005).

Em insetos, o acido gama aminobutirico (GABA) atuam como
neurotransmissores em sinapses inibitorias, regulando a excitabilidade das
células do sistema Nervoso Central e tém sido associados a eventos
fisiolégicos e fisiopatologicos, que estdo intrinsicamente envolvidos com a
funcao e/ou disfuncao cerebral (MARTINS, 2009).

FP apresenta acdo nao-competitiva e antagonista aos receptores
GABA, associados ao canal de cloro (COLE et al., 1993; DAS et al., 2006). FP
se liga aos receptores do canal de cloro, danificando e/ou bloqueando os ions
de CI', impedindo o influxo destes cations monovalentes e, consequentemente,
prejudicando o restabelecimento do potencial de repouso dos neurdnios
(AAJOUD et al.,, 2003; STENERSENT, 2004; CONNELLY, 2001). Como
consequéncia do bloqueio as vias de entrada de cloro, o impulso nervoso €
comprometido, resultando em uma atividade neural excessiva (COLE et al.,
1993). Quando expostos ao inseticida, 0s insetos contaminados passam
apresentar problemas de hiperexcitacdo nos musculos e nervos, paralisia
severa e morte (BOBE et al., 1998; GUNASEKARA e TROUNG, 2007).

Por apresentar pressao de vapor relativamente baixa, FP tende nédo ser
volatil, sendo encontrado no ar apenas quando utilizado na forma de spray
(U.S.EPA, 1996; GUNADEKARA e TROUNG, 2007).

No solo, FP é relativamente moével (BOBE et al., 1998) e apresenta
meia vida entre 0,6 a 10,3 meses, podendo sofrer degradacdo por processos
bidticos (microrganismos e sistemas enzimaticos) e abiéticos (SIMON-DELSO
et al., 2015; BOBE et al., 1998).

FP é estavel em temperatura ambiente e pouco ou moderadamente
soluvel em &gua, com preferéncia para matrizes lipofilicas (compostos

organicos), como lipideos, 6leos, lignina e proteinas (AAJOUD et al., 2003). Em
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condicdes alcalinas € susceptivel a sofrer hidrolise (GUNASEKARA e
TROUNG, 2007).

Quando degradado, o FP pode produzir metabdlitos mais téxicos que o
ingrediente ativo original (U.S.EPA, 1996). A molécula sofre degradacao por
hidrélise, fotdlise, oxidacdo e reducdo, podendo formar quatro diferentes
compostos: FP amida, FP desulfinil, FP sulfona e FP sulfeto (Figura 2)
(SIMON-DELSO et al., 2015; BOBE et al., 1998).

O derivado FP amida é resultante da hidrolise do grupo nitrila da
molécula original, presente no solo ou na agua (U.S.EPA, 1996). Dos quatro
metabdlitos, o FP amida é o0 menos téxico entre 0Ss compostos
biotransformados (BOBE et al., 1998).

O composto derivado desulfinil apresenta meia vida de 4,1 horas,
sendo considerado o metabdlito mais comum no meio ambiente. Sua
metabolizacao é feita pela luz (fotdlise) tanto no solo quanto na agua (U.S.EPA,
1996; ZHAO et al., 2005; HAINZL e CASIDA, 1996).

O metabdlito sulfeto € formado por reducéo, enquanto que o derivado
sulfona é formado por oxidacao do substituinte sulfinil, presente na molécula do
pesticida (MARTINS, 2009; ZHAO et al., 2005).

Os metabalitos sulfona e desulfinil s&o os metabdlitos biotransformados
mais nocivos ao ambiente, sendo considerados altamente toxicos para insetos,
mamiferos, peixes e aves (U.S.EPA, 1996; HAINZL e CASIDA, 1996).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o
FP é classificado como altamente toxico ao ambiente, de acordo com o0s
parametros toxicologicos e, portanto pertence a classe Il (MAPA, 2015;
ANVISA, 2005).
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Figura 2. Biotransformacdo do inseticida Fipronil e seus metabdlitos. Fonte:
Adaptado de Bob et al. (1998)

Mesmo apresentando aspecto seletivo aos receptores GABA de
mamiferos (HAINZL et al.,, 1998) o inseticida apresenta acdo toxica nesses
animais, via exposicao oral (CONNELLY, 2001). Em ratos, o inseticida
demonstrou ser prejudicial ao funcionamento da tiredide (LEGHAIT et al.,

2009), do sistema enddcrino e reprodutivo de fémeas (OHI et al., 2004).

De acordo com Das et al. (2006) a exposi¢cdo ao FP e a metabolizacéo
do xenobidtico foi responsavel pelo aumento da expressdo de mRNA CYP1A,
induzindo a formacdo de isomorfas CYP, que causam citotoxidade em

hepatocitos humanos, podendo induzir o surgimento de cancer.

Em peixes, FP é altamente toxico (U.S.EPA, 1996) e apresenta
atividade neurotoxica, com degeneracdo da notocorda e defeitos locomotores
em embrides e larvas (STEHR et al., 2006) podendo afetar a reproducéo (SUN
et al., 2014).

Em aves, FP é toxico, podendo afetar a massa corporal quando
expostas a baixas doses do pesticida (KITULAGODAGE et al., 2011).
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Somado a esses fatos, a sua aplicacdo tem apresentado efeitos
prejudiciais em invertebrados nao-alvo, principalmente em insetos
polinizadores (LE FAOUDER et al., 2007). Residuos de FP podem estar
presentes no polen e no néctar de plantas tratadas, possibilitando a intoxicacao
das abelhas por contato ou ingestdo (HASSANI et al., 2005). Além do contato
direto com o inseticida (durante o forrageamento ou no momento da
pulverizacdo) esses insetos sao susceptiveis de receber doses em baixa
concentragdo no campo, a qual pode prejudicar estes organismos a curto ou

longo prazo.

Doses subletais de FP podem afetar a gustacao, a percepc¢ao, o olfato,
a capacidade de aprendizado e a atividade motora das abelhas, funcdes
indispensaveis na atividade de forrageamento (HASSANI et al., 2005).

Os efeitos toxicos desse inseticida tém sido relacionados com o
declinio de abelhas, fendbmeno que ficou conhecido nos Estados Unidos como
DCC (Desordem do Colapso das Colbnias) em A. mellifera (van
ENGELSDORP et al., 2009) principal motivo para sua proibicdo na Europa em
julho de 2013, pela Comunidade Européia (GONCALVES, 2013).

FP é responsavel por movimentar cerca de 150 milhdes de dolares no
mercado mundial (ALIOUANE et al., 2009). Esse fato se deve a eficiéncia

guimica conferida pela molécula ao garantir o controle de insetos pragas.

2. Melipona scutellaris (Hymenoptera, Apidae, Meliponini): Aspectos

Gerais

Representantes da ordem Hymenoptera, as abelhas sem ferrdo
pertencem a Subordem Apocrita, Superfamilia Apoidea, Familia Apidae e
subfamilia Meliponinae (MOURE et al., 2013).

Os Meliponini sdo abelhas pantropicais e eusociais. Atualmente estima-

se gque existem 33 géneros e mais de 400 espécies de abelhas na tribo
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Meliponini (CAMARGO; PEDRO, 2013) com mais de 190 espécies no Brasil
(KERR, 2001).

A espécie Melipona scutellaris, representante da tribo Meliponini,
conhecida popularmente como Urucu, € comumente encontrada na regiao
Nordeste do pais (Figura 3) principalmente entre os Estados da Bahia e do Rio
Grande do Norte (ROLDAO, 2011). Apresenta massa corporal de 60 a 80 mg e
10 a 13 mm de comprimento corporal, o que a coloca relativamente grande

guando comparada com outras espécies da subfamilia Meliponinae (KERR et
al., 1996).

Figura 3. Distribuicdo natural de Melipona scutellaris no territério brasileiro.
Fonte: Catalogue of Bees in the Neotropical Region. Disponivel em:
http://www.more.cria.org.br/catalogue. Acesso em 06 de junho de 2015.
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Todas as abelhas da tribo Meliponini, incluindo a espécie M. scutellaris,
(Figura 4) possui organizacao social na colbnia, apresentando divisdo de
trabalho e castas. A abelha Urugu, assim como outras espécies, se organiza

em duas castas, operérias e rainha.

As operérias sdo fémeas estéreis ou semi-estéreis responsaveis, na
colbnia, pelas atividades de cuidado com a prole, limpeza da colmeia, producao
de cera, construcao de células de cria e potes de armazenamento de alimento,
protecdo contra inimigos externos e alimentacdo da rainha (KERR et al., 1996;
LEONCINI et al., 2004; VENTURIERE, 2008; SILVA et al., 2011). A partir de
certa idade, algumas operarias sdo incumbidas de forragear em busca de pdlen
e néctar (KERR et al., 1996) principalmente nas primeiras horas do dia além de
resina, barro e agua (PIERROT e SCHLINDWEIN, 2003; SILVA et al., 2011;
RAAD, 2014).

As operarias podem eventualmente gerar ovoécitos ndo fecundados
(hapldides, ovos reprodutivos) que se desenvolvem em machos ou que serao
utilizados pela rainha como fonte de alimento (ovos tréficos) (CRUZ-LANDIM et
al., 2009; VELTHUIS et al., 2001).

A rainha, fémea fértil, representa a matriarca da coldnia. Seu
comportamento de dominancia esta relacionado com movimentos ritualisticos e
excrecdo de feroménios Sua principal funcdo €& garantir a coesdo e
manutencdo da colonia (KERR et al., 1966). Morfologicamente, apresenta
cabeca, olhos e térax menores do que as abelhas operarias, e o abdémen

torna-se maior do que o das operarias, nas rainhas fisogastricas.
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Figura 4. Ninho de Melipona scutellaris. A: Rainha (seta preta) Operaria (seta
branca) Célula de cria ou alvéolo em construcao (ponta de seta branca) Célula
de cria operculada (ponta de seta preta); B: Detalhe mostrando favos
construidos horizontalmente e potes de alimento, com pélen (seta preta) e com
mel (seta branca). Fonte: http://meliponarionativo.com.br.

Os machos convivem com as fémeas na colonia e sdo responsaveis
pela fecundacdo da rainha. Os machos de M. scutellaris podem, também,
ajudar no aquecimento das crias e na producdo e manipulacéo de cera (KERR
et al., 1966).

Uma caracteristica morfolégica que distingue as abelhas operarias da
Superfamilia Apoidea € a presenca de corbicula, estrutura céncava rica em
pélos, localizada na tibia traseira, para o transporte de pdlen e outros materiais

coletadas no ambiente (NOGUEIRA, NETO, 1997).

A entrada do ninho dos Meliponini é feito de geopropolis (mistura de
barro e prépolis) apresentando aspectos crateriformes e o restante construido
basicamente de cera, prépolis e barro, os ninhos ficam em locais diversos, de

acordo com cada espécie. Alguns podem ser construidos em raizes, galhos ou
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tronco de arvores, em locais subterrdneos ou mesmo em paredes de
residéncias urbanas e rurais (PIANARO, 2007).

Na entrada do ninho € comumente observada a presenca de uma
abelha guardia, que desempenha papel na protecdo contra abelhas néo
pertencentes a colénia ou insetos de espécies diferentes. A auséncia de
guardid na entrada do ninho funciona como indicativo de algum desiquilibrio na

colmeia (KERR et al., 1996).

Devido a auséncia de ferrdo funcional (possuem ferrdo atrofiado), seus
mecanismos de defesa sdo limitados a for¢ca da mandibula, entrada estreita do
ninho, uso de cera e propolis, e presenca de tuneis com odores desagradaveis
(ABRAMSON et al., 1999).

O ninho (Figura 4) é estruturado em favos horizontais, separados por
pilastras de cera e composto por células de cria ou alvéolos, onde a rainha
realiza a postura. Potes ovalados sé&o construidos para armazenamento de
alimento (mel e polen). Diferente do que ocorre com a abelha A. mellifera, em
Melipona ndo ha células realeiras nos favos e as operarias, machos e rainhas
emergem de células do mesmo tamanho e com a mesma quantidade e
gualidade de alimento (KERR et al., 1996; SILVEIRA, 2002).

3. Aimportancia das abelhas na polinizacao

Nas angiospermas, o processo de reproducdo sexuada se deve pelo
transporte efetivo do pélen presente nas anteras até o estigma, enquanto que
nas gimnospermas, a fertilizacdo se deve pelo contato direto do pdlen e o
ovulo. O fluxo de pdlen garante a variabilidade genética das plantas da mesma
espécie, o que reflete na qualidade dos frutos e sementes, bem como na

garantia do equilibrio da biogeocenose.
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O processo de polinizagdo pode ocorrer por intervencao de fatores
abidticos (Agua e vento) e bidticos (insetos, aves e mamiferos). Os insetos se
destacam entre os agentes polinizadores (COSTANZA et al.,, 1997) e os
insetos sociais através do trabalho mutuo (relacéo inseto-planta) se enquadram
entre 0s principais contribuintes, principalmente as abelhas por serem os
principais organismos responséaveis pela polinizacdo entoméfila (BIESMEIJER
e SLAA , 2004). A necessidade das abelhas de coletar polen (fonte proteica) e
néctar (fonte energética), que serdo usados como fonte alimentar, foi o apelo
para que essa relacao se estabelecesse. Nessa relacdo, as abelhas garantem
a nutricdo da colonia e, a0 mesmo tempo, participam na manutencdo e

resguardo da integridade de seu habitat natural.

A producdo de mel representa apenas uma pequena parcela do
beneficio proporcionado pelas abelhas. A polinizagdo por abelhas esta
presente em 35% da producdo agricola do mundo, exercendo influéncia em
87% das principais culturas exploradas pelo homem (KLA et al., 2007),
perfazendo um valor bioecondmico de 153 bilhdes de euros anualmente
(GALLAI et al.,, 2009). Frente a esse servico natural oferecido pelos
polinizadores e principalmente a dependéncia da polinizacdo pelas plantas
cultivadas, desenvolveu-se programas de manejo direcionados ao uso de
abelhas em lavouras e pomares. Os Estados Unidos foram os pioneiros na
utilizacdo de abelhas em culturas (COSTA-MAIA et al., 2010). No Brasil, Santa
Catarina foi o primeiro estado a adotar e se beneficiar do servico de polinizacdo
pelas abelhas, aplicando tal beneficio para a produtividade e qualidade dos
frutos produzidos pelas macieiras (PICOLLIi,1999; SALOME, 2007).

