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RESUMO

O pesticida sulfentrazone € amplamente utilizado na agricultura para o controle pré e
pos-emergente e pos-plantio de plantas daninhas que possam prejudicar a producédo agricola.
Esse herbicida pertence ao grupo das Aril Triazolonas, tendo como mecanismo de agdo a
inibicdo da enzima protoporfirinogénio oxidase (Ppox). Ao inibir essa enzima ele leva ao
acumulo de intermediarios, que ao serem expostos a luz solar, geram espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) levando a um dano celular, posteriormente
morte da célula e do organismo. Essas espécies reativas também sdo produzidas no
metabolismo humano e existem enzimas especializadas em metabolizéa-las para evitar danos
celulares. Embora ocorra esse sistema de reparo, quando o0 organismo humano é exposto a
certas moléculas endoégenas e exdgenas, como metais pesados e pesticidas, pode haver uma
superproducdo das ROS, causando danos celulares. Esses danos s@o indicados como possiveis
causadores de doencas neurodegenerativas como a doenca de Parkinson e a doenca de
Alzheimer. Para avaliar a neurotoxicidade do sulfentrazone, foi utilizado o modelo
experimental de Drosophila melanogaster, sendo realizados testes locomotores e enziméaticos
para a expressao dos efeitos causados por sulfentrazone em sua formulacdo comercial (Boral
500SC®). Através da taxa de sobrevivéncia das moscas frente a diferentes concentracdes do
pesticida (0,1; 0,5 e 1 mM), foi constatado que o pesticida possui uma toxicidade elevada,
levando quase a morte total das moscas apds quatro dias de exposicdo. Com os resultados da
Geotaxia negativa e dosagem da dopamina, foi possivel observar que o sulfentrazone induziu
déficit locomotor bem como deplecdo dos niveis de dopamina. A andlise dos marcadores
oxidativos (dosagem de ROS e TBARS) ndo mostraram resultados significativos, deixando
em aberto como o herbicida induz diminuicdo dopaminérgica nas moscas tratadas. Através
desse estudo ficou claro que o sulfentrazone induz neurotoxicidade em D. melanogaster, mas
0 mecanismo de neurotoxicidade desse herbicida ainda ndo estd completamente elucidado.

Palavras-chave: Deplecdo dopaminérgica. Estresse oxidativo. Herbicida. Sulfentrazone.
Drosophila melanogaster.



ABSTRACT

The sulfentrazone pesticide is widely used in agriculture for pre and post-emerging
control and post-planting control of weeds that could adversely affect agricultural production.
This herbicide belongs to the group of Aryl Triazolones, having as mechanism of action the
inhibition of the enzyme Protoporphyrinogen oxidase (Ppox). By inhibiting this enzyme it
leads to the accumulation of intermediates, which, when exposed to sunlight, generate
reactive oxygen species (ROS) leading to cellular damage, later death of the cell and
organism. These reactive species are also produced in human metabolism and there are
enzymes specialized in metabolizing them to prevent cell damage. Although this repair
system occurs, when the human organism is exposed to certain endogenous and exogenous
molecules, such as heavy metals and pesticides, there may be an overproduction of ROS,
causing cellular damage. These damages are indicated as possible causes of
neurodegenerative diseases such as Parkinson's disease and Alzheimer's disease. To evaluate
the neurotoxicity of sulfentrazone, the experimental model of Drosophila melanogaster was
used, and locomotor and enzymatic tests were performed to express the effects caused by
sulfentrazone in its commercial formulation (Boral 500SC®). Through the survival rate of
flies exposed to different concentrations of the pesticide (0.1, 0.5 and 1 mM), it was found
that the pesticide has a high toxicity, leading to almost total death of the flies after four days
of exposure. With the results of negative Geotaxia and dosage of dopamine, it was possible to
note that sulfentrazone induced locomotor deficit as well as depletion of dopamine levels. The
analysis of oxidative markers (dosing of ROS and TBARS) did not show significant results,
leaving open as the herbicide induces dopaminergic decrease in the treated flies. Through this
study it became clear that sulfentrazone induces neurotoxicity in D. melanogaster, but the
mechanism of neurotoxicity of this herbicide is not yet fully elucidated.

