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RESUMO

A crescente utilizacdo de agrotoxicos com o intdécaumentar a producao agricola tornou-
se um dos principais problemas em relacdo ao meibiemte. O solo é o primeiro
compartimento a receber estas substancias e, fyrtanorganismos que nele habitam séo os
mais prejudicados pela sua aplicacdo. Com o intlgtproteger a biodiversidade do planeta, a
comercializagdo e utilizagdo de muitos agrotoxoms reconhecida agéo toxica a organismos
nao-alvos tém sido proibidas por diversos paisega@nizacdes internacionais. Para substitui-
los de forma eficaz, novos produtos tém sido dedeilos. As substancias testadas no
presente estudo, [Mg(5-Cl-phen)(hesperitina)(HRACGH;COO) e [Mg(5-metil-phen)
(hesperitina)(HO),](CH3COO), foram desenvolvidas como uma alternativa @mitida
sulfluramida, amplamente utilizado no combate asiigas cortadeiras e proibido em muitos
paises. Estas substancias sdo complexos metatoogpostos por um produto natural
extraido de frutos citricos, o flavondide hespesgitiligado a um metal. Neste sentido, o
presente trabalho teve como objetivo investigapxacidade destas duas formulacdes de
metalo-inseticidas para organismos nao-alvo. Vegstgerioresillium cepae Tradescantia
pallida, e invertebrados terrestre®hinocricus padberdi Eisenia fetida, Enchytraeus
crypticus e Folsomia candida foram utilizados como organismos bioindicadores n
realizacdo dos bioensaios. A avaliacdo da toxieidadrealizada pela analise de diferentes
parametros, como aberragcbes cromossdmicas e mibeonualteracbes histoldgicas e
histoquimicas, inducdo de proteinas de estress&d HH3€stes de mortalidade e reproducéo.
Por meio dos testes citogenéticos aplicado®\enepae T. pallida foi possivel observar que

0 metalo-inseticida [Mg(5-metil-phen)(hesperitind)D),](CH;COO) foi capaz de induzir
aberracdes cromossémicas e formacdo de micron(miecjpalmente em\. cepa.A analise
morfologica realizada no intestino médio do dipldp&. padberghdo apresentou alteracdes
estatisticamente significativas, indicando que esain-inseticidas sdo seguros para a espécie.
Porém, a analise das proteinas de estresse raysdoos compostos podem induzir a sintese
de HSP70. O composto [Mg(5-metil-phen)(hesperitidz]),](CHsCOO) ndo é capaz de
gerar mortalidade em minhocas da espEcietidanem interferir na sua reproducédo, embora
interfira na reproducéo de enquitréideos da espgecteyptuse da espécie de colémboles
candidg uma vez que diminuiu a geracdo de juvenis, almente nas maiores
concentracbes. Deste modo, sugere-se que o mesateida [Mg(5-metil-phen)
(hesperitina)(HO),](CH3COO) apresenta maior potencial téxico quando coatmarao
metalo-inseticida [Mg(5-Cl-phen)(hesperitina)(HZ[Q3H3;COO).

Palavras-chave: genotoxicidade; histopatologiatema de estresse; reproducao



ABSTRACT

The great use of pesticides in order to increasewdtyral production has become a major
problem to the environment and has concerned ssigntorldwide. These substances reach
primarily the soil and the organisms that inhalit are the most affected by its
implementation. In order to protect the planetslbiersity, the commercialization and use of
many pesticides with known toxic effects to norg&rorganisms have been banned by many
countries and international organizations. In ordeeffectively replace them, new products
have been developed. The substances tested irsttidy were developed to replace the
sulfluramide formicide, widely used against leatfticlg ants and banned in many countries.
These new substances are metal complexes consddtiagnatural product, the flavonoid
hesperetin, linked to an inorganic metal. Among tleveloped formulations, [Mg(5-Cl-
phen)(hesperetin){@D),](CH3;COO) and [Mg(5-methyl-phen)(hesperetin)(),](CH3COO)
were the ones which showed better insecticideaficin this sense, the present study aimed
to investigate the toxicity of these two new foratidns of metal-insecticides to non-target
organisms. Higher plantg|llium cepaandTradescantia pallidaand terrestrial invertebrates,
Rhinocricus padberdi, Eisenia fetid&nchytraeus crypticuand Folsomia candidawere
choosen as bioindicators organisms. The toxicitglation was carried out by analyzing
different parameters, such as chromosomal abemsatiand micronucleus induction,
histological and histochemical alterations, indorctof HSP70 stress protein, mortality and
reproduction. Cytogenetic tests An cepaandT. pallida revealed that the complex [Mg(5-
methyl-phen)(hesperetin) (B),](CH3;COO) is able to induce chromosomal aberrations and
induction of micronucleus, particularly & cepa Morphological analysis performed with the
millipede R. padbergi showed no statistically significant changes, iatig that the
complexes are safe for the species. However, thlysa of stress proteins revealed that the
compounds can induce the synthesis of HSP70. Thmpaond [Mg(5-methyl-
phen)(hesperetin)(@D),](CH3COO) is not able to cause mortalityBn fetidaworms neither
change its reproduction rates, but interferes enrdproduction of the speci&s cryptusand

F. candida,once a decreased generation of juveniles was \waseespecially in the highest
concentrations. Thus, it can be suggested that FMugthyl-phen)(hesperitin)@®),]
(CH3COO) complex shows higher potential toxicity wheompared to [Mg(5-Cl-
phen)(hesperitin)(H2Q)(CH3;COO).

Key-words: genotoxicity; histopathology; stresstpno; reproduction
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de inseticidas sintéticos constityirancipal via de erradicacao de pragas
em plantacbes do mundo todo (OFUYA; OKUKU, 1994)pefar da sua eficacia na
agricultura, a constante utilizacdo ao longo dasatarreta varios efeitos negativos ao meio
ambiente (OFUYA; OKUKU, 1994; ZACHARIA, 2011). Aléme serem responsaveis pela
contaminagdo das aguas e do solo, podem causaicagdo em trabalhadores do campo e
em consumidores e contribuir para que as prag@srsam resistentes a eles (ISMAN, 2006).

No Brasil, o uso de pesticidas alcancou, no an@Qfi5, o patamar de producéo e
comercializacao de, aproximadamente, 400 mil tolasldSANTOS et al., 2007). A partir de
2008, o pais tornou-se o maior consumidor mundgalagrotoxicos, movimentando 6,62
bilhdes de délares, para um consumo de 725,6 neladas de agrotdxicos, ou seja, 3,7 kg de
agrotoxicos por habitante. De acordo com os Indiczd de Desenvolvimento Sustentavel,
divulgados pelo IBGE (2012), a comercializagao gi®ixicos em 2002 representava 2,7kg
por hectare. Em 2012, houve um aumento de 155fgiadio 6,9kg por hectare.

O fato de o Brasil possuir 10 espécies e 3 subispdeAtta (salvas) contribui para a
classificacdo do pais como um dos maiores consuesdaundiais de pesticidas (SANTOS
et al.,, 2007), uma vez que as formigas cortaddieste género representam uma das
principais pragas responsaveis por danos econéraindd&reas agricolas das regifes tropicais
e subtropicais das Américas por possuirem comperitonde cortar as folhas das plantas
para utiliza-las como substrato aos fungos dossgseialimentam (SCHOEREDER et al.,
2012).

Os processos de combate as formigas cortadeirasid@émealizados, historicamente,
por pesticidas sintéticos (SCHOEREDER et al., 20E¥jtes métodos possuem baixa
especificidade, sé@o altamente téxicos e podem geopulacbes de insetos resistentes
(HEBLING et al., 1996). Desde que o pesticida dadkwo foi proibido em 1993, a
sulfluramida tornou-se o principio ativo mais atililo contra tais organismos (ZANUNCIO
et al., 2000; ABRAISCA, 2011).

Porém, tanto a producdo quanto a degradacédo daranifda envolve sulfonato de
perfluorooctano (PFOS), substancia toxica para fesosi (LUEBKER et al., 2005; FAN et
al., 2005), aves (VERREAULT, 2005; OLIVERO-VERBELt eal., 2006), peixes
(TANIYASU et al., 2003) e outros insetos (BOTS ket 2010).

Devido ao seu risco para humanos e meio ambiente2@09, a Convencédo de

Estocolmo decidiu banir a producdo de PFOS, embemhda permitido que os paises
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enviassem propostas para sua liberacdo quandossefosse justificavel. Sendo assim, no
mesmo ano, o Brasil pleiteou e ganhou o direitocdetinuar produzindo sulfluramida
(STOCKHOLM CONVENTION, 2009). Segundo a “United Meis Environment
Programme” (UNEP), em 2007, a producdo anual desteticida no Brasil atingiu 30
toneladas, liberando grande quantidade de PFOSnbeeate. Nos EUA, todos os produtos
contendo sulfluramida ja foram proibidos e os ptoduestocados sé puderam ser
comercializados até dezembro de 2012 (USEPA, 2008).

Conscientes desta problematica, pesquisadores wamuzindo estudos a fim de
desenvolver produtos economicamente viaveis e N@#gITESOS aos ecossistemas no combate
das formigas cortadeiras (BIAVATTI et al., 2005; MEIDA et al., 2007; BUENO et al.,
2013). Neste sentido, a substancia a ser testata trabalho, recentemente desenvolvida,
apresenta-se como uma alternativa eficaz ao usalfiiaramida.

Este novo inseticida, desenvolvido pela UFSCar\eisidade Federal de Sao Carlos)
em parceria com a UNESP (Universidade Estadualid®aylé um produto natural, derivado
do flavondide hesperitina, ligado a complexos iAaigos metdlicos. A presenca, ha mesma
molécula, de um produto natural (L) e de um liggmakpiridinico (L’-L") com propriedades
antiacetilcolinesterase, unidos por ligacfes caonvatea um mesmo ion metalico central (M),
originou compostos do tipas{M (L) m(L-L’) k](PFs)x (OLIVEIRA, 2012).

Especificamente, trata-se de um complexo de metatygnico (M),cis[Mn(L)m(L'-

L) «](PFs)x, onde M = Ru(ll), Mg(ll), Cu(ll), Fe(ll), Zn(ll);L = hesperidina (hesp),
hesperitina (hespt), naringina (ngina) e naringenjngnina); L-L’ = 1,10-fenantrolina
(phen); n=12;m=12k=1,2; e x=1,2. Tahfiulagéo é utilizada como um sistema capaz
de atuar como inseticida para as formigas cortaslejuando adicionado as iscas e para
lagartas-dos-cartuchos dos milhos e outros insg@@gas da agricultura em outras
formulacdes. De todas as formulacbes testadas, as #ficientes foram [Mg(5-Cl-
phen)(hesperitina)(H2Q(CH3sCOO) e [Mg(5-metil-phen)(hesperitina)f8),](CH;COO)
(OLIVEIRA, 2012).

Os ensaiosn vivo com insetos pragas realizados com este sistenmaoaieseticida
apresentaram tempo de acéo retardado, o qual érsiag tempo de acdo do inseticida
comercial sulfluramida. A complexagdo com metais géefungcéo de permitir qgue o composto
organico ativo atinja o local de acdo. Quando admilo as iscas, 0 metalo-inseticida é capaz

de eliminar 85% do formigueiro em quantidades @ndmol L, atuando na colénia sem a
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necessidade de adicionar outros agentes toxicasgbeancar a atividade inseticida desejada
(OLIVEIRA, 2012).

Apesar de inseticidas produzidos a partir de pasloaturais, como a substancia a ser
estudada neste trabalho, ndo possuirem propriegadescialmente toxicas, a avaliagdo da
sua utilizacdo e dos seus possiveis riscos saortampes, uma vez que o fato de serem
naturais ndo garante que sejam seguros (TOLBY, &pad OPIYO, 2003).

Para a avaliagédo dos riscos ambientais, 0s estwddsxicologicos sao realizados com
o principal objetivo de fornecer dados que serdzaios para determinar a necessidade de
precaucdo e limitacdo no uso de determinada sufstaminimizando, assim, os efeitos
adversos em organismos ndo alvos. Pesquisas recezdkzadas com outros produtos
naturais utilizados como inseticidas (neem e fddaonde) demonstraram que eles podem
causar efeitos negativos tanto em humanos quantorgamismos nao alvos ou apresentar
efeitos genotoxicos (KWANKUA, 2010; PARAMJIT et,a2009).

O acumulo de dados sugerindo que a mutagenicidade parecer razoavel para a
carcinogenicidade e o rapido crescimento da litezatientifica relacionada a genotoxicidade
e a mutagenicidade, despertaram os governos msirgbare o risco dos agentes quimicos
para a populacdo. Desde entdo, os Orgados de sdilleape agéncias ambientais
acrescentaram a analise de mutagenicidade a dexdavam sua bateria de testes antes que
agentes quimicos, aditivos alimentares e medicammefitssem introduzidos no mercado
(RIBEIRO et al., 2003). No Brasil, os testes degecmtoxicidade tém sido empregados desde
a década de 80, visando uma melhor avaliacédo dalicées ambientais (BUCKER, 2006).

As informacdes sobre a toxicidade, genotoxicidadeutagenicidade das substancias
podem ser fornecidas através de ensaios realizasioglantas (RODRIGUES et al., 1997),
uma vez que estudos citogenéticos nestes organigémos capacidade de descrever possiveis
alteracbes em seus cromossomos causadas por sidsstanutagénicas (TEDESCO;
LAUGHINGHOUSE, 2012).

Entre as principais espécies utilizadas, encomtrdHgim cepa A espécie permite a
avaliacdo de danos no DNA, tais como aberracéemassdmicas e disturbios no ciclo
mitotico (LEME; MARIN-MORALES, 2009). O teste de enonucleo em célula mée do grao
de pédlen deTradescantia(Trad-MCN) é considerado uma valiosa ferramenta maitos
pesquisadores devido a simplicidade da metodolgensibilidade a exposicdo aos agentes
genotoxicos (GUIMARAES et al., 2000). Trata-se d® teste de mutacdo em célula

germinativa extremamente sensivel, de exposicda euavaliacdo simples, onde as plantas
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podem ser diretamente expostas ao contaminante,gsenhaja diluicdo ou filtragdo da
amostra (STEINKELLNER et al., 1999). Dados obti@éns experimentos com esse vegetal
indicam resultados similares aos testes com cullieracélulas de mamiferos e bactérias
(CARVALHO, 2005).

Além de vegetais superiores, invertebrados da faenastre também tém sido
propostos como organismos bioindicadores para léagiia de substancias toxicas presentes
no solo (FONTANETTI et al., 2011). Eles tém mostragande potencial em se tornar um
alerta precoce em solos contaminados, sendo quaisngos da macrofauna sdo 0s mais
adequados para esta finalidade (PAOLETTI et aB1)l9Para Opiyo (2003), informacdes a
respeito dos efeitos causados por contaminantesmteente devem ser fornecidas levando
em consideragdo a toxicidade da substancia emtétwvados ndo alvos. Neste sentido,
artropodos e anelideos tém sido muito utilizadosamdlises de toxicidade (NATAL-DA-
LUZ et al., 2004; FONTANETTI et al., 2011).

Diplopodos, por estarem em intimo contato com o sopor serem colonizadores de
suas varias camadas, podem ser muito influencipétes presenca de metais, compostos
organicos e substancias complexas presentes neisgteasa (FONTANETTI et al., 2011;
SOUZA et al., 2014). Nestes organismos, as altesagdorfoldgicas sdo utilizadas como
biomarcadores na investigagdo de compostos quineispscificos e no monitoramento de
efeitos agudos e cronicos. A analise histologicdtra-estrutural de diferentes 6rgédos tem se
tornado uma ferramenta amplamente utilizada endestaom invertebrados com o objetivo
de investigar danos causados por substancias $6EGNTANETTI et al., 2010). A anélise
morfolégica, pode-se somar a analise de proteipasstresse nos tecidos destes animais,
embora pouco seja conhecido sobre as mesmas emebreelos de solo, uma vez que a
aplicacdo desta técnica nestes animais é recergrdgucomparada aos estudos com
organismos aquaticos (KNIGGE et al., 2014; STAEMP#ilal., 2002).

Enquitreideos, pertencentes a Classe Oligoquetay a#elideos terrestres
ecologicamente relevantes e, assim como diplopogassuem importante papel na
decomposicdo da matéria organica e no processoiieldacido do solo (DIDDEN, 1993). Os
protocolos para o teste de reproducdo com estesamni(ISO 16387, 2004; OECD 220,
2004), recomendam o uso da espé&mehytraeus albidygporém também sugerem o uso de
espécies alternativas. Entre elas, a espBohytraeus crypticusem ganhado crescente
importancia devido a suas vantagens praticas (CABFRRREIRA, 2012). Os testes de

reproducdo sdo importantes para estudos ecotogicok devido a sua influéncia na



Introducéao 13

dindmica populacional (DENNEMAN; STRAALEN, 1991). @incipio do teste confere em
expor os organismos em diferentes concentracoeemdestadas e, ap0s quatro semanas, 0s
efeitos na reproducéo sdo avaliados pela contagemichero de descendente no solo (ISO
16387, 2004). Além do uso de enquitreideos, telesproducédo também séo realizados com
espécies de minhocasi¢enia fetidae E. andre) e colémbolosKolsomia candida Os testes
com estas espécies sdo semelhantes dos testes@woitneédeos, alterando, principalmente, o
tempo de exposicao (ISO 11267, 1999; 11268-2, 2012)

Considerando o exposto acima e a necessidade tlacaeaecotoxicologica deste
sistema metalo-inseticida para que sua aplicacf@o asabientalmente segura, o presente
estudo objetivou analisar o potencial toxico dosglexos metalo-inseticidas [Mg(5-metil-
phen)(hesperitina) 3D),](CH3sCOO) e [Mg(5-Cl-phen)(hesperitina)(H2JCH;COO) por
meio de analises citogenéticas em células vegdrmiscepae T. pallida), analises
morfologicas, histoquimicas e imunohistoquimicas intestino médio de diplépodos
(Rhinocricus padbergie bioensaios de mortalidade e reproducdo comauathE. fetidg e
reproducdo com enquitreideds €rypticug e colémbolosK. candidg.
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2. OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo geral analisar erial toxico dos metalo-inseticidas
[Mg(5-Cl-phen)(hesperitina)(}0);](CHsCOO) e [Mg(5-metil-phen)(hesperitina){@),]
(CH3COO), por meio de diferentes biomarcadores e osgas-testes nao-alvos.

Os objetivos especificos consistem em:

* Avaliar os potenciais citotoxico, genotdxico e destabilidade cromossdémica dos
compostos em células meristeméticas e o potencitdgénico em células da regidp F
em A. cepa por meiodas analises da freqiéncia dos indices mitéticesatibrracdes
cromossOmicas e de micronucleos.

* Avaliar o potencial genotdéxico dos metalo-insetisidpor meio de ensaios de
micronucleos em células de pallida

* Analisar histolégica e histoquimicamente o intestimédio de diplopodos a fim de
verificar possiveis alteracdes morfologicas e/eiolfdgicas.

* Avaliar a expressao de proteinas de estresse HE#7®eio da imunohistoquimica no
intestino médio de individuos da espé&Rigpadbergi.

* Avaliar o potencial téxico do metalo-inseticida Mg (5-metil-phen)(hesperitina)
(H20),](CH3COO) por meio do teste de reproducdo com a esplécienquitreideok.
cryptus.

* Avaliar o potencial toxico do metalo-inseticida Mg (5-metil-phen)(hesperitina)
(H20),](CH3COO) por meio do teste de reprodugdo com a espukcieolémbolog-.
candida.

* Avaliar o potencial téxico do metalo-inseticida Mg (5-metil-phen)(hesperitina)
(H20),]J(CH3COO) por meio do teste de reproducdo e mortalidame a espécie de
minhoca<t. fetida.

» Comparar a toxicidade dos dois metalo-inseticidaa ps diferentes organismos testes e
parametros analisados com o intuito de determiifenreticas entre eles.

e Contribuir com informacBes sobre os sistemas métaketicidas em organismos nao
alvos e, assim, fornecer subsidios para sua coutdizacdo e comercializagdo como
pesticida, minimizando os efeitos para 0 meio antbie para o homem.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Toxicidade dos compostos naturais derivados géantas

A demonstracdo do potencial fitoterapico ou pesdicie uma espécie vegetal € uma
tarefa complicada, uma vez que 0s extratos de gdaobnsistem em uma mistura de
compostos (metabolitos secundarios) em diferentexentracdes, os quais podem estar
envolvidos no efeito observado (SILVA et al., 200@drtanto, com o intuito de avaliar se
uma determinada substancia pode apresentar pdtédxizo, estudos utilizando apenas os
compostos de forma isolada séo realizados. Estedosstornam-se de extrema importancia
por avaliar danos genéticos iniciais, os quais poder um fator de risco para cancer no
homem ou causar perda da biodiversidade no ambiente

Baseado na sua biossintese, os metabdlitos semsd#as plantas podem ser
divididos em trés grupos principais: compostos liené (aproximadamente 8.000
compostos), grupo ao qual pertence a hesperitmdlavondide encontrado em frutas citricas
e presente nas formulas dos metalo-inseticidagenéides (aproximadamente 25.000
compostos); e alcaldides (aproximadamente 12.00(postos) (BUCHANAN et al., 2000).

3.1.1 Compostos fendlicos

Dentre os compostos fendlicos encontram-se os aeadb00 flavonoides conhecidos,
entre eles a hesperitina (BUCHANAN et al., 2000%0 Sconhecidos por possuir uma
variedade de atividades biologicas, tais como iafiimatéria, antiviral, bactericida,
antitumoral, anti-alérgica e antioxidante (HAVSTEEI983; HODNICK et al., 1986; BORS;
SARAH, 1987). Porém, atividade genotoxica ou mutaggja foi relatada para os compostos
quercetina, morina, galangina, canferol, ramnefisatina, mirecetina (SILVA et al., 2000),
genisteina (BOOS; STOPPER, 2000) e rotenona (LIMAle 2005; GUADANO et al.,
1998).

