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O herbicida Sulfentrazone (SULF) € utilizado na agricultura para o controle pré-emergente de
plantas daninhas mono e dicotileddneas. Seu mecanismo de acédo € pela inibicdo da enzima
Protoporfirinogénio oxidase (PPOX) que participa da via de biossintese da clorofila e do heme.
Devido a sua alta meia vida no solo, baixa concentracdo necessaria para geracao de efeito e alta
conservacao evolutiva da via de biossintese, 0 SULF possui alto potencial de causar danos em
organismos ndo alvo, presentes em locais de aplicacdo. Dentro dos organismos nao alvo, é
possivel incluir insetos que ndo necessariamente trazem prejuizo as atividades humanas, que
estdo sendo prejudicados globalmente por diversos fatores, como a utilizacdo de herbicidas.
Nessa perspectiva, a Drosophila melanogaster, mais conhecida como a mosca-da-fruta, é
utilizada como organismo modelo para estudos toxicoldgico de substancias em insetos. Assim,
a presente dissertagdo teve como objetivo, avaliar o efeito do Boral® 500 SC (SULF) em D.
melanogaster expostas a concentracdes agudas. Para isso, as mosca-da-fruta foram expostas a
concentracdes que foram de 10-300 mg.L™* do herbicida durante sete dias. Assim, foi possivel
constatar 0 aumento da mortalidade de forma dose e tempo-dependente nas moscas expostas.
Com base nesse resultado, foram escolhidas as concentragdes de 30, 150 e 300 mg.L™ para o
ensaio de geotaxia negativa, que demonstrou a diminuicdo significativa da capacidade
locomotora de escalada dos animais expostos durante quatro dias. A capacidade locomotora
estava diminuida significativamente entre 0s grupos expostos as concentragdes de 30 e 150
mg.L, mas ndo entre 150 e 300 mg.L™t. Assim, para os ensaios subsequentes, foram avaliadas
as moscas expostas as concentragdes de 30 e 150 mg.L™2. Além da diminuicdo da capacidade
locomotora de escalada (geotaxia negativa), houve reducdo na capacidade locomotora
exploratdria (ensaio de campo aberto). Coletivamente nossos resultados sugerem que moscas
expostas ao Boral® 500 SC (SULF), possuem uma maior demanda energetica para lidar com
os efeitos causados pelo herbicida. (1) Isso foi visto pela diminui¢do do peso e aumento das
proteinas totais. (2) Ativacdo da via de biossintese do heme, pelo acimulo de protoporfirina 1X

(intermediério da sintese do heme), aumento de heme total na cabeca e inducdo da enzima



PBGS (3-ALA-D em mamiferos). Em conjunto com (3) aumento do dano oxidativo no corpo,
visto pelo ensaio de TBARS e (4) aumento da atividade das enzimas SOD e GST. Juntamente
com (5) aumento da capacidade de reducdo do MTT. Assim, neste estudo, foi demonstrado que
0 aumento da demanda energética, para suprir 0s processos celulares alterados pela exposi¢édo
ao herbicida, pode ser o principal sinal metabdlicos da toxicidade do Boral® 500 SC (SULF)
em Drosophila melanogaster.

Palavras-chave: Mosca-da-fruta; Toxicidade; Heme; Estresse Oxidativo; Demanda

Energética.
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The herbicide Sulfentrazone (SULF) is used in agriculture for pre-emergence control of mono-
and dicotyledonous weeds. Its mechanism of action is by inhibiting the enzyme
Protoporphyrinogen oxidase (PPOX), which participates in the biosynthesis pathway of
chlorophyll and heme. Due to its high half-life in the soil, the low concentration needed to
generate an effect, and high evolutionary conservation of the biosynthesis pathway, SULF has
a high potential to damage non-target organisms present in application sites. Among non-target
organisms, it is possible to include insects that do not necessarily harm human activities, which
are being globally affected by various factors, such as the use of herbicides. In this perspective,
Drosophila melanogaster, better known as the fruit fly, is used as a model organism for
toxicological studies of substances in insects. Thus, this dissertation aimed to evaluate the effect
of Boral® 500 SC (SULF) on D. melanogaster exposed to acute concentrations. For this
purpose, the fruit flies were exposed to concentrations ranging from 10-300 mg.L? of the
herbicide for seven days. Thus, it was possible to verify the increase in mortality in a dose and
time-dependent manner in exposed flies. Based on this result, concentrations of 30, 150, and
300 mg.L* were chosen for the negative geotaxis assay, which demonstrated a significant
decrease in the climbing locomotor capacity of animals exposed for four days. The locomotor
capacity was significantly reduced among the groups exposed to concentrations of 30 and 150
mg.L%, but not between 150 and 300 mg.L™. Thus, for subsequent assays, flies exposed to
concentrations of 30 and 150 mg.L™* were evaluated. In addition to the decrease in climbing
locomotor capacity (negative geotaxis), there was a reduction in exploratory locomotor capacity
(open field assay). Collectively, our results suggest that flies exposed to Boral® 500 SC (SULF)
have a higher energy demand to deal with the effects caused by the herbicide. (1) This was seen
by decreasing weight and increasing total protein. (2) Activation of the heme biosynthesis
pathway, by the accumulation of protoporphyrin IX (intermediate of heme synthesis), increase
in total heme in the head, and induction of the PBGS enzyme (6-ALA-D in mammals). In

conjunction with (3) increased oxidative damage in the body as seen by the TBARS assay and
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(4) increased activity of SOD and GST enzymes. Along with (5) increased MTT abatement
capacity. Thus, in this study, it was demonstrated that the increase in energy demand, to supply
the cellular processes altered by exposure to the herbicide, maybe the main sign of the Boral®

500 SC (SULF) toxicity in Drosophila melanogaster.

Keywords: Fruit Fly; Toxicity; Heme; Oxidative stress; Energy Demand.
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1. INTRODUCAO

A crescente atividade humana tem gerado aumento no descarte de substancias
perigosas na natureza. Isso € agravado pelo crescimento populacional, que gera a necessidade
de aumento da producéo de alimentos, aumento no uso de drogas promotoras da sade humana
e desenvolvimento de novas moléculas e materiais. Seja pela atividade agricola, industrial ou
urbana, a introducéo de xenobidticos em ecossistemas aquaticos e terrestres é de preocupacao
global, visto que essas moléculas podem impactar negativamente os organismos que compdem

0s mais variados ecossistemas (CARRICO et al., 2021).