Keywords: Dopaminergic depletion. Oxidative stress. Herbicide. Sulfentrazone.
Drosophila melanogaster.
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Artigo a ser submetido a revista NeuroToxicology.

Avaliacgdo da toxicidade do herbicida sulfentrazone (Boral 500SC®) em
Drosophila melanogaster’

Resumo: O pesticida sulfentrazone € amplamente utilizado na agricultura para o
controle pré e pos-emergente e pos-plantio de plantas daninhas que possam prejudicar a
producdo agricola. Esse herbicida pertence ao grupo das Aril Triazolonas, tendo como
mecanismo de a¢do a inibi¢do da enzima protoporfirinogénio oxidase (Ppox). Ao inibir essa
enzima ele leva ao acumulo de intermediarios, que ao serem expostos a luz solar, geram
espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) levando a um dano
celular, posteriormente morte da célula e do organismo. Essas espécies reativas também séo
produzidas no metabolismo humano e existem enzimas especializadas em metaboliza-las para
evitar danos celulares. Embora ocorra esse sistema de reparo, quando o organismo humano é
exposto a certas moléculas enddgenas e exdgenas, como metais pesados e pesticidas, pode
haver uma superproducdo das ROS, causando danos celulares. Esses danos sao indicados
como possiveis causadores de doencas neurodegenerativas como a doenca de Parkinson e a
doenca de Alzheimer. Para avaliar a neurotoxicidade do sulfentrazone, foi utilizado o modelo
experimental de Drosophila melanogaster, sendo realizados testes locomotores e enziméaticos
para a expressao dos efeitos causados por sulfentrazone em sua formulacdo comercial (Boral
500SC®). Através da taxa de sobrevivéncia das moscas frente a diferentes concentracdes do
pesticida (0,1; 0,5 e 1 mM), foi constatado que o pesticida possui uma toxicidade elevada,
levando quase a morte total das moscas apds quatro dias de exposicdo. Com os resultados da
Geotaxia negativa e dosagem da dopamina, foi possivel observar que o sulfentrazone induziu
déficit locomotor bem como deplecdo dos niveis de dopamina. A andlise dos marcadores
oxidativos (dosagem de ROS e TBARS) ndo mostraram resultados significativos, deixando
em aberto como o herbicida induz diminui¢cdo dopaminérgica nas moscas tratadas. Através
desse estudo ficou claro que o sulfentrazone induz neurotoxicidade em D. melanogaster, mas
0 mecanismo de neurotoxicidade desse herbicida ainda ndo estd completamente elucidado.

Palavras-chave: Deplecdo dopaminérgica. Estresse oxidativo. Herbicida. Sulfentrazone.
Drosophila melanogaster.

1. INTRODUCAO

O pesticida sulfentrazone (N-[2,4-dichloro-5-[4-(difluoromethyl)-4,5-dihydro-3methyl-
5-0x0-1H-1,2,4-triazol-1-iljmethanesulfonamide) (Figura 1), do grupo quimico das Aril
Triazolonas (LEUNG et al., 1991), é amplamente utilizado na agricultura mundial para o
controle pré e pos-emergente ou poés-plantio de plantas daninhas, tanto mono quanto
dicotiledéneas (ROSSI et al., 2005). E aplicado em diversas culturas, como no cultivo de soja,
fumo, citros, café e abacaxi. A dosagem utilizada do pesticida varia entre as culturas, de 0,8 a
1,2 litros do produto comercial por hectare (FMC, 2015). Em uma das suas formulacgdes
comerciais ele possui uma concentragdo de 500 g L™ (Boral 500SC) em forma de suspensdo

concentrada. Ao ser aplicado nas lavouras, o sulfentrazone possui grande capacidade de ser

Ap6s as consideracdes da banca, o artigo seré traduzido para o inglés e revisado, conforme normas da revista.