Na literatura, diversos trabalhos descrevem o papel das abelhas na
polinizacdo de monoculturas (Tabela 2) demonstrado nitidamente a

participacéo e contribuicdo destes insetos no sistema agricola.
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Tabela 2. Cultivares polinizados por abelhas

Cultivar Espécie do polinizador Referéncias
Abacate Melipona scutellaris ROCHA, 2012
Abbébora Apis mellifera ARTZ e NAULT, 2011.
Bombus impatiens ARTZ e NAULT, 2011.
Peponapis pruinosa. ARTZ e NAULT, 2011.
Acai Melipona fasciculata. IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2006.
Melipona scutellaris ROCHA, 2012.
Feijao Bombus terrestres BARTOMEUS et al., 2014.
Bombus locrorum BARTOMEUS et al., 2014.
Bombus hortolum BARTOMEUS et al., 2014.
Bombus lapidarius BARTOMEUS et al., 2014.
Girassol Bombus spp. FELL, 1986.
Apis melifera FELL, 1986.
Goiaba Melipona scutellaris IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2006.
Guarana Melipona scutellaris ROCHA, 2012.
Jambo Melipona scutellaris IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2006
Laranja Apis mellifera. MALERBO-SOUZA et al., 2003.
Maca Melipona scutellaris ROCHA, 2012.
Apis mellifera MOUTON, 2011.
Mamona Apis mellifera RIZZARDO et al., 2012.
Mel&o Apis mellifera. TRINDADE et al., 2004.
Morango Nannotrigona testaceicornis | IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2006.
Tetragonisca angustula. IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2006.
Bombus terrestris. MOMMAERTS et al., 2011
Apis mellifera BARTOLOMEUS et al., 2014.
Néspera Melipona scutellaris IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2006.
Pimenta Bombus terrestris. KNOWN e SAEED, 2003
Pimentao Melipona subnitida. CRUZ et al., 2005.
Melipona scutellaris ROSELINO et al., 2010.
Melipona quadrifasciata ROSELINO et al., 2010.
Pitomba Melipona scutellaris IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2006
Tomate Bombus terrestris. VELTHUIS, DOORN, 2006.
Trigo Apis mellifera BARTOLOMEUS et al., 2014
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No Brasil, as espécies de abelhas da subfamilia Meliponinae, também
conhecidas como “abelhas indigenas, nativas ou sem ferrdo” sdo responsaveis
pela polinizacdo de 40 a 90% da flora nativa do pais, exercendo fundamental
papel na manutencdo da flora e da fauna (KERR et al., 1996; NOGUEIRA-
NETO, 1997).

Algumas plantas sdo mais frequentemente visitadas por abelhas do
género Melipona devido a sua peculiar caracteristica de polinizagdo por
vibragdo, uma vez que suas anteras sao poricidas (NUNES-SILVA et al., 2010).
As plantas nativas das familias Myrtaceae, Mimosaceae, Caesalpinaceae,
Anarcadinaceae, Sapindaceae, Fabaceae e Solanaceae séo as mais visitadas
pela espécie M. scutellaris (CARVALHO et al.,, 2001). Dependendo do
ecossistema em que estao presentes, sua polinizacdo pode, também, favorecer
cerca de 33% das culturas agricolas (IMPERATRIZ-FONSECA e NUNES-
SILVA, 2010).

Pesquisas cientificas demonstram a inquestionavel importancia
polinizadora das abelhas no ecossistema e sugerem gue na auséncia e/ou
presenca de recurso floral de plantas nativas, as espécies podem procurar e

utilizar recursos florais de plantas cultivadas.

4. Teste para deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (Somatic
Mutation And Recombination Test - SMART) em Drosophila

melanogaster.

Lesbes no material genético sdo comumente causadas por erros
espontaneos ou por exposicdo a agentes quimicos, fisicos e bioldgicos,
(FRANK, 2010). Por decorréncia de eventos agressivos ao material genético, o
processo de replicacdo e transcricdo génica podem ficar comprometidos, bem
como a segregacao normal dos cromossomos. Essas lesdes tendem a ser

reparadas por enzimas da maquinaria de reparo do DNA. No entanto, se a
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célula portadora de uma mutacao se dividir por completo antes que o reparo

seja feito, esta mutacdo podera se fixar e se tornar uma alteracdo permanente.

De acordo com KIM et al. (2011) lesdes no DNA em células mais
senescentes sao mais preocupantes, visto que a maquinaria de reparo do
organismo tende a diminuir sua atividade a medida que a célula entra em
processo de senescéncia, possibilitando a fixacdo de mutacdes. Agentes
mutagénicos estao diretamente relacionados ao surgimento de mutacdes, que
por sua vez apresentam forte relacdo com o surgimento de neoplasias, visto
gue uma populacdo de células mutantes, quando nao reconhecida e reparada,
€ passivel de perder o seu reconhecimento celular e seu controle de divisao

(RIBEIRO e MARQUES, 2003).

A Genética Toxicologica tem voltado sua atencéo para a investigacao
de potenciais agentes mutagénicos e genotoxicos (MACHADO et al., 2013),
bem como para a padronizacao de protocolos e testes, como ferramentas para
a deteccdo de mutacdes pontuais, aberracbes cromossdmicas e eventos de
aneuploidias (ANDRADE e LEHMANN, 2003). Partindo desta premissa, 0 uso
de organismo modelo com caracteristicas especificas intrinsecas (sensibilidade

e resposta) € uma peca crucial para a validacdo de um teste.

A designagdo “organismo-modelo” se aplica a espécies (plantas,
animais e micro-organismos) que sao utilizados para investigar um problema
em particular. Um bom organismo-modelo permite extrapolar os resultados

para outras espécies, como por exemplo, o homem (SEPEL e LORETO, 2010).

A espécie Drosophila melanogaster, conhecida popularmente como
‘mosca da fruta”, € um versatil organismo-modelo usado em pesquisas
cientificas no campo da Genética, Biomedicina, Medicina, Ecotoxicologia e
Biologia de comportamento, e foi responsavel por fornecer importantes
informacdes em estudos genéticos e de desenvolvimento (KIM et al., 2011).

O desenvolvimento embrionario, apos a fertilizacdo e formacdo do
zigoto, ocorre dentro da membrana do ovo. O ovo produz uma larva. O periodo
larval consiste de trés estagios (instars). No estagio final, ou 3° instar a larva
pode alcancar o comprimento de cerca de 4,5 milimetros, tornando-se pupa. A

pupa, por sua vez, se desenvolve em um imago ou adulto (Figura 5). A
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duracao destas fases varia com a temperatura. A 20 °C a dura¢cdo média do
periodo ovo - larval é de 8 dias; a 25 °C € reduzida para 5 dias. Assim, a 25 °C
o ciclo de vida pode ser completado em cerca de 10 dias (DEEPA PARVATHI
et al., 2009).

1° estagio larval

& .’3 .—.- ‘z ,’»‘,‘)\’..
prepupa :
1d I
1a 2° estagio larval
- o B
il 1 dia
3° estagio larval

Figura 5. Ciclo de vida da mosca Drosophila melanogaster. Fonte:
http://www.sc.didaxis.pt/hereditariedade/drosophila.html.

A D. melanogaster possui quatro pares de cromossomos (2n = 8),
sendo trés pares autossdmicos e um par de cromossomos sexuais. Apresenta
dimorfismo sexual (Figura 6). As fémeas, geralmente, sdo maiores que 0sS
machos e apresentam uma alternancia tipica de listas claras e escuras no
decorrer do abdémen. Nos machos € observada a presenca de uma mancha

escura na extremidade posterior do abdémen (exceto em individuos recém-
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eclodidos), bem como a presencga de “pente sexual” localizados no primeiro par

de patas superiores.

A D. melanogaster € muito bem caracterizada morfologica e
geneticamente. Possui prole numerosa, ciclo de vida curto, baixo custo e é de
facil manutencado em laboratério. Muitas propriedades bioldgicas, fisioldgicas e
neuroldgicas béasicas sdo conservadas entre mamiferos e D. melanogaster.
Aproximadamente 75% dos genes relacionados as doengas humanas possuem
homdlogos funcionais em D. melanogaster, o que tem conferido formidaveis
vantagens quanto ao uso deste organismo como modelo experimental (GRAF
et al.,, 1996; JENNINGS, 2011; PANDEY E NICHOL, 2011; REITER et al.,
2001).

Figura 6: Dimorfismo sexual da espécie Drosophila melanogaster. Fonte:
http://seresmodelicos.csic.es/galeria/mosca.html.

Algumas indagacdes quanto ao uso de modelos bioldgicos para estudo
da correlacdo entre os organismos modelo e o homem séo frequentemente
postos em questdo em pesquisas cientificas. Os testes rotineiramente

utilizados in vivo com mamiferos parecem estar atualmente mal adaptados
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frente & grande demanda de material envolvido, elevado custo e questdes
éticas. Devido ao rapido ciclo reprodutivo, maior aceitagdo ética, e menor
necessidade de infraestrutura, pequenos animais ndo-mamiferos, tais como
nematddeos (Caenorhabditis elegans), peixes (Daniorerio), e moscas (D.
melanogaster) sdo bons candidatos para o desenvolvimento de testes de
genotoxicidade de alto rendimento. Assim, o Teste para detec¢cédo de Mutacéo e
Recombinacdo Somética (Somatic mutation and recombination test — SMART)
representa uma alternativa mais escalavel, uma vez que utiliza Drosophila, que
se desenvolve mais rapidamente e requer menos infra-estrutura (LOMBARDOT
et al., 2015).

O SMART de asa € um teste baseado na analise fenotipica dos pélos
(tricomas) das células das asas da mosca D. melanogaster. O teste foi
desenvolvido por Graf et al. (1984) e aprimorado por Graf e van Shaick (1992).
Desde entdo tem sido usado para avaliar o  potencial
mutagénico/recombinogénico ou antimutagénico/antirecombinogénico de
substancias simples e misturas complexas (AMARAL et al., 2005; FRAGIORGE
et al., 2008; de REZENDE et al., 2011; ORSOLIN et al., 2012.; DANESI et al.,
2012; DEMIR et al., 2013; 2013; REZENDE et al., 2013; MACHADO et al.,
2013; REIS et al., 2015) e compostos isolados (SANTOS-CRUZ et al., 2012).

O teste baseia-se na Genética Classica visto que 0s experimentos
fundamentam-se nos conhecimentos referentes a distribuicdo igual e
independente dos cromossomos durante a mitose. Os cruzamentos
experimentais fazem uso de trés linhagens portadoras de marcadores

recessivos que se expressam nas células das asas da mosca, a saber:

1. Linhagem “multiple wing hairs” (mwh) com constituicdo genética y; mwh jv. O
marcador recessivo mwh é um gene recessivo mantido em homozigose na
linhagem mwh, localizado no braco esquerdo do cromossomo 3, em uma
regido mais distal em relacdo ao centrbmero (3-0,3). Na condicdo de
homozigose, o fenétipo do pélo nas células da asa passa a ser expresso,
originando pélos multiplos (tricomas multiplos) (GRAF e VAN SHAICK, 1992)

(Figura 7 A). O fendtipo de pélos multiplos (mwh) é caracterizado pela
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presenca de trés ou mais pélos em uma Unica célula da asa, o que difere do
fendtipo selvagem que apresenta um Unico pélo em cada célula (Figura 7 B).

2. Linhagem “flare-3” (fIr®), com constituicdo genética fir¥/ In(3LR)TM3, ri p” sep
1(3)89Aa bx*** e Bd®. O marcador flr* é um gene recessivo que esta localizado
no braco esquerdo do cromossomo 3, em uma regiao mais proxima em relacao
ao centrémero (3-38,8). Quando expresso (homozigose) o fenétipo do pélo
selvagem € modificado, originando pélos que se assemelham a uma chama de
vela ou espinho de roseira (GRAF e VAN SHAIK, 1992) (Figura 7 C).

De acordo com Andrade e Lehmann (2003), existem 3 alelos flr, sendo
gue todos os trés sado letais em homozigose recessiva. No entanto, nas células
do disco imaginal das asas portadoras do gene recessivo, o fen6tipo mutante
passa a ser expresso em auséncia de letalidade, sendo, portanto viaveis para o
teste. O alelo flr® é mantido pela presenca de um balanceador cromossémico
TM3, BDS.

Figura 7. Distribuicio de pélos na asa de Drosophila melanogaster. Pélo
mutante multiple wing hairs (A); Pélo mutante flare (C); Pélo selvagem (B)
Fonte: Fotomicrografia em microscopia de varredura (Cortesia Prof. Dr. Ulrich

Graf — Institute of Toxicology ETH - Zurich — Suica.

3. Linhagem “ORR; flare-3”, com constituicdo genética ORR/ORR; fIr®
IN(BLR)TMS3, ri p” sep I(3)89Aa bx**® e Bd®. Os individuos pertencentes a essa

linhagem possuem os mesmos marcadores da linhagem flr* no braco esquerdo
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do cromossomo 3, somando a esta linhagem (ORR;flare-3) a presenca de
genes que expressam enzimas do citocromo P450, localizados nos
cromossomos 1 e 2 (provenientes da linhagem “Oregon R”) (GRAF e VAN
SCHAIK, 1992).

Com essas trés linhagens s&o realizados dois diferentes tipos de

cruzamentos:

1) Cruzamento padrédo (standard cross - ST): cruzamento de machos
“mwh” com fémeas virgens “fir®”.

2) Cruzamento de alta bioativagdo (HB- high bioactivation cross):
cruzamento de machos “mwh” com fémeas virgens “ORR;fIr”

O cruzamento ST é usado para verificar se uma determinada
substancia ou composto isolado, por si, apresenta potencial para inferir dano
ao material genético (deteccdo de mutagenos diretos).

Alguns compostos nao sao capazes de induzir mutagbes e/ou
recombinacdo, mas seus metabolitos podem atuar agressivamente em nivel do
DNA. Neste sentido, o cruzamento HB permite verificar se 0os metabdlitos do
composto testado, originados por acdo de enzimas do complexo citocromo
P450, sdo ou ndo nocivos ao material genético (deteccao de pro-mutagenos).

Ambos os cruzamentos produzem dois tipos de progénies (Figura 8):

1) Progénie MH: Trans-heterozigoto marcado (mwh +/+ flr3), com
fendtipo de borda da asa lisa (Figura 9 A).

2) Progénie BH: Heterozigoto balanceado (mwh +/ + TM3, Bd®), com

fendtipo de borda da asa serrilhada (Figura 9 B).
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Figura 8. Representacdo do cruzamento realizado entre a linhagem multiple
wing hairs e a linhagem flare, seus respectivos descendentes (distintos
fenotipicamente), e os eventos mutacionais que podem ser identificados em
cada progénie. Fonte: Adaptado de Rezende (2012).

Figura 9. Fenotipo da asa de D. melanogaster da progénie MH (A) e BH (B).
Fonte: Acervo pessoal.
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Nos adultos da progénie MH, as manchas mutantes podem se
expressar fenotipicamente como simples (mwh ou flare) e manchas gémeas
(mwh e flare). As manchas simples da progénie MH, séo resultantes da perda
da heterozigose em qualquer um dos marcadores, devido a mutacéao,
aberracdo cromossémica e ndo-disjuncdo mitética, enquanto que as manchas
gémeas sao resultantes, exclusivamente, de recombinacdo mitética. Imagens
das manchas estdo ilustradas abaixo: mwh (Figura 10), flr® (Figura 11) e
gémeas (Figura 12).