Acredita-se que 0 mecanismo responsavel pela gaoitade dos flavondides esteja
relacionado a varios fatores, como a atividadeigiwromo P450, a oxidacdo enzimatica ou
quimica ou com inibicdo da topoisomerase Il (MACE&RIR; JURD, 1978; MIDDLETON;
KANDASWAMI, 1994; SILVA et al., 1997; BOERSMA et al2000SNYDER; GILLIES,
2003). Para Macgregor e Jurd (1978) e Silva e(28l00), a estrutura destes compostos
também é responséavel por sua toxicidade.

A hesperitina, no entanto, ndo apresenta toxiciddeltre suas propriedades

biolégicas destacam-se a acdo antioxidante, didiriatdria e anticancerigena. Também
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possui acdo protetora contra varios fatores, comsooorganismos, parasitas e contaminantes
ambientais. Ela atua no organismo protegendo dacétis efeitos nocivos dos radicais livres,

uma vez que esta entre os flavonoides com maiacadgde conhecida como “scavenger”,

ou seja, capacidade de neutralizar os radicaissliformando compostos menos reativos
(IRANSHANI et al., 2015).

As quinonas, outro composto da classe, englobasuletancias cujo uso na medicina
€, provavelmente, o mais antigo entre todas asa®utiasses de compostos naturais
(MONKS; JONES, 2002). Neste grupo encontram-seag&ubstancias que ja possuem seu
efeito genotdxico conhecido, como a aloe-emodif@na, extraidas déloe spp; lucidina,
alizarina e purpurina, extraidas Bebia tinctorum lausona, pigmento da tintura Henna; e
plumbagina, extraida ddumbago zeylanica

O mecanismo de acdo das quinonas € bastante gpmplendo agir diretamente ou
indiretamente no material genético. A aloe-emodinzapaz de causar mutacdes frameshift,
pois tem a propriedade de ligar-se diretamenteaad® DNA (BRUSICK; MENGS, 1997,
BRESLIN et al., 1997). A lucidina, devido a presemp grupo 2 hidroxi nas posicdes 1,3
(WESTENDOREF et al., 1990) e do grupo hidroxi-metl carbono 2 (KAWASAKI et al.,
1994), também pode formar adutos de DNA (POGINSKal.e1991; WESTENDORF et al.,
1998), assim como a purpurina. A aloina e a plumnago contrario, ndo se ligam ao
material genético, mas podem produzir metabdliedmigos oxidados, espécies reativas de
oxigénio ou inibir o fuso mitotico (PALANIKUMAR edl., 2011; SANTHAKUMARI et al.,
1980; SIVAKUMAR et al., 2005).

3.1.2 Terpendides

A azadiractina, um dos compostos mais importardedakse, € um composto quimico
extraido, principalmente, da plamtaadirachtica indicapopularmente conhecida como neem
(MORDUE; BLACKWELL, 1993). Seu interesse biolégiogorre devido a sua capacidade
de inibir a alimentagcdo e crescimento de muitosdjpodes e pela sua propriedade anti-
inflamatoria e antitlcera (MORGAN, 2009). Porémremgnta genotoxicidade para plantas
(A. cepae Eucrosia bicoloy e peixes Qreochromis mossambiqu€CHANDRA; KHUDA-
BUKHSH, 2004; KWANKUA et al., 2010).

Sua acgdo genotoxica e carcinogénica é devido amrasie um radical furano, o qual
ocorre em muitos agentes genotoxicos conhecidosp @s aflatoxinas. Além disso, a sua
eletronegatividade é da mesma ordem de magnitudenaléculas reativas ao DNA
(ROSENKRANZ; KLOPMAN, 1995; KHAN; AWASTHY, 2003). &e-se também que a



Revisao de literatura 17

azadiractina possui caracteristicas quimicas semtg a colchicina, uma substancia anti-
mitética com a capacidade de afetar a sintese eolitesrizar as fibras do fuso
(SALEHZADEH et al., 2003; WANG et al., 2006).

A artemisinina, principal principio ativo datemisia annugKLAYMAN, 1985), e
seus derivados, artesuanto e artemeter, atualmsénteitiizados como drogas anti-malaria
(DHINGRA et al., 2000), como fragrancias na indastte perfumes (SIMON et al., 1990) e,
ha pelo menos 2000 anos, vem sendo utilizada pimeses no tratamento de diversas
doencas (RICHARD et al., 2010). Varios estudosneseapontam que estas substancias sao
genotoxicas (CARDOSO, 2012; AQUINO et al., 2011; MOet al., 2011; LI et al., 2008;
ALCANTARA et al., 2013), porém sua toxicidade nastéediretamente relacionada com
alteracbes no DNA, e sim com a producdo de espéeai/as de oxigénio, as quais sao
capazes de danifica-lo (ALCANTARA et al., 2013;dtlal., 2008).

3.1.3 Alcaloides

Dentre os compostos desta classe, a nicotina € mgis possui estudos relatando sua
genotoxicidade em diferentes sistemas-testes (GENZKt al., 2009, 2013; KLEINSASSER
et al., 2009; WU et al., 2005; SUDHEER et al., 260'b; SOBKOWIAK; LESICKI, 2009;
ARGENTIN; ATTIA, 2007 a, b; DEMIRHAN et al., 2011porém, mesmo assim, seu
mecanismo de dano ao DNA néo € bem compreenditie-&aque seu metabolismo produz
intermediarios reativos capazes de se ligarem teipes e ao DNA (HUKKANEN et al.,
2005). Segundo Ginzkey et al. (2009), embora nja #iados convincentes sobre efeitos
carcinogénicos da nicotina em humanos, efeitosacoregénicos ou indutores de tumor nao
podem ser excluidos.

Outros alcaldides com efeito genotoxico conhedédo a cafeina (TRUTA et al.,
2011; UTULU; BAKARE, 2010), a monocrolatina (SILVNETO et al., 2010), a emetina
(RIVERA et al., 2007), a noscapina, a morfina (PLRATIL, 2007) e o sanguimarine (DAS
et al., 2004; ANSARI et al., 2005).

3.2 Uso déA. cepa em estudos de genotoxicidade

O uso deA. cepacomo sistema-teste foi introduzido por Levan, en3819ao
demonstrar alteragfes no fuso mitético devido aodascolchicina. O mesmo autor, em 1945,
mostrou que diferentes solucbes de sais organmsziram varios tipos de aberracdes

cromossomicas (AC) nas células meristematicasizda ra
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Segundo Fiskejo (1993;1994), hd semelhancas entmetabolismo de plantas e
animais e, portanto, os dados podem ser extrapolpd@ 0s dois organismos. Sabe-se ha
anos que, para agentes quimicos especificos, adssltsemelhantes em termos de
anormalidades genéticas sdo obtidos para plantesmeis (GRANT et al.,, 1981). Rank e
Nielsen (1994) mostraram uma correlacdo de 82%e emtteste deA. cepae o teste de
carcinogenicidade em roedores, concluindo quete &BA. cepaé mais sensivel que o teste
de Ames. Resultados semelhantes podem ser enamtaadutilizarA. cepae células da
medula éssea de ratos (CAMPAROTO et al., 2002).

Grant (1994) cita algumas vantagens do empregdaihidas para estes testes, dentre
elas: (1) por serem eucariontes, possuem orgawnizagélar semelhante aos humanos, sendo
possivel estabelecer comparacbes com animais;s(2¢caicas empregadas sdo simples e
podem ser realizadas rapidamente; (3) o cultivpldatas possui baixo custo e € de facil
manutencgao.

Além disso, o teste desenvolvido cémcepaé considerado favoravel na avaliagdo de
danos cromoss6micos e distarbios no ciclo mitddieeido a presenca de boas condi¢cdes dos
seus cromossomos, como tamanho grande e numerpidedi2n=16) (FISKEJO, 1988),
permitindo a avaliagdo de varios parametros, coleoagdes no indice mitético, aberracdes
cromossdmicas, anormalidades nucleares e presengaiaonucleos (LEME; MARIN-
MORALES, 2009). Também tem mostrado alta sensduliéd na deteccdo de quimicos
ambientais (LEME; MARIN-MORALES, 2009), possui ardgdo do ciclo celular bem
conhecida (EVSEEVA et al., 2003), rapido cresciroatds raizes, grande numero de células
em divisdo, alta tolerancia a diversas condi¢Gesuttevo, disponibilidade e facil manuseio
(GRANT et al., 1994); por ser um excelente modehdrevivo, as raizes crescem em contato
direto com a substancia a ser testada, permitiqat@\asédo de danos no DNA em eucariotos
(TEDESCO; LAUGHINGHOUSE, 2012).

O uso das células meristeméticas da sua raiz egiiorky permite a quantificacdo de
varios parametros morfolégicos, como crescimentmogfologia da raiz, e citogenéticos,
como aberracdes cromossdmicas e presenca de mios{LEME; MARIN-MORALES,
2009), as quais podem ser utilizadas como biomarcdd genotoxicidade e instabilidade
cromossOomica (FENECH et al., 2011).

Tais analises tém sido empregadas em células predAtitas e da regido, Eom
sucesso por muitos pesquisadores como um indickl@cao direta no DNA, podendo ser
utilizado para avaliar o potencial mutagénico depostos quimicos (ASITA; MOKHOBO,
2013; RODRIGUEZ et al., 2015), metais (ODJEGBA; AREYE, 2013; POHREN et al.,
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2013; TRUSHIN et al., 2013), misturas complexas RLIFTOFOLETTI et al., 2013; SOUZA
et al., 2013; PEDRO-ESCHER et al., 2016), plantadianais (PASTORI et al., 2013 RAI et
al., 2012; ANJANA; THOPPIL, 2013; RATHNASAMY et akR013) e para 0 monitoramento
ambiental, principalmente de agua e solo (KOPLIKIESI, 2012; TANIWAKI et al., 2013;
NETTO et al., 2013).

3.3 Uso deT. pallida em estudos de genotoxicidade

O génerolradescantigpertence a familia Commelinaceae e possui aproxdmadte
500 espéciedlradescantia pallidatambém conhecida como coracdo roxo, € uma plarta qu
apresenta facil adaptacdo em qualquer ambientele $® desenvolver durante todo o ano,
tanto ao ar livre, nas regides subtropicais, quantcestufas, em qualquer parte do mundo. O
tamanho da planta, relativamente pequeno, e o ialagenético composto por seis pares de
cromossomos relativamente grandes, tornaram essdaplim instrumento favoravel para
estudos citogenéticos (CARVALHO, 2005). As espédiptdides possuem 24 cromossomos
metacéntricos em sua maioria; as inflorescénciadyzidas se desenvolvem em sequiiéncia,
permitindo exposicdo ao agente em todos os estatposliesenvolvimento (SAVAGE;
PAPWORTH, 1998).

O teste de microndcleo em célula mée do gréo denpi@Tradescantia Trad-MCN)
€ considerado uma valiosa ferramenta por muitogyiesdores devido a simplicidade da
metodologia e sensibilidade & exposicdo aos agegemstoxicos (GUIMARAES et al.,
2000). Trata-se de um teste de mutacdo em célutnirgdiva extremamente sensivel, de
exposicado curta e avaliagdo simples, onde as glgsddem ser diretamente expostas ao
contaminante, sem que haja diluicdo ou filtracaamastra (STEINKELLNER et al., 1999).
Dados obtidos em experimentos com esse vegetahimdiesultados similares aos testes com
cultura de células de mamiferos e bactérias (CARN®@|2005).

Este teste foi desenvolvido em 1976 para a avaliagdgas etileno e foi adaptado
para testes com liquidos por Ma et al. (1979). <feteonsiste na exposicao de botdes florais
jovens aos tratamentos e posterior recuperacaayasy Aecessaria para a divisado das células
mae de grdo de polen (GERASKIN et al., 2011). Accrascopio, fragmentos de
cromossomos sob forma arredondada e escura, chantedamicronicleos, podem ser
observados nas tétrades. Os micronucleos sdo asqu@ncias de defeitos ocorridos durante
a replicacdo meidtica das células de pdolen (SUYAdHAl., 2002).

Além do teste Trad-MCN, o clone #4430 permite dcapfo do teste Trad-SHM

(Teste do Pelo Estaminal), o qual baseia-se emgéoiggontual (mitotica) onde € suprimida a
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expressdo do carater azul dominante em floresdmgetas, resultando no aparecimento da
cor rosa recessiva (RODRIGUES et al., 1997).

Aproximadamente 160 agentes quimicos ja foram destgor meio do teste trad-
MCN, entre eles compostos organicos, metais pesamoslutos farmacéuticos e gases
(MISIK et al.,, 2011) e misturas complexas (PEDRCEHEER et al.,, 2014). Os pesticidas
ciazina, metaclor, atrazina, simazina, dicambdpm@m e imidacloprido foram responsaveis
por induzir a formacao de micronucleos nas tétradesnfirmam a alta sensibilidade do teste
(RODRIGUES et al., 1998; MOHAMMED; MA, 1999; RODRIEZ et al., 2015).

3.4 Diplépodos como bioindicadores

A classe Diplopoda inclui cerca de 12.000 espédessritas distribuidas por todo o
mundo, porém estima-se que haja 80.000 espéciga deésconhecidas, 0 que coloca a classe
como sendo a terceira maior entre os Arthropoda&s aspenas de Insecta e Arachnida
(GOLOVATCH; KIME, 2009).

A maioria dos milipedes € detritivora e possui dearmportancia na decomposicéo
por meio da fragmentacdo de partes mortas de plamiEuindo madeira. Pelas fezes, eles
promovem a mineralizacdo do solo, uma vez que tsagramoénia e 4cido Urico que, quando
degradados, enriquecem o solo com nitratos (SCHUBAB942). Assim, as espécies
estimulam a atividade microbiotica essencial packagem de nutrientes, como carbono,
nitrogénio, fosforo, além de promoverem a aera¢é@a ao solo (HOPKIN; READ, 1992;
BOND; SIERWALD, 2007). Esses animais possuem habdturno, vivem em ambientes
umidos, sendo encontrados sob troncos e folhasicaid solo; se alimentando de matéria
organica, detritos, frutas e relativa quantidadenagéria mineral (RUPPERT; BARNES,
2005 tese cintya).

Nos ultimos 20 anos, diplépodos tém recebido atenighpesquisadores da area de
ecotoxicologia terrestre devido a varios fatorek} & grande numero de individuos
distribuidos ao redor do mundo; (2) pertencem andamdafica e estdo continuamente
expostos aos contaminantes; (3) muitas espéciesugmsindividuos grandes e faceis de
manusear; (4) podem ser utilizados para biomomiterdo tanto em laboratério quanto em
campo; e (5) efeitos bioldgicos podem ser medidusvérios niveis de sua organizacdo
bioldgica (SOUZA et al., 2014).

O primeiro estudo envolvendo diplépodos como oigani bioindicador foi realizado
por Hopkin et al. (1985) ao analisar individuos efgpécieGlomeris marginatade locais

contaminados e ndo contaminados, onde observatamalaor¢cdo de cobre, zinco e caddmio
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nos animais coletados em solo contaminado. Esttel@dam que algumas espécies podem
desenvolver estratégias para minimizar os efeiognédtais no organismo. Individuos da
espécicAllaiulus nitidus, Glomeris conspersa, Julus scaagius,Polysdemus denticulates
Rossiulus kesselediminuem a ingestdo quando alimentados com det@asaminados com
chumbo, cadmio ou mercurio (KHOLER et al., 1992{AHDOV; DUBOVA, 1998).

Quando no organismo dos animais, 0s metais podemars@zenados em diferentes
regides: cadmio e chumbo sdo encontrados princgrakmas células epiteliais do intestino
meédio, enquanto que zinco é armazenado principaémen cuticula (HOPKIN et al., 1985;
KOHLER et al., 1995). Células do corpo gordurosmidém podem acumular metais sob
forma de granulos insoltveis (HOPKIN; READ, 19929)NFTANETTI et al., 2006).

As analises morfologicas conduzidas com diplopastosestudos de ecotoxicologia
utilizam principalmente o intestino médio e o cogmvduroso perivisceral dos animais. Esta
regido é composta por epitélio, camada muscularlaséhepaticas e musculatura; o epitélio
possui trés diferentes tipos de células — absattivegenerativas e secretoras. Além da
digestao, ele atua como uma barreira para preaesitrada de substancias toxicas e impedir
sua disseminacdo pelo resto do organismo, functmamssim, como um o6rgao de
detoxicacdo (FONTANETTI et al., 2015). O corpo gowmbo perivisceral preenche a
cavidade corpérea do organismo e € composto pidctias e endcitos (FONTANETTI et al.,
2004).

Diplépodos expostos a diferentes amostras de ledesgoto apresentaram alteracdes
morfolégicas no intestino médio em estudos reatigagor Nogarol e Fontanetti (2010),
Godoy e Fontanetti (2010) e Perez e Fontanetti (ROMerlini et al. (2012) encontrou
resultados semelhantes em diplépodos exposto dmcider trifluralina. Nestes estudos foi
possivel observar alteracbes que estédo relacioraiasa funcdo de detoxicacdo do orgéao,
como renovacado epitelial, liberacdo de vesiculas sderecdo, presenca de granulos
citoplasmaticos nas células hepaticas e presenigandécitos.

O epitélio do intestino de invertebrados atua coma barreira entre o meio externo e
o interno. Quando essa barreira ndo funciona coesperado, € possivel observar alteracdes
morfologicas causadas pelas substancias toxicaPHOet al., 1985). Os diplopodos tém a
capacidade de neutralizar substancias téxicas, aoetais, em granulos citoplasmaticos,
encontrados, principalmente, nas células hepagcas corpo gorduroso. Deste modo, as
substéancias ficam armazenadas e nao atingem oagi@es do organismo. Caso o limite de
armazenamento seja atingido, estes granulos s@idogpara o lumen do intestino atraves

de vesiculas de secrecdo ou pela perda de célalapitélio. As células regenerativas,
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presentes na base do epitélio, sdo responsavasrgebvacdo das ceélulas perdidas. A
presenca de hemacitos entre as células hepéticasséerada um indicativo de inflamacao
do tecido, uma vez que estas células circulam nierde pela hemolinfa e reconhecem
material estranho ao organismo, com o objetivo ddian a defesa celular, como fagocitose,
nodulacao e encapsulamento (PEREZ; FONTANETTI, 2011

Ao analisar histologica e histoquimicamente o cajpaluroso perivisceral da espécie
expostas a lodo de esgoto e biossolido, Souza &haiti (2012) e Francisco et al. (2015)
observaram aumento no numero de granulos citoptamsA ruptura da membrana
plasmatica, reducdo na quantidade de polissacaridgoroteina. Nos animais expostos a
maior concentracdo de lodo, foi observada totalntegracdo do tecido. Como o corpo
gorduroso € o local de sintese de proteinas egglito, a deplecdo destes componentes indica
que a célula foi afetada, prejudicando o organisamo um todo. O corpo gorduroso parietal,
encontrado préximo ao tegumento, ndo sofreu afiesacgeste fato indica que o processo de
detoxicagdo do organismo no intestino médio nacstdiciente para barrar a difusédo das
substancias téxicas para o corpo gorduroso, poodnprocessos de detoxicacdo no corpo
gorduroso perivisceral foram capazes de impedifugd@b para o corpo gorduroso parietal.

De acordo com Christofoletti et al. (2012; 2013¥ diplopodos ndo possuem
capacidade de biorremediar o lodo de esgoto, mas de& bioprocessa-lo. Estudos
demonstraram efeitos genotoxicos do lodo antes )gmse&do aos diplopodos. Apds
exposicado, os efeitos genotoxicos foram signifiear@nte reduzidos. Desta forma, o
bioprocessamento por diplopodos pode ser uma attean eficaz para a reducdo da
toxicidade do lodo.

3.5 Anelideos utilizados em testes ecotoxicologicos

O solo é o principal depésito ambiental de pesigiditilizados na agricultura
(LUCCHINI et al., 2000), sendo este um dos prinsigaoblemas dos dias atuais, uma vez
que, além de prejudicar a biota nele presente, poderetar na contaminacdo de lencois
freaticos, atingir a cadeia alimentar e, possivalaeafetar a saide humana (LOUREIRO et
al., 2005). O risco ecotoxicolégico destas subst@ndeve ser verificado de acordo com
protocolos internacionais. Em comparacdo com eogimatiogia aquatica, poucos testes com
organismos de solos sédo padronizados (ROMBKE; MQZBBR2).

Para a avaliacdo de substancias toxicas presemtsslm os invertebrados da fauna
terrestre tém sido os mais utilizados como orgamsshioindicadores (FONTANETTI et al.,

2011). Eles tém mostrado grande potencial em demaongrecocemente efeitos adversos



Revisao de literatura 23

guando expostos a solos contaminados, sendo gaeismgps da macrofauna sao os mais
adequados para esta finalidade (PAOLETTI et aB1)19Para Opiyo (2003), informacdes a
respeito dos efeitos causados por contaminantesmtdente devem ser fornecidas levando
em consideracdo a toxicidade da substancia emtéfwados ndo alvos. Neste sentido,
anelideos tém sido muito utilizados em analisegod&cidade (NATAL-DA-LUZ et al.,
2004).

Em paises desenvolvidos, principalmente na Eutegtes utilizando anelideos para a
avaliacao de risco ambiental sdo comumente reakzddim fator que contribui para a maior
utilizacdo destes organismos como bioindicadorésafpadronizagcéo, pela “International
Organization for Standardization” (ISO), dos testegeproducéo (ISO 11267; ISO 11268-2)
(SCHAEFER, 2003; HOS et al., 2012). No Brasil, mbaato, estes testes ainda sdo pouco

utilizados em relacao a outros paises.