lixiviado pelas 4guas da chuva a rios, agudes ou lagos, tendo uma meia vida de 110-280 dias e
classificagdo ambiental Classe 11: Altamente Toxico (PARAIBA et al., 2003; MARTINEZ et
al., 2008).
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Figura 1: Estrutura quimica do sulfentrazone (Sigma-Aldrich)

De acordo com Castro e colaboradores (2007), filhotes de ratos ao serem expostos pré-
natalmente ao pesticida sulfentrazone, tem seu desenvolvimento neuromotor retardado,
mostrando que este herbicida possui efeitos sobre o desenvolvimento neuroldgico. Outros
resultados sobre os efeitos do sulfentrazone mostram que ele pode causar estresse oxidativo
em girinos expostos, somado a com desregulacdo das defesas antioxidantes causadas pelo
aumento da temperatura ambiental, isso mostra que, dependendo das condi¢des ambientais, o
sulfentrazone tem efeito toxico, com producdo excessiva de ROS (FREITAS et al., 2017).

Esse composto tem como mecanismo de acdo, nas plantas, a inibicdo da
Protoporfirinogénio oxidase (Ppox) fazendo com que ocorra a acumulacdo, no interior das
celulas, de intermediarios da formacgdo da porfirina IX (GRICHAR et al., 2006). Os
intermediarios acumulados, na presenca de luz e oxigénio, iniciam processos de formagao de
espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species), que sdo responsaveis
pela peroxidacdo dos lipidios da membrana celular, causando a morte da célula e
extravazamento do citoplasma para o meio extracelular (FERREIRA et al., 2005).

No metabolismo animal, o aparecimento de ROS € um processo comum do
metabolismo do oxigénio, tendo enzimas responsaveis por livrar o organismo de possiveis
danos que essas espécies poderdo causar ao organismo. Algumas moléculas exdgenas, metais
pesados e pesticidas, podem levar a uma superproducdo de ROS, ocasionando estresse
oxidativo, que gera danos aos constituintes celulares. Esses danos podem afetar a viabilidade
celular, chegando até a morte das células afetadas (BERLETT e STADTMAN, 1997). Os
ROS podem acarretar genotoxicidade, que leva a mutagGes e deficiéncias na duplicacdo
celular, como no caso do sulfentrazone, onde um estudo utilizando Allium cepa, com
concentracdes de 0.06, 0.6 e 1.2 g L™, mostrou o seu efeito téxico ao DNA (BIANCHI et al.,
2016). Estudos relacionam a producdo excessiva de ROS com manifestacdo de algumas

doengas neurodegenerativas, pois Castro e colaboradores (2007) afirmam que o Sistema



Nervoso Central (SNC) pode ser afetado mais facilmente por compostos toxicos e pelo
estresse oxidativo do que outras areas do corpo. Isso fica explicito na doenca de Parkinson
(PD) e a doenga de Alzheimer (AD), uma vez que as mesmas ocorrerem devido ao ataque aos
neurdnios pelo estresse oxidativo levando a morte das células no SNC (JENNER, 2003;
MARKESBERY, 1997; PATRICO, 2008).

Por ser um organismo com alta semelhanca genética com humanos, a Drosophila
melanogaster € muito utilizada para avaliar a toxicidade de diversas contaminantes
ambientais. Dependendo das rotas metabolicas que o xenobiGtico em estudo age, podem
ocorrer manifestacfes de sintomas semelhantes as doencas humanas. Por exemplo, a
exposicao a rotenona e a0 manganés, pode gerar sintomas semelhantes aos observados nos
pacientes que possuem a Doenca de Parkinson, como bradicinesia e problemas locomotores.
Alguns estudos com D. melanogaster mostram que isso ocorre devido a deplecdo
dopaminérgica através da geracao de estresse oxidativo que alguns compostos causam. Desta
forma, a D. melanogaster permite ndo s6 a avaliacdo da toxicidade, mas também quais
mecanismos bioguimicos que estdo relacionados com a toxicidade do composto em estudo.
(SUDATI et al., 2013; ARAUJO et al., 2015; SIDIQQUE et al., 2016; BIANCHINI et al.,
2016).