Na progénie BH a presenca do balanceador permite apenas o
surgimento de manchas simples mwh, provenientes de mutacédo, aberracéo

cromossdmica e ndo-disjungdo mitotica.

Figura 10. Manchas mutantes multiple wing hairs (seta). Fonte: Fotomicrografia

obtida em microscépio 6ptico de luz (400X).
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Figura 11. Manchas mutantes flare (seta). Fonte: Fotomicrografia obtida em

microscopio optico de luz (400X).

Figura 12. Mancha gémea mostrando pélo flare (seta preta) e pélos multiplos
(seta vermelha). Fonte: Fotomicrografia obtida em microscopio optico de luz
(400X)
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O SMART fundamenta-se na premissa de que, durante o
desenvolvimento, células do disco imaginal da mosca dividem-se mitéticamente
para se diferenciar, dando origem aos diversos tecidos secundarios da mosca
(ANDRADE e LEHMANN, 2003). A presenca de um composto com atividade
genotdxica nesta fase de desenvolvimento da mosca reflete-se na perda da
heterozigose dos marcadores (um ou ambos) nas larvas tratadas,
possibilitando a identificacdo de mutantes através da andlise fenotipica dos
pélos nas asas das moscas adultas. Os possiveis eventos provenientes de

mutacao ou recombinacao estao esquematizados no Anexo 1.

A deteccdo de mutacbes em D. melanogaster ndo afirma que a
substancia testada tera 0 mesmo efeito em outros organismos, porém aponta a

possibilidade deste agente causar mutacfes em outras espécies de eucariotos.

5. Teste de Deteccdo de Tumor Epitelial (warts) em Drosophila
melanogaster

O cancer pode ser definido como uma célula ou populacdo de células
gue acumularam mutacdes e perderam a sua capacidade de reconhecimento
celular. Pode ser classificado basicamente como benigno ou maligno. Este
ultimo, quando adquire capacidade de metastase e passa a invadir outros
tecidos, gerando uma nova massa tumoral. A origem e progressao da massa
tumoral envolve uma série de mudancas genéticas na célula, incluindo ativacao
de oncogenes e perda ou inativacdo de genes supressores de tumor
(SHMANDT e MILLS, 1993; FELZENSWAB, 2003).

A conservacao de alguns fatores genéticos e as vias bioquimicas, bem
como, a conservacao funcional dos genes associados a supressao de tumor
em D. melanogaster e mamiferos, tém sugerido que estudos que envolvem a
exposicdo de Drosophila sp a xenobiéticos, associados a inducdo e
manifestacdo de tumor nos discos imaginais, podem contribuir para o

entendimento do cancer em humanos (POTTER et al., 2000).
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Em Drosophila, mais de 50 genes foram mapeados e caracterizados
como genes supressores de tumor. Oito deles tém funcdo no desenvolvimento
embrionério da mosca, 12 no desenvolvimento do cérebro, 19 sdo expressos
nas células dos discos imaginais, 25 no desenvolvimento hematopoiético e 10
nas gbnadas adultas (JUSTICE et al., 1995).

O gene warts (wts) foi identificado e caracterizado como um gene
supressor de tumor (XU et al., 1995). A delecdo desse gene e expressao do
alelo recessivo leva a formacao de clones de células que sao consideradas
altamente invasivas acarretando na manifestacado de tumor epitelial no corpo e
apéndices da mosca. Tais tumores apresentam fenétipo semelhante a uma

verruga com coloracéo escura (NISHIYAMA et al., 1999).

O ciclo celular € governado por uma familia de proteinas quinases que
atuam nas vias metabdlicas da célula, com intuito de garantir e regular o
controle da divisdo celular. As proteinas quinases sao constituidas por duas
subunidades, sendo uma subunidade regulatéria (ciclina) e outra catalitica
(proteina quinase dependente de ciclina — CDK) as quais em conjunto, formam

um heterodimero.

De acordo com Nelson e Cox (2012) nas células somaticas existem
pelo menos quatro tipos de ciclinas (A, B, C, D) e no minimo oito tipos de
proteina quinases dependente de ciclina (CDK1, CDK2, CDK3, CDK4, CDKS5,
CDK6, CDK7, CDK8) que atuam especificamente em um determinado
momento no ciclo celular. O gene warts codifica uma proteina serina/treonina
guinase que exerce papel na progressdao do ciclo celular, na mitose
(NISHIYAMA et al., 1999; JUSTICE et al., 1995; IIDA et al., 2004).

Em D. melanogaster o gene supressor de tumor warts apresenta
homologia com o gene humano LATS1, associado ao surgimento de tumores
ovarianos e sarcomas em tecidos moles, quando expresso na condicéo
alterada (NISHIYAMA et al., 1999).

O marcador wts esta localizado no cromossomo 3 da mosca e € letal
para o zigoto quando expresso em homozigose recessiva. Em funcdo desse

evento, a linhagem Warts é mantida pela presenca de um balanceador
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cromossOomico TM3, Sh?, o qual fornece um estado hemizigoto e garante a ndo
letalidade para o individuo.

Para avaliagdo do potencial carcinogénico o Teste de Deteccdo de
Tumor Epitelial faz uso de duas linhagens:

1- Linhagem Warts (wts/TM3, Sh!) com constituicdo genética: ST [1]
in [1] kni [ri-1] p [p] wts [3-17]/TM3,S B [1].
2- Linhagem multiple wing hairs (mwh/mwh) com constituigéo

genética y; mwh jv (3-0,3).

O cruzamento € feito com machos mwh e fémeas virgens wts

(Figural3). Por meio desse cruzamento, duas progénies sao geradas:

1- Progénie trans-heterozigoto marcado (wts +/+ mwh);
2- Progénie heterozigoto balanceado (TM3, sb! +/+ mwh).

o TM3,Sb"
mwh + ‘/ 1

Trans-heterozigoto marcado Heterozigoto balanceado
mwh +/+ wts mwh +/+ TM3,Sb?
Pélos normais Pélos grossos

Figura 13. Representacdo do cruzamento realizado entre a linhagem multiple
wing hairs e a linhagem warts, seus respectivos descendentes (distintos

fenotipicamente).
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As moscas (progénie) sdo identificadas pelo fendtipo dos pélos
expressos no corpo da mosca (Figura 14). Individuos pertencentes a progénie
“Trans-Heterozigoto marcado” apresentam pélos normais no corpo (longos e
finos), enquanto que individuos pertencentes a progénie “heterozigoto

balanceado” apresentam pélo curto e espesso.

No Teste de Deteccdo de Tumor Epitelial, apenas a progénie trans-
heterozigoto marcado (wts +/+mwh) é analisada.

A perda da heterozigose nas células do disco imaginal das larvas
resulta na expressdo do gene Warts na condicdo recessiva, levando ao
surgimento de tumor epitelial na mosca, na fase adulta. Tal evento ocorre em
funcdo de efeito clastogénico, aneugénico ou por meio de recombinagao
mitotica. Os tumores sao detectados nos diversos tecidos epiteliais do inseto
(cabeca, olhos, corpo, pernas, asas e halteres (Figura 15) (EEKEN et al.,
2002).

‘mwh ++ TM3, Sb’

mwh++ wis %

Figura 14. Fendtipo dos pélos no corpo da mosca D. melanogaster nas

diferentes progénies.
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Desde que o Teste para Deteccdo de Tumor Epitelial em D.
melanogaster foi padronizado, tem sido aplicado no estudo de substancias com
carater carcinogénico e anticarcinogénico (ALVES e NEPOMUCENO, 2012;
COSTA et al.,, 2011; FREITAS et al.,, 2014; FURTADO e NEPOMUCENO,
2012; ORSOLIN e NEPOMUCENO, 2009; SILVA e NEPOMUCENO, 2011) ,
oferecendo informagdes relevantes para uma gama de substancias simples e

compostas.

Figura 15. Expressao de tumor epitelial em D. melanogaster. Tumor na cabeca
(A), tumor no olho (B), tumor no corpo (C), tumor na asa (D) e tumor no halter.
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6. Teste de Locomocao em abelhas

O teste da atividade de locomog¢édo fundamenta-se na observacdo do
deslocamento das abelhas ao longo de em uma arena graduada construida de
madeira (80 cm x 30 cm x 4 cm) com seis divisbes (Figura 16). Cada diviséo
representa uma raia de 50 cm de comprimento, que permite monitorar o
deslocamento de cada individuo. A caixa é tampada com um vidro na parte
frontal para a visualizagdo do deslocamento das abelhas durante o teste. A
parte inferior da caixa tém seis entradas individuais, uma para cada raia, onde
sdo colocadas as abelhas. Um suporte de aluminio na parte inferior da caixa
garante que o acesso das abelhas as raias ocorra ao mesmo tempo para 0s

individuos testados.

O estimulo das abelhas ocorre por meio do fototropismo positivo, as
guais deslocam em direcdo a lampada fluorescente que fica na parte superior

da pista de teste.

Este teste é usado para avaliar o efeito de doses subletais de
pesticidas na velocidade das abelhas, podendo fornecer informacdes sobre

mudancas de comportamento dos insetos expostos.
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Figura 16. Pista de Teste de Atividade de Locomocéao. Luz (L) Tela de Nylon
(T) Raias (R) Suporte de aluminio (S) Entrada da caixa (E)
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CAPITULO II

Avaliacao da capacidade Mutagénica
e Carcinogénica do Inseticida
Fipronil em células somaticas de
Drosophila melanogaster (Diptera,

Drosophilidae)
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Resumo

Fipronil € um pesticida do grupo fenilpirazol, usado no controle de pragas, com
acao nao competitiva e antagonista aos receptores GABA de insetos. O
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos mutagénicos e carcinogénicos do
inseticida Fipronil. Os efeitos mutagénicos foram avaliados por meio do teste
para deteccdo de mutacdo e recombinacdo soméatica (Somatic Mutation And
Recombination Test - SMART). em células de asas de Drosophila
melanogaster. Larvas de 3° estagio dos cruzamentos padrdo (ST) e de alta
bioativacdo metabdlica (HB), foram tratadas com diferentes concentracdes de
Fipronil (0,3; 0,7; 1,5 ou 3,0.10° mM). Os resultados revelaram efeito
mutagénico em todas as concentragOes testadas no cruzamento HB e em
todas as concentracdes testadas no cruzamento ST, exceto para a
concentracdo de 0,7.10° mM. Os efeitos carcinogénicos do Fipronil foram
avaliados por meio do teste para deteccao de tumor epitelial (warts). Larvas de
3° estagio do cruzamento entre fémeas virgens wts/TM3, sb! e machos
mwh/mwh foram tratadas com diferentes concentracdes de Fipronil (0,3; 0,7;
1,5 ou 3,0.10° mM). Todas as concentracdes utilizadas induziram aumento
estatisticamente significativo na frequéncia de tumores. Em conclusdo, o
fipronil mostrou ser um agente mutagénico e carcinogénico em células

somaticas de D. melanogaster.

Palavras chave: mutacdo somatica; fipronil; tumor epitelial; SMART; warts;

WtS.
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Abstract

Fipronil is an insecticide of phenylpyrazol group used to control pests with non-
competitive action and antagonistic GABA receptors. The aim of this study was
to evaluate the mutagenic and carcinogenic effects of Fipronil insecticide. The
mutagenic effects were evaluated using the somatic mutation and
recombination test (SMART) on wings cells of Drosophila melanogaster. Third
instar larvae from standard (ST) cross and High bioactivation (HB) cross were
treated with different concentrations of Fipronil (0.3; 0.7; 1.5 or 3.0.10 mM).
The results showed mutagenic effect at all concentrations tested in the HB
cross; and all concentrations tested in the ST cross, except at concentration of
0.7.10° mM. The carcinogenic effect of fipronil was assayed through the test for
detection of tumor epithelial (warts) in D. melanogaster. Third instar larvae from
wts/TM3 virgin females mated to mwh/mwh males were treated with different
concentrations of fipronil (0.3; 0.7; 1.5 or 3.0.10° mM). All these concentrations
induced a statistically significant increase in tumor frequency. In conclusion,
Fipronil proved to be mutagenic and carcinogenic in somatic cells of D.

melanogaster.

Key words: somatic mutation; fipronil; tumor epithelial; SMART; warts; wts.

40



1. Introducgéo

Pesticidas sao substancias ou misturas de substancias utilizadas para
matar, repelir ou controlar organismos (microrganismos, plantas ou animais)
considerados pestes e que, dependendo das caracteristicas fisico-quimicas,
mecanismo de ac¢do, dose ou persisténcia no ambiente, podem apresentar
impacto em espécies ndo-alvo (TSUTSUI; MAIZUMI; BARRET, 1984;
FAROOQUI; FAROOQUI, 2012).

Pesticidas foram desenvolvidos visando atuar em um cenério onde o
controle eficiente de pragas € fundamental para garantir a demanda de
alimento global, tornando a agricultura dependente do controle quimico de
pragas (ECOBICHON, 2000).

Os efeitos nocivos apresentados por inseticidas classicos, tais como,
organofosforados, organoclorados, piretroides e carbamatos tém levantado a
preocupacao quanto a utilizacdo da tecnologia frente aos danos gerados no
ambiente. Em funcdo do dano ambiental e ocupacional que os pesticidas
podem causar, um bom agroquimico deve atender as expectativas do controle
de pragas e apresentar toxicidade seletiva, bem como, baixa persisténcia no
meio ambiente e ndo apresentar caracteristica de bioacumulacdo nos niveis
troficos (CELIK et al., 2014).

Pesticidas podem prejudicar a saide humana a longo prazo, devido a
exposicado cronica aos residuos do principio ativo e seus metabdlicos no
ambiente e nos alimentos (HOUK, 1992), podendo gerar diversos efeitos
negativos, tais como disfuncdo nas vias bioguimicas ou instabilidade genética
(CELIK et al., 2014).

Fipronil (5 - amino - 1 - [2,6 — dichloro — 4 - (trifluromethyl) phenyl] — 4 -
[(trifluoromethyl) sulfinyl] - 1H - pyrazole) (FP) € um inseticida, formicida e
cupinicida do grupo fenilpirazol. Classificado como pesticida de segunda
geracdo, FP foi descoberto por Rhone-Poulene Agro em 1987, introduzido
comercialmente em 1993 e registrado nos Estados Unidos em 1996 (AAJOUD;
RAVANEL; TISSUT, 2003).

FP age no sistema nervoso do inseto. O ingrediente ativo liga-se aos
receptores do canal de cloro, agindo ao danificar e/ou bloqueando os ions de

CI', impedindo o influxo na via celular, anulando o efeito neurorregulador dos
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receptores (CONNELLY, 2001; AAJOUD; RAVANEL; TISSUT, 2003;
STENERSENT, 2004). Como consequéncia do bloqueio das vias de entrada de
cloro, o impulso nervoso é comprometido, resultando em uma atividade neural
excessiva (COLE et al., 1993). Quando expostos ao inseticida, os insetos
passam apresentar problemas de hiperexcitacgdo nos musculos e nervos,
paralisia severa e morte (BOBE et al., 1998; GUNASEKARA e TROUNG,
2007).