3.5.1. Testes ecotoxicoldégicos com enquitreideos

Dentre as espécies de anelideos comumente utdizada testes de reproducéo
encontram-se as do géneEmchytraeus(POSTUMA, et al., 1997; ROMBKE; MOSER,
2002; LOCK; JANSSEN, 2002; AMORIM et al., 2005; HEMANN; NENTWIG, 2009;
MADANI et al., 2015). Conhecidos como enquitreidepsrtencem a Ordem Oligoqueta
(familia Enchytraeidae), e possuem importante papeldgico no solo, sendo considerados
mais relevantes que espécies de minhocas, chmenia foetidae Eisenia andrei
Enquitreideos sao abundantes em muitos solos m@mtados por minhocas e o contrario
raramente é observado (KULA 1994). Reproduzem-geatmente, com algumas excec¢des
onde fragmentacdo assexual também é possivel; exficeipos, possuem entre 1-40mm e
alimentam-se de matéria em decomposicéo e microigrgas (DIDDEN, 1993).

Enquitreideos tém sido utilizados em testes ecobtdgicos desde a década de 1970.
O primeiro estudo foi realizado com a espégiealbiduspara avaliar os efeitos de drogas
veterinarias. A partir de 1990, véarios grupos degpesas comecaram a desenvolver,
independentemente, diferentes métodos para os,tesiteando substratos como agua, solo e
agar (ROMBKE; MOSE, 2002).

O teste de reproducdo com enquitreideos foi vatigestia Agéncia Federal Ambiental
da Alemanha com ajuda do Escritério Europeu de @ainDurante o processo, participaram
29 governos, laboratérios publicos e privados dediSes diferentes (ROMBKE, 2003). Em

relacdo ao design experimental, o teste se assermelteste de reproducdo com minhocas e
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colémbolos (ISO 1998; ISO 1999), onde o0s organismm@s expostos a diferentes
concentracdes de solo contaminado e o resultatiridapela contagem de descendentes.

A espécieE. albidusé a indicada pelos protocolos internacionais (18387, 2003;
OECD 220, 2004) para a realizacdo dos testes, posémesmos também sugerem espécies
alternativas, comde. crypticus(figura 1A, B) E. buchholzi, E. luxuriosus E. bulbosus
Assim, a espécid. crypticustem sido muito utilizada nos experimentos, uma gee
apresenta algumas vantagens em relagaoadbidus (1) a cultura é feita em meio agar; (2)
possui uma taxa de reproducdo mais alta; (3) perdledprocriacdo mais curto; (4) periodo
mais curto de teste e (5) maior tolerancia a difexe propriedades de solo (pH, textura e

matéria organica).

Figura 1. Individuos da espéci&. crypticusem placa de Petri com agar para
manutencdo em laboratorio (A) e encontrados no(&)lo

Durante os 40 anos de estudos ecotoxicologicosestas espécies, sabe-se que elas
reagem com grande sensibilidade a compostos quimResticidas, em particular, podem
direta ou indiretamente, diminuir o suprimento denento e afetd-los negativamente
(DIDDEN; ROMBKE, 2001).

Novais et al. (2010) utilizaram a espédie albidus para testar a toxicidade dos
herbicidas fenmedifam e atrazina, dos fungicidagbatedazim e pentaclofenol e dos
inseticidas dimetoato e lindane. Todos os compaapoesentaram efeitos sobre a espécie,
sendo a reproducdo o parametro mais afetado evebr®s compostos mais toxicos foram
carbendazim, dimetoato e atrazina. De acordo comatéet al. (2002), o carbendazim pode
afetar a eclosé@o dos ovos e, consequentementauiiminimero de juvenis.

Porém, ao testar o potencial toxico dos pesticidasxistrobina, clorotalonil e
etoprofos, Leitdo et al. (2014) verificaram quesaguitreideos, dos trés organismos testados

(enquitreideos, colémbolos e minhocas), foram asosieensiveis.
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De acordo com Rombke e Moser (2002), enquitreigedsm ser utilizados em testes
de laboratério, semi-campo e campo e que tal andglitle possibilidades é rara em estudos
de ecotoxicologia, possivel apenas para minhoca&vidD a isso, a utilizacdo destes
organismos em estudos de ecotoxicologia terresaitatente recomendada (ROMBKE et
al., 2005).

3.5.2 Testes ecotoxicoldégicos com minhocas

Minhocas sdo comumente utilizadas em testes ecoldégicos (SPURGEON et al.,
2002), embora pouco utilizadas no Brasil (CORREVKREIRA, 2010). Estes organismos
permitem a avaliagdo de varios paradmetros, comeoodepdo, mortalidade, fisiologia,
morfologia e comportamento, além de serem utilizgguhra a caracterizacéo das propriedades
de produtos quimicos (RIEPERT et al., 2009).

O primeiro teste de reproducéo envolvendo minhtmagesenvolvido por Van Gestel
et al. (1989), com o objetivo de avaliar o impastbletal de contaminantes nestes orgnismos
(YASMIN; D’'SOUZA, 2010). A partir dele, outros métos foram propostos (KULA,;
LARINK, 1997; OECD, 2004; 1SO, 2012). O principim deste confere em expor as
minhocas em diferentes concentracdes do produter destado. Apos quatro semanas, a
mortalidade e os efeitos no crescimento sdo vad@is e os adultos sao retirados do solo.
Passadas outras quatro semanas, os efeitos naluefoosdo avaliados pela contagem do
namero de descendentes presentes no solo (OECH),. 200

Especificamente, a avaliacdo do comportamento reregimente relevante do ponto
de vista ecoldgico, uma vez que a migracao de roaghe, consequentemente, a perda dos
beneficios que sua presenca acarreta ao solo pafd¢an sua qualidade. Deste modo, testes
que levam em consideracdo o comportamento devemnskelidos na bateria de testes
ecotoxicolégicos para determinar os impactos té&xiqae uma substancia quimica pode
provocar no meio ambiente (SCHAEFER, 2003). Trata-sambém, de um teste
ecotoxicoldgico muito sensivel e com étimo custoéfieio (SCHAFER, 2003).

As minhocas podem perceber diversos estimulos r@gercomo contaminantes,
através de quimiorreceptores e células sensoniageptes na regido da boca (LUKKARI et
al., 2005; CSOKNYA et al., 2005). Deste modo, taml@&possivel realizar testes de fuga, os
quais se baseiam na deteccdo de condicOes ambiadizrsas por este sistema sensorial,
fazendo com que os individuos migrem para areas condicdes ambientais seguras
(REINECKE et al., 2002).
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3.6 Testes de reproducdo com colémbolos

Assim como os anelideos, os colémbolos tém sidiaadbs como organismos testes
h& mais de 40 anos a fim de avaliar os efeitosedgqgidas e poluentes em organismos de solo
nao alvos. A espéciBolsomia candidaé a mais utilizaddFOUNTAIN; HOPKIN, 2005)
devido & padronizacdo dos testes de fuga e refoduela 1ISO (1999), seu curto ciclo de
vida e a capacidade de reproducdo partenogentdicando-os excelentes organismos para
estudar diferentes parametros individuais e pomracs em um Unico experimento
(CROMMENTUIJN et al., 1993).

Estudos utilizando colémbolas como bioindicadoi@s mais comuns ao analisar o
grau de abundancia e diversidade destes organismo&reas impactadas (MICHEREFF-
FILHO, 2004; LINS et al., 2007; FERNANDES et alQ0®). Em climas tropicais, testes de
reproducdo foram realizados para avaliar os pdascicarbaril, imidacloprido, fipronil e
tiametoxam, enquanto que testes de fuga néo fonaon&ados na literatura (CHELINHO et
al., 2014).

Os efeitos toxicos do carbaril foram avaliados eferentes temperaturas (tropicais e
temperadas) pelo teste de reproducédo Eomandidapor Lima et al. (2015). Os resultados
obtidos mostraram que, em temperaturas mais alt@&producédo da espécie é menos afetada
pelo pesticida. Os pesticidas imidacloprido e fifprtambém foram téxicos pafa candida
no teste de reproducéo realizado por Alves et28l14), uma vez que reduziu a reproducéo
em concentracdes abaixo e proximas a utilizadaganpo. No mesmo estudo, 0s autores

concluiram que o tiametoxam né&o interferiu na reépgao.

3.7 Proteinas de estresse HSP70 como biomarcadores

Todos os organismos, das bactérias aos mamifespndem a diferentes estressores
ambientais da mesma forma, atraveés da sinteseotlginas conservadas, conhecidas como
proteinas de choque térmico (HSPs) (HAMER et 8D42. Tais proteinas séo codificadas por
varias familias de genes e classificadas de acoodo seu peso molecular, sendo que a
familia das HSP70 representa as mais conservadld®QUIST; CRAIG, 1988; PYZA et
al., 1997).

No organismo, mesmo em situacdes sem estresséaieissimas concentracoes, elas
possuem papel vital no funcionamento celular (CARESE et al., 2005); acredita-se que
falhas no seu funcionamento estdo relacionadasiaswd#oencas humanas (THOMAS et al.,
1995).
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Por serem também induzidas por substancias togio@® apenas pelo calor, as HSPs
passaram a ser chamadas de proteinas de estrE®ERFHOFMANN, 1999) e tém sido
utilizadas como biomarcadores em estudos de t@deidLEE et al., 2006). Em condi¢des
normais, 0s genes que a codificam sdo expresso$veis extremamente baixos. Na presenca
de um toxicante que seja capaz de alterar a coaf@dfon de alguma proteina e, por
consequéncia, sua funcéo, € iniciada uma respeststdesse, a qual culmina com o rapido
aumento da transcricdo das HSPs (KIANG; TSOKOS8,162LABRESE et al., 2005).

A utilizacdo das HSPs como biomarcadores é maisicoem estudos de toxicologia
aquatica (MORAGA et al., 2005; LEE et al., 2006;3tA.0O et al., 2010; RAJESHKUMAR;
MUNUSWAMY, 2011; MINGUEZ et al., 2013; MUPOSHI et.a2015). De acordo com
Knigge et al. (2014), pouco € conhecido sobre atepras de estresse em invertebrados de
solo. Diplopodos, por exemplo, sdo pouco estudaskpecialmente neste assunto, apesar da
sua significante contribuicdo para a fauna detnigivdo solo. Kohler et al. (1992) e Zanger et
al. (1996) aplicaram a técnica com sucesso em mbplids para avaliacdo da toxicidade do
cadmio.

A utilizacdo de proteinas de estresse em estudos @eaaliacdo de toxicidade
utilizando invertebrados de solo é recente quarmoparada aos estudos com organismos
aquaticos. Desta forma, protocolos precisam sqrtadas (STAEMPFLI et al., 2002). Para
diplopodos, o protocolo foi padronizado para ajghcano intestino médio por Mancini et al.
(2016).

Nas ultimas décadas, pesticidas passaram a saadm&lutilizando proteinas de
estresse para analisar a possivel toxicidade aesrtébbrados do solo. O inseticida
imidacloprido foi avaliado por Dittbrenner et al0(1) em trés espécies de minhodas,
fetida, Lumbricus terrestreg Aporrectodea caliginosaliu et al. (2011) avaliaram a
expressdo das HSP27 e HSP40 em minhocas expagiatr@a diferentes herbicidas: atrazina,
butaclor, clorotoluron e acetoclor. A expressadi@40 foi um pouco maior que a HSP27,

sendo que as expressdes ocorreram na ordem atralautaclor > acetoclor > clorotoluron.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Metalo-inseticidas

Os metalo-inseticidas utilizados neste estudo [MZiphen)(hesperitina)(H2G))
(CH3COO) e [Mg(5-metil-phen)(hesperitina)f@),](CH;COQO) foram fornecidos pela Profa.
Dra. Rose Maria Carlos (UFSCar), responsavel pasfutese.

4.2 Material biologico
Para a realizacdo dos bioensaios foram utilizamhe® ©rganismos-testes:
 Sementes dé. cepa(Liliaceae), da variedade Baia Piriforme, de mesnaaca, lote e
prazo de validade, a fim de evitar diferentes retgsoas diversas etapas dos testes.
* Inflorescéncias jovens dé&. pallida coletadas em canteiros padronizados no Jardim

Experimental da UNESP campus de Rio Claro.

e Individuos adultos d&. padbergide ambos os sexos coletados manualmente no campus

da UNESP e aclimatados por 15 dias em terrarioeoolat substrato do local de coleta,
com temperatura (23 + 2°C) e fotoperiodo (cicloafkescuro de 12h) controlados.

* Enquitreideos da espécié. crypticus, fornecidos pelo Laboratorio de Ecologia e
Ecotoxicologia de Solos da Universidade de CoimBrafugal. A cultura foi mantida a
22°C em placas de Petri preenchidas com agar erfmas com farelo de aveia até o
inicio dos testes.

* Minhocas da espécie. fetida,fornecidas pelo Laboratorio de Ecologia e Ecotiigia
de Solos da Universidade de Coimbra, Portugal. [An@ufoi mantida como descrito por
Natal-da-Luz et al. (2008).

* Colémbolos da espéci&. candida fornecidos pelo Laboratério de Ecologia e
Ecotoxicologia de Solos da Universidade de CoimBrafugal. A cultura foi mantida a

25°C e alimentada com fermento até o inicio dogexyentos.

4.3 Amostras de solo

Para os experimentos com diplépodos e cebola ilgiado solo do mesmo local de
coleta dos animais, no campus da UNESP Rio Clanesmo é classificado como latossolo.

Os experimentos com enquitreideos e minhocas foeafizados com Solo Artificial

Tropical 5% (SAT 5%), composto por 75% de areidp2le caulino e 5% de fibra de cdco.
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4.4 Bioensaios corA. cepa

Os bioensaios foram realizados em placas de etriendo, aproximadamente, 100
sementes, as quais foram germinadas diretamentemasras de solo (contato direto).

Os seguintes bioensaios foram realizados utilizamdoetalo-inseticida [Mg(5-Cl-
phen)(hesperitina)(#D).](CHsCOO).

» Controle positivo realizado com o herbicidaluridlina (acdo aneugénica) + amostra de
solo;

+ Controle positivo realizado com metilmetanosu#fie® (acdo clastogénica) + amostra de
solo;

« Controle negativo contendo apenas amostra de solo;

* Amostra de solo + 2,0mg/mL do metalo-inseticida;

* Amostra de solo + 1,0mg/mL do metalo-inseticida;

* Amostra de solo + 0,5mg/mL do metalo-inseticida.

Todos os bioensaios foram realizados em duplidetasementes foram mantidas sob
condi¢cdes constantes de temperatura (22°C) porog#ste, apds a germinacgdo, elas foram
coletadas. A fixacdo das raizes foi feita em fixa@arnoy 3:1 (3 partes alcool etilico PA:1
parte de acido acético glacial PA) por 6 h, sea@0s este periodo, transferidas para um novo
Carnoy, onde foram conservadas em geladeira atétiimacao.

Para realizar as analises citologicas, as raizammfsubmetidas a uma hidrélise acida
em HCI 1IN a 60° C, durante 9 minutos, seguidanda lavagem em agua destilada. Logo
apos, foram colocadas em reativo de Schiff por dwaas. Na confeccdo das laminas, foi
utilizado carmim acético 2%. Todas as laminas fostidas submetendo os meristemas
radiculares e a regido, B um esmagamento suave entre lamina e laminuldamisiulas
foram extraidas em nitrogénio liquido e as laminamntadas em Permount, para serem
posteriormente observadas.

Foram analisadas 1.000 células meristematicasO@ télulas da regido; por lamina
(cerca de 10.000 células para cada tratamento) sgam@determinar o potencial citotoxico,
genotdxico e mutagénico, totalizando 120.000 cglatntabilizadas para o metalo-inseticida
[Mg(5-Cl-phen)(hesperitina)(#D),](CH3COO).

O potencial téxico foi analisado por meio do cacde indice de germinagédo. O
potencial citotoxico foi avaliado baseado no cacdb indice mitético (IM) por meio da
formula [(IM=n° de células em divisdo/n° total délidas observadas)x100]. O indice de

genotoxicidade foi analisado baseado no niumercéhlgas com aberracfes cromossdémicas,
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tais como broto nuclear, pontes anafasicas e siaf& e C-metafase por meio da férmula
IG=(n°® de células com aberracbes cromossdmicasfaf e células observadas)x100. A
frequéncia de micronucleos foi determinada pelantidade de células com micronucleos por
meio da férmula FMN=(n° de células com MN/n° todl@ células observadas)x100 com a
finalidade de analisar genotoxicidade e instabiledaromossémica. Caso os microndcleos,
observados em células da regidprf@o sejam reparados, ha indicativo de efetitagértico.
Para a analise estatistica foi realizado o testéraekal-Wallis (p<0,05).

Os mesmos bioensaios foram realizados para o masdtcida [Mg(5-metil-

phen)(hesperitina)(#D),](CH3COO) e para o 5-metil-fenantrolina.

4.5 Bioensaios cond. pallida

Tradescantia pallidacontendo inflorescéncias jovens foram coletadagpestas as
seguintes concentracdes do metalo-inseticida:

» Controle negativo com agua destilada.

« Controle positivo com metilmetanosulfonams).

* Amostra de agua + 2,0 mg/mL de [Mg(5-Cl-phen)(haspa)(H.0),](CH3COO).
* Amostra de agua + 1,0 mg/mL de [Mg(5-Cl-phen)(haspa)(H.0),](CH3COO).
* Amostra de agua + 0,5 mg/mL de [Mg(5-Cl-phen)(haspa)(H.0),](CH3;COO).

Os mesmos bioensaios foram realizados para o masdbcida [Mg(5-metil-phen)
(hesperitina) (KHO),](CH3COO).

Foram expostas 10 inflorescéncia por bioensaioe ggatmaneceram expostas por 8
horas, seguidas por 24 horas de recuperacdo emdagtida. Todos os bioensaios foram
realizados em duplicata. Apds as exposicoes, &wrasténcias foram fixadas em fixador
Carnoy | por 48 horas. Decorrido este periodo, ri®rescéncias foram dissecadas em
lamina, na qual apenas o botdo que continha asaantem células em estagio de tétrade
foram imediatamente analisadas sob microscopiazie |

O indice genotoxico foi avaliado de acordo com eqiiéncia de micronucleo
observada por meio da férmula IG=(n° de tétradem d@iN/n° total de tétrades
observadas)x100. Foram contabilizadas 3.000 cétniagase de tétrade de cada bioensaio
(300 células para dez laminas de cada tratameatalizando 60.000 células analisadas para
0 metalo-inseticida [Mg(5-Cl-phen)(hesperitinag@¥%](CH3COO) e 60.000 células para o
metalo-inseticida [Mg(5-metil-phen)(hesperitinaj(®),](CH3COO). Para a andlise estatistica

foi realizado o teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
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4.6 Bioensaios com o diplépodB. padbergi

Para a montagem dos bioensaios foram utilizadograjuarrarios: um terrario
controle, contendo apenas terra do local de cdlesaanimais e trés terrarios contendo terra
do local de coleta com diferentes concentracdes ndeimlo-inseticidas (2,0 mg/mL, 1,0
mg/mL, 0,5 mg/mL).

Apés o periodo de aclimatacdo, foram distribuiddeatoriamente, 10 animais em
cada terrario, onde ficaram expostos por period2Xd e 90 dias. Durante o periodo de
exposicao, os animais foram mantidos nas mesmaboéms de temperatura e luminosidade

da aclimatacao.

4.6.1 Histologia

ApoOs cada periodo de exposicao, trés individuasada bioensaio foram anestesiados
com éter e dissecados para a retirada do intesté@tho, o qual foi fixado em solucdo Bouin
aquoso. Apos a fixacdo, o material foi colocadosaefcédo tampéao fosfato de sodio pH=7,4
durante 24 horas e mantido na geladeira. O materidesidratado em solucdes de etanol 70,
80, 90 e 95%, durante 30 minutos cada banho. Rostente, o material foi processado
seguindo rotina histoldgica para inclusao em resina

Os blocos foram cortados com o auxilio de micr@@6um de espessura; 0s cortes
foram hidratados e recolhidos em laminas. Aposg®ena as laminas foram coradas com
hematoxilina de Harris por 10 minutos e lavadasé&gua corrente por 5 minutos para a
reacdo (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983); em seguidaiercoradas com eosina aquosa
por 5 minutos e lavadas em agua. Apos secageramasds foram montadas com balsamo do
Canada para posterior andlise.

As anadlises histologicas foram qualitativamente cdies e as alteracbes
histopatoldgicas analisadas semi-quantitativampeata cada individuo. O protocolo seguido
foi baseado no proposto por Bernet et al. (19%)aptado por Christofoletti et al. (no prelo).
Cada alteracéo recebe um fator de importancia éwgcdrdo com sua importancia patologica,
classificadas como: (1) importancia patolégica mmia leséo é facilmente reversivel quando
a exposicdo ao contaminante acaba; (2) importapataldogica moderada, a versao é
reversivel na maioria dos casos quando o estresspeutralizado; e (3) importancia
patologica acentuada, a lesdo é irreversivel, vanperda parcial ou total da funcédo do
orgao. Escores de 0 a 6 foram utilizados paraifitassas alteracdes histopatolégicas quanto
ao grau e extensao da alteracdo: (0) inalteradl@lt@acao pequena; (4) alteracdo moderada;

(6) alteracdo severa. Os escofasforam multiplicados pelo fator de importancia delaa



Material e Métodos 32

alteracadqw) para definir o indice de darth por individuo. Entdo, o indice de dano para cada
alteracéo e para cada organismo foi calculado c®goe:

I(individual) =a(escore recebido) w(fator de importancia)

Para definir o indice de dano, tanto do grupo cbatquanto dos tratamentos, a soma
dos indices de dano foi obtida para cada indivieluentdo, a média e o desvio padrdo foram
calculados.

Os dados obtidos na avaliacdo histopatologica semnititativa dos tratamentos

foram comparados com o grupo controle pelo tes&istsico Kruskall-Wallis.