Devido a ampla utilizacdo do pesticida sulfentrazone na agricultura, poucas pesquisas
envolvendo a toxicidade do mesmo em animais e por sua alta persisténcia no ambiente existe
a necessidade de estudos que busquem mostrar possiveis efeitos metabdlicos provocados pela
exposicdo e intoxicacdo ao pesticida. Com isso, 0 presente estudo visa avaliar a toxicidade e
possiveis efeitos metabolicos do pesticida sulfentrazone, em sua formulagédo comercial (Boral 500
SC®), utilizando como modelo experimental D. melanogaster. Sera realizado um teste locomotor
(Geotaxia negativa) para avaliar possivel dano neurolocomotor com subsequente dosagem de
dopamina e da atividade a da enzima AchE para estimar a rota de dano que o pesticida causa nas
moscas. Para avaliar se 0s danos oxidativos estdo envolvidos, serdo realizados testes de
marcadores de estresse oxidativo através da dosagem de ROS e TBARS, bem como a dosagem da

GST para estimar uma possivel rota de detoxificacdo do herbicida.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1) Materiais e meio de cultivo das moscas
A dopamina (DA) foi adquirida a partir da Sigma (St. Louis, MO, USA). Os outros

reagentes quimicos eram produtos comerciais obtidos na maior pureza disponivel.
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Drosophila melanogaster do tipo selvagem (cepa de Harwich) foi obtida do National
Stock Center (Bowling Green, Ohio, EUA). As moscas foram mantidas por 5 dias numa
incubadora com temperatura controlada de 27 °C sob um ciclo claro/escuro de 12 h,
alimentadas em meio padréo (1% de farinha de milho m/v; 1% de fermento de cerveja m/v,
1% m/v de germe de trigo 2% m/v de sacarose, 1% m/v de leite em pd, 0,08% m/v de
nipagin) até serem transferidas para os meios de tratamento.

2.2) Tratamento de exposic¢do ao sulfentrazone

D. melanogaster (ambos os sexos) com idade de 1-5 dias foram divididas em quatro
grupos de 20 moscas cada: (1) controle, (2) SUL 0,1 mM, (3) SUL 0,5 mM, (4) SUL 1 mM.
As moscas foram expostas a uma dieta contendo o SUL por 4 dias. A dieta durante o

tratamento consistiu em 1% m/v de sacarose, 1% m/v de leite em pd, 2% m/v de agar.

2.3) Anaélises in vivo
2.3.1) Curva de Sobrevivéncia:
A taxa de sobrevivéncia foi avaliada contando diariamente o nimero de moscas mortas
até o final do periodo experimental (4 dias). Os resultados foram expressos em porcentagem

de moscas vivas por frasco de tratamento, que foram feitos sempre em triplicatas.

2.3.2) Geotaxia negativa:

A habilidade locomotora das moscas foi verificada com um teste de geotaxia negativa
como descrito anteriormente por Feany e Bender (2000) e modificado por Sudati et al. (2013).
Em suma, as moscas, com dois dias de tratamento, foram anestesiadas no gelo e colocadas em
uma coluna de vidro vertical (comprimento: 10 cm, didmetro: 1,5 cm, de 10 a 16
moscas/coluna). Apds a recuperacdo da exposicdo ao frio (aproximadamente 15 min), as
moscas foram batidas suavemente no fundo da coluna. As moscas que atingiram o topo da
coluna (6,5 cm) em até 8 s foram contadas separadamente, isso foi repetido seis vezes para
cada n dos grupos. Os resultados foram expressos em nimero de moscas na parte superior
(ntop) como porcentagem do nimero total de moscas (ntot). Cerca de 10-16 moscas por grupo
(de cada experimento independente) foram incluidas para os dados da geotaxia negativa. Esse

valor representa a média (como %) de trés experimentos independentes.