Na agricultura, muitos agrotoxicos sdo utilizados para o controle de diversas pragas,
com o objetivo de aumentar a produtividade devido a necessidade de producéo de alimento para
a crescente populagdo mundial. Assim, muitas dessas moléculas sdo constantemente langadas
na natureza, seja em ecossistemas terrestres ou aquaticos, desencadeando contaminagdo
cumulativa que pode gerar impactos ambientais significativos (AUBERTHEAU et al., 2017;
DANESHVAR et al.,, 2012). Diante disso, estudos mostram a ocorréncia de mudancas
moleculares e celulares em populacGes aquaticas e terrestres devido a exposicdo a
contaminantes, mesmo em baixas concentracées. Esses efeitos cronicos sao possiveis de ocorrer
em organismos expostos em diferentes ecossistemas e podem promover alteracdes fisioldgicas,
comportamentais e populacionais nessas espécies (KIDD et al, 2007, 2012; SANTOS et al.,
2010; WRUBLESWSKI et al., 2018).

Tendo essa perspectiva em mente, alguns fatores contribuem para que determinados
pesticidas sejam mais propensos em causar prejuizos ambientais. 1sso € justificado pelo fato de
que alguns herbicidas sdo efetivos em seus mecanismos de acdo, mesmo em baixas
concentragOes e altamente especificos, como no caso dos inibidores da Protoporfirinogénio
oxidase (PPOX) (ZAGAR et al.,, 2019). Além disso, essas moléculas podem ter alta
permanéncia no ambiente, como no caso do herbicida Sulfentrazone (SULF), um herbicida
inibidor da PPOX, pertencente a classe das ariltriazolinonas, que possui alta meia vida no solo
(146,5 dias) (MARTINEZ et al., 2008). E por fim, a conservacdo das rotas metabolicas que séo
alvos da acdo das moléculas, assim os efeitos podem ser sentidos por outras espécies, além
daquelas alvo. Por exemplo, isso ocorre com os inibidores da PPOX, uma enzima envolvida na
sintese, tanto da clorofila quanto do heme, tanto em plantas quanto em animais (ZAGAR et al.,
2019). Todas essas consideracdes alertam para o fato de que organismos nao alvo, como as

espécies animais, podem ser contaminadas por esses herbicidas no meio ambiente.
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Diante dessas considerac@es, é de grande importancia o desenvolvimento de estudos
que busquem avaliar a toxicidade de xenobi6ticos em organismos ndo alvo. Através da
utilizacdo de organismos modelo, é possivel elucidar os efeitos de determinada molécula e
delimitar estratégias ou legislacdes para a diminuicdo do impacto gerado pela sua utilizacéo.
Além disso, a utilizacdo de organismos modelo possibilita o esclarecimento de efeitos que séo
representativos para outras espécies, pois funcionam como modelos genéticos para processos
fundamentais e representativos para uma ampla gama de sistemas e processos que ocorrem em
outros organismos vivos (LEONELLI e ANKENY, 2013).

A Drosophila melanogaster, mais conhecida como a mosca-da-fruta, € amplamente
utilizada como organismo modelo para muitos processos fisiologicos e genéticos. A sua
utilizacdo € amplamente defendida para o estudo de doencas neurodegenerativas humanas,
cancer, envelhecimento e toxicidade de metais, nanomateriais, dentre outros (BILEN e
BONINI, 2005; CALAP-QUINTANA et al., 2017; DEMIR, 2020; MIRZOYAN et al., 2019
PIPER e PARTRIDGE, 2018). Portanto, as pesquisas que utilizam esse modelo, podem
descrever efeitos que podem ocorrem em outros organismos, inclusive os humanos. Nesse
contexto, o estudo de doencas humanas nesse organismo modelo é muito difundido, assim a
mosca-da-fruta “¢é¢ frequentemente descrita como uma pequena pessoa com asas”
(SCHNEIDER, 2000). Assim a utilizacdo de D. melanogaster para entender melhor a biologia
dos insetos, ou a toxicologia de xenobidticos em insetos, ndo é realizada pelo fato de que os
pesquisadores estdo interessados em estudar especificamente esta espécie, mas sim pelo fato
desse organismo ser o0 inseto mais simples de manipular (SCHNEIDER, 2000).

Tendo em vista a utilidade da mosca-da-fruta para estudos toxicolégicos em insetos,
esse modelo pode ser atil para trabalhos que buscam avaliar os efeitos de pesticidas em
organismos ndo alvo. Isso inclui os insetos que ndo necessariamente representam ameacas a
producdo agricola, como os insetos polinizadores, as abelhas, borboletas, moscas, vespas,
besouros, dentre outros (RADER et al., 2016). Esses insetos desempenham papel crucial na
produtividade agricola e estdo sendo prejudicados pela ampla aplicagdo de herbicidas
(BOHNENBLUST et al., 2015). Herbicidas séo utilizados para o controle de plantas daninhas,
mas devido a alta semelhanca evolutiva de alguns mecanismos fisioldgicos, que plantas e
animais tém em comum, essas moléculas podem afetar ndo apenas as plantas alvos, mas
também podem ser potencialmente danosas a animais que coexistem nos locais de aplicacéo.