No Brasil, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), FP é considerado altamente toxico ao meio ambiente, sendo
classificado, de acordo com os parametros toxicol6gicos, como pertencente a
classe Il. Em funcdo da sua toxicidade, varios trabalhos tém demonstrado
efeitos danosos em organismos nao-alvo, como abelhas (EL HASSANI et al.,
2005; LE FAOUDER et al., 2007; LOURENCO et al., 2012), peixes, aves e
mamiferos (OHI et al., 2004; STEHR et al., 2006; DAS et al., 2006; LEGHAIT et
al., 2009). De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental (Environmental
Protection Agency - EPA) FP é classificado como um possivel carcinGgeno
(EPA, 2011).

Os efeitos da exposicdo prolongada aos pesticidas, em baixas doses,
na saude humana é dificil de avaliar, uma vez que os sintomas muitas vezes
ndo sdo manifestados clinicamente (HERNANDEZ et al., 2005). Informacdes
sobre a toxicidade dos pesticidas ndo sado suficientes para prever o risco
ocupacional, uma vez que algumas formulacbes podem apresentar compostos
nocivos em nivel molecular e serem genotoxicos e mutagénicos (BOLOGNESI,
2003).

Muitos desses compostos sao considerados potenciais carcindégenos,
podendo estar associados ao surgimento do cancer e outras doencas cronicas,
tais como malformacfes congénitas e doencas degenerativas (BOLOGNESI,
2003; VIDAU et al.,, 2006; BHALLI et al., 2009; BOLOGNESI; MORETTO,
2014). Poucos dados sobre os efeitos genotoxicos e mutagénicos do inseticida
FP estdo disponiveis na literatura (GUISI NDE et al., 2011; CELIK et al., 2014),
0 que aponta para a necessidade de mais estudos direcionados a avaliacdo da
molécula.

O Teste de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART), usando

como organismo-modelo a espécie Drosophila melanogaster, fundamenta-se
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na deteccdo da perda da heterozigose em genes marcadores, que s&o
analisados fenotipicamente nas asas da mosca. Este teste é um eficiente
método para avaliar e quantificar o potencial mutagénico e recombinogénico
causados por agentes fisicos e quimicos (GRAF, WURGLER, 1996). No
SMART dois cruzamentos sé&o usados: Cruzamento padréo (ST) (GRAF et al.,
1984) e cruzamento de alta bioativacdo (HB) (GRAF e VAN SHAIK, 1992) ). A
progénie do cruzamento ST expressa niveis basais de enzimas do complexo
citocromo P450 (CYP6A2), enzimas que estdo associadas a metabolizacdo de
compostos quimicos. A progénie do cruzamento HB apresenta alto nivel de
enzimas do CYP6A2.

O Teste de Deteccao de Tumor Epitelial em D. melanogaster faz uso
de uma linhagem que possui 0 marcador wts (warts), que quando expresso na
condicao selvagem atua como um gene supressor de tumor (XU et al., 1995). A
delecdo do gene e a consequente expressao do alelo recessivo, leva a
formacdo de clones de células que sdo consideradas altamente invasivas,
acarretando na manifestacéo de tumor epitelial no corpo e apéndices da mosca
(NISHIYAMA et al., 1999).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade mutagénica e
carcinogénica do inseticida FP por meio do SMART e do Teste de Deteccao de

Tumor Epitelial (Teste wts) em D. melanogaster, respectivamente.

43



2. Material e Métodos

2.1 Agentes quimicos

Fipronil Regent® 800 WG (CAS 120068-37-3) foi obtido da empresa
BASF S.A, Sao Paulo, Brasil. A Figura 1 (A) mostra a estrutura quimica do

Fipronil Regent® 800 WG, que contém na sua formulacdo 80% de principio

ativo e 20% de ingredientes inertes.

Carbamato de etila — Uretano (CAS51-79-6) (Figura 1 - B) foi obtido da

empresa Fluka AG (Buchs, Switzerland).

Mitomicina C (CAS 50-07-7) (Figura 1 - C) na formulacdo em pé

liofilizado foi fabricado por Kyowa Hakko Kirin Co. Ltda. Shizuoka (Japéo),

embalado por Bristol-Myers Squibb S.r.1.Sermoneta-Latina-Italia e importado

por Bristol-Myers Squibb Farmacéutica S.A.

H,N

U

Figura 1. Estrutura quimica dos compostos. A. Fipronil; B. Carbamato de etila -
Uretano (URE); C. Mitomicina-C (MMC).
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2.2 Teste para deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo Somatica em
Drosophila melanogaster (SMART)

2.2.1 Linhagens de Drosophila, cruzamentos e tratamento.

Trés linhagens de D. melanogaster mutantes foram usadas no
experimento: Linhagem multiple wing hairs, flare e ORR. A linhagem multiple
wing hairs é mantida em homozigose recessiva para 0 marcador mwh,
localizado no cromossomo 3, em posicdo distal em relacdo ao centrémero
(mwh, 3-0,3). O gene mwh expresso em homozigose recessiva, produz
fenotipo de pélos nas asas da mosca em formato mdltiplo, diferente do fen6tipo
selvagem (um unico pélo por célula).

A linhagem flare possui o marcador flr® que é mantido em hemizigose
na presenca do balanceador cromossémico TM3, Bd® situados no
cromossomo 3 em posicdo proximal ao centrémero (flr3, 3-38,9), quando
comparado ao marcador mwh. Quando expresso, o marcador flr3 leva a
formacéo de pélos semelhantes a uma chama de vela, ou espinho de roseira,
0s quais séo identificados fendtipicamente na asa da mosca.

A linhagem ORR, proveniente da linhagem Oregon (resistente ao
inseticida DDT), possui 0 mesmo marcador da linhagem fIr3, e a presenca de
genes que codificam enzimas do complexo citocromo P450, nos cromossomos
le?2.

Estas linhagens foram mantidas em estoque, em frascos contendo Y
de 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 e 1,5 g de nipagin em pd) em estufa
incubadora para B.O.D. (demanda bioquimica de Oxigénio) (SOLAB), em ciclos
luz/escuro (12h:12h) na temperatura de 25 °C e 65% de humidade relativa.

Dois cruzamentos foram conduzidos: (1) Cruzamento padrdo (ST),
entre machos mwh/mwh e fémeas virgens flr3/In(3LR)TMS3, ri pP sep 1(3)89Aa
bx34° Bd® (GRAF et al., 1984; 1989); (2) Cruzamento de alta bioativacdo (HB),
com machos mwh/mwh e fémeas virgens ORR/ORR; fIr3/In(3LR)TM3, ri p® sep
1(3)89Aa bx34° Bd® (GRAF e VAN SCHAIK, 1992).
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Os cruzamentos produzem dois tipos diferentes de progénie: trans-
heterozigoto marcado (mwh+/+flr3) (MH) e heterozigoto balanceado
(mwh+/+TM3, Bd®) (BH). A progénie MH possibilita a deteccdo de mutacéo e
recombinacdo mitética; enquanto que na progénie BH somente eventos
mutacionais levam a formacdo de manchas, uma vez que todos eventos
recombinacionais sdo eliminados (Spandé et al., 2001). As progénies sédo
identificadas em funcdo da expressdo do balanceador cromossdmico TM3, Bd®,
fenotipo da borda da asa serrilhada, e fen6tipo de borda lisa da asa em moscas
com genotipo mwh+/+flr3,

A coleta de ovos dos descendentes dos cruzamentos ST e HB ocorreu
dentro do periodo de 8 horas, em frascos contendo meio de cultura a base de
agar (4%) e fermento biologico suplementado com sacarose. ApGs 72 + 4
horas, larvas de 3° estagio foram lavadas com agua ultrapura MiliQ (Millipore) e
coletadas com auxilio de uma peneira de malha fina. Posteriormente, as larvas
foram submetidas a tratamento crbénico (aproximadamente 48 horas) até
completar o processo de metamorfose. As larvas foram colocadas em vials (2,5
cm de diametro por 8 cm de comprimento) contendo 1,5 g de puré de batatas
(Yoki® Alimentos S.A) e 5 mL de Fipronil nas concentracdes de 0,3; 0,7; 1,5
ou 3,0.10° mM. As concentracdes utilizadas foram baseadas em ensaio de
sobrevivéncia em D. melanogaster (Figura 2).

Uretano (Carbamato de etila) (URE) - foi usado como controle positivo,
na concentracdo de 10 mM, conforme descrito na literatura (SILVA et al., 2006;
FRAGIORGE et al., 2008; DE REZENDE et al., 2013a). Agua ultrapura foi

usada como controle negativo.

2.2.2. Preparacao das laminas e analise microscopica.

Apés a eclosdo, moscas adultas descendentes dos cruzamentos ST e
HB foram fixadas em etanol 70% (v/v). As asas foram removidas e montadas
em laminas de microscopia com solucdo de Faure (30 g de goma arabica, 20
mL de glicerol, 50 g de hidrato de cloral e 50 mL de &agua destilada) e

analisadas em microscéopio Optico de luz, com ampliacdo de 400X. As
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frequéncias de manchas mwh, flrP e gémeas foram registradas em um

diagrama padréo, expressando o tamanho das manchas, em classes.

2.2.3 Anélise estatistica

Para cada série tratada, 40 moscas de ambos 0s sexos foram
analisadas. O procedimento de decisdo miltipla (FREI e WURGLER, 1988) foi
utilizado para analisar os dados, resultando em trés diferentes diagnésticos:
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 contra tratamento fipronil) de acordo com Kastenbaum e Bowman
(1970), com p = 0,05 (FREI e WURGLER, 1988).

Comparacdes estatisticas referentes as taxas de sobrevivéncia foram
feitas por meio do teste do Chi-quadrado para razbes de amostras

independentes.

2.3 Teste de Deteccdo de Tumor Epitelial em células somaticas de D.

melanogaster (Teste wts)

2.3.1 Linhagens de Drosophila, cruzamento e tratamento

Duas linhagens mutantes foram usadas nesse teste: Linhagem multiple
wing hairs (mwh, 3-0,3) e linhagem warts (wts, 3-100). A linhagem warts
possui um marcador wts no cromossomo 3, que é mantido em hemizigose na
presenca do balanceador cromossémico TM3, Sbl. O marcador wts, quando
expresso na condicdo selvagem, atua como um gene supressor de tumor. A
delecdo desse gene, e a expressdo do alelo recessivo, leva a formacao de
clones de células que sao consideradas altamente invasivas, acarretando na

manifestacéo de tumor epitelial no corpo e apéndices da mosca.
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Foi realizado o cruzamento entre machos mwh/mwh e fémeas virgens
da linhagem wts, [1] in [1] kni [ri-1] p [p] wts [3-17]/TM3,S B [1]. Duas progénies
sdo geradas nesse cruzamento: trans-heterozigoto marcado (mwh+/+wts)
(MH), e heterozigoto balanceado (mwh+/+TM3, Sb') (BH). No ensaio de
deteccdo de clones de tumor, apenas a progénie MH € analisada. A
identificagdo da progénie é feita mediante a expressdo do balanceador
cromossbmico TM3, Sb!, que apresenta, como fenétipo, pélos curtos e
espessos no corpo da mosca, o que difere da progénie MH, que apresenta
pélos longos e finos no corpo da mosca.

As moscas da linhagem wts foram mantidas em estoque, nas mesmas
condicles laboratoriais que as linhagens usadas no Teste SMART. A coleta de
ovos e o tratamento de larvas ocorreram da mesma forma e nas mesmas
concentracdes usadas no teste SMART.

Mitomicina C (MMC) foi usado como controle positivo ha concentragao
de 0,1 mM. Esta concentracdo foi baseada em estudos de recombinacao
mitética em D. melanogaster (TSUDA; TAKEDA, 1987) e ensaios de
carcinogénese (ORSOLIN, NEPOMUCENO, 2009; ORSOLIN; SILVA-
OLIVEIRA; NEPOMUCENO, 2012). No controle positivo Larvas de 3° estagio

foram expostas a 0,1 mM de MMC durante 6 horas.

2.3.2 Fixacdo de moscas e analise de tumor epitelial

Para andlise de tumor epitelial, adultos eclodidos do cruzamento
mwh+/+mwh x wts+/TM3, Sb! foram fixados em etanol 70% (v/v) e analisados
sob estereomicroscopio (Bel® Photonics) e placa de Petri embebida com
glicerina. A analise baseou-se na contagem de tumores, de acordo com
Justice (1995). Os resultados foram registrados em um diagrama padréo,
expressando os numeros observados em cada seguimento das moscas: olhos,

cabeca, corpo, asas, pernas e halteres.
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2.3.4 Anélise estatistica

As frequéncias de tumores epiteliais observados nos individuos
tratados com as diferentes concentracoes de FP e MMC foram comparadas
estatisticamente com as frequéncias de tumores epiteliais observadas nos
controles negativo, usando o teste U, ndo paramétrico, de Mann-Whitney, com
nivel de significancia p < 0,005.

Comparac0es estatisticas referentes as taxas de sobrevivéncia foram
realizadas por meio do teste do Chi-quadrado, para razdes de amostras
independentes.
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3. Resultados

FP foi analisado quanto a capacidade de induzir mutacdes e
neoplasias, em células somaticas de D. melanogaster, por meio do SMART e
do Teste de Deteccao de Tumor Epitelial (Teste wts), respectivamente.

A escolha das concentracdes foi feita mediante ensaio de sobrevivéncia
em larvas expostas a diferentes concentragdes do inseticida. No cruzamento
ST do SMART, nenhuma das concentracdes testadas afetou o processo de
formacdo de pupas. Concentracées de 0,3.10 a 3,0.10° mM de FP n&o foram
toxicas em D. melanogaster. No entanto, concentragdes igual ou superior a
6,0.10"> mM foram toxicas, interferindo no processo de metamorfose e afetaram
significativamente a sobrevivéncia das moscas (Figura 2 A). No cruzamento
HB do SMART, nenhuma das concentragcfes testadas afetou o processo de
pupacdo. Apenas a menor concentracéo (0,3.10° mM) ndo foi toxica para D.
melanogaster. Todas as demais concentracdes afetaram o0 processo de
metamorfose, interferindo significativamente na sobrevivéncia das moscas.
Agua ultrapura (controle negativo) e URE 10 mM (controle positivo) n&o
afetaram a taxa de sobrevivéncia em ambos os cruzamentos (Figura 2).