2.4) Analises ex vivo
2.4.1) Atividade da glutationa-S-transferase (GST):
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O ensaio da atividade da GST foi realizado de acordo com o procedimento de utilizagdo
do 1-cloro-2- 4-dinitrobenzeno (CDNB). Dez moscas de cada grupo foram homogeneizadas e
centrifugadas a 4.000 rpm durante 30 min a 4 °C. A solucdo foi preparada (tampéao Kpi 0,25
M/EDTA (2,5 mM, pH 7,0), agua destilada e GSH 100 mM), na amostra e no sobrenadante
foi adicionado CDNB 50 mM e a leitura foi realizada em 340 nm. A dosagem da atividade da
GST foi realizada em triplicata para cada grupo e os resultados foram expressos em % da

média dos controles apds a correcdo pelo teor de proteina.

2.4.2) Atividade da acetilcolinesterase (AChE):

A atividade da acetilcolinesterase foi determinada de acordo com o método de Ellmann
et al. (1961). Dez moscas de cada grupo foram homogeneizadas e centrifugadas a 1000 rpm
durante 5 min a 4 °C. Preparou-se 0 meio reacional contendo: tampéao Kpi 0,25 M, pH 8,0 e
acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenz6ico (DTNB 5 mM), sendo adicionado ao sobrenadante da
solucéo da amostra, acetiltiocolina 7,25 mM (2,1 mg/ml) A leitura foi realizada em 412 nm. A
atividade enzimatica foi expressa em % da média dos controles ap06s a correcdo pelo teor de

proteina.

2.4.3) Dosagem de ROS:

Para a quantificacdo das espécies reativas de oxigénio, um total de 20 moscas foram
anestesiadas em gelo e homogeneizadas em 1 ml de tampdo Tris 10 mM, pH 7,4. O
homogeneizado foi centrifugado a 1000 rpm durante 5 min a 4 °C e o sobrenadante foi
removido para quantificacdo do ensaio de oxidagdo de 2’,7’-diclorofluresceina diacetato
(DCF-DA), como indice geral de estresse oxidativo de acordo com o protocolo de Pérez-
Severiano et al. (2004). A emissdo de fluorescéncia de DCF resultante da oxidacdo de DCF-
DA foi monitorada apds uma hora em 485 nm e 530 nm. Os resultados foram expressos em %

da média dos controles ap6s a correcao pelo teor de proteina.

2.4.4) Peroxidacdo lipidica:

A peroxidacao lipidica foi avaliada de acordo com Ohkawa et al. (1979) com algumas
modificagdes. Em resumo, uma aliquota de 100 uL de homogeneizado foi incubada por 1 h
em banho de 4gua a 37 °C. Em seguida, as amostras foram incubadas a 100 °C durante 120
minutos em meio acido contendo 0,6% de TBA. Ap0s o passo de ebuli¢do, adicionou-se SDS
a 8,1%. O produto da reacdo foi medido a 532 nm e os resultados foram expressos em % da

média dos controles apds a correcéo pelo teor de proteina.
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2.4.5) Determinacdo de proteina:
O teor de proteina foi determinado como descrito anteriormente por Bradfort (1976),

utilizando albumina de soro bovino (ASB) como padrao.

2.4.6) Andlise dos niveis de dopamina por HPLC-DAD:

Posteriormente ao tratamento, 30 moscas por grupo (em triplicata) foram
acondicionadas no ultra-freezer a -68 °C (+ 3 °C) com posterior agitacdo mecanica, ciclo
repetido duas vezes, para a separacdo da cabeca. As cabecas foram homogeneizadas em
solugdo contendo NaCl 0,09% (385 uL) e HCI 0,5 M (15 pL). Apds, centrifugacdo a 10000
rpm durante 10 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi filtrado através de filtros de seringa (PTFE
hidrofobico, 0,22 pum) para imediata analise. O sistema de HPLC YL9100 consistiu em um
degaseificador de vacuo e bomba quaternaria conectada a uma coluna de fase reversa
(Synergi 4 u Fusion-RP 80 A 250%x4,60 mm, Phenomenex) acoplado a um detector de arranjo
de diodos (DAD). As amostras (20 puL) foram injetadas no sistema HPLC por um dispositivo
de injecdo automatica. A fase movel foi constituida de metanol e &gua ultrapura (12,5:87,5
v/v) ajustada para pH 3 com &cido fosférico e fluxo de 0,8 mL/min (MELLO-CARPES et al.,
2016). A faixa linear da curva analitica foi de 0,1 a 10 mg.L™ (0,1; 0,5; 1; 5 e 10) com cada
ponto da curva representando a média de 5 repeticdes. O coeficiente de regressdo linear foi de
0,9998 com equacdo da reta y = 490,9x - 56,074. A deteccao por DAD foi em 198 nm, e 0s