Assim, é de suma importancia estabelecer dados que mostrem os efeitos a esses organismos
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ndo alvo para delimitar estratégias ndo prejudiciais para o controle de plantas daninhas na

agricultura.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Herbicidas Inibidores da Protoporfirinogénio oxidase

Na agricultura, o controle quimico de ervas daninhas comecou ha mais de um século
com compostos inorganicos e a partir da década de 1940 fez a transi¢éo para a era dos herbicidas
organicos (KRAEHMER et al., 2014). Isso inclui os herbicidas que tinham como mecanismo
de acdo a inibicdo da enzima Protoporfirinogénio oxidase (PPOX, PROTOX ou PPO), que
foram disponibilizados comercialmente na década dos anos de 1960. Nessa época, 0 mecanismo
de ag&o desses herbicidas ainda néo era conhecido, sendo elucidado apenas nos primeiros anos
da década de 1980. Neste mesmo periodo, o interesse por esses herbicidas cresceu pela alta
especificidade em seu mecanismo de acdo, assim houve um esforco em pesquisas para 0
desenvolvimento de novas moléculas que pudessem atuar na inibicdo da PPOX. Contudo,
alguns problemas foram surgindo no decorrer desse desenvolvimento, como a baixa
seletividade dos herbicidas em atuar apenas no controle pré e pos-emergéncia de plantas
daninhas, sem gerar danos as culturas. Essa limitagdo de seletividade foi contornada com o
surgimento de novas moléculas que poderiam controlar plantas daninhas e que possuiam

seletividade para algumas culturas, como soja e milho (ZAGAR et al., 2019).

O mecanismo de agdo desses herbicidas € a inibicdo da enzima Protoporfirinogénio
oxidase (Figura 1), a sétima enzima responsavel pela biossintese do grupamento heme e da
clorofila. Esta enzima catalisa a oxidacdo do protoporfirinogénio IX em trés etapas a
protoporfirina IX, utilizando trés moléculas de oxigénio molecular (302), como aceptor de
elétrons, formando peroxido de hidrogénio (3H20>). Essa transferéncia de elétrons é mediada
pelo cofator Flavina Adenina Dinucleotideo (FAD), que transfere os elétrons para o O>
(SHEPHERD e DAILEY, 2009). Como resultado da inibi¢do da enzima, ocorre o acimulo da
protoporfirina IX, que é o produto da reacdo, ndo o substrato. Isso ocorre pela conversao ndo
enzimatica do protoporfirinogénio a protoporfirina IX. Assim a protoporfirina IX, em contato
com a luz e oxigénio, leva a producéo de quantidades substanciais de oxigénio singleto (*02),
responsavel pela peroxidacdo de ligagdes insaturadas de acidos graxos presentes na membrana
celular, danos a proteinas e ao DNA. Em exposicdo a luz, apos a aplicacdo de herbicidas
inibidores da PPOX, os efeitos da peroxidacdo lipidica irdo aparecer nas folhas de plantas

expostas. Isso inclui a desestruturacdo da membrana celular, extravasamento do liquido
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intracelular, necrose da folha e morte da planta. Sintomas nas folhas das plantas, como uma
aparéncia “tmida e flacida”, ocorrem horas apds a aplicagdo desses herbicidas, sob luz solar

(ZAGAR et al., 2019).

Figura 1. Rota de biossintese da clorofila e mecanismo de acao dos herbicidas inibidores da
PPOX.
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Fonte: adaptado de Zagar et al., 2019.

Entre as classes de herbicidas que possuem a capacidade de inibir a PPOX, pode-se
destacar os Difenil Eter, que foi a primeira classe de herbicidas inibidores da PPOX. Na Figura
2, estd a estrutura quimica geral dessa classe e as altera¢fes quimicas que foram realizadas com
0 passar dos anos. Essas alteracBes estruturais geraram uma maior atividade biologica das
moléculas, para o controle mais efetivo quando aplicado de modo pds-emergente de plantas de
folha-larga (ZAGAR et al., 2019).

Outra classe que teve destaque durante as décadas de 1980 e 1990, foram os herbicidas
baseados em um Anel Fenil ligado a um Heterociclo. A partir da descoberta dessa classe, muitas
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alteragOes estruturais foram realizadas e muitas moléculas foram criadas com algumas sendo
disponibilizadas comercialmente. A F-5231 (Figura 3) foi uma molécula apresentada em 1992,
e posteriormente disponibilizada comercialmente, que propiciava um excelente controle de
plantas de folha larga com aplicacdo de baixas quantidades de principio ativo, no cultivo de
soja, milho, arroz e trigo (THEODORIDIS et al., 1992a). Sendo substituida, posteriormente,
pelo Sulfentrazone (Figura 3), que aumentou a possibilidade de controle pré-emergente de
plantas de folha estreita (THEODORIDIS et al., 1992b).

Figura 2. Estrutura quimica geral de herbicidas da classe Difenil Eter e alteracdes quimicas
realizadas durante os anos
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Fonte: traduzido de Zagar et al., 2019.

Figura 3. Estrutura quimica de herbicidas da classe das Ariltriazolinonas.
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Fonte: Zagar et al., 2019.

Existem outras classes de herbicidas inibidores da PPOX, como 0s
Tetrahidrophtalamida Fenil, N-Fenil Heterociclo, Fenoxifenil e Benziloxifenil ligado a
Heterociclo. A variedade de estruturas desenvolvidas durante o passar dos anos foi ampla, bem
como a acao bioldgica conseguida a partir de modificacdes estruturais feitas (ZAGAR et al.,
2019). O amplo espectro de controle de plantas daninhas, a baixa aplica¢do de principio ativo
e alta especificidade em seu modo de acéo, séo fatores que tornam os herbicidas inibidores da

PPOX, muito atraentes para industrias e agricultores. Além disso, tém se dado mais atencéo
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para os herbicidas inibidores da PPOX nos ultimos tempos, devido ao aumento de plantas
daninhas resistentes/tolerantes ao Glifosato, que é o herbicida mais utilizado no Brasil, Estados
Unidos e Unido Europeia (WEBSTER e SOSNOSKIE, 2010) e, no desenvolvimento de
culturas transgénicas resistentes aos herbicidas inibidores da PPOX (BUSINESS WIRE, 2016;
RANGANI et al., 2019).