4.6.2 Histoquimica
ApoOs a retirada do intestino médio dos animais,abenal foi fixado em diferentes
solucbes e processado conforme o item 4.6.1 pam@plisacdo dos seguintes testes
histoquimicos:
a. Técnica do Azul de Bromofenol, segundo Pearse (B)8- Deteccdo de Proteinas
Totais: fixacdo em solucao Bouin por 24 horas; coloracda galucao de azul de bromofenol
a temperatura ambiente por 2 horas; lavagem dasscem agua e banho em acido acético

por 5 minutos.

b. Técnica do PAS (Acido Periddico de Schiff), segdo Junqueira e Junqueira
(1983) — Deteccédo de Polissacarideos Neutrfigacdo em solucdo Bouin; oxidacdo por 30
minutos em acido periddico 1%; exposi¢do ao reate&chiff por aproximadamente 1 hora
no escuro; passagem em agua sulfurosa por 9 mjrlat@yem por 30 minutos em agua

corrente.

c. Método de von Kossa, segundo Junqueira e Junqueirfl983) — Deteccdo de
Célcio: fixacdo em solucdo Bouin por aproximadamente 2é&d)amersao dos cortes em
nitrato de prata por 20 minutos; lavagem em agu#&raasferéncia dos cortes para
hidroquinona; imersdo em fixador F-5 por 5 minutosntracoloracdo dos nudcleos com

hematoxilina.

d. Técnica do Sudan Black B, segundo Junqueira e dqueira (1983) — Deteccao de
Lipideos Totais: Fixacdo em formolcalcio; coloragdo em sudan blackdB 30 minutos;

lavagem em agua e montagem das laminas em gliaglita.
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4.6.3 Imunohistoquimica

O intestino médio foi desidratado em élcool geladd5, 30, 50, 70, 85, 90, e 95%
durante 20 minutos cada banho. Em seguida, o rabltericolocado em xilol + alcool por 20
minutos e, em seguida, xilol por 20 minutos, seesi@a Ultima etapa realizada duas vezes.
Apés este procedimento, foi feita a embebicdo dten@h em parafina liquida (Paraplast).
Trés trocas de 8 horas cada foram realizadas @uséo final foi feita em parafina ultra-pura
(Paraplast). Posteriormente, o material foi se@onem sec¢des de 6um com auxilio do
micrétomo Leica; as sec¢des foram entéo hidratadasolhidas em laminas.

Para a aplicacdo da técnica, foi seguido o protoediaptado proposto por Silva-
Zacarin et al. (2012). Para marcacdo da HSP70 fariizados o anticorpo primario
(monoclonal anti heat shock protein 70 - HSP70 pzatb em camundongo, Sigma) e o
anticorpo secundario (anti mouse IgG moléculaajeacoplado com fosfatase alcalina. Para
a revelacdo da imunomarcacédo foi utilizado o KitkaEnVision™ G|2 System/AP
Rabbit/Mouse (Permanent Red).

Por meio do microscopio de luz, todas as lamineasnioqualitativamente analisadas
nas objetivas de 10x, 20x e 40x; foi consideradecatdio positiva quando se observa uma
cor vermelho-rosada de intensidade maior ou memaioome a quantidade de proteinas da
familia HSP70 presente nas células e, negativaydguado se observa qualquer marcagao
nesta coloracéao.

Para complementar a analise qualitativa, imageggatitadas de todos os cortes
obtidas a partir de uma camera acoplada ao migrasdé@zendo-se uso de programa proprio
para captura de imagens — Leica Qwin Standardyf@am transferidas ao programa Image
J. A patrtir dele, foi possivel calcular a porceprtagde area imunomarcada intensamente em
relacéo a area total do material analisado em secizhio histoldgica.

Os dados obtidos na avaliacdo quantitativa de tatlemento foram comparados aos
resultados obtidos para os individuos expostos @stende solo controle, por meio do teste
estatistico ndo-paramétrico Kruskal-Wallis, comOg05.

4.7 Teste de reproducao cork. crypticus

Os controles foram preparados com SAT + agua ddatié SAT + solvente (acetona),
uma vez que o metalo-inseticida [Mg(5-metil-pheesfheritina)(HO),](CHsCOO) foi
adicionado a solvente. Uma solucdo méae foi prepaedim de distribui-la no solo na

seguinte série de concentragdes: 0,175; 0,35172,8; 5,6 e 11,2 mg/kg. ApOs a mistura
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da solucdo mée nas diferentes concentracdes caho,cosmesmo permaneceu por 12 horas
na capela para evaporagao do solvente.

Os procedimentos adotados no teste de reproducdm fbaseados no ISO 16387
(ISO 2004). Oito réplicas para os controles e cingplicas para as exposicfes foram
preparadas em frascos cilindricos de vidro (5 crdiélmetro e 9 cm de altura) com 20 g de
SAT 5% contendo diferentes concentragdes do composer testado. Dez individuos adultos
com clitelo bem desenvolvidos e visiveis foram ribsidos nos frascos, os quais foram
mantidos em BOD a 25°C durante o experimento. Apragamente 15mg de farelo de aveia
foram colocados em cada frasco como alimento roioimio teste. Os frascos foram abertos
uma vez por semana para permitir aeracao, ajustanidade adicionando agua destilada e
adicionar mais comida, se necessario. Apos 28 diascada frasco, foi adicionado etanol
96% até uma altura de 4 cm e adicionado 200-30@nednelho de Bengala (solucdo 1% de
etanol). Os frascos foram suavemente agitadosées, Bp horas, foram peneirados em uma
malha de 0,106 mm com &gua de torneira. O maferiinsferido para placas de 24 pocos a
fim de contar os juvenis com ajuda de uma lupaakdacédo do teste assumiu um namero de
juvenis maiores de 25 por frasco e um coeficierteatiacdo menor de 50% entre as réplicas.

A normalidade foi calculada e a estatistica redhizaelo teste-T (p < 0,05).

4.8 Teste de reproducao e mortalidade cof. fetida

Cinco replicas para cada tratamento foram prepsragala uma consistia em uma
embalagem cilindrica plastica (4cm de diametrocenGle altura) com 200 g de solo controle
(SAT + &gua; SAT + solvente) e solo com difererteacentracdes do metalo-inseticida
[Mg(5-metil-phen)(hesperitina)(#®),](CH;COO) (0,175; 0,35; 0,7; 1,4; 2,8; 56 e 11,2
mg/kg). Dez individuos adultos, previamente acladas no solo a ser utilizado no
experimento, foram inoculados em cada réplica. Adade do solo foi previamente ajustada
para 50% de sua capacidade maxima de armazenadwritgua. O teste foi realizado em
BOD a 25°C e os animais foram alimentados com @st@ganico no inicio do experimento
e apos 14 dias. ApoOs 28 dias de exposicdo, as paslforam retiradas do solo, lavadas em
agua destilada, secas, pesadas e a mortalidadetéosminada. Apos 8 semanas de exposicao,
as embalagens cilindricas contendo o solo e osigferam aquecidas em banho-maria a
60°C com o intuito de estimular a subida dos imtlios a superficie e, assim, realizar a
contagem. A normalidade foi calculada e a esteéisgalizada pelo teste-T (p < 0,05).

Os procedimentos para a preparacao do solo foranessios descritos no item 4.7.
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4.9 Teste de reproducad-. candida

Os procedimentos adotados no teste de reproducadm fbaseados no ISO 16387
(ISO 1999). Cinco réplicas para cada concentragéant preparadas utilizando frascos de
vidro (4 cm de diametro e 7 cm de altura) com 2degSAT 5% contendo diferentes
concentragcdes do metalo-inseticida a ser testaep.cbDlémbolos entre 10 e 12 dias de vida
foram distribuidos em cada frasco e 2 mg de feronfentadicionado como fonte de alimento.
Apos 28 dias de exposicdo, o conteudo de cadaffastransferido para outro pote, onde foi
adicionado agua e trés gotas de tinta azul. O gdatéoi misturado com a ajuda de uma
espatula para que os individuos flutuassem na f§cipetia agua. A superficie dos potes foi
fotografada e a contagem dos juvenis ocorreu corajuda do software Imaged. A
normalidade foi calculada e a estatistica realipedateste-T (p<0,05).

Os procedimentos para a preparacao do solo foranessios descritos no item 4.7.
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5. RESULTADOS
Durante a realizagcdo desta tese foram confeccienadtigos, 0s quais seréo

submetidos a revistas especializadas para publicaca
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ARTIGO 2: Avaliacdo do efeito genotoxico de dois metalodicstas por meio do teste
Trad-MCN emTradescantia pallida
Raphael Bastdo de Souza; Cleiton Souza Pereirar, Odaea Bueno; Carmem Silvia

Fontanetti

ARTIGO 3: Utilizacdo de marcadores morfologicos para avabata toxicidade de dois
metalo-inseticidas em diplépodos

Raphael Bastao de Souza; Odair Correa Bueno; Ca®ileia Fontanetti

ARTIGO 4: Inducdo de proteinas de estresse HSP70 por daoigplexos metalicos
inseticidas em intestino médio de diplépodos
Raphael Bastdo de Souza; Cristina Moreira-de-So(edira Ansoar Rodriguez; Maria Paula

Mancini Coelho; Cleiton Pereira Souza; Odair CoBaano; Carmem S. Fontanetti

ARTIGO 5: Avaliacdo dos efeitos toxicos de um complexo ieetanseticida por meio de
protocolos internacionais para invertebrados de sol
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Resumo

Com o intuito de combater as formigas cortadeimamgrediente ativo mais utilizado era a
sulfluramida, porém seu uso foi proibido pela Capé® de Estocolmo em 2009, sendo que
alguns paises receberam permissdo para continimando-o. Como uma alternativa
eficiente ao seu uso, pesquisadores desenvolvenarsisiema metalo-inseticida, o qual é
constituido por um produto natural ligado a comptexnetalicos. Deste modo, o objetivo
deste estudo foi avaliar o potencial toxico destesos metalo-inseticidas no material
genético deAllium cepa Para melhor entender os resultados, um dos canfeEsda sua
férmula também foi analisado de acordo com os mesparametros. Os resultados
mostraram que um dos metalo-inseticidas induziréotogicidade e genotoxicidade em
diferentes concentracbes, enquanto que 0 outrsaqm instabilidade cromossdémica na
maior concentracdo. A andlise do componente daulérmevelou que ele pode estar
relacionado com os resultados positivos, uma vezfgitos genotoxicos foram induzidos.

Abstract

In order to combat leaf-cutting ants, the most \yidgilized active ingredient used to be
sulfluramid. However, its use was banned in 2009H&y Stockholm Convention, although
some countries were allowed to continue using it #&n effective alternative to its
replacement, researchers developed a metallictingkx system, which is a natural product
linked to metal complexes. Thus, the aim of thiglgtwas to evaluate the toxic potential of
two of these new metallic-insecticides in the genetaterial of Allium cepa To better
understand the results, one of the componentseofatfmula was also analyzed according to
the same parameters. The results showed that ortheoimetallic-insecticides induced
cytotoxicity and genotoxicity at different conceattons, while the other showed

chromosomal instability only at the highest concaidn. The analysis of the component of
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the formula revealed that it can be related with plositive results, since genotoxic effects
were induced.

Keywords: genotoxicity; chromosomal instability; ants; natdcamicide

1. Introduction

Leaf-cutting ants of the genédta are one of the major pests responsible for ecomomi
damage in agricultural areas of tropical and suyldted regions of the Americas
(SCHOEREDER et al., 2012).

The processes of tackling these organisms have dmetucted, historically, through
synthetic pesticides (SCHOEREDER et al., 2012).s€hmethods have low specificity, are
highly toxic and can cause insect populations tobee resistant (HEBLING et al, 1996).

Since the pesticide dodecachlor was banned in 1998uramid became the most
widely used active ingredient against such orgasi&@ANUNCIO et al., 2000; ABRAISCA,
2011). However, both the production and degradatioh sulfluramid involves
perfluorooctanesulfonate (PFOS), a substance whitbxic to mammals (LUEBKER et al.,
2005; FAN et al., 2005), birds (VERREAULT et alQ@b; OLIVERO-VERBEL, 2006), fish
(TANIYASU et al., 2003) and other insects (BOTSkt 2010).

Because of its risk to humans and the environment2009, the Stockholm
Convention decided to ban the production of PFQ8pagh countries were allowed to send
proposals to keep its production when the use ustffied (STOCKHOLM CONVENTION,
2009). In the US, all products containing sulflurdrave been banned, and stored products
could be marketed until December 2012 (USEPA, 2008)

As an effective alternative to the use of sulfluiymesearchers developed a metallic-
insecticide complex; it is a natural product linkedmetallic inorganic complexes. Of all the
formulations tested, the most effective were [M@(5phen)(hesperetin)(H2gJCH3;COO)
and [Mg(5-methyl-phen)(hesperetin}(®i),](CH3;COO) (OLIVEIRA et al., 2013).

Theoretically, a good formicide cannot upset thiahee of the environment and, at
the same time, it should be effective only agaiihsttarget organism. Although the soil is the
first compartment affected by applying formiciddsgre are few ecotoxicological studies on
new formicides that claim to be environmentallyes@fIEPO et al., 2010). Thus, tests that
analyze the genotoxic potential of these substaaeesf utmost importance.

For the evaluation of these parameters, Atleim cepatest system can be used.

Through it, it is possible to evaluate chromosormlagrrations and micronuclei to verify
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genotoxic and chromosomal instability events, antbtin index and nuclear abnormalities
for detection of cytotoxicity (KIRSCH-VOLDERS et.a2011).

Therefore, this study aims to evaluate the cyt@toxjenotoxic, and mutagenic
potentials of two metallic-insecticides at threffedtent concentrations using tide cepatest
system. Additionally, for better understanding tesults, the same tests were used to evaluate
the toxicity of one of the components of the forayul5-methyl-phen(5-methyl-

phenanthroline).

2. Material and Methods
2.1 Metallic-insecticides

The metallic-insecticides used in the study, [M@(5phen)(hesperetin){@D),]
(CH3COO) and [Mg(5-methyl-phen)(hesperetin)(),](CH3sCOO), as well as one of the
components of the formula, 5-methyl-phen, were Begpby the Laboratério de
ProdutosNaturais [Natural Products Laboratory]nfrine Federal University of Sao Carlos,
Brazil.
2.2 Soil Samples

The soll, classified as latosol, was collected fritm@ campus of the Sdo Paulo State
University, municipality of Rio Claro, Sao PauloyaBil (22°2436"S/47°3336"W). The

samples were sieved (mesh<5 mm), homogenized &l atrroom temperature.

2.3 Germination oA. cepaseeds

Approximately 100 seeds &. cepafrom the same lot and variety (Baia periform)
were placed in Petri dishes with approximately 3 goil in order to evaluate the cytotoxic,
genotoxic and mutagenic potentials of the substanoger test. The positive control group
was conducted with seeds exposed to two compounaistentially toxic concentrations: the
herbicide trifluralin, aneugenic agent, at the @nication of 0.019 ppm (FERNANDES et al.,
2007) and methyl methanesulfonate (MMS), clastagagent, at the concentration of 4X10
M (RANK; NIELSEN, 1997). The negative control (N@as performed in Petri dish
containing only control soil. The exposures toshbstances under test were carried out at the
following concentrations: 0.5 mg/mL, 1.0 mg/mL, &h@ mg/mL. The tests were performed
in duplicate.
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2.4 Preparation of the slidesAf cepa

After five days of exposure to the substancestaritde positive and negative controls,
the radicles, approximately 2 cm in length, weddlected and fixed in Carnoy 3:1
(ethanol:acetic acid, v/v) for 6-12 hours. Afteistprocess, the radicles were transferred to a
new Carnoy fixative and stored at 4°C until use. the preparation of the slides, the radicles
were hydrolyzed in 1M HCI at 60°C for 10 minutesiathen, submitted to Schiff's reagent
for 2 hours (MELLO; VIDAL, 1978). Both the meristatic and the ffegion were sectioned
and placed on the slide. To enhance the colorammhimprove cell spreading, one drop of
2% acetic carmine was added, and, shortly thereatte material was covered with a
coverslip. The coverslips were removed in liquidragen and the permanent slides were
mounted with Entelldh The slides were examined under a light microscapel000x

magnification.

2.5 Evaluation of the toxic, cytotoxic and genotopotential in meristematic cells Af cepa

In total, approximately 10.000 cells were analyZed each treatment and for the
positive and negative controls. Toxicity was cahtedl through the seeds’ germination index
(GI). Cytotoxicity was assessed based on morphodbgilterations (evidence of cell death)
and on the mitotic index [(MI=No. of dividing ceflstal No. of cells observed)x100]. The
genotoxicity was analyzed based on the number kg carrying chromosomal aberrations
(CA), such as nuclear buds, anaphasic and telaphasiiges and C-metaphases. The
Genotoxicity Index (Genl) was calculated througke ftormula Genl=(No. of cells with
chromosomal aberrations/No. of cells observed)xTI®@ Frequency of Micronuclei (FMN)
was determined through the number of cells carryimgronuclei (MN) through the formula
FMN=(No. of cells with MN/No. of cells observed)x1.0The analysis of the presence of
micronuclei can be used as a biomarker of genotard chromosomal instability events
(FENECH et al., 2011), which, if not repaired, icate mutagenic effect.

The results were compared with the negative cottirough the Kruskal-Wallis test.

2.6 Evaluation of cells with micronuclei in the fegion ofA. cepa.

The R region was analyzed in order to determine the damsuffered by the
meristematic cells when the FMN of the meristemaéigion was significant and, thus,
confirm the indication of mutagenicity. For thisrpase, 10.000 cells of the Fegion of each
treatment were analyzed and the number of cells MYl was counted in order to determine
the FMN.
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The statistical analysis was conducted by compathegreatments with the negative
control using the Kruskal-Wallis test.

3. Results
3.1 Metallic-insecticide [Mg(5-Cl-phen)(hesperefii2 O)](CH3COO) [1]

The compound did not affect the germination ratthefseeds and the mitotic index of
the cells (Table 1). In the analysis of cytotoxicitell death characteristics were not observed
in any treatment. Genotoxic effects were signiftcamly at the highest concentration tested,
2.0 mg/mL (Table 1). The main aberrations obserwa&de nuclear buds and anaphasic
bridges. In the meristematic cells of the highesticentration, 2.0 mg/mL, the presence of
micronuclei suggests chromosomal instability. Idesrto evaluate if the micronuclei were
transferred and fixed to other regions of the oigganand confirm the indication of
mutagenicity, cells from the ;Fregion were analyzed. The data demonstrated tbat n
concentration of the compound had significant tesuthis region (Table 1).

3.2 Metallic-insecticide [Mg(5-methyl-phen)(hespargH.0),;](CH3;COO) [2]

The index of germination revealed no toxicity farstmetallic-insecticide (Table 2).
Statistically significant cytotoxicity was found & concentration of 2.0 mg/mL and
genotoxicity was found at concentrations of 0.5 mig/and 1.0 mg/mL, at which mainly
metaphases with adherence were observed (TabldH@yever, the statistical analysis

revealed no significant number of micronuclei fay @oncentrations tested (Table 2).

3.3 Analysis of one of the components of the foanGtmethyl-phenanthroline [3]

The metallic-insecticide [Mg(5-methyl-phen)hespienéH.0),](CH3;COO) induced
statistically significant cytotoxic and genotoxiffeets. Therefore, to better understand the
results, one of the components of its formulatiGmethyl-phenanthroline, was also
evaluated in order to determine its potencial tibxiand, thus, determine whether its presence
may be related to the toxicity found. The analydiswed that 5-methyl-phen was cytotoxic

and genotoxic at the concentrations of 2.0 mg/md. @b mg/mL, respectively (table 3).

4. Discussion

Higher plants enable detecting, cytologically, ngetas that cause cell inhibition,
induction of chromosomal, numerical and structaaérrations, ranging from chromosome
fragmentation to the disorganization of the mitsindle (TEDESCO; LAUGHINGHOUSE,
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2012). Thus, theA. cepatest enabled the evaluation of the toxicity, matagity and
chromosomal instability caused by the compounds (BMg-phen)(hesperetin)@d),]
(CH3COO) [1], [Mg(5-methyl-phen)(hesperetin}{B),CH;COO) [2] and 5-methyl-
phenanthroline [3].

The analysis of mitotic index revealed that onlydarct [2] can be cytotoxic.
According to Fernandes et al. (2007), both thecase and the decrease of MI are important
indicators of environmental pollution: when it @aler than in the control, there is alteration
in the development of the organism; when it is bBigithe increase of cell division can
indicate a disorder in cell proliferation and, evére formation of a tumor.

Using theA. cepatest system, a decrease in the number of mitogssalso found by
Akdeniz e Ozmen (2011), when studying the biop&ktaximatrin, and by Anjana e Thoppil
(2013) when studying agueous extracts of the gragiostemom auriculariugn Vicia faba
the natural formicide Macéx was also responsible for decreasing the mitotigexn
(COTELLE et al., 2012). The decrease in mitoticiveigt may have been caused by the
inhibition of DNA synthesis or by the blockage b&tG2 phase of the cell cycle, preventing
the cell from dividing (TURKOGLU, 2008).

Regarding genotoxicity, compound [1] and [2] indidicehromosomal aberrations.
Compound [1] induced aberrations only at 2.0 mgand compound [2] at 0.5 mg/mL and
1.0 mg/mL. These alterations, characterized botbHanges in chromosome structure and in
its total number, can occur spontaneously or asaltrof exposure to chemical and physical
agents (RUSSEL, 2002).

Among the aberrations induced by these compoumdgheases with bridge were the
most frequent. According to Hoffelder et al. (200dhaphasic bridges are a common cause
and an indicator of chromosomal instability. Thisepomenon can occur as a result of
chromosomal adherence (MARCANO et al., 2004; BRQ2808), by telomere shortening
(De LANGE, 2002) or by an unequal translocationirarersion of chromosome segments
(GOMURGEN, 2005).