resultados foram expressos em mg de dopamina por mg de cabeca de mosca.

2.5) Analise estatistica

Os graficos foram criados usando o programa GraphPad Prisma 6.0. A andlise
estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via com pds-teste de Dunnett,
considerando significativos os valores com p < 0,001. Para analise dos dados cromatograficos

foi utilizado regressdo linear.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, para verificar os efeitos do sulfentrazone, fez-se a sobrevivéncia da
Drosophila melanogaster expostas a esse composto. A taxa de sobrevivéncia demonstrada na
Figura 2 mostra que o sulfentrazone possuiu efeito toxico sobre a D. melanogaster, isso é

evidenciado pela crescente e significativa mortalidade das moscas com o aumento da
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concentracdo do herbicida. A mortalidade é mais acentuada a partir do dia 2 de tratamento,
onde cerca de 50% das moscas morrem nas concentracdes de 0,5 e 1 mM, chegando quase a
mortalidade total ao final dos quatro dias de tratamento nessas concentracdes. O sulfentrazone
se mostrou bastante toxico em um periodo menor que 0s encontrados com outros agentes
neurotdxicos, como a rotenona, que sé atingiu essa mortalidade com sete dias de exposi¢do
(concentracOes de 0,25, 0,5 e 1 mM), e o paraquat, que apresentou toxicidade ao ponto da
morte das moscas tdo elevada também aos quatro dias de tratamento, mas em concentragdes
bem mais elevadas (10, 20 e 40 mM) que as utilizadas no presente trabalho (HOSAMANI,
2009; JIMENEZ DEL-RIO, 2010). A partir disso, os testes locomotores e enzimaticos foram
realizados com dois dias de tratamento, pois nesse dia a mortalidade das moscas ndo era téo

elevada.

Sobrevivéncia

150+
-o- CONTROL
= 0,1 mM
1004 *® ® =+ 05mM
- 1mM

**k*

50

*k*

*k*k

Taxa de sobrevivéncia (%)

Dias

Figura 2: Taxa de sobrevivéncia das moscas expostas as trés concentracdes (0,1, 0,5 e 1 mM) de
sulfentrazone em sua formulacdo comercial (Boral 500SC®), com trés tratamentos independentes para
cada concentracdo e para o controle. Significancia determinada pela anélise de uma via (ANOVA),
seguido de pos-teste de Dunnett. *Significancia em relacdo ao controle (p < 0,001).

A Figura 3a representa os resultados da geotaxia negativa que demonstrou o dano
locomotor causado pelo sulfentrazone. Os resultados mostram que a porcentagem de moscas
que conseguiam alcancgar o topo no tempo estipulado era menor conforme a concentracdo do
herbicida aumenta isso demonstra que o sulfentrazone possui efeito neurotoxico sobre a D.
melanogaster. Em um estudo utilizando o paraquat (BONILLA-RAMIREZ, 2013), conhecido
agente neurodegenerativo, foram encontrados resultados semelhantes aos do presente estudo,
em relacdo a incapacidade das moscas em alcangar o topo, evidenciando o dano locomotor
causado pelo herbicida sulfentrazone. O paraquat induz o déficit locomotor por gerar

superproducdo de radicais livres e, consequentemente, perda neuronal na substancia negra,