2.2 O Sulfentrazone

Como apresentado anteriormente, o Sulfentrazone (SULF) (2',4'-dichloro-5'-(4-
difluoromethyl-4,5-dihydro-3-methyl-5-ox0-1H-1,2,4-triazol-1-yl) methanesulfonanilide) ¢é
um herbicida da classe das Triazolonas, com registro ativo nos Estados Unidos e no Brasil.
Segundo o IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis), em 2019 foram vendidas aproximadamente 1,9 mil toneladas do SULF (principio
ativo) no Brasil. Sendo que, mais de 58% (1,1 mil toneladas) desse total foi adquirido no estado
de Séo Paulo (IBAMA, 2020).

A partir de 2016, varias empresas tiveram registros aceitos junto ao Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) de novas formulagdes comerciais a base de
SULF. Em 2016 foram 4 novas formulac@es, incluindo uma com adicdo do principio ativo
Imazetapir, que também € um herbicida. Ja em 2017, foram 5 novas formulagdes, 11 em 2018,
6 em 2019 e por fim, em 2020, 11 novas formulagbes tiveram registos concedidos junto ao
MAPA, sendo duas delas com a adicdo do Imazetapir (MAPA, 2021). Isso demonstra um
recente interesse em difundir a utilizacdo desse herbicida na agricultura brasileira. Esse fato
pode estar ligado, como descrito anteriormente (item 2.1), ao aparecimento de plantas
resistentes ao Glifosato e o desenvolvimento de culturas transgénicas resistentes/tolerantes aos
herbicidas inibidores da PPOX. Adicionalmente a isso, pela recente proibicdo da utilizagéo do
herbicida Paraquat, que vinha sendo amplamente utilizado no Brasil. O Paraquat, em 2019 foi
0 7° herbicida mais vendido no Brasil, mas por sua alta toxicidade, em 2017 foi dado o prazo
de 3 anos para o fim de sua comercializagdo, que foi estendido até o fim da safra 2020/2021
(IBAMA, 2020; ANVISA, 2020). Assim, é possivel que as empresas agroquimicas estejam
buscando alternativas para disponibilizar aos agricultores novas solucGes para o controle efetivo
de plantas daninhas, o que torna imprescindivel os estudos em modelos experimentais para

elucidar os mecanismos de toxicidade em organismos néo alvo.

Atualmente no Brasil, uma das formulacfes comerciais a base de SULF, € o Boral®
500 SC (FMC Corporation) (MAPA - n° 07495), em forma de suspencéo concentrada para a
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utilizacdo nas culturas de abacaxi, cana-de-agUcar, citros, café, fumo e soja. Esse herbicida é
utilizado para o controle pré-emergente (e pds-emergéncia no cultivo da soja) de gramineas,
plantas herbaceas e ervas daninhas. Assim, apos a aplicacdo ha um intervalo de seguranca
minimo de 60 dias para que as culturas possam ser colhidas e comercializadas (FMC, 2010).
Para as culturas com fins alimenticios, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
delimita limites maximos de residuo que variam de 0,01 a 0,5 mg.Kg™ nos produtos originarios
de culturas onde o emprego do Boral® 500 SC é permitido (ANVISA, 2003).

Nessa formulacéo comercial, 0 SULF esta presente na concentragéo de 500 g.L (50%
m/v), sendo que outros componentes da formulacdo estdo presentes na concentracdo de 700
g.Lt (70% m/v). A taxa de aplicacdo dessa formulagdo nas culturas indicadas varia de 0,2 a 1,6
L.hal, ou seja, em cada hectare a quantidade de principio ativo utilizado pode variar de 100 a
800 g (FMC, 2010). Essa taxa de aplicacdo é recomendada para ser utilizada 1 Unica vez por
ciclo da cultura. Assim, antes da emergéncia da cultura (no caso da soja) ocorre a aplicagéo do
herbicida. Devido ao seu longo efeito residual, ele combate o surgimento de ervas daninhas
durante um determinado tempo, que pode variar dependendo de diversos fatores, como

composic¢do do solo, indice pluviométrico, composicdo microbioldgica do solo, dentre outros.

2.2.1. Permanéncia no Solo e Lixiviacao

A permanéncia da molécula de SULF no ambiente ap6s as aplicacdes € considerada
alta, pois é descrito que a sua meia-vida no solo pode variar de 110 a 280 dias, dependendo das
condicbes ambientais e do solo (HATZIOS, 1998). Ja foi demonstrado que a atividade
microbiana desempenha papel importante na degradagdo do SULF. A meia-vida do herbicida
em solo esterilizado foi de 198 dias, j& em solo ndo esterilizado, a meia-vida foi de 93 dias
(OHMES et al., 2000). Assim, tanto bactéria quanto fungos, podem desempenhar o papel de
degradadores do SULF em diferentes tipos de solos (MARTINEZ et al., 2008).