According to the results obtained, the chromosobradges observed here were
probably formed by chromosomal adherence, since dlteration was one of the most
induced by the two compounds. According to Marcahcal. (1999) and Kuréds (2004),
chromosomal adherence is a type of abnormalitydbas not affect the DNA molecule itself,
but the protein matrix of the chromatin, probalblg amount of histones or other proteins that

regulate its structure.
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Adherent chromosomes have been observed in roots oépaafter treatment with
various metals, such as Hg, Ni and Cu (FISKESJO318ONTE-EGITO et al., 2007).
Although the tested compound contained the metghesium, studies have shown that it has
no genotoxic effects at physiologically relevanse® Once this substance is essential to the
organism, magnesium plays an important role in geaostability, such as in DNA
replication and protein synthesis, having a functas a cofactor in repair proteins, in the
maintenance of the anti-oxidant status of the aall in the regulation of cell cycle and
apoptosis (HARTWIG, 2001).

However, both histones and magnesium bind to DNA&ufgh the same site, the
phosphate groups (NAORA et al., 1961). Thereforecoampetition may have occurred
between these two components, leading, consequédatlhe formation of the aberrations
found.

The presence of micronuclei, an indicative of chwsomal instability, was only
observed in cells of the meristematic region athiglest concentration of the compound [1].
However, the analysis of thg Fegion demonstrated that such damage was notgasst®
the other cells of the organism. According to Male{1995), after the end of mitotic division
in the meristematic cells, the possible DNA damefjthese cells would be visualized in the
form of micronuclei in their daughter cells, whicbrrespond to the;Feells inA. cepaIn the
case of compound [1], the cellular repair mechanisas able to reverse the damage caused,
preventing fixation of micronuclei in the Fegion cells.

Genotoxic and mutagenic tests are extremely impbria studies evaluating the
efficacy and safety of molecules in the early stagethe development of new substances
(JENA et al., 2009). Akhtar et al. (2012), whenleating a herbo-metallic formulation in
human lymphocytes, concluded that the highest cdratons tested are responsible for
inducing genotoxicity. Vardhini et al. (2010) found formation of micronuclei induced by
another herbo-metallic formulation. Natural forrdies were evaluated by Cotelle et al.
(2012) and Tiepo et al. (2010), and they conclutted their respective products can be
considered environmentally safe.

Considering the two metallic-insecticides evaluatpdoduct [2] had significant
cytotoxic and genotoxic results in different corications (2.0 mg/mL and 1.0 mg/mL), while
product [1] showed genotoxicity only at the highesincentration. In order to better
understand the results, one of the componentsedfiotfmulation of compound [2], 5-methyl-
phenanthroline [3], was assessed using the sananpters. The results demonstrate that

compound [3] can be related to the toxicity foumd dompound [2], once it showed
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cytotoxicity and genotoxicity. Studies with 1,10gotanthroline complexed with Cu(l) and
Cu(ll) have indicated that these substances cantox&e (POPE; SIGMAN, 1984,
FLORENCE et al., 1985; GOLDSTEIN; CZAPSKI, 1986).

Another component present in the formulas of mietalsecticides corresponds to
hesperetin, a flavonoid found in citrus fruits. Hawer, it seems to have no relation to the
positive results, although some flavonoids havewsh@enotoxicity in eukaryotic and
prokaryotic systems (BOOS; STOPPER, 2000; HEO gt24l01; MISRA et al., 2002).
According to Snyder and Gillies (2002),hesperetis ho ability to intercalate with DNA, and
in a 2003 study, the same authors demonstratedhésieretin can reduce by 80% the
induction to formation of micronuclei by other flawoid, genistein.

However, it is important to consider that transitimetals, such as copper and
manganese, can affect the genotoxicity of someoflawds, although for hesperetin no
alteration has been verified (SNYDER; GILLIES, 2R02

Considering the two metallic-insecticides evaluatdst compound [Mg(5-methyl-
phen)(hesperetin)(@D),](CH3COO) obtained results that evidence some toxicoactlhe
analysis of one of the components of its formulaeaded that it can be related to the positive
results, since it also has shown toxic effectstiier parameters evaluated. Therefore, [Mg(5-
Cl-phen)(hesperetin)(@#D),](CH3COO) is found to be an environmentally safer akéwe to

combat leaf-cutting ants.
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Table 1 Gl and MI, Genl and FMN mean * standard deviatromeristematic cells and in
F1 region after exposure to NC, TRIF, MMS and différeoncentrations of metallic-
insecticide [Mg(5-Cl-phen)(hesperetin}®l),](CH3COO).

Treatments

Gl (%) MI Genl FMN
Meristematic ~ F,region
region
93.50 4.71+14.49  0.10+0.16 0 0
Control groups 75.00 3.75+10.32 0.76+0.77* 0.57+0.68* 0.3@40.
73.00 5.46+13.00 0.72+0.36* 1.69+1.79* 029+0.33
88.00 3.64+10.64 0.15+0.12 0.07+0.10 0.01+0.03
Concentrations 94.00 3.27+10.28 0.11+0.11 0.05+0.09 0.01+0.04
(mg/mL) 93.00 3.1546.23 0.29+0.14* 0.07+0.06* 0.01+0.04

NC = negative control; Gl = Germination Index; GenlGenotoxicity Index; MI = Mitotic
Index; MMS = methyl methanesulfonate; FMN = Frequerof micronuclei; TRIF =

Trifluralin.

*p<0,05 statistically significantly when comparedNC using Kruskall-Wallis test.
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Table 2. Gl and MI, Genl and FMN mean % standard deviafiomeristematic cells after
exposure to NC, TRIF, MMS and different concentnasi of metallic-insecticide [Mg(5-

methyl-phen)(hesperetin)(B),](CH;COO).

Treatments Bioassays Gl (%) Mi Genl FMN
NC 82.00 6.17+2.65 0.02+0.08 0.04+0.11
Control groups TRIF 54.00 4.98+2.34  0.49+0.53*  0.52+0.59*
MMS 88.50 4.99+2.05  1.81+1.30* 10.00+4.34*
0.5 92.50 4.53+1.55  0.14+0.21* 0.09+0.25
Concentrations 1.0 87.50 4.74+1.68  0.18+0.29* 0.09+0.27
(mg/mL) 2.0 89.50 3.60+£1.21*  0.131#0.21 0.07+0.17

NC = negative control; Gl = Germination Index; GenlGenotoxicity Index; MI = Mitotic
Index; MMS = methyl methanesulfonate; FMN = Frequyeof MN; TRIF = Trifluralin.
*p<0,05 statistically significantly when comparedNC using Kruskall-Wallis test.
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Table 3 Gl and MI, Genl and FMN mean + standard deviafiommeristematic cells after
exposure to NC, TRIF, MMS and different concentmagi of compound 5-methyl-

phenanthroline found in metallic-insecticide [Mgttethyl-phen)(hesperetin)¢B),]
(CH5COO0).

Treatments Bioassays Gl (%) Ml Genl FMN
NC 59.50 4.04+1.58 0.08+0.21 0.23+0.36
Control groups TRIF 28.00 4.8+2.25 1.91+2.11* 0.92+0.91*
MMS 47.50 6.67+2.41* 1.39£1.01* 5.91+3.56*
0.5 67.50 3.95+1.16  0.23+0.28*  0.52+1.14
Concentrations 1.0 76.50 3.76x1.33 0.09+0.14 0.18+0.26
(mg/mL) 2.0 66.50 2.52+1.68*  0.0940.25 0.57+0.65

NC = negative control; Gl = Germination Index; GenlGenotoxicity Index; MI = Mitotic

Index; MMS = methyl methanesulfonate; FMN = Frequerof micronuclei; TRIF =
Trifluralin.

*p<0,05 statistically significantly when comparedNC using Kruskall-Wallis test.
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Resumo

A crescente conscientizacdo ambiental a respegcetitos negativos causados pelo
uso de formicidas na agricultura tem levado ao rdedeimento de produtos que possuam
maior especificidade e menor toxicidade a organssméo alvos. Dentre eles, encontram-se
dois novos metalo-inseticidas, [Mg(5-Cl-phen)(hesipa)(H20)] (CH3COO) e [Mg(5-
metil-phen)(hesperitina)(#D),](CH3COO), os quais sdo constituidos por um produtoralatu
ligado a um metal inorganico. Neste sentido, ogiresestudo teve como objetivo avaliar a
acao genotodxica destes dois metalo-inseticidasTeadescantia pallidgpor meio do teste
Trad-MCN. De acordo com os resultados obtidos, merahdas trés concentracdes testadas
para os dois metalo-inseticidas (0.5mg/mL; 1.0mgkn2.0mg/mL) foi capaz de induzir a
formacdo de micronucleos. Portanto, o uso destexluys seria uma alternativa

ambientalmente mais segura no combate as formggytedeiras.

Palavras-chave: micronucleo; formicida; bioindicadegetal

1. Introducao

O uso de pesticidas na agricultura é responsavetqugsar sérios danos nao apenas
para a saude humana, mas também para o meio aeiiand amenizar este problema, varios
pesticidas conhecidamente téxicos tém sido banidosulfluramida, um dos principais
principios ativos utilizados no combate de formigagadeiras, esta entre os pesticidas que
tiveram seu uso proibido pela Convencao de Estax(209).

Como uma alternativa eficaz a sulfluramida no camlds formigas cortadeiras, um
novo sistema metalo-inseticida foi desenvolvidoteEsovo formicida € composto por um

produto natural ligado a diferentes metais inorg@si Dentre as férmulas mais eficientes,
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encontram-se  [Mg(5-Cl-phen)(hesperitina)(HA(@H;COO) e [Mg(5-metil-phen)
(hesperitina)(HO),](CH3COO) (OLIVEIRA et al., 2013).

Para evitar impactos ambientais, os pesticidasigammcser analisados por meio de
testes ecotoxicologicos antes de serem utilizadoseio ambiente; assim, protege-se a saude
humana e os ecossistemas, uma vez que suas meléuaa capacidade de interagir com
gualquer ser vivo (KLAUSENER et al., 2007).

A avaliacéo dos riscos ambientais, realizada asraeéestudos ecotoxicologicos, tem
como principal objetivo fornecer dados que serdzados para determinar a necessidade de
precaucdo e limitacdo no uso de determinada suist&bom este propdsito, ensaios com
plantas podem ser utilizados para fornecer infodesc¢sobre a mutagenicidade e
genotoxicidade (RODRIGUES et al., 1997), atravésstedos citogenéticos, os quais séo
capazes de descrever possiveis alteracbes no ahagenético destes organismos
(TEDESCO; LAUGHINGHOUSE, 2012).

A utilizacdo de plantas para o0 monitoramento anthiate substancias toxicas possui
muitas vantagens, uma vez que esses organismoslesdacil manuseio e manutencao,
possuem ampla aplicabilidade e baixo custo (GRANI94) e, em muitos casos, Sao
ecologicamente mais relevantes para a avaliacdosudestancias liberadas no solo
(FONTANETTI et al., 2011).

O teste de micronucleo erfradescatia pallida(Trad-MCN) € considerado uma
ferramenta eficiente por muitos pesquisadores desiga simplicidade e sensibilidade a
agentes potencialmente téxicos (BATALHA, 1999). &demente, o teste foi utilizado com
sucesso para a avalicdo da genotoxicidade do iolestinidacloprido (RODRIGUEZ et al.,
2015) e da vinhaca de cana-de-acucar, utilizadaodentilizante na agricultura (PEDRO-
ESCHER et al., 2014).

Neste contexto, este estudo teve como objetivaaavad possiveis efeitos toxicos de
dois metalos-inseticidas, [Mg(5-Cl-phen)(hespeaif{ri20)](CH;COO) e [Mg(5-metil-
phen)(hesperitina)(3D),](CH3COO), no material genético do vegetalpallida por meio do
teste Trad-MCN.

2. Materiais e Métodos

2.1 Metalo-inseticidas

Os metalo-inseticidas utilizados no estudo, [Mg({§ken)(hesperitina)(H2Q)
(CH3COO) [1] e [Mg(5-metil-phen)(hesperitina)f8),](CH3COO) [2], foram fornecidos
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pelo Laboratorio de Produtos Naturais da Univededkederal de S&o Carlos, Sdo Paulo,
Brasil.

2.2 Bioensaio cori. pallida

Dez inflorescéncias jovens foram coletadas de rastgadronizados situados na
Universidade Estadual Paulista (UNESP) e exposta®sadiferentes concentragdes (0,5
mg/mL, 1,0 mg/mL, 2,0 mg/mL) dos metalos-insetisida[Mg(5-Cl-phen)
(hesperitina)(H2Q)(CH3COO) [1] e [Mg(5-metil-phen)(hesperitina)f8),](CH3sCOO) [2]
por 8 horas, seguidas de 24 horas de recuperag@gopastante aeracdo. O mesmo protocolo
foi seguido para o controle negativo (exposicdo idésrescéncias em agua destilada) e
positivo (exposicdo das inflorescéncias a 10 ppmnuiil metano sulfonato). Apds a

recuperacao, as inflorescéncias foram coletadaa@as em Carnoy 3:1 por 48 horas.

2.3 Teste do micronuleo com pallida(Trad-MCN)

Apos a fixacdo, cada botdo de tamanho intermedidricolocado sobre uma lamina.
As anteras foram retiradas do interior do botamearadas suavemente com o auxilio de uma
agulha para a liberagdo das células; para facibtaprocesso e posterior observacéo,
adicionou-se uma gota de carmim acético 2%; o mahafer coberto por laminula e a lamina
foi passada rapidamente sobre uma chama. As lamueasontinham células em estagio de
tétrade foram imediatamente analisadas sob migo@sde luz com ampliacdo de 400 vezes;
foram analisadas 300 tétrades por lamina e 10 Esnpor tratamento, totalizando 3000
células por tratamento. O ensaio foi realizado eplicata. O indice genotoxico foi avaliado
de acordo com a frequéncia de micronucleo obserpadameio da férmula IG=(n° de
tétrades com MN/n° total de tétrades observada®)xIDs resultados obtidos foram
comparados com o controle negativo pelo teste kitli§Kallis (p<0,05) utilizando o

programa estatistico SPSS 22 de acordo com Ma2®dd .

3. Resultados

Os resultados obtidos revelaram que nenhuma caacéntdos metalo-inseticidas [1]
e [2] foi capaz de induzir a formacdo de micronasi€¢fig. 1) de forma significativa em
relacdo ao controle negativo (fig. 2). Porém, @udéncia de microndcleos encontrada no

metalo-inseticida [2] foi maior que a encontradameialo-inseticida [1] (fig. 2).
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4. Discusséao

O uso de tecidos vegetais e células mées do grépdtk para avaliagdo da
genotoxicidade ambiental € um método de avaliagéplss, confiavel e de baixo custo
(GERASKIN; EVSEEVA; OUDALOVA, 2011). Entre as espés vegetais mais utilizadas
estdoTradescantiaspp (MISIK et al., 2011) éA. cepa(TEDESCO; LAUGHINHOUSE,
2012).

Segundo Meravi e Prajapati (2015), o teste de micreo em tétrades de
Tradescantig Trad-MCN) é, atualmente, um dos bioensaios comtgtamais utilizado para a
deteccdo de substancias toxicas presentes no damb@nteste consiste na formagéo de
micronucleos como resultado da quebra cromosséniceélulas meidticas do grao de polen.
Aproximadamente 160 substéncias quimicas ja foestadas por meio deste teste e 100
artigos com misturas ambientais complexas forantigados.

Além de sua alta sensibilidade em relagdo a acBot@dca, a espécie possui facil
cultivo, curto ciclo de vida e, principalmente, mmssomos com tamanho grande e nimero
reduzido (2n = 6) (MERAVI; PRAJAPATI, 2015).

No presente estudo, o teste de Trad-MCN revelou aguelois metalo-inseticidas
testados ndo foram capazes de induzir a formag&oictenucleos de modo significativo em
relacdo ao controle negativo, embora o metaloimdat[2] tenha apresentado uma maior
frequéncia.

Maior acdo genotoxica também foi observada pelalmétseticida [2] em células
meristematicas dallium cepa Neste organismo, o formicida foi responsavel ipduzir a
formacdo de micronucleos e aberracbes cromosséreitasima frequéncia maior que o
metalo-inseticida [1], porém também néo estatistarate significativo quando comparado ao
controle (SOUZA et al., em submissao).

A formulacdo dos metalos-inseticidas consiste maptexacdo de um produto natural,
um flavondéide (hesperitina), com um metal inorgdnfmagnésio). Estudos toxicolégicos
com estes dois componentes da férmula ndo evidantiacdo toxica.

Apesar de muitos flavondides apresentarem acaag@énica (SAHU; GREY, 1993),
Snyder e Gillies (2002) observaram que a hesparnit&io € capaz de intercalar com o DNA e
nem apresenta clastogenicidade. Além disso, emde@stie 2003, os mesmos autores
demonstraram que a hesperitina pode reduzir emaBidfitucéo de formacdo de micronucleos
por outro flavondide, a genisteina.

E esperado que o magnésio, por ser um elementocésao organismo (HARTWIG,

2001), ndo apresente efeitos citotoOxicos nem gémdtms ao material genético, como
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observaram Oguma et al. (1998) em bactérias easétld hamster chinés, e Conway et al.
(1987) também em linhagem celular de hamster chiP@®m, estudo recente realizado por
Sanders et al. (2014) revelou que mesmo 0s metasiderados essenciais, entre eles o
magnésio, pode ter acdo genotoxica e citotoxicayid et al. (2011) também observaram
maior frequéncia de micronudcleos induzida pelo rdagnem células de rato. Os autores
atribuem a formac@o de micronucleos pela preseacpadiculas de magnésio no aparato
mitoético, o qual pode ter afetado o processo disd@lv Constataram, porém, que particulas de
magnésio possuem comportamento diferente do magpes.

Outro componente presente na formula dos dois m#taéticidas, a fenantrolina,
possui efeitos toxicos quando complexados com Gu(@Qu(ll) (POPE; SIGMAN, 1984;
FLORENCE et al.,, 1985; GOLDSTEIN; CZAPSKI, 1986)dbndo Whittaker (2001), a
fenantrolina, mesmo sem ser complexada com oulrst@ncia, apresenta acado mutagénica.

Deste modo, ndo é possivel afirmar que algum dogpooentes da formula seja o
responsavel pela formacdo dos micronucleos, cormmhservados no metalo-inseticida [2].
Porém, em estudos ecotoxicologicos, a interacae ast substancias (efeitos aditivo, efeito
sinérgico, potenciacdo e antagonismo) deve seridayasla. Nestes casos, a agcdo de um
composto pode interferir na acdo do outro, altevancefeito que teriam caso estivessem
isolados (AZEVEDO; CHASIN, 2004). A maior frequéaale micronucleos encontrada no
metalo-inseticida [2] pode ter ocorrido devido &eracao entre seus componentes, como na
potenciacdo, onde uma substancia pode aumenteito #ixico de outra.

Por ser uma alternativa ao uso da sulfluramidajah € reconhecidamente toxica para
varios organismos (LUEBKER et al., 2005; FAN et aD05; VERREAULT et al., 2005;
OLIVERO-VERBEL, 2006; TANIYASU et al.,, 2003; BOTSt al., 2010), é de grande
relevancia o fato destes dois novos formicidasapiiesentarem acdo genotoxica no teste aqui
utilizado. O desenvolvimento de pesticidas mengEd§ tornou-se uma necessidade mundial
com a crescente preocupacdo ambiental e regulagdgsrnamentais mais rigidas
(KAHKONEN; NORDSTROM, 2008; PAULUS, 2005). Deste dw novos pesticidas
devem possuir maior especificidade e menor impactoiental (HEBLING et al., 2000).

Os metalo-inseticidas aqui testados ndo apresemtfigito genotdxico no organismo
testado, tornando-os uma alternativa ambientalmssgera no combate contra as formigas
cortadeiras. Dentre os dois produtos testadodjeefio do [1] € mais aconselhdvel, uma vez

gue apresentou menores danos ao material genético.
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Figura 1. Tétrades d@&. pallida.A: sem alteracao; B: com micronucleo (seta). 206x4
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Figura 2. Frequéncia de micronucleos em 3.000 tétradek geallida por tratamento. CN =
controle negativo; CP = controle positivo com nmegitanossulfonato; metalo-inseticida [1] =
[Mg(5-Cl-phen)(hesperitina)(H2@JCH3sCOO); metalo-inseticida [2] = [Mg(5-metil-
phen)(hesperitina)(3D),] (CH3;COO)

* p<0.05 estatisticamente significativo comparaddC& por meio do teste Kruskall-Wallis.
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Resumo

Diplépodos, animais da fauna edafica, tém sidizatiios como animais bioindicadores para a
avaliacdo de substancias liberadas no solo, umguwezstdo em constante contato com ele.
Neste sentido, o presente estudo utilizou o miBptuinocricus padbergdara a avaliacao da
toxicidade de dois metalo-inseticidas utilizadosambate as formigas-cortadeiras. Terrarios
contendo os metalo-inseticidas em trés diferentexantracdes (0.5mg/mL, 1.0mg/mL e
2.0mg/mL) foram montados. Dez individuos foram estps em cada terrario e, apos periodos
de 21 e 90 dias, trés individuos de cada terrarani dissecados para a retirada do intestino
médio. Para a analise qualitativa e semi-quant#tatias alteracdes morfofisiologicas, o
material foi submetido a técnicas histoldgicas stdgjuimicas. Os resultados demonstraram
que o0s metalo-inseticidas nao foram capazes dezimdaiteracdes histoldgicas e
histoquimicas significativas nos animais expostsienhum periodo de exposicdo. Portanto,
0 uso destes produtos apresenta-se como uma #altaraenbientalmente segura para estes

organismos.