14

onde estdo os neurbnios dopaminérgicos, ocasionando sintomas da doenga de Parkinson
(MORETTO e COLOSIO, 2011).
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Figura 3: (a) resultados obtidos com dois dias de tratamento de exposi¢éo ao sulfentrazone (Boral
500SC®) realizado separadamente em triplicata para cada grupo; (b) dosagem da atividade da enzima
AchE com dois dias de tratamento, realizados em triplicata, resultados expressos em porcentagem da
atividade da enzima em relagdo a média obtida dos controles, resultados corrigidos pela dosagem de
proteina. SignificAncia determinada pela analise de uma via (ANOVA), seguido de pds-teste de Dunnett.
*SignificaAncia em relagéo ao controle (p < 0,001).

Inicialmente suspeitamos de duas rotas para a neurotoxicidade do pesticida que
promove esse deficit locomotor: (1) alteracdes na atividade da enzima acetilcolinesterase e (2)
deplecdo dopaminérgica. A enzima acetilcolinesterase (AchE) é responsavel pela degradacéo
da acetilcolina, neurotransmissor envolvido na transmisséo de informacgdes neuromusculares.
Com a inibicdo dessa enzima, ha o aumento dos niveis de acetilcolina na fenda sinaptica e
rapida dessensibilizacdo dos receptores colinérgicos, assim ocorre o bloqueio da transmisséo
neuromuscular (BEAR et al., 2007). A Figura 3b demonstra os resultados da dosagem dessa
enzima, sendo evidenciado que ndo houve alteracBes do perfil enzimético, ficando explicito
que o dano locomotor ocorre por outra via nao relacionado com a inibicdo da ACHE, que é a
via de toxicidade de alguns pesticidas (XING et al., 2010; TOPAL et al., 2017). A segunda
hipbtese se mostrou a verdadeira causadora do deficit locomotor, onde os niveis de dopamina
dosados na cabecga das moscas foram menores com as crescentes concentragdes do herbicida
sulfentrazone (Figura 4a), exceto na concentracdo de 1 mM, que apresentou 0S mesmos niveis
de dopamina presentes nas amostras expostas a concentracao de 0,5 mM.

A atividade da enzima glutationa S-transferase (GST) (Figura 4b), responsavel pela
detoxificacdo de xenobioticos, apresentou aumento crescente com a elevacdo das
concentragfes do sulfentrazone, isso evidencia a rota metabolica de detoxificacdo desse

herbicida. Em um estudo, a atividade da GST foi dosada em um modelo de moscas
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transgénicas com DP, nessas moscas, a atividade da enzima estava aumentada, mostrando que
a GST também esté envolvida nas defesas antioxidantes e possui uma super expressao com o
desenvolvimento do Parkinson (SIDDIQUE et al., 2016).
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Figura 4: (a) resultados da analise da concentragdo de dopamina nas cabegas das moscas,
corrigidos pelo peso de 30 cabecas; (b) dosagem da atividade da enzima GST corrigido pela dosagem de
proteinas, resultados expressos em porcentagem da média dos controles. Significancia determinada pela
analise de uma via (ANOVA), seguido de pds-teste de Dunnett. *SignificAncia em relagdo ao controle (p <
0,001).

Com a deplecdo dopaminérgica, acreditavamos que a possivel rota de diminuicao seria
através da superproducdo de ROS que levaria a morte dos neurbnios dopaminérgicos, assim
como ocorre na DP, ou ainda, utilizando o exemplo do paraquat, que induz esses mesmos
sintomas dessa doengca (MORETTO e COLOSIO, 2011; XU et al., 2017). Os resultados da
dosagem de ROS (Figura 5a) e do TBARS (Figura 5b) ndo demonstram a superproducao
dessas espécies reativas, nem de danos associados a essas moléculas. Acreditamos entdo, que
os resultados sem significancia para esses marcadores de estresse oxidativo podem ser
relacionados ao fato de que, para as dosagens, foram utilizadas as moscas inteiras e ndo so as
cabecas, fator que pode ter afetado “diluindo” os resultados, que poderiam ser mais
significativos se tivessem sido utilizadas apenas as cabecas das moscas, uma vez que 0
possivel dano cousado pelo sulfentrazone se localize no SNC. Esses resultados estdo em
desacordo com outro trabalho utilizando o sulfentrazone, que avalia a produgéo de ROS em
duas espeécies de girinos, nesse trabalho, foi demonstrado que a exposi¢ao ao pesticida causa a
superproducdo de ROS e que com elevacdo da temperatura ambiente o perfil enzimatico
antioxidante também é alterado (FREITAS et al., 2017). Deve-se levar em consideracao que
0s girinos possuem uma exposicéo diferente a das moscas, j& que o pesticida entra em contato