O modo de aplicacdo do SULF de forma pré-emergente é possivel gragas a sua alta
permanéncia no solo. Em um estudo de campo desenvolvido em Illinois (EUA), realizado em
uma lavoura de 32 hectares por Thorngren e colaboradores (2017), foi demonstrado que apds
duas aplicacdes de 174 g a.i.ha* (gramas de ingrediente ativo por hectare), uma em novembro
de 2013 e outra em maio de 2014 (seis meses apos a primeira aplicagdo), a maior concentracao
média do herbicida no solo atingiu 318 ng.g™* m.s. (nanogramas de SULF por gramas de massa
seca do solo), com picos que atingiram 722 ng.g™* m.s. Neste estudo, para que essa concentragio

diminuisse pela metade, foram necessarios 43 dias ap0s a segunda aplicacdo. Esse trabalho teve
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inicio em janeiro de 2013 e nas primeiras anélises do solo, até a primeira aplicacdo, o SULF
vinha sendo detectado, isso era decorrente de aplicacOes feitas no ano anterior (abril de 2012),
demonstrando a alta permanéncia desse herbicida no solo analisado. Isso também demonstra
que a dissipacdo do herbicida, seja pela atividade microbiana ou lixiviacdo para aguas
superficiais ou subterraneas, pode ndo ser suficiente para que o SULF n&o seja detectado em
lavouras onde a aplicagdo é realizada. Assim, o herbicida pode estar se tornando uma molécula
presente durante o ano todo em locais onde ocorre a aplicagdo anual para o controle de plantas
daninhas (THORNGREN et al., 2017).

Vale ressaltar que na regulamentacdo americana para a utilizacdo de formulagdes
comerciais a base de SULF, é possivel utilizar até duas aplicac@es por ciclo da cultura, diferente
do que é regulamentado no Brasil. Assim, num somatorio da quantidade total utilizada de
principio ativo nos Estados Unidos, como visto na referéncia citada acima, a quantidade total
utilizada é de 348 g a.i.ha® dividido em duas aplicacdes com 6 meses de intervalo. Ja no Brasil,
existe um intervalo de concentracdes permitidas nas diversas culturas onde é aplicada a
formulacdo comercial Boral® 500 SC, mas 0 maximo permitido € cerca de 2,3x maior que as
duas aplicagdes Americanas somadas. Assim, no Brasil, o herbicida pode ser utilizado em
relativas grandes quantidades em uma Unica aplicagdo (FMC, 2010; THORNGREN et al.,
2017).

A permanéncia do herbicida em lavouras onde é realizado o cultivo da soja pode ser
problematica para os agricultores. Isso foi demonstrado por Dan e colaboradores (2010), onde
o efeito residual do herbicida SULF foi capaz de diminuir a produtividade de gréos de sorgo,
mesmo com o plantio da cultura 200 dias ap6s a aplicacdo pré-emergente do herbicida no
cultivo da soja. Além do sorgo, outra cultura que pode ser prejudicada pelo prolongado efeito
residual do herbicida, é o algoddo, que teve seu rendimento diminuido em 30% quando
cultivado em sucessdo a soja (MATTE et al., 2019). Assim, fica evidente que, o efeito residual
do SULF é consideravel, levando a prejuizos as culturas sucessivas ao cultivo da soja, onde o
herbicida é aplicado de forma pré-emergente e em alguns casos a concentracdo aplicada pode
ser de 600 g i.a.ha™ (FMC, 2010).

Além da ampla capacidade de permanecer no solo, 0 SULF possui grande capacidade
de ser lixiviado pela &4gua, pela sua alta solubilidade em dgua em pH neutro a basico. Assim,
Shaner (2012) alerta que o herbicida pode ser altamente movel no solo. Neste trabalho fica
evidente que em solos compostos por pouca matéria orgénica e alto pH, ocorre a dissipac¢ao do
herbicida (meia-vida de 30 dias no solo) para aguas subterrdneas em condigdes de pouca
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precipitacdo hidrica. Essa dissipagdo pode ser ampliada (meia-vida de 14 dias no solo) em
condicGes de precipitagdes mais consideraveis. Assim, surge a preocupacdo de que este

herbicida possa estar gerando contaminacgdes de recursos hidricos (subterraneos e superficiais).

No trabalho publicado por Thorngren e colaboradores (2017), os autores também
trazem dados sobre a contaminagdo por SULF dos recursos hidricos no local onde foi realizado
0 estudo. Os autores trazem que a maior concentracdo quantificada do herbicida chega a 25,3
ug.L! em agua de escoamento, com concentragdo média de 10,3 pg.L?. J4 para a agua
subterranea, a concentracdo média detectada foi de 7,5 pg.L™, com maior concentracéo
quantificada de 21,6 pg.L™t. Em outro estudo, desenvolvido em Jaboticabal (Sdo Paulo, BR), as
analises de pocos semi-artesianos de adgua para consumo humano e riachos demonstrou a
presenca do SULF em 29,2% e 20,5% dos locais analisados, respectivamente. As concentragdes
quantificadas foram de 0,413 a 0,640 ug.L, sendo, juntamente com o Imazetapir e Hexazinona,
0s Unicos pesticidas quantificados em ambos os recursos hidricos, dentre 13 pesticidas
diferentes analisados (SANTOS et al., 2015). Tudo isso demonstra que o SULF, aléem de poder
ter uma ampla permanéncia no solo, pode atingir recursos hidricos com facilidade. Com isso, 0
desenvolvimento de trabalhos que buscam avaliar a presenca desse herbicida no ambiente é de

suma importancia para que sejam previstos os efeitos causados a organismos néo-alvos.
2.2.2 Toxicidade em Modelos Animais

Na literatura, sdo escassos o0s trabalhos que buscam avaliar a toxicidade do SULF em
modelos animais, além daqueles ja utilizados para o registro junto as agéncias reguladoras.
Além disso, os dados relacionados a toxicidade do SULF em modelos animais na U.S.
Environmental Protection Agency (US EPA) sdo mais amplos dos que os descritos junto a Bula

das formulagGes comerciais disponiveis no Brasil.
2.2.2.1 Dados Toxicoldgicos disponibilizados pelas Agéncias Reguladoras