Palavras-chave: milipedes; histologia; histoquirigstopatologia; formicida

1. Introducao

Em muitos paises industrializados, a contaminagdosalo tornou-se um grave
problema. Dentre as muitas fontes de poluicdo dmstese o0s residuos de pesticidas
provenientes de anos de aplicacdo em solos agicOf®AN STRAALEN, 2002),
responsaveis por afetar diretamente o ecossistemestre (TIEPO et al., 2010). Segundo a
FAO (Organizacédo das NacgOes Unidas para a AgrieutuAlimentacédo, 2011), a perda da

qualidade do solo é uma das maiores ameacas quedortera que enfrentar. Deste modo, a
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protecdo do solo e de suas comunidades deve enana das metas principais nas politicas
ambientais dos governos (ROMBKE et al., 2005).

Neste sentido, muitos paises tém adotado poliieasstricdo no uso de pesticidas. A
Europa, por exemplo, ja eliminou mais de 75% dastémcias utilizadas na agricultura desde
1991, de acordo com sua ineficiéncia e toxicid&®RABELAS et al., 2009). Em 2009, a
Convencao de Estocolmo baniu a comercializagdo utiluramida, uma das principais
substéancias utilizadas no combate as formigasdeirtes (ZANETTI et al., 2014).

Como uma alternativa eficaz ao uso da sulflurampdsquisadores desenvolveram
complexos metalo-inseticidas, os quais sao formgawsum produto natural (flavondide)
complexados com metais inorganicos (OLIVEIRA et @013). Para um formicida ser
ambientalmente seguro, ele ndo pode perturbar dilegu ecoldgico e deve ser efetivo
apenas para seu alvo (KAHKONEN; NORDSTROM, 2008jraPassegurar isso, 0S
pesticidas necessitam ser avaliados em estudosxemibgicos antes de sua utilizagdo no
ambiente com o intuito de proteger a saude humanabéental (KLAUSENER et al., 2007).

Os invertebrados terrestres sdo 0s organismos apeipriados para a avaliacdo dos
efeitos de substancias presentes no solo devidoseo intimo contato com ele
(FONTANETTI et al., 2011). Diplépodos ganharam g nos estudos ecotoxicologicos
nos ultimos 20 anos devido a varios fatores: (dficesexpostos continuamente aos
contaminantes do solo; (b) sdo abundantes e camibdisdo mundial; (c) muitas espécies
sdo grandes e faceis de manusear e, portanto, pseemtilizados em laboratorio e em
campo; e (d) os efeitos biolégicos dos contamirsaambientais podem ser avaliados em
varios niveis de sua organizagdo bioldégica (SOUZA ak, 2014; FRANCISCO;
FONTANETTI, 2015).

Deste modo, 0 presente estudo teve como objetigbaaws efeitos toxicos de dois
novos metalo-inseticidas, [Mg(5-Cl-phen)(hespeaiffri20)](CH3COO) e [Mg(5-metil-
phen) (hesperitina)(#D),](CH3COO), em um representante da fauna edéfica, o ptighd
Rinocricus padbergiPara isso, foram realizadas analises histologicdsstoquimicas no
intestino médio do animal, &érgdo responsavel pelssogdo de nutrientes e,

consequentemente, substancias toxicas.

2. Materiais e métodos

2.1 Metalo-inseticidas
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Os metalo-inseticidas utilizados no estudo, [Mg(§ken)(hesperitina)(H2Q)
(CHsCOO) e [Mg(5-metil-phen)(hesperitina)f@),](CH3COO), foram fornecidos pelo

Laboratoério de Produtos Naturais da Universidadiefa de Sao Carlos, Sao Paulo, Brasil.

2.2 Bioensaios

Espécimens adultos d®. padbergiforam coletados manualmente na cidade de Rio
Claro (22°24'36”'S; 47°33'36”"W), Sao Paulo, BrasiEm laboratério, apdés um periodo de
aclimatacao por 20 dias a 212°C, foram montados quatro bioensaios para cadaloneta
inseticida: um bioensaio controle com terra oriudddocal de coleta e outros trés bioensaios
contendo terra do local de coleta com os metaletitidas em diferentes concentracdes (0.5
mg/mL; 1.0 mg/mL e 2.0 mg/mL). Em cada bioensaimrio expostos 10 individuos por
periodos de 21 e 90 dias. ApoOs cada periodo dese&oo trés animais de cada bioensaio

foram anestesiados com éter sulfurico e dissecauasolucao fisioldgica.

2.3 Andlises morfoldgicas

Para as analises histolégicas e histoquimicasmigatps do intestino médio foram
fixados em Boiun (hematoxilina-eosina, azul de kofanol, PAS e von Kossa) e
formolcalcio 10% (sudan black B), colocado em tannfo&fato de sddio pH=7,4, desidratado
em bateria de alcool e transferido para uma solded@sina durante 24 horas em geladeira.
Apds esse processo, o material foi colocado em esotibntendo resina com catalisador.
Depois de polimerizados, os blocos foram secciomadm auxilio de micrétomo. As laminas
obtidas foram coradas com hematoxilina-eosina (HB). método de von Kossa
(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) e de sudan black B NQUEIRA; JUNQUEIRA,
1983) e as técnicas de azul de bromofenol (PEAREEB5) e PAS (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983) foram realizados para a detecgdealcio, lipidios, proteinas totais e

polissacarideos neutros, respectivamente.

2.4 Analises dos resultados

As andlises histologicas foram qualitativamente cdies e as alteracbes
histopatoldgicas analisadas semi-quantitativampeata cada individuo. O protocolo seguido
foi baseado no proposto por Bernet et al. (19%)aptado por Christofoletti et al. (no prelo).
Cada alteracéo recebe um fator de importancia éwgcdrdo com sua importancia patologica,
classificadas como: (1) importancia patolégica mamia leséo é facilmente reversivel quando

a exposicdo ao contaminante cessa; (2) importapatalégica moderada, a versdo é
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reversivel na maioria dos casos quando o estresspeutralizado; e (3) importancia
patologica acentuada, a lesdo é irreversivel, vanperda parcial ou total da funcédo do
orgao. A tabela 1 apresenta estas classificac@daths a histopatologia do intestino médio
de diplépodos, utilizadas neste estudo. Escore® @ foram utilizados para classificar as
alteracdes histopatologicas quanto ao grau e e&deds alteracdo: (0) inalterado; (2)
alteracdo pequena; (4) alteracdo moderada; (6jagde severa. Os escorés) foram
multiplicados pelo fator de importancia de cadarattadaw) para definir o indice de darh

por individuo. Entdo, o indice de dano para caderaaldo e para cada organismo foi
calculado como segue:

I (individual) =a(escore recebido) w(fator de importancia)

Para definir o indice de dano, tanto do grupo cbatquanto dos tratamentos, a soma
dos indices de dano foi obtida para cada indiviEluentdo, a média e o desvio padrao foram
calculados.

Os dados obtidos na avaliagdo histopatologica sgemnititativa dos tratamentos
foram comparados com o grupo controle pelo tes&issco Kruskall-Wallis de acordo com
Mardco (2011).

3. Resultados

3.1 Metalo-inseticida [Mg(5-metil-phen)(hesperilift.0),](CHsCOO)

O grupo controle apresentou o padréo histologigui@ 1A) descrito para a espécie
(FANTAZZINI et al., 2002). O epitélio dos individsodos dois periodos de exposi¢do
apresentou células absortivas e regenerativasrastegom alguns pontos de renovacao
epitelial. As células hepaticas apresentaram nadigegros e citoplasma heterogéneo com a
presenca de poucos granulos citoplasmaticos noddnds da exposicao por 21 dias.

Nos individuos expostos ao metalo-inseticida podizk foi observado aumento na
renovacdo epitelial (figura 1B) e na liberacdo dssisulas de secrecdo nos individuos
expostos a concentracdo 0.5 mg/mL. As andlisesduihicas revelaram pequena reducao na
quantidade de polissacarideos nas células hepatomasparar figuras 2A e 2B) dos
individuos expostos nas concentracdes de 0.5 mg/inQ mg/mL (figura 3). Os outros testes
nao revelaram alteracdes no padrao observado po gantrole (figura 2C-H).

No periodo de 90 dias, os individuos expostos ataloinseticida apresentaram
aumento de granulos citoplasmaticos nas célulaéticap das concentragdes 1.0 mg/mL e 2.0
mg/mL; pequeno aumento na liberacédo de vesiculasdecao foi observado nos individuos

da concentracdo 0.5 mg/mL e aumento no numeromédims por entre as células hepaticas
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foi observado nos individuos da concentracdo 2.0miagNa andlise histoquimica, houve
pequena reducdo de polissacarideos nas célulagichspd@los animais expostos nas
concentracdes de 0.5 mg/mL e pequeno aumento moaiarexpostos na concentracao de 1.0

mg/mL (figura 4). Proteinas, calcio e lipidios rs@dreram alteracdes.

3.2 Metalo-inseticida [Mg(5-Cl-phen)(hesperitina2@®l,](CH3;COO)

O grupo controle também apresentou o padrao hggtalodescrito para a espécie
(FANTAZZINI et al., 2002). O epitélio apresentodudas absortivas e regenerativas integras,
com alguns pontos de renovacgéao epitelial nos iddog expostos por 21 dias e liberacédo de
poucas vesiculas de secrecdo nos individuos exp@sto 90 dias. As células hepéticas
apresentaram nucleos integros e citoplasma hetexrogéom a presenca de poucos granulos
citoplasmaticos nos individuos expostos por 90.dias

Os individuos expostos ao metalo-inseticida pordiZls, da concentracdo de 1.0
mg/mL apresentaram aumento na renovacao epiteéidiperacdo de vesiculas de secrecao,
na quantidade de granulos citoplasmaticos e de titoa@resentes entre as células hepaticas.
Os individuos da concentracdo de 0.5 mg/mL tambgmesantaram aumento na quantidade
de hemdcitos (figura 1D). A andlise histoquimicaveteu que houve deplecdo de
polissacarideos em um individuo exposto a conagird.0 mg/mL (figura 5). Nao houve
alteracdo no padréo de proteinas, lipidios e c@omontrado nos individuos expostos em
relacédo ao controle (figura 2).

Nos individuos expostos por 90 dias foi observadomemto de granulos
citoplasmaticos nas células hepaticas em todosatemtentos (figura 1C). Os individuos
expostos a concentracdo 2.0 mg/mL apresentaramnémme liberacdo de vesiculas de
secrecdo (figura 1E). Aumento no numero de henm®ditd observado nos individuos
expostos as concentracdes 1.0 mg/mL e 2.0 mg/mlréi6). Na analise histoquimica néo foi
observado nenhuma alteragéo.

A analise semi-quantitativa demonstrou que as agifess observadas ndo séo
estatisticamente significativas quando comparadopog controles com grupos expostos
(figuras 3, 4, 5 e 6).

4. Discusséao
Analises morfologicas em tecidos de invertebradosgido utilizadas na identificacao
de diversos tipos de alteracdes, as quais podermamevidéncias qualitativas de uma

adaptacdo funcional ao meio externo e fornecemrnrdgdes sobre estagios iniciais de
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intoxicacdo (FONTANETTI et al., 2010; NOGAROL; FONNETTI, 2010; TRIEBSKORN
et al., 1999).

Os resultados aqui obtidos por meio de analisefoldigcas e histoquimicas
demonstraram que o0s metalo-inseticidas nao forampazes de induzir alteracdes
significativas no intestino médio do diplépoRo padbergiAs poucas alteracbes observadas
no intestino médio dos animais expostos aos metakiicidas ndo representam indicio de
toxicidade dos produtos, uma vez que suas ocoagoram semelhantes as observadas no
grupo controle.

Utilizando o mesmo 6rgéo d padbergiMerlini et al. (2012) avaliaram a toxicidade
do herbicida trifuralina. Os autores observaranegalteracdes induzidas pelo herbicida, tais
como vacuolizacdo citoplasmatica, dilatacdo do @spatercelular, aumento na renovacao
epitelial e liberacdo de vesiculas de secrecamt€xtino médio da espécie também ja foi
utilizado com sucesso para a avaliagcdo de misamasentais complexas, como lodo de
esgoto (BOZZATTO et al., 2012).

Porém, nestes estudos, foi realizada apenas unfiacéivaqualitativa das alteracdes
encontradas. De acordo com Dittbrenner et al. (R0&limprescindivel a conciliacdo das
analises histoldgicas qualitativas com analisesi-geantitativas com intuito de melhor
classificar e entender as alteracdes encontragasl@s utilizando anélises semi-quantitativas
sao realizadas, principalmente, em vertebrados &3®@N et al., 2010; ALHABSHI et al.,
2013; ZOTTIl et al., 2015), poréem, em invertebradoginda incipiente.

O intestino médio dos diplépodos é formado porédipitpseudoestratificado, camada
muscular e por uma camada de células hepéaticas TRZKINI et al., 2002; CAMARGO-
MATHIAS et al.,, 2004). Nesta regidao € onde ocorrabgorcao e digestdo dos alimentos,
portanto € por onde as possiveis substancias gogresentes no solo também sdo absorvidas.
O epitélio deste 6rgdo atua como uma primeira bareeentrada de substancias toxicas no
organismo do animal. Os mecanismos de armazenamexitrecdo devem ser extremamente
eficientes, uma vez que estes animais nao tem acicage de eliminar substancias da
hemolinfa para o meio exterior quando estdo emssxc@HOPKIN, 1990).

Porém, muitas vezes, o epitélio falha como barrgi@mitindo a entrada das
substancias toxicas, como ocorreu em estudos adakzpor Kohler e Alberti (1992), Perez e
Fontanetti (2011) e Bozzatto et al. (2012). Quaisdo ocorre, é possivel observar alteracdes
morfologicas decorrentes da contaminacdo, como atorge granulos citoplasmaticos nas
células epiteliais e hepaticas, aumento da renovegielial, vacuolizacao celular e aumento

de hemdcitos entre as células hepéticas.
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Apesar destas alteracdes também terem sido obssrmad grupos expostos, elas ndo
foram provocadas pelos produtos, uma vez que edtaimcdes sS40 normais mesmo em
animais encontrados nos habitats naturais. S6 gessivel afirmar que as alteracdes foram
causadas pela exposicao caso elas fossem sigudEa&m relacdo ao controle e observadas
na maioria dos individuos analisados.

As respostas encontradas aqui sugerem que os Aretatwidas ndo foram téxicos a
espécie utilizada, uma vez que nao foram observallagcdes significativas nos animais
expostos. Portanto, a sua utilizacdo ndo deve cguwshlemas ambientais, principalmente

para outros invertebrados terrestres, os quaisssanciais para a manutencao do solo.
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Tabela 1.Classificacdo das alteragfes histopatoldgicastestino médio de diplépodos.

Regido examinada Importancia patolégica Importancia patoldgica
minima moderada (2)
1)
Epitélio Aumento da renovacao
epitelial

Aumento na liberagéo

de secrecao
Células hepaticas Aumento no nimero de
granulos citoplasmaticos

Aumento no nimero de
hemadcitos entre as
células

Deplecao/acumulo de
polissacarideos

Fator de importancia: (1) a lesdo é facilmente reversivel quando a eg@posao
contaminante acaba; (2) a lesdo é reversivel narimailos casos quando o estressor é
neutralizado.
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Figura 1. Alterag8es histologicas observadas no intestindionée R.padbergicorados com
hematoxilina-eosina. (A) grupo controle; (B) metalseticida [1] 0.5 mg/mL, 21 dias; (C)
metalo-inseticida [2] 2.0 mg/mL, 90 dias; (D) metaiseticida [2] 0,5 mg/mL, 21 dias; (E)
metalo-inseticida [2] 2.0 mg/mL, 90 dias.

be = bordo em escova; ch = células hepaticas; atar/ada muscular; e = epitélio; h =
hemdécitos; cabeca de seta em (E) = vesiculas decSec * = renovacao epitelial; setas =
granulos citoplasmaticos

Metalo-inseticida [1] = [Mg(5-metil-phen)(hespenii)(H0),](CH;COO0)

Metalo-inseticida [2] = [Mg(5-Cl-phen)(hesperitifid}O),](CH3;COO)
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Figura 2. Cortes histolégicos do intestino médio Repadbergisubmetidos as técnicas de
PAS (A e B), azul de bromofenol (C e D), von Ko¢Bae F) e sudan black (G e H). (A)
grupo controle; (B) metalo-inseticida [1] 1.0 mg/n®1 dias; (C) grupo controle; (D) metalo-
inseticida [2] 0.5 mg/mL, 90 dias; (E) grupo cotgrdF) metalo=inseticida [1] 1.0mg/mL, 21
dias; (G) grupo controle; (H) metalo-inseticida 120 mg/mL, 90 dias.

be = bordo em escova; ch = células hepéaticas;mtélie; h = hemdocitos
Metalo-inseticida [1] = [Mg(5-metil-phen)(hespenii)(HO),](CH;COO0)
Metal' -inseticida [2] = [Mg(5-Cl-phen)(hesperitiid}O),](CH3;COO)
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L5 1 m 0.5 mg/mL
0,5 - l_ 1.0 mg/mL
E ' ' ' ®2.0 mg/mL

aumento aumento  aumento  deplegdo

renovagdo  granulos liberagdo polissac.
epitelial vesicula de
secregao
Alteragoes

Figura 3. Média das alteracBes histopatoldégicas observadasntestino médio deR.
padbergiexposto ao metalo-inseticida [Mg(5-metil-phen)(fegma)(H.0),](CHsCOO) por
21 dias.
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Figura 4. Média das alteracBes histopatoldégicas observadasntestino médio deR.
padbergiexposto ao metalo-inseticida [Mg(5-metil-phen)(fegma)(H.0),](CHsCOO) por
90 dias.
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Figura 5. Média das alteragcoes histopatologicas observadasntestino médio deR.
padbergiexposto ao metalo-inseticida [Mg(5-Cl-phen)(hegp®r)(HO),](CH3COO) por 21
dias.
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Figura 6. Média das alteracBes histopatoldégicas observadasntestino médio deR.
padbergiexposto ao metalo-inseticida [Mg(5-Cl-phen)(hegp&)(H,O),;](CH3COO) por 90
dias.
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Resumo

A proibicdo no uso de inseticidas sintéticos ohrign desenvolvimento de novas
formulas capazes de substitui-los com a mesmacificomo uma alternativa, complexos
metalicos associados a produtos naturais podenut#zados no combate as formigas
cortadeiras. Com o objetivo de avaliar a toxicidddealuas diferentes formulas de complexos
metdlicos foram realizadas andlises qualitativgsiantitativas por meio da imunomarcacao
de proteinas de estresse HSP70 em intestino médRhihocricus padbergiOs animais
foram expostos por periodos de 21 e 90 dias a trés ditereoncentracdes dos complexos.
De acordo com os resultados, as duas férmulas pademzir a expressdo de HSP70 no
tecido analisado, embora ndo em todas as conceesra;periodos, indicando uma possivel
toxicidade para a espécie testada.

Palavras-chave: milipedes; formicida; imunohistogod; proteina de choque térmico

1. Introducao

No passado, 0 uso de inseticidas sintéticos erancigal meio de protecdo contra
pragas na agricultura, porém, apesar de ter bémi@a populacdo humana em termos de
produtividade, seu uso indiscriminado resultou megedivolvimento de pragas resistentes,
toxicidade para organismos ndo alvos e efeitos voscipara o meio ambiente
(JEYASANKAR; JESUDASAN, 2005). Portanto, nos ultisnanos, varios paises passaram a
adotar acbes com o objetivo de reduzir os danampadtos relacionados aos pesticidas,
incluindo a proibicdo do uso de algumas formula#BRBT et al., 2013; STOCKOLM
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CONVENTION, 2009). Com isso, surgiu a necessidadeddsenvolvimento de novas
alternativas para o controle de pragas (CHITWOQID22.

A tendéncia atual é que pesticidas com origem empostos naturais substituam os
pesticidas sintéticos que foram proibidos com amsieegulamentacdes (COPPING; DUKE,
2007), as quais tornaram o processo de registre ngaroso (FQPA, 1996) e/ou limitaram
seu uso (UNEP, 2001). Além disso, o interesse nadastes produtos aumentou nos ultimos
anos, principalmente na agricultura organica eartdrole “ecoldgico” de pragas (COPPING;
DUKE, 2007).

Dentre os pesticidas banidos encontra-se a sutfideg largamente utilizada no
combate de formigas-cortadeiras, devido aos senisecalos efeitos nocivos a organismos
nao alvos (STOCKOLM CONVENTION, 2009). Como umaesaititiva a sua utilizacao,
complexos metalico-inseticidas ligados a produtatsinais foram desenvolvidos. Trata-se de
um sistema metalo-inseticida em que um centro roet&std coordenado a uma ou mais
moléculas de uma flavanona, sendo o sistema capagtudr como agente toxico para o
controle e/ou combate das formigas cortadeiras\VBIRA et al., 2013).

Com o intuito de evitar impactos ambientais, ogipieas precisam ser analisados por
meio de testes ecotoxicoldgicos antes de sereimadkils no meio ambiente (KLAUSENER
et al., 2007). Deste modo, estudos ecotoxicolégtéas como principal objetivo fornecer
dados que seréo utilizados para determinar a ndadssde precaucao e limitacdo no uso de
determinada substancia.

A utilizagdo de marcadores moleculares, como ateipas de choque térmico ou
proteinas de estresse (HSPs), sdo um dos prinaipaisadores celulares utilizados na
avaliacao da toxicidade de diferentes composté@® @siplamente utilizadas para monitorar o
ambiente (BIERKENS, 2000). Niveis elevados de H$®sem ser encontrados em
invertebrados coletados em locais contaminadosdguaomparados com animais de areas
sem contaminacgéo (BIERKENS, 2000; MALASPINA; SILVAACARIN, 2006).