No cruzamento entre machos mwh e fémeas virgens wts, do teste wts,
nenhuma das concentracdes testadas afetou o processo de pupacdo. A
frequéncia (%) de sobrevivéncia foi similar a verificada no cruzamento ST.
Concentragdes de 0,3.10™ a 3,0.10° mM de FP ndo induziram toxicidade para
D. melanogaster. No entanto, concentracdes igual ou superior a 6,0.10° mM
foram toxicas, interferindo no processo de metamorfose e afetaram
significativamente a sobrevivéncia das moscas. Agua ultrapura (controle
negativo - NC) e MMC 0,1 mM (controle positivo - PC) ndo afetaram a taxa de

sobrevivéncia (Figura 3).
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Figura 2. Taxas de sobrevivéncia das progénies de Drosophila melanogaster
resultantes dos cruzamentos ST (A) e HB (B). NC = Controle negativo (Agua);
PC = Controle positivo (Uretano 10 mM); Fipronil (concentracbes em mM).
*Diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) de acordo com o teste do

Chi- guadrado para razdes de amostras independentes.
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Figura 3. Taxas de sobrevivéncia das progénies de Drosophila melanogaster
resultantes do cruzamento mwh/mwh x wts/TM3, Sb'. NC = Controle negativo
(Agua); PC = Controle positivo (Uretano 10 mM); Fipronil (concentracbes em
mM). *Diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) de acordo com o teste

do Chi- quadrado para razbes de amostras independentes.

No SMART, trés tipos de manchas foram analisadas separadamente
para os marcadores mwh e flr3: (1) Manchas simples pequenas, caracterizadas
pela presenca de 1 ou 2 células afetadas; (2) Manchas simples grandes,
caracterizadas pela presenca de 3 ou mais células afetadas; e (3) Manchas
gémeas, caracterizadas por uma area com pélos multiplos e uma area com
pélos flare. ApoOs verificar que resultados obtidos em dois experimentos
independentes estavam de acordo, com boa reprodutibilidade, os dados foram
agrupados, totalizando 40 moscas (80 asas) analisadas por tratamento.

Os resultados observados nos individuos MH dos cruzamentos ST e
HB tratados com agua (controle negativo), Uretano (controle positivo) e com
diferentes concentracdes do FP estdo apresentados na Tabela 1. Para a
analise estatistica, os resultados obtidos nos grupos tratados com FP e URE
foram comparados com o controle negativo.

No cruzamento ST, o FP induziu efeito mutagénico (P < 0,05) em todas
as concentracBes testadas, exceto para a concentracdo de 0,7.10° mM. As

frequéncias totais de manchas observadas nos grupos tratados nao
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demonstraram relagéo dose dependéncia. Moscas expostas a 0,3.10° mM de
FP (menor concentracao testada) foi a que apresentou as maiores frequéncias
de manchas (simples pequenas, simples grandes e total de manchas). Nao
foram observadas diferencas entre as frequéncias de manchas gémeas entre o
0s grupos tratados com FP, quando comparado com o controle negativo.
No cruzamento HB, todas as concentracdes de FP induziram frequéncias
estatisticamente significativas de manchas mutantes (P < 0,05) quando
comparado ao controle negativo. No entanto, ndo foi observado relacdo dose
dependéncia. A maior concentracdo (3,0.10° mM de FP) induziu a menor
frequéncia de manchas mutantes, em relacdo aos demais grupos expostos ao
FP. No cruzamento HB, também nao foram observados aumentos significativos
nas frequéncias de manchas gémeas.

URE (10 mM) induziu aumento significativo de manchas mutantes em
ambos cruzamentos, confirmando a eficacia do teste.

As frequéncias de manchas mwh e flr® foram registradas em um
diagrama padréo, expressando o tamanho das manchas em classes. Como
apresentada na Figura 4, as manchas simples pequenas (de 1 a 3 pélos
mutantes) prevaleceram em relacdo as manchas simples grandes (de 4 a 256

pélos), tanto no cruzamento ST quanto no cruzamento HB.
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Tabela 1. Resumo dos resultados obtidos com o teste de mutagdo e recombinagdo somatica (SMART) na progénie trans-
heterozigoto marcado (MH) do cruzamento padrao (ST) e cruzamento de alta bioativacdo (HB) ap6s tratamento crénico de

larvas com Fipronil (FP) e Uretano (URE).

Manchas por moscas (nimero de manchas); diagndstico estatistico’

Cruzamentos (ST ou HB) i i

e tratamentos N° de moscas  Manchas simples Man((:jhas Simples  cameas Total de Manchas ~ Manchas com clones

(mM) pequena grande mwh
(1-2 células)* (> 2 células)?

ST

Controle negativo 40 0.33(13) 0.03(01) 0.00(00) 0.35(14) 13

URE 10 40 2.08(83) + 0.33(13) + 0.00(00) i 2.40(96) + 89

FP

0,3.10° 40 0.90(36) + 0.23(09) + 0.08(03) i 1.20(48) + 45

0,7.10° 40 0.53(21) i 0.08(03) i 0.00(00) i 0.60(24) i 24

1,5.10° 40 0.40(16) i 0.23(09) + 0.05(02) i 0.68(27) + 24

3,0.10° 40 0.65(26) + 0.08(03) i 0.00(00) i 0.73(29) + 29

HB

Controle negativo 40 0.38(15) 0.03(01) 0.03(01) 0.43(17) 17

Uretano 10 40 6.48(259) + 1.30(52) + 1.05(42) +  8.83(353) + 337

FP

0,3.10° 40 1.18(47) + 0.08(03) i 0.00(00) i 1.25(50) + 48

0,7.10° 40 1.13(45) + 0.18(07) + 0.05(02) i 1.35(54) + 52

1,5.10° 40 1.13(45) + 0.15(06) i 0.00(00) i 1.28(51) + 51

3,0.10° 40 0.78(31) + 0.10(04) i 0.00(00) i 0.88(35) + 34

TDiagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): U-test; niveis de probabilidade: -, negativo; +, positivo; i,
inconclusivo; P < 0.05 vs. controle negativo;"F incluindo raras manchas simples flr’. 8 Considerando clones mwh clones de manchas

simples mwh e gémeas.
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Figura 4. Distribuicdo das manchas de acordo com as classes em individuos
dos cruzamentos ST e HB de Drosophila melanogaster. PC = Controle positivo
(Uretano 10 mM); FP = Fipronil (em mM); NC = Controle negativo (Agua). As

classes representam a quantidade de pélos mutantes (mwh ou flr®) encontrados
em cada mancha em asas de D. melanogaster.
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Para avaliar os possiveis efeitos carcinogénicos do FP, para cada
série testada, 200 moscas, de ambos os sexos, foram analisadas quanto a
presenca de tumor epitelial nos diferentes apéndices (cabeca, olhos, corpo,
pernas, asas e halteres). A frequéncia de tumor epitelial total, bem como a
frequéncia de tumor nos apéndices das moscas foi comparada aos pares (ex:
cabeca - controle negativo x cabeca - FP 0,7.10° mM). Os resultados das
frequéncias de tumores estao apresentados na Tabela 2.

Em todas as concentracbes testadas, FP demonstrou ser
carcinogénico, induzindo aumento estatisticamente significativo (P < 0,05) na
frequéncia de tumor total em todas as séries testadas, quando comparado com
0 controle negativo. Dos 52 tumores encontrados nas moscas expostas a
0,3.10° mM de FP, 5,7% estavam presente nos olhos; 7,7% na cabeca; 13,4%
nas asas e 73,1% no corpo. Dos 49 tumores encontrados nas moscas expostas
a 0,7.10° mM de FP, 2 % estavam presentes nos olhos; 10,2% na cabeca;
18,4% nas asas; 55,1% no corpo e 14,3% nas pernas. Na concentracdo 1,5.10°
> mM, dos 55 tumores expressos na mosca, 5,45% foram encontrados nos
olhos e na cabeca; 9,1% nas asas; 61,8% no corpo e 18,2 % nas pernas. Na
maior concentracao foram identificados 29 tumores nos apéndices das moscas,
sendo 3,4% nos olhos e na cabeca; 20,7% nas asas; 62,1% no corpo e 10,3%
nas pernas.

Em todas as séries tratadas com FP, o corpo da mosca foi a regiao
onde mais foi encontrado tumor. A maior concentracdo (3.10° mM) foi a que
menos induziu o surgimento de tumor total na mosca.

Tanto o controle negativo (agua), quanto o controle positivo (MMC)
responderam fielmente ao teste. Moscas expostas a MMC 0,1 mM
apresentaram alta frequéncia de tumor epitelial, diferindo estatisticamente (p <
0,05) em todos os apéndices das moscas analisadas.

Distribuicfes relativas da frequéncia de tumor epitelial nos apéndices
das moscas em funcéo das diferentes séries testadas sdo apresentadas na
Figura 5. Nesse trabalho ndo houve diferencas estatisticamente significativas
(P > 0,05) na frequéncia de tumor epitelial entre fémeas e machos da linhagem

mwh/wts expostas ao FP (Figura 6).
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Tabela 2. Frequéncia de tumor epitelial observados em descendentes heterozigotos para o gene supressor de tumor wts

de D. melanogaster tratados com diferentes concentracdes de Fipronil (FP) e Mitomicina-C (MMC)

Tratamento NGmero de Nimero de tumores analisados (total de tumores)

(mM) individuos olhos cabeca asas corpo pernas halteres Total
Controle negativo 200 0,005 (01) 0,000 (00) 0,030 (06) 0,040 (08) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,075 (15)
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)*
FP 0,3.10° 200 0,015 (03) 0,020 (04)* 0,035 (07) 0,190 (38)* 0,000 (00) 0,000 (00) 0,260 (52)*
FP 0,7x10° 200 0,005 (01) 0,025 (05)* 0,045 (09) 0,135 (27)* 0,035 (07)* 0,000 (00) 0,245 (49)*
FP 1,5x10° 200 0,015 (03) 0,015 (03) 0,025 (05) 0,170 (34)* 0,050 (10)* 0,000 (00) 0,275 (55)*
FP 3,0x10° 200 0,005 (01) 0,005 (01) 0,030 (06) 0,090 (18)* 0,015 (03) 0,000 (00) 0,145 (29)*

Diagndstico estatistico de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nivel de significaAncia (P < 0,05).

* Valores considerados diferentes do controle negativo (P < 0,05). MMC, Mitomicina C.
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Figura 6. Frequéncias de tumores observados em fémeas e machos de
Drosophila melanogaster expostos ao inseticida Fipronil.

Diagnostico estatistico de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nivel de
significancia (P < 0,05).

4. Discussao

Na Genética Toxicolégica, o SMART e o Teste wts tém sido
considerados importantes ferramentas para a avaliacdo de agentes
xenobidticos (PANTALEAO et al., 2007; DANESI et al., 2010; DE REZENDE et
al.,, 2011b; CUNHA e NEPOMUCENO, 2011; ORSOLIN et al., 2012; ALVES e
NEPOMUCENDO, 2012; REZENDE et al., 2013).

Nas progénies geradas por meio dos cruzamentos ST e mwh x wts, FP
demonstrou ser altamente toxico para as larvas expostas cronicamente nas
concentracdes acima de 6,0.10° mM. No cruzamento HB, FP demonstrou
maior toxicidade para as larvas, quando comparado aos demais cruzamentos.
Este fato se deve a constituicdo genética das linhagens utilizadas. As linhagens
mwh, flr3, e wts codificam niveis basais de enzimas do complexo citocromo

P450 (GRAF et al., 1984), motivo pelo qual foi observado o mesmo padréo de
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toxicidade no cruzamento ST e no cruzamento mwh X wts (Figuras 2 e 3). Em
contraste, fémeas da linhagem ORR, usadas no cruzamento HB, possuem nos
cromossomos 1 e 2 genes com elevada expressédo de enzimas do citocromo
P450 (GRAF e VAN SHAIK, 1992). Como o0s caracteres genéticos sao
herdados durante a segregacdo e distribuicdo alélica na divisdo celular, a
progénie originada do cruzamento HB também possui as caracteristicas
genéticas da linhagem ORR. A alta toxicidade do inseticida FP neste
cruzamento (Figura 2) ndo se deve exclusivamente ao principio ativo, mas
principalmente aos metabdlitos gerados apés a ativacdo do FP
(metabolizagao).

Durham, Siegfried e Scharf (2002) estudaram in vivo e in vitro a
toxicocinética da metabolizagcdo do FP na larva Ostrinia nubilalis. Neste estudo
foi constatada a penetracdo de 71,5% de [**C] FP no tegumento da larva, ap6s
24 horas de exposicao topica. Os resultados sugerem que a oxidacao de FP
em FP sulfona € a maior rota de conversdo metabdlica, e que esta conversao €
completamente dependente da atividade de monoxigenases do citocromo
P450.

No ambiente FP, pode ser metabolizado e dar origem, basicamente, a
guatro diferentes tipos de metabdlicos: 1) FP desulfinil (MB46573) por reacbes
de fotdlise (HAINZL e CASIDA, 1996; EPA, 1996); 2) FP amida (RPA200766)
por meio da hidrdlise do grupo nitrila (EPA, 1996; BOBE et al., 1998); 3) FP
sulfeto (MB45950) pela reducdo do substituinte desulfinii (RAMESH e
BALSUBRA MANIAN, 1999; ZHAO et al., 2005) e 4) FP sulfona (MB46573) via
oxidacao do substituinte desulfinil (EPA, 1996; HAINZL e CASIDA, 1996; BOBE
et al., 1998; ZHAO et al., 2005).

FP sulfona e FP desulfinil sdo os metabdlitos mais nocivos ao
ambiente, sendo considerados altamente toxicos para insetos, mamiferos,
peixes e aves (Hainzl e Casida, 1996). O fato de o inseticida FP ser
metabolizado via citocromo P450 em FP sulfona e este apresentar maior
toxicidade (EPA, 1996), quando comparado ao ingrediente ativo, corrobora com
os resultados obtidos na taxa sobrevivéncia das moscas do cruzamento HB.

Tanto no SMART, quanto no Teste wts, concentracfes subletais do FP
foram avaliadas quanto a capacidade de induzir a perda de heterozigose dos

marcadores mwh, flr¥ (SMART) e wts (Teste wts). Os resultados obtidos, nas
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condicgoes testadas, revelaram elevada natureza mutagénica do FP em ambos
os cruzamentos (ST e HB) e carcinogénica (mwh x wts).

No cruzamento ST, o FP demonstrou ser mutagénico em todas as
concentracdes testadas, exceto na concentracdo 0,7.10° mM (Tabela 1). Os
resultados observados demonstram n&o haver relagdo dose-dependéncia. FP,
na menor concentracdo testada (0,3.10° mM), induziu a maior frequéncia de
danos no DNA, apresentando resultados positivos nas duas categorias de
manchas simples (pequenas e grandes), provavelmente por ser menos
citotoxico. Mesmo ndo reduzindo de maneira significativa a taxa de
sobrevivéncia de D. melanogaster (cruzamento ST), 0 processo de
citotoxicidade pode ter ocorrido nas maiores concentragdes como apresentado
na Figura 2 A, reduzindo a quantidade de células (motivo pelo qual as
manchas nao foram identificadas fenotipicamente)

Existem evidéncias de que alguns xenobioticos ambientais, incluindo
pesticidas, contribuem com a morte celular. FP apresenta toxicidade seletiva a
insetos devido as diferencas entre os receptores GABA de insetos e mamiferos
(VIDAU et al., 2009). No entanto, dados da literatura demonstram que o
inseticida pode apresentar acdo toxica e citotOxica, mesmo na auséncia de
sitios de ligacdo no sistema nervoso (DAS et al., 2006; VIDAU et al., 2009;
SLOTKIN e SEIDLER, 2009; LASSISTER et al., 2009; VIDAU et al., 2011).