No MAPA, o Boral® 500 SC esta registrado sob o nimero 07495 e consta na bula do
produto algumas informacdes toxicoldgicas sobre exposicdo animal a essa formulagdo. Sobre
os efeitos agudos j& se sabe que pela via de exposicédo oral, inalatoria e cutdnea em ratos, a DLso
(Dose Letal Mediana) foi de: 300-2000, e >4000 mg.Kg? p.c. (miligramas de SULF por
quilograma de peso corporal) e >2,933 mg.L™, respectivamente. Esse herbicida foi classificado
como nao corrosivol/irritante para exposi¢des cutaneas e oculares em coelhos. Além disso, foi
classificado como ndo mutagénico, quando submetido ao teste de mutagdo genética reversa

(Teste de Ames) e pelo teste de micronucleos em células da medula dssea de ratos (FMC, 2021).
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Os efeitos subcronicos e cronicos, demonstrados em ensaios realizados com o produto
técnico (SULF com alta pureza) em cées, camundongos e ratos, apresentaram alteragcdes nos
parametros hematologicos, tal como a diminuicdo dos valores de hemoglobina e hematdcrito.
N&o houve indicios de potencial carcinogénico e genotoxico. Alteracdes sobre o
desenvolvimento embriofetal foram observadas em ratos e coelhos apds exposicao intrauterina
e efeitos sobre os pardmetros reprodutivos masculinos (FMC, 2021). Apesar disso, € citado que,

para todos os efeitos observados, doses seguras de exposicdo ao SULF foram estabelecidas.

Os efeitos agudos, subcronicos e cronicos citados acima constam na bula de uma das
formulagBes comerciais disponiveis atualmente (FMC, 2021). N&o foram encontrados nos
bancos de dados das agéncias reguladoras brasileiras as informacGes completas sobre a
toxicidade do herbicida, para a aquisi¢do do registro no Brasil. Dentre as bulas das diferentes
formulacdes disponiveis, ha diferencas entre os valores encontrados, principalmente para as
DLsg agudas para as vias de exposicdo oral, dérmica e inalatéria. Apesar disso, considerando
os efeitos descritos, os produtos comerciais, a base de SULF, sdo considerados pouco toxicos,

sendo assim, pertencem a Classe Toxicoldgica 4 (FMC, 2021).

Em 2014, a US EPA divulgou a reavaliagdo de risco relacionada a utilizacdo do
herbicida SULF. Para isso, foram utilizados uma série de dados coletados (ndo publicados) pela
agéncia de experimentos envolvendo a toxicidade do herbicida em diferentes espécies de
animais terrestres. Incluindo as espécies de aves Colinus virginianus e Anas platyrhynchos
(Perdiz-da-Virginia e Pato-Real, respectivamente), uma espécie de mamifero Rattus
norvegicus, (Rato-Castanho) e a Abelha-Europeia (Apis mellifera) para avaliar a toxicidade em
insetos. Para todos 0s ensaios com essas espécies, em uma situacao de exposicdo aguda dietética
(Pato-real), oral (Perdiz-da-Virginia, Rato-Castanho e Abelha-Européia), dérmica (Rato-
Castanho) ou de contato (Abelha-Europeia), o herbicida foi considerado praticamente nao
toxico pela agéncia. Isso foi devido a alta concentracdo ou dose necessaria para que houvesse
mortalidade dos animais testados (SINCLAIR e BARRETT, 2014). Vale ressaltar que a
mortalidade parece ter sido o Unico parametro avaliado nos estudos de exposicao aguda e néo
foram avaliadas espécies de anfibios e répteis. Para esses, a agéncia alegou que os estudos
realizados com as duas espécies de aves podem ser representativos para essas classes de

animais.

O relatério também traz alguns resultados sobre a toxicidade crénica em animais
terrestres. Na espécie de ave Colinus virginianus, foi demonstrado que o herbicida induz uma

reducdo no peso de 8%, significativamente menor em relacdo ao controle. J4 na espécie de
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mamifero Rattus norvegicus, os efeitos vistos em um estudo de reproducéao de 2 geracGes com
exposi¢do dietética ao SULF foram mais detalhados. Isso inclui a diminui¢&o do peso corporal
materno e/ou ganho de peso corporal durante a gestacdo em ambas as geracdes (P e F1). Para
ambas as geracOes, 0s seguintes efeitos tambem foram observados: aumento da duracéo da
gestacdo, reducdo da viabilidade pré-natal (fetal e ninhada), reducdo do tamanho da ninhada,
aumento do namero de filhotes natimortos, redugdo da sobrevivéncia pés-natal do filhote e da
ninhada, diminuicéo do peso corporal dos filhotes durante a lactacdo, diminuicdo da fertilidade
e alteragbes histopatoldgicas nos 6rgdos reprodutivos dos machos F1 (SINCLAIR e
BARRETT, 2014). Com isso, é possivel notar que os efeitos sobre os mamiferos aparentam ser
mais pronunciados, mas isso pode ser apenas causado pelo desenvolvimento de uma avaliagéo
mais completa dos possiveis efeitos causados pela exposicédo cronica ao SULF nesse modelo
animal. Esse fato é dificil de analisar pela ndo disponibilizacdo ao publico dos resultados

completos dos diferentes estudos.