As proteinas de estresse podem ser classificadasoddgo com seu peso molecular em
quatro familias: HSP90, HSP70, HSP60 e pequenas,H®Rdo que a familia HSP70 é a
mais estudada (NADEAU et al., 2001; ZANGER et 8096). Estas proteinas atuam como
chaperonas moleculares, uma vez que se ligam aasoyiroteinas, regulando sua
conformacdo, o transporte através da membrana ganelas e a atividade enzimatica
(CALABRESE et al., 2005).

Invertebrados terrestres, como diplépodos, estie es organismos mais apropriados

para avaliar os efeitos de substancias presenteslopuma vez que possuem contato direto
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com o contaminante (SOUZA et al.,, 2014). O intestmédio de diplépodos, além de
participar do processo de digestdo, atua como uamgeita, prevenindo que substancias
toxicas atinjam o resto do organismo, e como und@rge detoxicacdo de xenobidticos.
Assim, ele tem sido utilizado em testes de toxobédde solo para detectar alteracdes celulares
(FONTANETTI et al., 2015).

Neste contexto, o presente trabalho teve comoiwvbjgtvestigar a toxicidade de dois
metalo-inseticidas no intestino meédio do diplop&tonocricus padbergipor meio da analise

qualitativa e quantitativa da imunomarcacao deginets de estresse HSP70.

2. Materiais e métodos

2.1 Metalo-inseticidas

Os metalo-inseticidas utilizados no estudo, [Mg({§ken)(hesperitina)(H2Q)
(CHsCOO) [1] e [Mg(5-metil-phen)(hesperitina)f@),](CH3COO) [2], foram fornecidos
pelo Laboratério de Produtos Naturais da Univedaed@aederal de Sao Carlos, Brasil.

2.2 Bioensaios

Espécimens adultos d®. padbergiforam coletados manualmente na cidade de Rio
Claro (22°24'36"S; 47°33'36”"W), SP, Brasil. Em Baratério, apés um periodo de
aclimatacdo por 20 dias a 212°C, foram montados quatro bioensaios para cadaloneta
inseticida: um bioensaio controle com terra oriuddaocal de coleta dos animais e outros
trés bioensaios contendo terra do local de coleta o metalo-inseticida em diferentes
concentracdes (0.5mg/L; 1.0mg/L e 2.0mg/L). Em céi@ensaio foram expostos 10

individuos por periodos de 21 e 90 dias.

2.3 Disseccéo dos animais

ApoOs cada periodo de exposicao, trés animais de lo@génsaio foram anestesiados
com éter sulfurico e dissecados em solucéo fisicdogara a remogao do intestino médio. Em
seguida, por¢des do 6rgdo foram fixadas em paraldeido 4% para a aplicacdo da técnica.
Apoés a fixacdo de 24 horas, o material foi colocadotampéo fosfato de sodio pH 7,4 e

armazenado em frigorifico a 4°C.

2.4 Imuno-histoquimica do intestino médio
O material fixado foi desidratado em alcool gelad&5, 30, 50, 70, 85, 90, e 95%

durante 20 minutos cada banho. Em seguida, o raltericolocado em xilol + alcool por 20
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minutos e, em seguida, xilol por 20 minutos, seeshka Ultima etapa realizada duas vezes.
Apos este procedimento, foi feita a embebicdo dten@h em parafina liquida (Paraplast).
Trés trocas de 8 horas cada foram realizadas @uséo final foi feita em parafina ultra-pura
(Paraplast). Posteriormente, o material foi se@onem sec¢des de 6um com auxilio do
micrétomo; as secgdes foram entéo hidratadas éhréas em laminas.

Para a aplicacdo da técnica, foi seguido o protoediaptado proposto por Silva-
Zacarin et al. (2012). Para marcacdo da HSP70 fastilizados o anticorpo primario
(monoclonal anti heat shock protein 70 - HSP70 pzatb em camundongo, Sigma) e o
anticorpo secundario (anti mouse IgG moléculaa}eicoplado com fosfatase alcalina. Para
a revelacdo da imunomarcacédo foi utilizado o KitkaEnVision™ G|2 System/AP
Rabbit/Mouse (Permanent Red).

2.5 Andlises imuno-histoquimicas

Por meio do microscoépio de luz, todas as lamineasnioqualitativamente analisadas
nas objetivas de 10x, 20x e 40x; foi consideradocat®io positiva quando se observa uma
cor vermelho-rosada de intensidade maior ou memwioome a quantidade de proteinas da
familia HSP70 presente nas células e negativa gquadd se observa qualquer marcacéo
nesta coloragao.

Para complementar a analise qualitativa, imageggatitadas de todos os cortes
obtidas a partir de uma camera acoplada ao migasddzendo-se uso de programa proprio
para captura de imagens — Leica Qwin StandardByf@am transferidas ao programa Image
J. A partir dele, foi possivel calcular a porcestagde area imunomarcada intensamente em
relacéo a area total do material analisado em secizio histoldgica.

Os dados obtidos na avaliacdo quantitativa de tatlemento foram comparados aos
resultados obtidos para os individuos expostos @stende solo controle, por meio do teste

estatistico ndo-paramétrico Kruskal-Wallis, comOg08.

3. Resultados

3.1 [Mg(5-Cl-phen)(hesperitina)(H2eICH;COO) [1]

Apés 21 dias de exposicdo, 0s animais do grupo ralentapresentaram
imunomarcacao moderada, principalmente na regi@alago epitélio e nas células hepaticas.
Imunomarcacéo fraca foi observada na regido basapiélio e auséncia de imunomarcacao
na camada muscular, logo abaixo do epitélio. Namas expostos ao metalo-inseticida nas

trés concentracbes, a imunomarcacdo foi semelhaae observado no controle:
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imunomarcacdo moderada na regido apical do epikéliélulas hepéticas; fraca na regido
basal do epitélio e ausente na camada musculaacbelo com a andlise quantitativa, os
animais expostos as diferentes concentracfes apaem® porcentagem meédia de area
marcada semelhante ao controle (figura 1).

O grupo controle da exposicdo por 90 dias apresemtmnomarcacao igual ao
controle da exposicdo por 21 dias. Os animais dogog expostos as trés concentracdes
apresentaram maior intensidade de imunomarcacdndquaomparado ao controle. As
regides do intestino médio com maior intensidadeindenomarcacédo foram as ceélulas
hepaticas e a regido apical do epitélio. A and@jismtitativa revelou aumento estatisticamente
significativo de imunomarcacdo nas trés concengmcidstadas quando comparadas ao

controle (figura 2).

3.2 [Mg(5-metil-phen)(hesperitina)(B),](CH3sCOO) [2]

Os animais do grupo controle da exposi¢cao por @4 a@presentaram imunomarcacao
moderada na regido apical do epitélio e nas célugsticas; regido basal do epitélio e
camada muscular apresentaram imunomarcacao flauseate, respectivamente. Nos grupos
expostos ao metalo-inseticida, apenas os animaisrdzntracdo de 0,5 mg/mL apresentaram
imunomarcagao semelhante ao controle. Nas congéeade 1.0 e 2.0 mg/mL, houve
aumento na intensidade da imunomarcacao nas célefagicas e regido apical do epitélio.
De acordo com a andlise quantitativa, as concdigsade 1.0 e 2.0 mg/mL apresentaram
aumento estatisticamente significativo da porcestagle area marcada em relagdo ao
controle (figura 3).

Na exposicao por 90 dias, os animais do grupo alenapresentaram imunomarcacao
moderada na regido apical do epitélio e célulasiiegs, fraca na regido basal e ausente na
camada muscular. Os animais expostos ao metalteidsesofreram um pequeno aumento
na intensidade de imunomarcacgéao, principalmenteonaentracdo de 2.0 mg/mL. Porém, a
andlise quantitativa revelou que o aumento nasidmificativo em relacdo ao controle (figura
4).

4. Discusséao

Um grupo de 44 proteinas altamente conservadasanteadas em todos os seres
vivos esta relacionado com o estresse celular. ypogmais conhecido e estudado destas
proteinas sdo as proteinas de choque térmico (H&R®)ém conhecidas como chaperonas

moleculares. As chaperonas sé@o responsaveis potermanconformacgdo funcional das



Artigo 4 87

proteinas, como prevenir a formacdo de agregadoigus e desnaturacdo, até que as
condi¢cbes normais se estabilizem (HARTL et al.,2BENARROCH, 2011; EVANS et al.,
2010). Tal funcdo é extremamente necessaria emgd@sdnormais, porém, em condicdes de
estresse, quando aumenta a possibilidade de maiorfiamento de proteinas e outras
macromoléculas, a necessidade da presenca de @hapdorna-se ainda mais importante.
Nas ultimas duas décadas, devido a suas cardcesjsas proteinas de choque térmico,
principalmente as HSP70, tem sido consideradasarmbiomarcador de estresse (MORRIS
et al., 2013).

No presente estudo, todos os animais analisadesaaparam alguma intensidade de
imunomarcacdo. Os animais do grupo controle apt@sen imunomarcacdo moderada,
principalmente nas regifes do orgao relacionadgz@®esso de detoxicacdo do organismo.
Além de participar no estresse celular, as HSP&uymm diversas fun¢cées no metabolismo
celular, como auxiliar no dobramento de proteinasém-sintetizadas, no transporte de
proteinas e vesiculas, na formacao de dissociag&ordplexos e na degradacdo de proteinas
desnecessarias (FRYDMAN 2001; PRATT; TOFT, 2003\ et al., 2003; CHIANG et
al., 1989). Deste modo, espera-se que seja endanam todo o tecido, com diferentes
intensidades de marcagdes, como observado nosiamiangrupo controle.

Tanto nos animais do grupo controle quanto nos aBinexpostos aos metalo-
inseticidas, as maiores intensidades de imunom@ocdgram observadas nas células
hepaticas e epitélio. De acordo com Kohler et 809%), milipedes podem acumular e
metabolizar substancias toxicas nestas regidesghmismo e, assim, manté-las inertes no
organismo.

Em diplépodos, as células hepaticas estdo diretamelacionadas com o processo de
detoxicacdo, uma vez que podem acumular metaisresocompostos na forma de granulos
intracelulares para posterior excrecao (HUBERT 889D; 1979a; b); caso a quantidade das
substancias toxicas seja muito alta, as célulasmpaabfrer danos. Células hepaticas repletas
de granulos citoplasméticos foram observadas eod@stcom exposi¢cdo de diplopodos a
lodo de esgoto (GODOY; FONTANETTI, 2010; NOGAROL,ORTANETTI, 2010;
PEREZ; FONTANETTI, 2011) e trifluralina (MERLINI etl., 2012).

O epitélio do intestino médio é composto por ti@sst de células: principal, secretora
e regenerativa. As células principais e secrettaashém podem acumular substancias
toxicas. Neste caso, se a quantidade ultrapagsaixono suportado, pode haver liberacao de

vesiculas secretoras ou a célula em si pode s#ramente descartada para o lamen. Quando
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iSSo ocorre, ela é reposta pelas células regevasatis quais se encontram na base do epitélio
(FONTANETTI et al., 2015).

Como o aumento da expressdo das proteinas deseskst relacionado com a
presenca de substancias toxicas (ERATA et al., 20@5munomarcacdo observada nos
animais analisados esta relacionada com a funca@etdgicacao inerente ao intestino médio.
No epitélio, a regido apical, onde se encontraroésas absortivas e secretoras, foi a qual
apresentou maior intensidade de imunomarcacao.elida basal, onde se encontram as
células regenerativas, a imunomarcacao foi frasiasEcélulas, por serem consideradas
células tronco unipotentes (SOSINKA et al., 201ahda néo participam ativamente do
processo de detoxicacdo. A imunomarcacgao das pasteie estresse nas células absortivas é
mais um indicio de sua fungao citoprotetora, entgugoe as células regenerativas nao estéao
diretamente associadas a detoxicacao.

A localizacdo das HSP70 na regido apical do epitalinbém pode ser explicada pela
localizacdo das mitocdndrias no citoplasma. A eg#pical da célula possui muitas
mitocondrias devido a presenca das microvilosidadsponsaveis pela absorcéo e excrecéo
de materiais. De acordo com Gupta et al. (2010)H&®70 sdo encontradas e atuam
preferencialmente dentro desta organela, apedand®m serem encontradas em outras.

Apesar da presenca do flavondide hesperitina masuféds, os compostos analisados
podem aumentar a expressdao das HSP70, como ocmrealguns dos grupos expostos.
Hosokawa et al. (1990) foram os primeiros a redmtaque flavonoides tém a capacidade de
inibir a expresséo das proteinas de estressejridoltiSP70. Entre os flavonoides, a acdo da
guercetina sobre as proteinas de estresse é acomdiscida (HOSOKAWA et al., 1992;
BUDAGOVA et al., 2003; YANG et al., 2016). Estevitmoide € capaz de inibir a expressao
da proteina ao inibir a atividade transcricionalHf®F-1, o principal fator transcricional das
HSPs (POWERS; WORKMAN, 2007). Porém, o flavonoi@deingina, também extraido de
frutos citricos assim como a hesperitina, podezimdu expressdo de HSPs, como HSP72 e
HSP27 (SHARMA et al., 2011).

Uma vez que a hesperitina pode estar relacionana a@xpressdo das HSP70, o
magneésio, também presente na formula, atua comagemte citoprotetor. Killlea e Maier
(2008) observaram que células endoteliais supeiesegpm HSP70 na presenca de baixas
concentracbes de magnésio. De acordo com Birch keWwg000), o efeito protetor do
magneésio nas células é devido a inibicdo da sidegeoteinas de estresse.

Embora os compostos aqui testados ndo tenham duwlazxpressao das proteinas de

estresse em todas as concentracdes e periodopascdo, os dados obtidos demonstram
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gue 0os mesmos podem atuar como agentes protedop@@ 0Ss animais da espéfie
padbergi.Deste modo, apesar de ser um inseticida de origeanah, ele pode ser prejudicial

para a especie.
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Figura 1. Porcentagem de area do intestino médioRdepadbergiimunomarcada apos
exposicao por 21 dias ao metalo-inseticida [Mg(gka#n)(hesperitina)(H2G]) (CH3COO).
cn = grupo controle



Artigo 4 96

12,000
*T<
10,000 x *
8,000
(]
o
% 6,000
X
4,000
2,000
0 T T T 1
cn 0.5 1.0 2.0

mg/mL

Figura 2. Porcentagem de area do intestino médioRdepadbergiimunomarcada apos
exposicao por 90 dias ao metalo-inseticida [Mg(gka#n)(hesperitina)(H2G]) (CH3COO).
cn = grupo controle

*p > 0.05
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Figura 3. Porcentagem de area do intestino médioRdepadbergiimunomarcada apos
exposicdo por 21 dias ao metalo-inseticida [Mg(Hrpaen)(hesperitina)
(H20);](CH3COO). cn = grupo controle

*p > 0.05
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Figura 4. Porcentagem de area do intestino médioRdepadbergiimunomarcada apos
exposicdo por 90 dias ao metalo-inseticida [Mg(GHrpaen)(hesperitina)
(H20);](CH3COO). cn = grupo controle
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Resumo

O uso de invertebrados terrestres é fortementermedado por diversas organizacdes
internacionais a fim de avaliar o impacto de paE no solo. Entre estes organismos, 0s
mais indicados para estudos ecotoxicolégicos sathaeuas da espéciEisenia fetidae
enquitreideos da espédimchytraeus crypticudevido a sua relevancia ecoldgica. Testes de
reproducéo e mortalidade com enquitreideos e mashagespectivamente, foram realizados a
fim de analisar o possivel efeito toxico de um clexp metalico-inseticida. Os testes foram
realizados em Solo Artificial Tropical com seteetidntes concentracbes do complexo. O
complexo analisado é composto por um produto Hatufiavondide hesperitina, ligado a um
metal e apresenta acdo formicida. Os resultadasosbtiemostraram que o produto nao
apresenta toxicidade para minhocas, uma vez quebismaassa, sua mortalidade e sua
reproducdo nao foram afetadas. O teste de reprodiagé colémbolos revelou que apenas a
maior concentracao reduziu estatisticamente o mumerjuvenis. Para os enquitreideos foi
observado trés niveis de toxicidade, nula, médialta, sendo que as duas maiores

concentracdes testadas foram as que apresentaianresacdo no nimero de juvenis.
Palavras-chave: enquitreideos; minhocas; colémptaste de reproducao; formicida
1. Introducao

Pesticidas e outros agroquimicos tém sido amplamaiitzados em todo o mundo

devido seus beneficios para a producdo agricolasEsibstancias constituem uma das
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principais fontes de contaminacdo de organismosah@s, principalmente os terrestres, uma
vez que o solo representa o primeiro compartimamgxreber estas substancias (PEREIRA et
al., 2009).

Com o intuito de predizer os efeitos dos pesticitas comunidades de invertebrados
terrestres, as informacdes obtidas de estudosxécaltzgicos devem ser extrapoladas de um
pequeno subconjunto de espécies, uma vez que &simpba realizacéo de testes com grande
namero de espécies (FRAMPTON et al, 2006). Destedon algumas espécies
ecologicamente relevantes sdo recomendadas pasdizacdo dos testes. Na Europa, testes
com minhocasHiseniaspp) e enquitreideo&ichytraeuspp) sdo exigidos para a avaliacao
de risco de pesticidas, sobretudo para a proteg&ovdrtebrados terrestres (EPPO, 2003).

Minhocas sdo importantes macro-invertebrados de lséo frequentemente
utilizados para verificar o impacto de pesticid@CD, 1984). Elas representam mais de
80% da biomassa do solo e possuem importante fuagdldgica no ciclo de nutrientes
(YASMIN; SOUZA, 2010). Eisenia fetidaé a espécie padréo utilizada em estudos
ecotoxicolégicos de solo, pois pode ser facilmatiteentada com uma variedade de detritos
organicos e possui curto periodo de procriacao,(I998; OECD, 2004). Estes organismos
permitem a avaliagdo de varios parametros, comoodapao, fisiologia, morfologia e
comportamento (LEE et al., 2008), além de serzatla para a caracterizagdo das
propriedades de produtos quimicos (RIEPERT e2@09).

Anelideos terrestres do géndfachytraeusambém sdo ecologicamente relevantes,
uma vez que sao abundantes em muitos solos ond®eas sS40 escassas, a0 mesmo tempo
em que podem atingir alta densidade em solos dades&o muito encontradas. A vantagem
em sua utilizacdo esta no fato de serem de faciuseao e alimentacdo e por apresentarem
periodo de procriagdo menor em relacdo as minhatagl a 6 semanas e 12 semanas,
respectivamente (ISO 16387, 2003). A espétiealbidusé a indicada pelos protocolos
internacionais (ISO 16387, 2003; OECD 220, 2004p pa realizacdo dos testes, porém
também é sugerido o uso da espé&tiehytraeus crypticugor apresentar algumas vantagens,
como menor periodo de procriagao.

Assim como os anelideos, os colémbolos tém sidiazados como organismos testes
h& mais de 40 anos a fim de avaliar os efeitosedgqgidas e poluentes em organismos de solo
nao alvos. A espécie. candidaé a mais utilizadédFOUNTAIN; HOPKIN, 2005) devido a
padronizacao dos testes de fuga e reproducdo $6Ig1999), seu curto ciclo de vida e a

capacidade de reproducdo partenogenética, torna@xcelentes organismos para estudar
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diferentes parametros individuais e populacionaism eum Unico experimento
(CROMMENTUIJN, et al. 1993).

O composto a ser avaliado trata-se de um complexoetal inorganico ligado a um
produto natural, a flavonona hesperitina. Sua fdagéo, Mg6[Mg(5-metil-phen)
(hesperitina) (KHO),](CH3COO), é capaz de atuar como inseticida para fosnigatadeiras
guando adicionada as iscas. Os endai@s/o com insetos pragas realizados com este sistema
metalo-inseticida apresentaram tempo de acdo aetaydsemelhante ao tempo de acéo do
inseticida comercial sulfluramida (OLIVEIRA, 2012p, qual teve sua comercializacdo
proibida pela Convencédo de Estocolmo, realizad2@ps.

Deste modo, 0 objetivo deste estudo é contribuin dados ecotoxicolégicos acerca
deste novo complexo metalico-inseticida, utilizarmdoespéciek. crypticus E. fetidae F.

candidacomo organismos testes para a realizacéo de testeproducao e mortalidade.

2.Materiais e Métodos

2.1 Metalo-inseticidas

O metalo-inseticida utilizado no estudo, Mg(5-mptien)(hesperitina)(}0),]
(CH3COO), foi fornecido pelo Laboratério de Produtogudais da Universidade Federal de
Séo Carlos, Brasil.

2.1 Material Bioldgico

Os animais utilizados foram obtidos no Laborat@goEcologia e Ecotoxicologia de
Solos da Universidade de Coimbra, Portugal. A caltleE. cryptusfoi mantida em placas
de Petri preenchidas com agar, mantidas a 22°ithergadas com farelo de aveia até o inicio
dos testes. Os colémbolos foram mantidos a 259 nerdados com fermento. As minhocas

foram mantidas como descrito por Natal-da-Luz e{24108).

2.2 Testes ecotoxicolégicos

2.2.1 Solo

Solo Tropical Artificial a 5% (SAT 5%), compostorptb% de areia, 20% de caulino
e 5% de fibra de c6co foi preparado e misturadas @iberentes concentragdes do composto.
Os controles foram preparados com SAT + agua ddatié SAT + solvente (acetona), uma
vez que o composto foi adicionado a solvente pagtnon diluicio. Uma solucdo méae foi

preparada a fim de distribui-la no solo na segusérge de concentragbes: 0,175; 0,35; 0,7;



Artigo 5 102

1,4;2,8;5,6 e 11,2 mg/kg. Apds a mistura da saugae nas diferentes concentragdes com o
solo, 0 mesmo permaneceu por 12 horas na capel@yaporacéo do solvente.