Das et al. (2006) avaliaram os efeitos citotoxicos de FP e FP sulfona
em células HepG2 e hepatdcitos humanos. Nesse trabalho foi constatado a
relacdo dose dependéncia para a taxa de citotoxicidade em células HepG2, nas
doses variando de 0,5 a 50,0 uM, por meio do ensaio de exclusdo de azul de
tripano, demonstrando claramente o efeito citotdbxico em doses mais
concentradas bem como a contribuicdo do tempo de exposicdo na taxa de
viabilidade celular. Nesse estudo FP Sulfona demonstrou maior porcentagem
de citotoxicidade do que o FP.

Vidau et al. (2009) estudou o perfil citotoxico do inseticida FP e seus
metabdlitos em cultura de células Caco-2 do epitélio intestinal humano e
demonstraram que, em baixas doses, FP e seus metabdlitos interferiram na
resisténcia elétrica transepitelial (TERR) com grande perda na integridade da
membrana das células expostas a 150 uM de FP e seus metabdlitos, em

diferentes intervalos de tempo. A citotoxicidade foi avaliada mensurando a
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atividade de lactato desidrogenase (LDH) apos a ruptura da membrana
paralelamente & morte celular, o que revelou evento citotoxico decorrido 48
horas de exposicdo a FP e FP sulfona (100 a 200 pM). Nesse trabalho, foi
avaliada a porcentagem de ATP intracelular em células expostas a diferentes
doses de FP e seus metabdlitos, demonstrando o decréscimo de ATP de
maneira dose e tempo dependente no compartimento intracelular de Caco-2. O
FP pode estar interferindo no metabolismo energético (VIDAU et al., 2009)
levando a um potencial colapso nas mitocondrias, liberacéo de citocromo C no
citosol, com concomitante ativacdo de caspase-3, condensacdo nuclear,
externalizacdo de fosfatidilserina, levando ao processo de morte celular por
apoptose (VIDAU et al., 2011).

No cruzamento HB, apesar da elevada natureza toxica, os metabdlicos
originados da metabolizacdo do FP, por enzimas do citocromo P-450, foram
altamente mutagénicos, induzindo elevada frequéncia de danos no DNA,
evidenciados pelas manchas do tipo mwh e flr3. Assim como no cruzamento
ST, no cruzamento HB as frequéncias de danos nao foram dose dependentes.
No HB, as concentracdes 1,5.10° e 0,7. 10> mM dobraram as frequéncias
totais de manchas, quando comparado com as mesmas concentracdes usadas
no cruzamento ST (Tabela 1), demonstrando a maior natureza mutagénica
ap6s a metabolizacdo do inseticida. Estes resultados demonstraram a
importancia do cruzamento HB, devido ao aumento do nivel de citocromo
P450, para a deteccéo da atividade genotdxica de compostos dependentes de
ativacao metabolica.

A maior concentracdo de FP (3,0.10° mM) induziu a menor frequéncia
total de manchas, provavelmente devido a citotoxicidade e toxicidade das
concentracfes mais elevadas. Na Figura 2 B verifica-se que a concentracéo
3,0.10° mM demonstrou maior toxicidade em relacdo as demais concentracées
analisadas no SMART, justificando a menor frequéncia total de manchas
observadas neste trabalho. Baseados nos resultados obtidos na taxa de
sobrevivéncia (Figura 2) e na frequéncia de manchas do cruzamento HB
(Tabela 1) foi possivel verificar que, nestas condi¢cdes experimentais, FP apés
a metabolizacdo passa a exercer uma natureza mais tdxica, citotoxica e

mutagénica em D. melanogaster.
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Teoricamente, diferentes tipos de distribuicdo de manchas séo
esperadas apoOs a exposicdo crbnica e aguda de larvas de D. melanogaster a
xenobiodticos (GRAF, 1995). Em concordancia com Graf et al. (1984),
tratamento cronico (48 h) resulta na predominancia de manchas simples
pequenas em relagdo as manchas simples grandes. Tanto no cruzamento ST,
guanto no cruzamento HB, as manchas simples pequenas (classes 1 e 2-3)
prevaleceram em relacdo as manchas simples grandes (classes > 4) (Figura
4). Estes dados sugerem que o FP e seus metabdlicos causam danos no DNA
de maneira tardia, uma vez que os eventos de mutacdo ndo sao propagados
em um grande numero de células filhas por meio da divisdo celular, resultando
na presenca de manchas pequenas (1-3 pélos mutantes).

As capacidades genotoxica e mutagénica do FP tém sido avaliadas em
sistemas in vitro e in vivo (GHISI NDE et al., 2011; CELIK et al., 2014).

Celik et al. (2014) avaliaram as capacidades genotoxica e mutagénica
da molécula in vitro por meio do Ensaio Cometa, Teste do MN (MN) e o Teste
de Troca de Cromatides Irmas (TCI) em cultura de linfécitos. FP demonstrou
ser genotdxico e mutagénico em todas as doses testadas (0,1; 0,3 e 0,7 pg/mL)
e em todos os sistemas testes, exceto no Teste do MN na dose de 0,1 pg/mL.

Ghisi NDE et al. (2011) avaliaram a capacidade do FP induzir danos no
DNA por meio do Ensaio Cometa e o Teste do MN, bem como a capacidade da
molécula induzir danos hiperplasticos em peixes da espécie Rhamdia quelen
expostos cronicamente durante 60 dias a 0,05; 0,10 ou 0,23 ug/L de FP. Foi
constatado alteracdo no material genético nos eritrocitos de peixes expostos as
concentragfes de 0,10 e 0,23 pug/mL apenas no Teste do MN. Tanto o trabalho
de Celik et al. (2014), quanto o trabalho de Ghisi et al. (2011) demonstraram a
relacdo dose dependéncia na frequéncia de danos ao DNA, o que ndo €&
corroborado pelos resultados do nosso estudo.

Possivelmente, doses menores de FP estejam associadas a danos
mais discretos no material genético, tais como mutacdo de ponto (delecéo,
insercdo e substituicio de bases no DNA), enquanto que doses maiores
poderiam estar associadas com danos mais agressivos no material genético,
tais como quebra uni e biflamentar e/ou eventos de nédo-disjuncdo mitética.
Mesmo tratando-se de ferramentas robustas no campo da Genética

Toxicologica, o Teste do MN, bem como o Ensaio Cometa, ndo conseguem
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identificar mutagbes pontuais. Por outro lado, o SMART consegue identificar
eventos aneugénicos, clastogénicos e mutagbes pontuais. Os resultados
obtidos em nossa andlise, bem como os resultados obtidos por outros
pesquisadores, sugerem que em doses menores, 0 mecanismo de acdo do
inseticida FP pode estar associado a eventos de mutagdes de ponto.

O Teste wts fundamenta-se na premissa que, durante o
desenvolvimento dos discos imaginais, a perda da heterozigose desse gene
leva a manifestacdo de células altamente invasivas, as quais sdo expressas
como tumor epitelial nos diversos apéndices da mosca. Os resultados
revelaram a elevada frequéncia de tumor nas moscas exposta ao FP,
mostrando resultados positivos na frequéncia de tumor em todas as
concentracgOes testadas (Tabela 2).

A frequéncia de tumor epitelial foi mais pronunciada no corpo (corpo e
abddmen) e nas asas da mosca (Figura 5), provavelmente devido a presenca
de maior niumero de células que nos demais apéndices. Quanto maior nimero
de células, maior as chances de ocorrerem mutacdes e, consequentemente,
maior probabilidade de surgimento de células neoplasicas. Os resultados
obtidos aqui, para a frequéncia de tumores nos apéndices de D. melanogaster
sédo concordantes com dados da literatura (SIDOROV et al., 2001; ORSOLIN e
NEPOMUCENO, 2009; SILVA e NEPOMUCENO, 2011; COSTA; OLIVEIRA;
NEPOMUCENO, 2011; FURTADO e NEPOMUCENO, 2012).

Assim como demonstrado pelo SMART, o Teste wts mostrou menor
frequéncia de neoplasias epidérmicas na maior concentracdo (3,0.10° mM),
sugerindo evento citotoxico.

N&o foram identificadas, nessa analise, diferencas nas frequéncias de
tumores em relacdo ao género (Figura 6). Os resultados obtidos nas
frequéncias de tumores em relacdo ao género corresponderam ao esperado,
uma vez que o marcador wts esta situado no cromossomo 3 da mosca
(ORSOLIN; SILVA-OLIVEIRA; NEPOMUCENO, 2012) e a chance de ocorrer
uma mutacao neste cromossomo autossémico é praticamente a mesma para
ambos os géneros.

Com base nos relatos sobre a toxicocinética do inseticida FP, a chave
para a alteracdo do material genético induzida pela molécula ndo esta

associada a sua interacao direta com o DNA, mas sim pela sua interferéncia no
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processo normal do estresse oxidativo, com geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (LASSITER et al., 2009; SLOTKIN e SEIDLER, 2010; LEE et
al.,, 2011; Kl et al., 2012; GILL e DUMKA, 2013; BADGUJAR et al., 2015a,;
BADGUJAR et al., 2015b; PARK et al., 2015).

Ki et al. (2012) demonstraram que células de neuroplasma humano
SH-SY5Y expostas a diferentes concentracdes de FP exibiram elevados niveis
de ERO, levando a peroxidacdo de lipideos da membrana celular, aumentando
0 estresse oxidativo. A liberacdo de ERO foi dose-dependente, sendo gerada
em maior intensidade na dose mais concentrada (100 pM). Resultados deste
trabalho demonstram a liberacdo de ERO e morte celular via apoptose,
mediante a diminuicdo da atividade do complexo mitocondrial 1 e comitente
ativacao de caspase-9 e caspase-3, com liberacdo de citocromo C mitocondrial
para o citosol, decréscimo da expressdo de Bcl-2 (uma proteina anti-
apoptética) e fosforilacdo de Mitogen-actived protein kinase (MAPK).
Adicionalmente, células expostas ao FP demonstraram acumulagcdo de p53 na
porcéo citosolica de maneira dose dependente (PARK et al., 2015). FP também
promove a condensacdo do nucleo e danos no DNA (KI et al.,2012; PARK et
al., 2015), bem como reduz a sintese de DNA e de proteinas de maneira dose
e tempo dependente (LASSITER et al., 2009).

O estresse oxidativo é natural e fundamental nos organismos, estando
envolvidos na producao de energia, fagocitose, sinalizacdo intracelular, sintese
de substancias bioldgicas e regulacdo do crescimento celular (BARRETOS e
DAVID, 2006). No entanto, o aumento acima dos niveis normais pode gerar
radicais livres altamente reativos, promovendo oxidacdo de biomoléculas, tais
como lipideos, proteinas e o DNA, podendo afetar a funcdo biol6gica das
moléculas oxidadas (BARRETOS e DAVID, 2006; MAES et al., 2011;
BARBOSA et al., 2012; ABDULLAH, 2015).

ERO geradas por pesticidas sdo fortes candidatas ao surgimento de
distirbios neurodegenerativos, tais como a doenca de Parkinson e de
Alzheimer (GORELL et al., 1998; BOGDANOV et al.,, 2001; HUANG et al.,
2004). Em adicédo, alguns estudos tém demonstrado o aumento do risco do
parkisionismo em individuos expostos cronicamente a pesticidas (BROWN et
al., 2006). Somado a estes eventos, o aumento da producdo de ERO em

organismos expostos a diferentes xenobidticos esta diretamente associado a
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danos genotoxicos, 0 que aumenta as chances de instalagdo do céancer
(ALBET e MAGEE, 2000; PELUSO et al., 2015).
5. Conclusdes

Os resultados obtidos no SMART de asas e no Teste wts nos permitem
concluir que, nas condi¢cdes experimentais utilizadas, o inseticida FP é
altamente téxico, mutagénico e carcinogénico para D. melanogaster, indicando
a necessidade de se ampliar os estudos em outros sistemas teste, células,
tecidos ou organismos, visando a obtencdo de maiores informagfes quanto ao

risco quimico dessa molécula.
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CAPITULO Il

Efeito do inseticida Fipronil na atividade de
locomocéao de Melipona scutellaris

(Hymenoptera, Apidae, Meliponini)
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Resumo

Melipona scutellaris Latreille, 1811 (Hymenoptera, Apidae, Meliponini) sao
abelhas sociais, conhecidas popularmente como “Urugu” e destaca-se por ser
polinizadora de diversas plantas nativas e cultivadas. Entretanto, devido a
expansdo da agricultura brasileira e do uso de medidas de controle de
artropodes-praga, verifica-se o aumento no uso de inseticidas. O inseticida
Fipronil atua no sistema nervoso central como um antagonista n&do competitivo
aos receptores GABA, em canais de cloro. Em funcdo da sua acéo toxica, tém
sido associado com o declinio de insetos polinizadores. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito de doses subletais do inseticida Fipronil na atividade
locomotora de abelhas da espécie M. scutellaris. Abelhas campeiras foram
coletadas ao retornarem a colmeia e expostas a trés diferentes concentracdes
de Fipronil (0,41; 0,041 e 0,0041 ng i.a/abelha) via aplicacdo topica. A
velocidade média das abelhas foi avaliada 6, 12 e 24 horas ap0s a exposicao,
por meio do Teste de Locomocdo. Os resultados revelaram reducdo na
velocidade das abelhas em todas as doses testadas e em todos os intervalos

de tempo quando comparado ao controle (acetona).

Palavras chave: abelhas; Melipona scutellaris, Atividade de locomocao;

fipronil.
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Abstract

Melipona scutellaris Latreille, 1811 (Hymenoptera, Apidae, Meliponini) are
social bees, popularly known as "Urugu". They are notable as pollinator of
several native and cultivated plants. However, due to the expansion of Brazilian
agriculture and the use of arthropod pest control, the uses of insecticides are
increasing. The Fipronil insecticide acts on the central nervous system as a
noncompetitive antagonist to GABA receptors in chloride channels. According
their toxic effects the Fipronil has been associated with pollinator insects
decline. The objective of this study was to evaluate the effect of sublethal doses
of the Fipronil insecticide in locomotor activity of M. scutellaris bees. Forager
bees were collected upon return to the hive and exposed to three different
concentrations of fipronil (0.41, 0.041 and 0.0041 ng ai / bee) by topical
application. The average speed of the bees was assessed 6, 12 and 24 hours
after exposure by the locomotor activity test. The results revealed reduction in
bees speed in all doses tested and in all interval time when compared to the

control (acetone).