Com o objetivo de fornecer uma métrica de risco potencial a organismos nédo alvos, o
Quociente de Risco (RQ, do inglés: Risk Quotient) é utilizado pela US EPA, levando em
consideracdo as concentracOes estimadas de exposicdo a esses organismos divididas pelos
valores de toxicidade aguda e cronica. Assim, através do calculo do RQ, os valores sdo
utilizados para indicar quando o uso de um pesticida, conforme orientado pelo rétulo, tem o
potencial de causar efeitos adversos a espécies ndo alvo. Assim, quando o RQ excede o que é
determinado pela agéncia, sdo realizadas avalia¢des adicionais para determinar a coocorréncia
dessas espécies nos sitios de aplicacdo do pesticida em questdo. Assim, no caso do SULF apenas
aves tiveram seus valores de RQs agudos acima do que € determinado pela agéncia, dentre os
animais terrestres avaliados. Para a Abelha-Europeia os valores de RQs cronicos ndo foram
estipulados por falta de danos sobre a toxicidade do herbicida nessa espécie animal em uma
situacdo de exposicao cronica (SINCLAIR e BARRETT, 2014).

Na Figura 4 esta representado um modelo conceitual que explora as vias de exposi¢do
potencial em animais terrestres. Segundo a agéncia, é possivel esperar que 0s animais terrestres
sejam expostos principalmente (1) pelo consumo de plantas e animais contaminados que foram
diretamente pulverizados, sendo organismos esses, que estardo presentes nos locais de
aplicacdo ou que poderdo ter contato devido a deriva do herbicida, ocasionada por aplicacfes
em condi¢bes meteoroldgicas inadequadas. Tambem, através da (2) ingestdo de agua
contaminada, devido a alta capacidade do herbicida em ser lixiviado e por (3) contato dérmico

com solo e vegetacdo contaminados, risco esse que pode ser considerado elevado, pelo fato de
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que o herbicida possui alta meia vida no solo. Ainda, devido ao baixo potencial de
bioacumulacdo do herbicida, é esperado que ndo ocorra exposic¢do secundaria, isso quer dizer
que ndo é esperado que ele seja transportado pela cadeia alimentar por acumulacdo em tecidos
corporais animais. (SINCLAIR e BARRETT, 2014). No entanto, devido a possivel deriva, alta
capacidade de lixiviacdo e alta permanéncia no solo, ndo apenas organismos presentes nos
locais de aplicacdo podem ser afetados.

Figura 4. Modelo conceitual que descreve estressores, vias de exposicao e efeitos potenciais
para animais e plantas terrestres pelo uso do Sulfentrazone.
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Fonte: traduzido de Sinclair e Barrett (2014).

Ainda, segundo os autores, de modo geral é possivel esperar que ocorram efeitos a
organismos individuais, como diminui¢do da sobrevivéncia, crescimento e reproducdo, tanto
de espécies vegetais, quanto de espécies de animais invertebrados e vertebrados. A longo prazo,
é possivel esperar que ocorram alteracfes na integridade dos habitats de animais terrestres, por
possiveis efeitos em plantas terrestres e disponibilidade de presas, assim a utilizacdo do
herbicida SULF poderia levar a alteracdo na cadeia alimentar, como disponibilidade de
alimento para animais herbivoros e carnivoros (SINCLAIR e BARRETT, 2014).
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2.2.2.2 Dados Toxicoldgicos do Sulfentrazone Publicados em Artigos Cientificos

Em artigos cientificos, a toxicidade do herbicida SULF foi pouco explorada em
modelos animais. Nos estudos publicados ha uma tendencia de avaliacdo ‘“‘sintomatica”
decorrente da exposicdo ao herbicida, sendo poucos os artigos que focam nos possiveis efeitos
causados pela inibicdo da enzima PPOX. Ou melhor, na literatura, ndo foram encontrados
artigos que descrevem/correlacionam mecanismos envolvidos pelo acumulo de intermediarios
da rota de sintese, com a apresentacdo dos danos em seus resultados. Apesar disso, aqui serdo
demonstrados alguns resultados publicados nos ultimos anos utilizando diferentes espécies

animais.

Em 2007, de Castro e colaboradores publicaram um estudo com o objetivo de avaliar
os efeitos do SULF no desenvolvimento de ratos. O estudo foi realizado com a utilizacéo de
uma formulacdo comercial do SULF (Authority®, FMC Corporaton), onde as ratas gravidas
foram expostas via gavagem em diferentes estagios gestacionais: 1-6 (Grupo A) ou 6-15 dias
de gestacdo (Grupo B). Foi demostrado no estudo que os filhotes tiveram um atraso no
“aparecimento da geotaxia negatival”, onde, na dose mais alta (50 mg.Kg™), o reflexo diferiu
significativamente em relagdo ao controle no 7° dia de idade para o grupo A e no 7°, 8° e 9° para
0 grupo B. Os valores de geotaxia negativa para os filhotes dos grupos B alcan¢aram os valores
dos controles a partir do 9° dia de idade, 0 mesmo resultado foi obtido no teste do reflexo de
endireitamento em superficie. No ensaio de reposta a forca de pressao foi observado que para
0 grupo B, nas duas concentragdes testadas (25 e 50 mg.Kg™?), houve um atraso na resposta em
relacdo ao controle, enquanto para o grupo A, apenas houve significancia na maior dose testada.
Ja no teste de locomocao em campo aberto?, houve diminuico na capacidade locomotora nos
animais do grupo A nos dias 30, 60 e 90, e 30 e 60 para o0 grupo B, nas doses testadas. Diante
de tudo isso, os autores demonstram que exposi¢cdo materna ao SULF (Authority®) pode levar
a alguns déficits neuromusculares e comportamentais em filhotes de ratos, mas o conhecimento
dos efeitos do herbicida ndo permite afirmar os mecanismos envolvidos nas alteragdes no

desenvolvimento muscular e neuroldgico.