com esses animais, principalmente, por via cutinea, j& nas moscas a exposi¢do é
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principalmente digestiva. Isso acarreta em diferentes concentragdes biodisponiveis no

organismo do animal em questéo.
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Figura 5: (a) dosagem de ROS utilizando as moscas com dois dias de tratamento, resultados
expressos em % da media dos controles apds a correcdo pelo teor de proteina; (b) dosagem do TBARS
utilizando as moscas com dois dias de tratamento, resultados expressos em % da média dos controles apds
a correcao pelo teor de proteina. Significancia determinada pela analise de uma via (ANOVA), seguido de
pds-teste de Dunnett. *Significancia em relacéo ao controle (p < 0,001).

4. CONCLUSAO

Em conclusdo, os resultados apresentados aqui indicam que o sulfentrazone em sua
formulacdo comercial (Boral 500SC®) provoca neurotoxicidade em D. melanogaster. Isso
ficou evidente pelos resultados obtidos a partir da Geotaxia Negativa e pela analise dos niveis
de dopamina nas cabecas das moscas. Esses dados sugerem que o herbicida induz um déficit
neurolocomotor pela diminuicdo da dopamina, mas ainda ndo ficou claro como o composto
age para a diminuicdo desse neurotransmissor. A hipotese inicial, da superproducdo de ROS,
ndo foi confirmada pelos testes de marcadores de estresse oxidativo. No entanto, os resultados
do presente estudo confirmam a utilidade de D. melanogaster como modelo para investigar 0s
efeitos gerados pela exposicdo a esse herbicida. De qualquer forma, o (S) mecanismo (S)
preciso (s) pelo qual o sulfentrazone gera dano neurolocomotor em D. melanogaster precisa

ser melhor investigado.
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6. PERSPECTIVAS

Para poder descrever com mais precisdo a rota de neurotoxicidade pelo qual o
sulfentrazone age, mais testes precisam ser realizados. Para isso:

o serdo dosados os marcadores de estresse oxidativo nas cabecas das moscas, ja que a
deplecéo dopaminérgica ocorre no SNC;

« realizar testes para avaliar a viabilidade celular e mitocondrial para poder descrever se
o sulfentrazone, assim como na DP, causa a morte dos neurénios dopaminérgicos, ja
que os niveis de dopamina, nas moscas tratadas, estavam menores do que o controle;

« realizar testes para descrever se a diminuicdo da dopamina ocorre por interferéncia do
sulfentrazone em sua sintese ou em sua degradacao.
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number/book chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged.
The reference style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at
the proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to
correct. If you do wish to format the references yourself they should be arranged according to
the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the
year of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of
publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be
listed first alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999).
Kramer et al. (2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same
year must be identified by the letters 'a’, 'b’, 'c’, etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.AJ., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific
article. J. Sci. Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New
York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article,
in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc.,
New York, pp. 281-304.

Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed
13.03.03).

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for
Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, V1.
https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

RESEARCH DATA

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your published
articles. Research data refers to the results of observations or experimentation that validate
research findings. To facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you
to share your software, code, models, algorithms, protocols, methods and other useful
materials related to the project.
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Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and
reference list. Please refer to the "References" section for more information about data
citation. For more information on depositing, sharing and using research data and other
relevant research materials.