Keywords: bees; M. scutellaris, locomotor activity; fipronil.
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1. Introducgéo

No Brasil, as abelhas sem ferrdo séo responséveis pela polinizagdo de
30 a 90% da flora nativa do pais (KERR et al., 1996; IMPERATRIZ-FONSECA
e NUNES-SILVA, 2010) e dependendo do ecossistema que estdo presentes,
podem frequentar e realizar a polinizacdo em diversas espécies cultivadas pelo
homem (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2006; ROSELINO et al.,, 2010;
MOMMAERTS et al., 2011; MOUTON, 2011; ROCHA, 2012;; BARTOMEUS et
al., 2014).

A espécie Melipona scutellaris Latreille, 1811 (Hymenoptera, Apidae,
Meliponini) representante da tribo Meliponini, conhecida popularmente como
Urucu, € comumente encontrada na regido do Nordeste do Brasil, vivendo em
florestas quentes e umidas entre os Estados da Bahia e Rio Grande do Norte
(ROLDAO, 2011; ALVES et al., 2012). Assim como em Apis mellifera L., 1758
(Hymenoptera, Apidae, Apini), a espécie M. scutellaris apresenta divisao de
castas (rainhas e operarias) e sdo mantidas em meliponarios semelhantes aos
apiarios. Os favos sao organizados de maneira horizontal onde ficam as células
gue a rainha oviposita, e na zona periférica, potes de alimento (KERR et al.,
1996).

Além de sua importancia ecoldgica para a biogeocenose brasileira, a
espécie M. scutellaris oferece um amplo espectro de beneficios a agricultura,
contribuindo com o aumento da variabilidade genética através da polinizacéo
de diversas espécies cultivadas pelo homem (CARVALHO et al., 2001;
IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2006; ROSELINO et al., 2010; ROCHA, 2012),
principalmente em plantas da familia das Solenaceas, devido a sua habilidade
de polinizagao por vibragao (“buzz pollination”) (IMPERATRIZ-FONSECA et al.,
2006).

Em 2006/2008 uma grande perda de abelhas A. mellifera foi registrada
nos Estados Unidos, caracterizada pelo desaparecimento de abelhas operarias
adultas, em um fendmeno que ficou mundialmente conhecido como Colony
Collapse Disorder (CCD) ou desordem do colapso da colénia
(VANENGELSDORP et al.,, 2009). Vérias hipoteses foram levantadas para

explicar este fendmeno, dentre elas (1) patégenos, (2) baixa nutricdo e
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subsequente desenvolvimento de doencas, (3) fragmentacdo florestal (4)
aquecimento global e (5) contaminantes ambientais. Neste Ultimo caso,
destaque-se os produtos fitossanitarios como, por exemplo, 0s inseticidas,
herbicidas, fungicidas, acaricidas, etc (CORNMAN et al., 2012).

Apesar desse fendbmeno estar relacionado com a espécie A. mellifera,
as abelhas sem ferrdo também sdo susceptiveis a efeitos deletérios por acéo
antropica, principalmente por meio da intoxicagdo com produtos fitossanitarios
(JOHNSON, 2010).

No Brasil, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Renovaveis (IBAMA) vem investigando o impacto proporcionado por produtos
fitossanitarios na apicultura, registrando entre 2010 e 2012 mais de cem casos
de mortes de abelhas (EVANGELISTA-RODRIGUES e MONDEGO, 2014). Em
abelhas nativas do Brasil, varios trabalhos demonstram aspectos negativos
oriundos da exposi¢cao a inseticidas em doses letais e subletais (LOURENCO
et al., 2012a; TOME et al., 2012; JACOB et al., 2013; JACOB et al., 2014).

O fenilpirazol 5-amino-1-[2,6-dichloro-4-(trifluoromethyl)phenyl]-
[(trifluoromethyl)sulfinyl]-1H-pyrazole-3-carbonitrile), conhecido como Fipronil
(FP) € um inseticida comumente utilizado no combate de pragas em sistemas
agricola e também na saude animal (ANVISA, 2005). FP surgiu na década de
1990, descoberto por May e Baker e desenvolvido por Rhéne — Poulenc, sendo
introduzido no mercado agricola nos Estados Unidos em 1996 (BOBE et al.,
1998).

FP apresenta acdo ndo-competitiva e antagonista aos receptores do
GABA (COLE et al., 1993; DAS et al., 2006) em canais de cloro, bloqueando o
influxo de ions de CI" em sinapses inibitorias de neurdnios (CONNELLY, 2001,
AAJOUD et al., 2003; STENERSEN, 2004).

Como consequéncia do blogueio das vias de entrada de cloro, o
impulso nervoso é comprometido, resultando em uma atividade neural
excessiva (COLE et al., 1993). Quando expostos ao inseticida, os insetos

contaminados passam apresentar problemas de hiperexcitacdo dos musculos e
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nervos, paralisia severa e morte (BOBE et al., 1998, GUNASEKARA;
TROUNG, 2007).

Mesmo sendo considerado um inseticida eficaz, FP € altamente téxico
para abelhas (LOURENCO et al, 2012a), sendo apontado, em conjunto com
inseticidas da classe dos neonicotindides, os principais contribuintes quimicos

para o desaparecimento desses insetos.

Efeitos de doses subletais de FP podem resultar em mudancas
comportamentais e moleculares, podendo afetar o desenvolvimento de
coldnias, atividade motora (ZALUSKI et al., 2015), aprendizagem e memoria
olfatéria (BERNADOU et al., 2009; EL HASSANI et al., 2009), reducédo da
atividade mitocondrial (NICODEMO et al., 2014), citotoxidade de células dos
corpos de cogumelo (JACOB et al., 2014) e reducdo da imunidade por meio de
eventos sinérgicos entre o inseticida e patogenos de abelhas (AUFAUVRE et
al., 2012).

Abelhas estdo constantemente expostas a diferentes classes de
pesticidas nas matrizes forais. A exposicao cronica de abelhas no campo a
doses subletais sdo mais preocupantes do ponto de vista ecotoxicolégico, uma
vez que a coleta de matrizes com pesticidas pode resultar na contaminacéo
interna da colGnia, e posteriormente, resultar em problemas na coesdo do

ninho.

A presente investigacao teve como objetivo avaliar o efeito de doses
subletais do inseticida FP na atividade de locomocéo de abelhas sem ferrdo da
espécie M. scutellaris. As doses empregadas neste estudo sdo compativeis

com as encontradas no ambiente (realisticas).
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2. Material e Métodos
2.1 Declaracéo de Etica

N&do ha necessidade de licenca cientifica quanto ao uso de
invertebrados em pesquisas, ndo sendo necessario aprovac¢do do Comité de
Etica para realizacdo do estudo. O material biologico foi coletado no
Meliponario UFU, mantido para fins de pesquisas cientificas.

2.2 Material Bioldgico

Foi utilizado como material biolégico, abelhas operérias forrageiras da
espécie M. scutellaris, mantidas no Meliponario UFU da Universidade Federal
de Uberlandia, Minas Gerais (S 180 55/ W 450 17’). Os experimentos foram
conduzidos e analisados no Laboratorio de Genética do Instituto de Genética e

Bioquimica da mesma Universidade.

As colbnias foram inspecionadas quanto a presenca ou auséncia de
sinais que denotassem uma qualidade saudavel do ninho. Ndo houve indicios
visuais de fatores abioticos ou bioticos que prejudicassem a integridade do
Meliponario, portanto, as colénias foram aprovadas e caracterizadas como em

perfeitas condicbes de salude para as analises.

2.3 Compostos quimicos e tratamentos

O inseticida FP (99%) foi fornecido pela empresa Dalian Raiser
Pesticides (China). Para o preparo das doses, o FP foi diluido em acetona P.A
(Merck) (99%) na proporcao 1:1 obtendo-se uma solucdo estoque de 1000 ng
i.a/uL acetona, mantida em frasco de vidro protegido da luz e preservado a -
10°C. A partir da solucado estoque foram preparadas as demais solucbes de

trabalho.

As doses empregadas nos diferentes tratamentos deste trabalho, foram
estimadas com referéncia na DLsp de 0,41 ng i.a/abelha (exposicéo tépica - 48
horas) para M. scutellaris, estabelecida por LOURENCO et al. (2012b). Assim,
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as abelhas campeiras foram expostas as doses de 0,41 ng i.a/abelha (DLsp);
0,041 ng i.a/abelha (DLso10) € 0,0041 ng i.a/abelha (DLspnoo). Acetona foi
utilizada como controle negativo segundo metodologias internacionais (OECD,
1998, ROAT et al.,2012.; LOURENCO et al.,, 2012a., OLIVEIRA et al., 2013;
JACOB et al.,, 2013; MEDRZYCKI et al., 2013). Ensaios prévios conduzidos
com 4gua e acetona nao demonstraram diferencas no comportamento das

abelhas, sendo assim apenas o controle acetona foi incluido nos experimentos.

As abelhas foram coletadas na entrada de trés colmeias durante o
periodo da manha, priorizando a coleta de abelhas que estavam retornando a

colmeia com poélen na corbicula.

Em laboratério as abelhas foram anestesiadas por 10 segundos com
uso de gas carbbnico (CO;) (MORAES et al., 2000; IWASA et al., 2004;
LOURENCO et al., 2012) e pesadas em balanca analitica de precisao.

Para cada grupo experimental foram utilizadas 15 abelhas (5
forrageiras de cada colbnia), as quais foram expostas topicamente a um
volume de 1 pL (regido dorsal do térax das abelhas) nas diferentes
concentracfes de FP e ao controle acetona. Apds aplicacéo, as abelhas foram
acondicionadas em gaiolas plasticas (500 mL) na auséncia de tampa por 5
minutos, respeitando o0 tempo para melhor volatilizacdo do solvente.
Posteriormente, as gaiolas foram tampadas e mantidas em estufa a 31+2°C e
65+5% de umidade relativa. Foram fornecidos agua e alimento (solucao de mel

de A. mellifera + agua) embebido em algodao durante todo o experimento.

Abelhas que apresentaram comportamentos anormais tais como
tremores, letargia, bater de asas e paralisia, foram previamente descartadas na
fase inicial do experimento. Decorrido o tempo de exposicéo, 6, 12, e 24 horas,
as abelhas foram submetidas ao Teste de Atividade de Locomocdo. Estes
intervalos de tempo foram selecionados para melhor compreensdo das
diferencas de comportamento (velocidade) em funcdo do tempo de exposicao
ao FP.
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2.4 Teste de Atividade de Locomocao

O Teste de Atividade de Locomocgéao foi conduzido em uma caixa (80
cm x 30 cm x 4 cm) dividido em 6 raias. Apés 6, 12 e 24 h de exposicao ao
inseticida, as abelhas de cada grupo amostral foram colocadas na entrada de
cada raia e liberadas. A caixa de teste foi posicionada verticalmente e na parte
superior da caixa foi colocada uma lampada fluorescente para funcionar como
atracdo para as abelhas, por fototropismo positivo. Trinta segundos antes de
iniciar o teste, a lampada foi ligada. Foram liberadas cinco abelhas em cada
rodada do experimento, realizado em triplicata. A atividade de locomocéao foi
mensurada por meio do tempo que as abelhas levaram para atingir a marca de
50 cm na caixa. O experimento foi flmado com filmadora FUJIFILM FinePix
SL260. A filmagem foi interrompida quando as cinco abelhas atingiram a marca
de 50 cm.

2.5 Analise estatistica

Os dados de velocidade foram analisados utilizando o software R
(2015) pela rotina GLM, distribuicdo gaussiana e funcao de ligacao identidade.
A comparacao entre as medias foi realizada pelo teste de Scott e Knott (1974)
(P <0,05).
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3. Resultados e Discusséo

A capacidade cognitiva das abelhas, a qual envolve gustacao,
aprendizagem olfatéria e atividade motora, sdo funcdes essenciais para o
sucesso de coleta de recursos (HASSANI et al., 2005). Nesse contexto, o Teste
de Atividade de Locomocéao foi usado nesse estudo para avaliar a influéncia de
doses subletais de FP na velocidade de abelhas.

Abelhas sem ferrdo da espécie M. scutellaris foram expostas a trés
diferentes doses de Fipronil (0,41; 0,041 e 0,0041 ng i.a/abelha) e ao controle
(acetona). Para cada grupo, 15 abelhas foram utilizadas (cinco em cada
repeticao), totalizando 60 individuos. Apds a exposicéo tépica ao inseticida, a
velocidade média (cm/s) foi avaliada em trés diferentes intervalos de tempo, 6,
12 e 24 horas.

Houve diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05) na velocidade
meédia das abelhas expostas, em todas as doses de FP testadas quando
comparadas com o controle acetona (Figura 1). Os resultados obtidos neste
experimento ndo demonstraram relacdo dose-dependéncia, uma vez que
doses menores foram capazes de reduzir a velocidade média das abelhas de

maneira mais pronunciada do que doses maiores.

Apoés 6 horas de exposicao topica ao inseticida FP, abelhas do grupo
controle apresentaram maior velocidade (3,62+0,33 cm/s) quando comparadas
com os tratamentos DLsp (2,81+£0,35 cm/s), DLso1o (2,55£0,40 cm/s) e DLsoo0
(2,22+0,42 cm/s). Apos 12 horas da aplicacéo topica do FP a velocidade média
das abelhas expostas a dose DLso foi de 1,00+0,20 cm/s, para DLsgio de
1,09+0,32 cm/s e DLsoi00 de 0,86£0,24 cm/s. Para o tratamento controle na
avaliacdo de 12 horas a velocidade média das abelhas exposta apenas a
acetona foi de 2,16+0,43 cm/s. No tempo de 24 horas pos-tratamento, as
abelhas do controle negativo apresentaram maior velocidade (3,30+£0,38 cm/s)
diferindo estatisticamente (P < 0,05) da DLs, (1,89+0,31 cm/s), DLsono
(1,54+0,31 cm/s) e DLsp00 (1,330,311 cm/s).

O experimento foi conduzido em trés periodos dentro de 24 horas e,

assim um deles ocorreu no periodo noturno, as 21:00 h. Abelhas forrageiras
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sdo ativas durante o dia, mas durante a noite permanecem nas colonias,
diminuindo sua atividade (ROSELINO et al., 2010). O intervalo de 12 horas
pos-exposicdo ocorreu durante a noite, o que favoreceu a reducdo da
velocidade média das abelhas, inclusive as do grupo controle (Figura 2). No
tempo de 24 horas foi observada maior redugdo da velocidade de abelhas
expostas ao FP quando comparada ao grupo exposto durante 6 horas. Isto
pode ser explicado pela cinética da molécula FP, como descrito por Pereira et
al. (2010) e Durham et al. (2002) que sugerem que a molécula possui

mecanismo de penetracao lenta no tegumento do inseto e acdo toxica tardia.
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Figura 1. Velocidade média de abelhas Melipona scutellaris expostas a
diferentes doses de FP. Controle (acetona P.A) DLsp (0,41 ng i.a/abelha) DLsg/10
(0,041 ng i.a/abelha) DLso;100 (0,0041 ng i.a/abelha).

* Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste
Scott & Knott (1974) (P<0,05).
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Mesmo né&o tendo sido determinada a DLy para a populacdo de M.
scutellaris avaliada, foi observado efeito deletério em 40% das abelhas
expostas a dose de 0,41 ng i.a/abelha 24 horas apds aplicacdo topica,
conforme previamente discutido por Lourenco et al. (2012a).