2.2.2 Teste cort. fetida

Os testes foram baseados no ISO 11268-2. Cincizagpara cada tratamento foram
preparadas; cada uma consistia em uma embalagewiricih plastica (4 cm de diametro e 6
cm de altura) com 200g de solo controles (SAT +addsAT + solvente) e solo com
diferentes concentracdes do composto, como merdnona item 2.2.1. Dez individuos
adultos, previamente aclimatados no solo a seradid no experimento, foram inoculados
em cada réplica. A umidade do solo foi previamaijtistada para 50% de sua capacidade
maxima de armazenamento de agua. O teste foiadalem BOD a 25°C e os animais foram
alimentados com esterco orgéanico no inicio do exymo e apds 14 dias. Apos 28 dias de
exposicao, as minhocas foram retiradas do soladksrem agua destilada, secas, pesadas e a
mortalidade foi determinada. Apos 8 semanas, falizada a contagem dos juvenis. Para tal,
as embalagens plasticas foram colcadas em banha-a@®°C para fazer os juvenis subirem
a superficie. A normalidade foi calculada e a &dteh para determinar diferencas entre os

pesos iniciais e finais foi realizada pelo testg & 0,05).

2.2.3 Teste cork. cryptus

Os procedimentos adotados no teste de reproducam fobaseados no ISO 16387.
Oito réplicas para os controles e cinco réplicas @& exposicdes foram preparadas em
frascos cilindricos de vidro (5 cm de diametro €n® de altura) com 20g de SAT 5%
contendo diferentes concentragdes do metalo-indatec ser testado. Dez individuos adultos
com clitelos bem desenvolvidos e visiveis forantriisidos nos frascos, os quais foram
mantidos em BOD a 25°C durante o experimento. Apragamente 15mg de farelo de aveia
foram colocados em cada frasco como alimento ruoimio teste. Os frascos foram abertos
uma vez por semana para permitir aeracao, ajustanidade adicionando agua destilada e
adicionar mais comida, se necessario. Apds 28 diascada frasco, foi adicionado etanol
96% até uma altura de 4 cm e adicionado 200-30dgqutermelho de Bengala (solucdo 1%
de etanol). Os frascos foram suavemente agitadm®os, 12 horas, foram peneirados em uma
malha de 0,106 mm com &gua de torneira. O maferiinsferido para placas de 24 pocos a
fim de contar os juvenis com ajuda de uma lupaakdacéo do teste assumiu um namero de
juvenis maiores de 25 por frasco e um coeficierteatiacdo menor de 50% entre as réplicas.

A normalidade foi calculada e a estatistica redizaelo teste-T (p<0,05).
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2.2.4 Teste corf. candida

Os procedimentos adotados no teste de reproducadm fbaseados no ISO 16387
(ISO 1999). Cinco réplicas para cada concentragéent preparadas utilizando frascos de
vidro (4 cm de diametro e 7 cm de altura) com 2degSAT 5% contendo diferentes
concentragdes do metalo-inseticida a ser testaetp cbBiémbolos foram distribuidos em cada
frasco e 2 mg de fermento foi adicionado como falet@limento. Apds 28 dias de exposicgéo,
0 conteudo de cada frasco foi transferido paraoquite, onde foi adicionado agua e 3 gotas
de tinta azul. O conteudo foi misturado para quéndsriduos flutuassem na superficie da
agua e fossem fotografados e contados. A normdaiftziccalculada e a estatistica realizada
pelo teste-T (p<0,05).

3. Resultados

O critério de validacdo do teste de mortalidade ocoimhocas foi atingido, uma vez
gue nenhuma morte foi observada nos controlesmAsseimo nos controles, os tratamentos
expostos ao metalo-inseticida também nao apresemtaenhuma morte. As minhocas néo
apresentaram reducdo no peso corporeo apos oa&leiexposicao (figura 1). Apds oito
semanas de exposi¢cao, ndo foi observada redugdificsiiva no numero de juvenis, embora
as maiores concentragdes terem apresentado reelncédacao ao controle (figura 2).

Para o teste de reproducdo cdm cryptus o critério de validacdo também foi
atingido. Nao houve diferenca significativa no néonge juvenis entre o controle com agua e
o controle com solvente. Observou-se diminuicdonaimero de juvenis nos tratamentos
expostos ao metalo-inseticida, sendo que as matoreentracdes foram as que apresentaram
menores numeros de descentes. Diferenca signiticki observada a partir da concentracéo
0,7 mg/kg quando comparada com os dois controtgnpa concentracdo 0,175 mg/kg, a
menor testada, foi estatisticamente significativarelacéo ao controle com agua (figura 3).

De acordo com o teste de reproducéo com o coléntzoéspéci€. candida todas as
concentragdes apresentaram diminuicdo no numerjudesis em relagdo ao controle, porém

apenas a maior concentracao, 11,2 mg/kg, foi estatmente significativa (figura 4).

4. Discusséao

De acordo com Shi et al. (2007), a mortalidade gadmetro mais frequente na
avaliacdo da toxicidade de substancias toxicas @rhavas e pode ser utilizada como um
parametro confiavel de poluicdo ambiental. Os datkste estudo sugerem que o metalo-

inseticida analisado, mesmo nas maiores concee8ag@o apresenta efeito letal sobre a
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espécieE. fetida A falta de toxicidade pode ser explicada pelasgmea do flavondide
hesperitina na formulacdo, conhecido por possuitefrotetor contra varias substancias
quimicas (IRANSHANI et al., 2015).

Testes de mortalidade com os pesticidas carb&oihidfés e ciflutrin (MOSTERT et
al., 2000) e com o extrato da platpodytes dimidiatd BRACKENBURY; APPLETON,
1997) também néo apresentaram toxicidade letal paspécie. No entanto, nem todos os
compostos de origem natural, como o complexo neet@qui analisado, sdo seguros para a
espécie. Produtos derivados da pl&aanellia oleiferaricos em saponina®m a capacidade
de aumentar sua mortalidade (POTTER et al., 2009).

Segundo Mostert et al. (2000; 2002), o tempo empartamento tem influéncia no
efeito de inseticidas sobre a mortalidade de miaslotbma exposicdo de 24 horas nédo é
indicada para obter dados confiaveis de mortalidageartir de 7 dias de exposicao, os dados
passam a indicar resultados mais precisos, poré&ugérido um minimo de 21 dias de
exposicdo para obter resultados confiaveis. Engdelao comportamento, quanto mais ativa
estiverem, maior a probabilidade de entrarem entatmrmom o0 contaminante. No teste aqui
realizado, 0s organismos permaneceram ativos a@utadb experimento, uma vez que foi
necessario repor o alimento nos periodos determénad

Em minhocas, a reducdo do peso corporal pode esfacionada com o
comportamento de alimentacdo ou com alteracoeddiggcas. Capowiez e Berard (2006) e
Gomez-Eyles et al. (2009) observaram que as mish@salviam menos o solo na presenca
do agrotéxico imidacloprido, o que sugere uma dingi&o no habito alimentar. De acordo
com Luo et al. (1999), o imidacloprido também époesével por reduzir a atividade da
enzima celulase eif. fetida,ocasionando perda de peso, uma vez que a redugiividade
da enzima compromete a eficiéncia alimentar do risga. Como nos resultados aqui
apresentados, a falta de letalidade e perda detpedg®m foi observada por NRA (2001) e
Mostert et al. (2002) em minhocas expostas aosi¢rdas fipronil e tiametoxam.

Nos testes de reproducdo, o solvente onde foiddilld metalo-inseticida néo
apresentou toxicidade para os animais, uma vez oqueimero de juvenis ndo diferiu
estatisticamente dos controles onde foi adiciorsaglea destilada. Deste modo, a toxicidade
encontrada nas exposicdes é derivada exclusivardenteetalo-inseticida analisado. Para os
enquitreideos, os resultados demonstram que o o¥iatadticida possui trés niveis de
toxicidade para a espécie, nula, média e alta. &sones concentracoes, 0,175 mg/kg e 0,35
mg/kg, ndo afetaram sua reproducao; a partir deerdracao 0,7 mg/kg, o numero de juvenis

foi estatisticamente menor em relagdo aos confreslo que as concentragdes 0,7 mg/kg,
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1,4 mg/kg e 2,8 mg/kg apresentaram comportamemlbantes, com numero de juvenis
parecidos entre si; as duas maiores concentrabf@sng/kg e 11,2 mg/kg, foram as que
apresentaram maior reducao no numero de juvep@@nto, com maior toxicidade.

Efeitos diretos dos pesticidas em enquitreideosrecn principalmente, através da
absorcdo da substancia por meio da agua presemsi@ndsto implica que substancias com
alta solubilidade entrem em maior contato com amais (DEZI et al., 2013). Mesmo o
composto analisado ndo possuindo alta solubilidade agua, os resultados obtidos
demonstraram que ele € responsavel por afetarradig@o a partir da concentracédo 0,7
mg/kg. Porém, além da absor¢do, os enquitreidenbéta podem entrar em contato com
substancias possivelmente toxicas a partir da iadge solo (DEZI et al., 2013).

O processo de absorcdo de substancias em minhecagigreideos sdo semelhantes,
através de difusdo passiva através da pele ou gistao (STYRISHAVE et al., 2008).
Apesar disso, 0 metalo-inseticida ndo afetou aotkméao das minhocas em nenhuma das
concentracdes testadas. Em estudo conduzido paniiYas D'Souza (2007), o pesticida
glifosato também nao afetou significativamente graducdo das minhocas. Porém, assim
como no teste com enquitreideos, foi possivel @reque as maiores concentracdes testadas
diminuiu o nimero de juvenis gerados pelas minhocas

A reproducédo dos colémbolos foi afetada signifiGatiente apenas pela concentragao
mais alta, corroborando os resultados encontrados E& crypticuse E. fetidg onde as
maiores concentracdes foram as que mais afetar@preducéo. Embora seja esperado que
artropodos sejam mais sensiveis a inseticidaseqadtados aqui encontrados sugerem uma
maior sensibilidade dos enquitreideos, seguidaspa@mbolos e pelas minhocas. De acordo
com Frampton et al. (2006), colémbolos sdo maissigeis em relacdo as minhocas,
principalmente quando expostos a biocidas, herlmcifiingicidas e inseticidas.

Levando em consideracdo os testes de reproduciizades com as trés espécies de
invertebrados de solo, sugerimos que o matalotdatanalisado é uma opc¢ao mais segura
para aplicacdo no solo e controle de formigas-deitas. Os resultados sugerem que apenas
as maiores concentracfes apresentam efeito sajiufic principalmente para enquitréideos.
Para colémbolos, apenas a maior concentracdo fdca{d enquanto que nenhuma

concentracdo afetou os parametros analisados panabocas.
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Figura 1. Peso médio das minhocas por tratamento, no idi&ciexposicao (t = 0) e apos 28
dias (t = 28). C0O agua e CO solvente = controlds=®,175 mg/kg; C2 = 0,35 mg/kg; C3 =
0,7 mg/kg; C4 = 1,4 mg/kg; C5 = 2,8 mg/kg; C6 =®m@g'kg; C7 = 11,2 mg/kg
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Figura 2. Numero total de juvenis de. fetidagerados apos oito semanas de exposi¢cdo a
diferentes concentracbes do metalo-inseticida Mgg€l-phen)(hesperitina)(D);]
(CH3COO). CO agua e CO solvente = controles; C1 = Orighkg; C2 = 0,35 mg/kg; C3 =
0,7 mg/kg; C4 = 1,4 mg/kg; C5 = 2,8 mg/kg; C6 =@m@/kg; C7 = 11,2 mg/kg
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Figura 3. Numero total de juvenis de. crypticusgerados apds 4 semanas de exposi¢do a
diferentes concentracbes do metalo-inseticida Mgg€l-phen)(hesperitina)(D);]
(CH3COO). CO agua e CO solvente = controles; C1 = Orighkg; C2 = 0,35 mg/kg; C3 =
0,7 mg/kg; C4 = 1,4 mg/kg; C5 = 2,8 mg/kg; C6 =@m@/kg; C7 = 11,2 mg/kg

1: numero de juvenis significantes menores em &@elap controle com agua.

2: niamero de juvenis significantes menores em aelap controle com solvente.
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Figura 4. Numero total de juvenis de candidagerados apos quatro semanas de exposicao a
diferentes concentracbes do metalo-inseticida Mgg€sl-phen)(hesperitina)(d);]
(CH3COO). CO agua e CO solvente = controles; C1 = Orighkg; C2 = 0,35 mg/kg; C3 =
0,7 mg/kg; C4 = 1,4 mg/kg; C5 = 2,8 mg/kg; C6 =@m@/kg; C7 = 11,2 mg/kg

1: numero de juvenis significantes menores em d@elap controle com agua.

2: niamero de juvenis significantes menores em aelap controle com solvente.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A demanda de alimento pela crescente populagao rraurfee com que o uso de
agrotoxicos na agricultura, com o intuito de aurmesua producao, seja inevitavel. Apos
décadas de uso descontrolado destas substanciasipgdmente a partir da 1l Guerra
Mundial, hoje sabe-se que elas sdo capazes deziredeitos adversos no meio ambiente,
principalmente em organismos ndo alvos, sejam kbeosbaquéticos. Nos ultimos anos, esta
questdo surgiu como uma das principais pautas rmgndio empenho em proteger a
biodiversidade do planeta.

Conferéncias internacionais, como as ConvencoeRaderda e de Estocolmo, tém
ocorrido periodicamente para que governos possascutiti e implementar tratados
internacionais sobre a utilizacdo de substanciaga® na agricultura. Diferentemente da
Convencao de Roterdd, a Convencédo de Estocolmatpoder de proibir a utilizacdo de
agrotoxicos, como ocorreu com o formicida sulfluigen amplamente utilizado no combate
as formigas cortadeiras.

Como uma alternativa ao seu uso, os metalo-indascaqui testados, compostos por
um produto natural ligado a um metal inorganicosspem alta eficacia no controle de
formigas. Por ser um produto novo, € recomendave tgstes ecotoxicoldgicos, com
diferentes espécies, sejam desenvolvidos a fim idénizar os possiveis efeitos adversos
causados ao ambiente. Neste sentido, o presentiadilizou cinco espécies de organismos
bioindicadores e diferentes parametros para avaleeotoxicidade de duas formulagcbes do
metalo-inseticida para organismos nao alvos.

Andlises toxicogenéticas foram realizadas com @sagcies de vegetais superiores,
A. cepae T. pallida. A partir da observacdo de seu material genétidmesado alteracbes
cromossOmicas e inducdo de microndcleos, € posdeterminar se a substancia tem a
capacidade de interagir e modificar o DNA.

Nos testes realizados coln cepafoi observado que o metalo-inseticida com férmula
[Mg(5-metil-phen)(hesperetina){B®),](CH3;COO) apresentou maior toxicidade, uma vez que
foi responsavel por induzir citotoxicidade e abgies cromossOmicas nas concentraces de
0,5 mg/L e 1,0 mg/L. Apesar da outra formulacaoinduzido instabilidade cromossémica,
evidenciada pela presenca de micronucleos, eldandiepassada para as células filhag,(F
nao caracterizando, portanto, mutagenicidade. Pathor compreensao dos dados obtidos,
um dos componentes da formula que apresentou rimidade foi analisado de acordo

com 0s mesmos parametros. De acordo com os ressitedte componente pode estar
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relacionado com a toxicidade do produto, uma vee @le induziu citotoxicidade e
genotoxicidade.

A exposicéo del. pallida aos metalo-inseticidas revelou que nenhum dos dais,
nenhuma concentracdo analisada, induziu a form@ganicronucleos nas tétrades. Porém, a
frequéncia de micronucleos encontrada nas plantgsstas ao [Mg(5-metil-phen)
(hesperitina)(KHO),]J(CH3COO) foi maior que nas expostas ao [Mg(5-Cl-phen)
(hesperitina)(H2Q)(CH3COO). Assim como no teste cofn cepa,o teste conil. pallida
indicou maior toxicidade do metalo-inseticida [Mg(etil-phen)(hesperitina)(#D),]
(CH5COO0).

O uso dos bioindicadores vegetais utilizados jiplamente conhecido por fornecer
otimos resultados nas analises de toxicidade dwedifes substancias, como o observado
neste estudo. E indicada a utilizagcio de mais deaspécie na realizacéo dos testes, pois elas
podem apresentar sensibilidades diferentes a sulistéestada. Apesar dos resultados aqui
encontrados tenham sido semelhantes para as do@sess a espécif. cepaapresentou
maior sensibilidade.

A morfologia pode ser utilizada como uma ferramemia estudos ecotoxicolégicos
por indicar niveis subcelulares de toxicidade sinasajudar a prever efeitos negativos antes
gue parametros comportamentais sejam afetadosidises morfolégicas do intestino médio
de diplopodos tém mostrado 6timos resultados rEsgtecto.

Estes animais estdo em contato direto com o sglorggnto, sdo um dos primeiros a
serem atingidos por substancias toxicas lancadas @emo ingerem solo para conseguir
alimento, o intestino médio, local de absorcao uteentes, torna-se a primeira barreira entre
as substancias toxicas e o resto do organismoe Desdio, este 6rgdo apresenta processos de
detoxicacao a fim de impedir que as substanciasgalhem pelo corpo do animal. Por meio
da histologia, histoquimica e imunohistoquimica,poscessos de detoxicacdo podem ser
avaliados com o intuito de analisar possiveis @fdibxicos de substancias.

Os testes histoldgicos e histoquimicos realizados as metalo-inseticidas revelaram
auséncia de alteracdes morfologicas no intestindion&ugerindo que sado seguros para a
espécie. Algumas alteracbes condizentes com o gsoae detoxicacdo foram visualizadas,
mas nao foram estatisticamente significativas qoat@mparadas ao controle. Entre estas
alteracdes encontram-se aumento de granulos atoptecos, de liberagdo de vesiculas de
secrecao, maior presenca de hemaocitos e de pantesodvacao epitelial.

De acordo com o teste de imunohistoquimica, diglopoexpressam proteinas de

estresse no intestino médio mesmo em condi¢cSesamroomo observado no controle. Este
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fato, porém, é esperado, uma vez que as proteégnastbsse possuem varias outras fungdes
celulares. Diferentemente do observado pelas asaliEstolégicas e histoquimicas, a
deteccdo de HSP70 revelou que os metalo-insetigiddem ser toxicos, principalmente o
[Mg(5-Cl-phen)(hesperitina) (30),;](CH3sCOO).

Para a realizacdo de testes a fim de analisarieidagde para organismos de solo,
entidades internacionais recomendam a utilizacdespécies de minhocas e enquitreideos,
invertebrados terrestres com grande relevanciaegical, os quais possuem metodologias de
exposicao e analise padronizadas. Portanto, nestdoeas espécids fetida,E. crypticuse
F. candidaforam utilizadas a fim de determinar a toxicidade rdetalo-inseticida [Mg(5-
metil-phen)(hesperitina)(#D),](CH3;COO).

Os dados obtidos por meio dos parametros avaliaddeste com as minhocas (peso
corporeo, mortalidade e reproducdo) ndo revelaaatitlade para a espécie. O teste de
reproducdo realizado com enquitreideos revelou ajueetalo-inseticida nao interfere na
reproducdo em baixas concentragfes, porém € capazdiizir a geracdo de juvenis,
principalmente nas maiores concentracfes. Os aesglt do teste de reproducdo com
colémbolos corroboram os resultados encontradagsie com enquitreideos, uma vez que
apenas a concentracdo mais alta alterou signiferagnte sua reproducéo.

Apesar dos metalo-inseticidas nao terem apresentlth toxicidade quando
comparados a agrotoxicos que sdo reconhecidamenieos a organismos nao alvos nem
toxicidade para todos os bioindicadores testadesesultados aqui apresentados sugerem
cautela na sua aplicacdo. Observou-se, ainda, ifprerdes espécies e parametros possuem
diferentes respostas aos metalo-inseticidas testagdmlenciando a necessidade da realizacao

de ensaios com espécies distintas.
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7. CONCLUSAO
A partir dos resultados apresentados, conclui-se qu

* A utilizagcdo de diferentes organismos testes fgpartante para a avaliacdo do
potencial téxico dos metalo-inseticidas testados.

* Os bioindicadores vegetai8, cepae T. pallida foram eficientes na avaliacdo do
potencial toxico, citotdxico, genotoxico e mutagénidos metalo-inseticidas testados.
A espécie A. cepa mostrou-se mais sensivel e revelou que [Mg(5-metil-
phen)(hesperitina) #D),](CH3COO) apresenta maior toxicidade.

» As analises morfologicas do intestino médio dedfiptios revelaram que os metalo-
inseticidas ndo sdo capazes de induzir alteracéste rorgdo, sugerindo que sua
aplicacdo é segura para a espécie. Porém, a adabsproteinas de estresse sugere
gue os metalo-inseticidas podem influenciar na lostase celular, uma vez que
induzem maior expressao de HSP70.

* As minhocas néo sdo afetadas pelo metalo-insetjbdgs-metil-phen)(hesperitina)
(H20),](CH3COO), uma vez que os parametros analisados, reg@odmortalidade e
peso corpéreo, nao foram alterados.

* Os testes de reproducdo com enquitreideos e colésnlmvelaram que as maiores
concentracbes podem interferir na geracdo de jawgstas espécies, principalmente
para enquitreideos.

» De acordo com os testes de reproducdo, a espédseseansivel foiE. crypticus
seguida d&. candidae E. fetida.

* O metalo-inseticida [Mg(5-metil-phen)(hesperititd)D),](CH3COO) apresenta
maior potencial toxico quando comparado ao metaeticida [Mg(5-Cl-
phen)(hesperitina)(3D),](CH3COO), portanto recomenda-se cautela na sua aphicaca
Apesar disso, eles podem ser uma alternativa negigrd no combate as formigas
cortadeiras, principalmente se comparado a outoomsididas reconhecidamente

toxicos.
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