Os inseticidas em sua grande maioria atuam principalmente no sistema
nervoso central, podendo prejudicar a capacidade de aprendizagem e
memoria, levar a paralisa das asas, pernas e sistema digestério (CARILLO et
al., 2013). FP é altamente toxico para abelhas (GUNASEKARAN et al., 2007).
Nas doses subletais, avaliadas néo foi observado a morte de individuos, porém
foram observadas mudancas comportamentais como paralisia e bater
excessivo de asas em abelhas expostas a 0,0041 ng i.a/abelha nos tempos de
6, 12 e 24 horas e para 0,041 ng i.a/abelha nos tempos de 12 e 24 horas.
Eventos de hiperexcitabilidade motora, seguidos por paralisia foram
observados nas abelhas expostas a 0,41 ng i.a/abelha nos tempos de 12 e 24
horas de exposicao.

Algumas abelhas néo conseguiram iniciar ou completar o percurso na
pista de teste (50 cm). Como mostra na Figura 2, no grupo controle (acetona)
20% das abelhas ndo alcancaram a meta apés 12 horas de exposicdo. Foram
observadas abelhas que ndo conseguiram iniciar ou completar o percurso em
todas as doses de FP e tempos avaliados, exceto na dose 0,41 ng i.a/abelha
apos 6 horas de exposicao, quando 33,3% e 13,3% das abelhas expostas a
0,0041 e 0,041 ng i.a/abelha, respectivamente ndo completaram 0 percurso.
Decorridos 12 horas de exposi¢cao 53,3%; 66,6% e 60% dos insetos expostos a
0,0041; 0,041 e 0,41 ng i.a/abelha, respectivamente ndo completaram o
percurso. Decorridos 24 horas de exposicdo, 46,6%; 33,3% e 33,3% das
abelhas expostas a 0,0041; 0,041 e 0,41 ng i.a/abelha respectivamente, ndo

percorreram a distancia de 50 cm.
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Figura 2. Abelhas que n&o iniciaram ou terminaram o percurso de 50 cm no
Teste de Atividade de Locomogao em diferentes doses e tempos de exposigao.
Controle (Acetona P.A); DLso (0,41 ng i.a/abelha) DLsoio (0,041 ng i.a/abelha)
DL5so/100 (0,0041 ng |a/abelha)

Um dos métodos usados para avaliar a periculosidade de inseticidas
advém de testes com a espécie A. mellifera por meio da determinacao da dose
ou concentracdo capaz de causar a morte em 50% da populacdo testada
(OECD/OCDE, 1998). Dados da literatura mostram que algumas espécies de
abelhas, incluindo as abelhas nativas do Brasil, podem apresentar maior
sensibilidade a algumas classes de pesticidas quando comparadas a
sensibilidade de A. mellifera (ARENA e SGOLASTRA, 2014).

Geralmente os testes de toxicidade sdo conduzidos por meio da
exposicdo aguda de abelhas aos inseticidas durante 24 e 48 horas e 0s
resultados sdo gerados de acordo com a forma de exposicdo, por contato ou
por ingestao (DEVILLERS, 2000). Os dados de intoxicacdo aguda (DLso € CLso)
sdo importantes, mas ndo sao suficientes para estimar o risco proporcionado
por envenenamento crénico das abelhas. Durante a coleta de recursos,
abelhas sdo expostas a diferentes poluentes tais como inseticidas, fungicidas,
acaricidas e herbicidas, quer seja por contato, inalacédo e ingestdo (CARRILHO
et al., 2013).
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Dois eventos sdo passiveis de acontecer com abelhas contaminadas
com pesticidas no campo: (1) Efeitos letais: que s&o observados pelo aumento
da taxa de mortalidade de abelhas ao entrar em contato com doses elevadas
(CRESSWELL, 2011); (2) Efeitos subletais: que se manifestam individualmente
ou em populacbes de abelhas, por aspectos anormais de crescimento,
fecundidade, longevidade, ou mudangas de comportamento (DESNEUX;
DECOURTYE; DELPUECH, 2007).

No presente estudo, em todos os intervalos de tempo analisados, a
menor dose subletal testada de 0,0041 ng i.a/abelha (DLspa00) fOi @ que mais
reduziu a velocidade de M. scutellaris. Tal evento é preocupante do ponto de
vista ecotoxicolégico uma vez que, doses menos concentradas sdo mais

passiveis de serem encontradas no campo.

Neste sentido, Chauzat et al. (2006) avaliaram a presenca de residuos
de pesticidas em abelhas, em cinco apiarios na Franca. Foram identificados
residuos de varias classes de pesticidas em 81 amostras de abelhas e dentre
elas 10 continham residuos de FP (1,2 pg/Kg) e 9 com residuos de FP sulfona
(0,3 pg/Kg), um metabolito mais téxico do que a molécula original FP (HAINZL
e CASIDA, 1996). Nesse mesmo pais, durante trés anos de monitoramento, FP
foi identificado em amostras de abelhas e pélen, com média de 0,5 e 1,2 ug/Kg
respectivamente. Residuos de FP sulfona e FP desulfinil foram também
encontrados nessas matrizes (CHAUZAT et al., 2011). Em um estudo
semelhante realizado por Colin (2004) foram detectados 0,002 a 2 g de FP/Kg

em 65% do pdlen de girassol e do milho analisados.

Em um ano, cada colénia de A. mellifera pode coletar até 55 Kg de
polen e precisam produzir de 60 a 80 Kg de mel para suprir as necessidades
energéticas do ninho (RORTAIS et al.,, 2005). Durante o ciclo de vida e em
determinadas estacdes do ano, as abelhas podem consumir de 59,4 a 792 mg
de acucar e de 5,4 a 65 mg de pélen (RORTAIS et al., 2005). Em funcédo desse
consumo de produtos obtidos das matrizes florais, as abelhas estédo
cotidianamente expostas a diferentes doses e classes de pesticidas, por

contato e ingestao.
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Dependendo da monocultura ou do método de aplicacdo, os produtos
formulados a base de FP, podem apresentar concentragéo de aplicacao de 150
a 400 pg/mL (PEREIRA et al.,, 2010). Estas concentragdes correspondem a
valores que excedem em 365 e 975 vezes o valor da dose mais concentrada
usada em nosso estudo, de 0,41 ng.ia/abelha, a qual ja foi capaz de alterar o
comportamento de M. scutellaris.

Dependendo da abundéncia de recurso floral no ambiente, as abelhas
(A. mellifera) podem percorrer um raio de 10 a 12 km de distancia (PORRINI et
al., 1998; O'NEAL e WALLER, 1984), porém para garantir uma eficiente coleta
de material floral no campo, as abelhas precisam estar em perfeitas condicbes
de saulde. Os resultados obtidos em nossa andlise apresentam aspectos
preocupantes em relacdo as atividades externas da colmeia, uma vez que a
partir do momento em que a atividade de locomocdo € comprometida, as
abelhas ficam mais susceptiveis a condicbes ambientais, podendo se perder

durante o percurso ou serem facilmente predadas.

Pereira et al. (2010) avaliaram a toxicidade e os efeitos da exposi¢cao
de FP e outros inseticidas da classe dos neonicotindides (Acetamiprido e
Tiametoxam) sobre o comportamento de A. mellifera. Neste trabalho, FP
administrado topicamente, mostrou maior toxicidade para as abelhas em
comparacao aos demais inseticidas neonicotindides. A DLso (1,9 ng/abelha)
calculada nesse estudo foi capaz de reduzir a velocidade das abelhas apés 4
horas de exposicdo. Em nossa analise, a exposicdo de M. scutellaris ao FP

reduziu a velocidade das forrageiras, apds 6 horas de exposicao.

El Hassani et al. (2005) estudaram o efeito de FP sobre a capacidade
gustativa, sobre a atividade de locomo¢do e memdria olfativa de abelhas A.
mellifera expostas tépica e oralmente a 0,1, 0,5 e 1,0 ng/abelha. A dose mais
concentrada, 1,0 ng/abelha afetou a percepcdo gustativa, uma hora apés a
exposicdo. Nao foi observado alteracdo na atividade motora em nenhuma das

doses testadas.

Os resultados obtidos no nosso estudo divergiram dos resultados de
Pereira et al. (2010) e El Hassani et al. (2005) uma vez que as alteracOes

comportamentais em M. scutellaris foram mais pronunciadas na dose menos
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concentrada. Mudangcas comportamentais em doses menos concentradas
também foram observadas no trabalho de Alioune et al. (2009), onde foi
constatada alteracdo da capacidade gustativa em abelhas exposta oralmente a
0,01 ng/abelha.

Além do efeito na atividade de locomogdo em organismos
polinizadores, FP pode causar diversos outros danos comportamentais e
moleculares. Carillo et al. (2013) avaliaram a toxicidade do inseticida FP sobre
a capacidade de aprendizado de A. mellifera. Abelhas exposta oralmente a
CLso (0,28 £ 0,11) apresentaram problemas de aprendizado no ensaio REP
condicionado. Quando expostas a 0,75 e 0,15 ng/abelha, Decourtye (2005)
observou o decréscimo da capacidade olfativa de A. mellifera, que pode ser
devido ao efeito bloqueador de cloro no lobo antenal do sistema nervoso
desses insetos (BARBARA, 2005).

Abelhas nativas do Brasil, Scaptotrigona postica tratadas tOpica e
oralmente com 0,27, 0,54 e 1,08 ng i.a yL™ de FP apresentaram mudancas no
ndacleo e nas organelas celulares com morte celular e impacto nos corpos de
cogumelo (JACOB et al., 2014).

Vidau et al. (2011) avaliaram o efeito sinérgico de Nosema ceranae e
inseticidas (FP e Tiacloprid) sobre a mortalidade de A. mellifera. Neste estudo,
abelhas contaminadas com o fungo e expostas tanto a FP quanto ao Tiacloprid
apresentaram maior taxa de mortalidade quando comparado com grupos
tratados isoladamente com os inseticidas ou quando apenas infectados com N.
ceranae. O efeito sinérgico neste estudo néo foi relacionado ao decréscimo do
sistema de desintoxicacdo, mas sim ao favorecimento de propagacao do fungo

nas abelhas.

Reportada pela primeira vez nos Estados Unidos (2006-2007) a
sindrome da desordem do colapso da colénia (CCD) é caracterizada pelo
desaparecimento de abelhas adultas operarias (COX-FOSTER et al., 2007).
Em abelhas nativas do Brasil ndo ha dados concretos relatando esse
fendbmeno, porém varios trabalhos destacam aspectos negativos em abelhas
expostas a pesticidas (PEREIRA et al., 2010; LOURENCO et al., 2012; TOME
et al., 2012; JACOB et al., 2013; JACOB et al., 2014).
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Segundo a Diretiva 91/414/EEC da Unido Européia, FP pode ser
comercializado e utilizado apenas para fins de tratamento de sementes,
resguardando o contato de abelhas ao principio ativo (EUROPEAN
COMISSION, 2010). Mesmo com a autorizacdo do comércio de FP, poucos
paises autorizaram seu uso, entre eles a Bélgica, Espanha e a Franca. No
Brasil, além do tratamento de sementes, foi autorizado o uso de FP para o
controle de pragas, em ciclo tardio, por pulverizagcdo, o que oferece grande
risco aos insetos polinizadores (MAPA, 2015).

Apesar de nossos resultados apontarem para 0 comprometimento de
M. scutellaris apés intoxicacdo com FP, estes compostos ndo sdo 0s Unicos
responsaveis pelo declinio de polinizadores no ecossistema brasileiro. Outros
fatores ja foram reportados como contribuintes para 0 processo tais como
patdgenos, baixa nutricdo, fragmentacéo florestal e intensificacdo da agricultura
(WINFREE et al., 2009; CORNMAN et al., 2012; VANBERGEN, 2013;
DEGUINES et al., 2014), mudancgas climaticas (GIANNINI et al., 2012), baixa
variabilidade genética (CHAUZAT et al., 2013) e manejo inadequado (KERR et
al, 1996).

4. Conclusodes
O Teste de Atividade de Locomocao permitiu concluir que:

1-Todas as doses de Fipronil (FP) testadas promoveram reducdo da

velocidade das abelhas quando comparado ao controle (acetona).

2- A dose menos concentrada de FP (0,0041 ng i.a/abelha) foi a que
mais reduziu a velocidade de abelhas em todos os intervalos de tempo de

exposicao.

3- FP em doses letais e subletais sdo prejudiciais para abelhas sem
ferrdo da espécie M. scutellaris, alterando a atividade locomotora e podendo

comprometer a atividade de coleta de recursos, além do retorno a colmeia.
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ANEXO

Esquemas de divisdo mitética nas células dos discos imaginal de
Drosophila melanogaster e os possiveis eventos de perda de

heterozigose

104



mwh +

+ . 4+
Smm 3
o

mwh &

Figura 1. Esquema de divisdo mitdtica normal em células dos discos imaginais de asas de Drosophila melanogaster. Adaptado de
Graf e Wirgler et al., 1984.
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Figura 2. Esquema de divisdo mitdtica com ocorréncia de mutacéo pontual no gene flr3 em células dos discos imaginais de asas
de Drosophila melanogaster. Adaptado de Graf e Wirgler et al., 1984.
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Figura 3. Esquema de divisdo mitdtica com ocorréncia de mutacéo pontual no gene mwh em células dos discos imaginais de asas
de Drosophila melanogaster. Adaptado de Graf e Wirgler et al., 1984.
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Figura 4. Esquema de divisdo mitotica com ocorréncia de mutacédo pontual no gene flr3 e mwh em células dos discos imaginais de
asas de Drosophila melanogaster. Adaptado de Graf e Wirgler et al., 1984.
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Figura 5. Esquema de divisdo mitdtica com ocorréncia de evento clastogénico no gene flr3 em células dos discos imaginais de

asas de Drosophila melanogaster. Adaptado de Graf e Wirgler et al., 1984.
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Figura 6. Esquema de divisdo mitdtica com ocorréncia de evento clastogénico no gene mwh em células dos discos imaginais de
asas de Drosophila melanogaster. Adaptado de Graf e Wirgler et al., 1984.
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Figura 7. Esquema de divisdo mitotica com ocorréncia de evento clastogénico no gene flr: e mwh em células dos discos imaginais
de asas de Drosophila melanogaster. Adaptado de Graf e Wirgler et al., 1984.
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Figura 8. Esquema de divisdo mitdtica com ocorréncia de recombinacdo mitotica entre o centrébmero e o locus flare em células dos
discos imaginais de asas de Drosophila melanogaster. Adaptado de Graf e Wirgler et al., 1984.
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Figura 9. Esquema de divisdo mitdtica com ocorréncia de recombinacdo mitética entre o locus mwh e o locus flare em células dos

discos imaginais de asas de Drosophila melanogaster. Adaptado de Graf e Wirgler et al., 1984.

113