Como dito anteriormente, consta na bula do produto comercial Boral® 500 SC, que o
herbicida ndo apresenta efeitos genotoxico (FMC, 2021). Apesar disso, Bianchi e colaboradores
(2015), ao verificarem a genotoxicidade pelo teste de micronucleos e cometa, observaram que
apenas no teste de micronucleos houve uma potencial genotoxicidade em células HepG2
(hepatoma humano). Os autores atribuem essa diferenga nos resultados encontrados ao fato de

que o estudo desenvolvido foi realizado com a formulagdo comercial e ndo com o principio



31

ativo com alto grau de pureza. Assim, foi demonstrado que o SULF induz perda e quebra
cromossémica (técnica de FISH), mas os mecanismos envolvidos nessa a¢do ndo puderam ser
definidos pelo estudo. Dentro disso surgem duas possibilidades levantadas pelos autores. A
primeira delas seria a capacidade do SULF interagir com o DNA de fita simples, demostrado
em um estudo onde um voltamograma de pulso diferencial exibiu diminui¢des nas correntes de
pico nos sinais das bases guanina e adenina, sugerindo interacdo entre elas e 0o SULF em solugéo
(LIMA et al., 2010). A segunda possibilidade é referente a capacidade de producéo de oxigénio
singleto pela inibicdo da PPOX, via acimulo de protoporfirina IX, que é descrito por possuir a
capacidade predominante de gerar residuos de guanina modificados ou até, pela producdo de
outras espécies reativas de oxigénio que induzem a quebras de fita de DNA e locais de perda
de base (EPE, 1991).

Em artigos publicados na literatura, diferentes espécies de girinos foram, até o presente
momento, 0s animais mais avaliados em relacdo a toxicidade do herbicida SULF em sua
formulacdo comercial Boral® 500 SC. As espécies estudadas foram: Rhinella schneideri e
Physalaemus nattereri (FREITAS et al., 2017), Rana catesbeiana (WILKENS et al., 2019) e
Melanophryniscus admirabilis (da SILVA et al., 2020). Os estudos foram realizados por

pesquisadores brasileiros, com espécies anfibias encontradas na nossa biodiversidade.

No primeiro estudo, Freitas e colaboradores (2017) tiveram como objetivo, avaliar 0s
efeitos da interacdo entre a temperatura ambiental e o herbicida SULF (Boral® 500 SC) em
marcadores de estresse oxidativo. Assim, 0s autores demostraram que a temperatura pode
alterar os efeitos toxicos do herbicida, prejudicando significativamente a defesa antioxidante e
causando estresse oxidativo em girinos. Isso foi visto pelo aumento dos niveis de
malondialdeido (MDA) em girinos da espécie Physalaemus nattereri expostos por 3 dias ao
SULF (50 e 100 pg.L ™), principalmente em temperaturas de 28 e 32 °C. Neste experimento,
também foi demostrado que a atividade de enzimas que participam da resposta antioxidante
(Superdxido dismutase: SOD, Catalase: CAT, Glicose-6-fosfato desidrogenase: G6PDH, e
Glutationa S-transferase: GST) tiveram seus valores alterados por influéncia do herbicida em
diferentes temperaturas testadas. Ainda, os efeitos do SULF foram menos pronunciados em
altas temperaturas apds oito dias de exposi¢do, mas incluem mudangas na CAT (100 pg.L™Y),
G6PDH, GST (10, 50 e 100 pg.L™?), juntamente com o aumento significativo nos niveis de
MDA a 36 °C. Por outro lado, para a espécie Rhinella schneideri, as alteracbes vistas nos
marcadores de estresse oxidativo foram menos expressivas e ndo houve variagdes dos niveis de

MDA em qualquer temperatura em ambos 0s periodos estudados. Assim, os autores concluem,
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que a espécie Physalaemus nattereri apresenta maior sensibilidade tanto a temperatura quanto
ao SULF, demostrando que a capacidade de adaptacdo em condi¢des ambientais desfavoraveis

pode ser espécie-especifica, mesmo para grupos taxonomicamente relacionados.

Em outro estudo, publicado por Wilkens e colaboradores (2019), foi demonstrado que
0 herbicida SULF (Boral® 500 SC) levou ao aumento de pardmetros metabdlicos como
triglicerideos e VLDL (Lipoproteina de Densidade Muito Baixa) de girinos da espécie Rana
catesbeiana, sem alteracdo de outros parametros como proteinas totais, acido Urico, glicose e
corticosterona na Unica concentragio testada de 130 pg.L™ de ingrediente ativo em um
experimento de 7 dias. Também foi visto através do estudo, que o herbicida levou ao aumento
da GST no figado, mas ndo no musculo caudal dos animais expostos. Também, ndo foram vistas
alteracdes em enzimas de defesa antioxidante (SOD e CAT) e no marcador de peroxidacao
lipidica TBARS, tanto no figado, quanto no masculo. Assim, 0s autores demonstram que 0
aumento da atividade da GST e manutencdo dos niveis de SOD e CAT, parecem ser

determinantes para prevenir o aumento da peroxidacéo lipidica no figado dos animais tratados.

Similar a esses resultados, da Silva e colaboradores (2021), encontraram que o SULF
(Boral® 500 SC) pode causar diminuicdo dos estoques de glicogénio, atividade da SOD e niveis
de peroxidacdo lipidica, em contrapartida, aumento dos niveis totais de proteinas. Estudo esse
que foi realizado com girinos da espécie Melanophryniscus admirabilis durante 4 dias nas
concentracOes de 130 e 980 pg.L™? de ingrediente ativo. Assim, os autores discutem que as
reservas de glicogénio podem estar sendo consumidas para a sintese de adenosina trifosfato
(ATP) e/ou para a manutencdo dos niveis de glicose circulante. Ja os niveis aumentados de
proteinas totais podem representar um mecanismo compensatério que envolve o aumento da
sintese proteica para atuar como enzimas antioxidante e/ou como fonte de energia durante o

processo de metamorfose.

Com isso, os trés trabalhos desenvolvidos com diferentes espécies de girinos
demonstram que alteragfes nos niveis de marcadores metabolicos e de estresse oxidativo séo
possiveis em animais expostos ao SULF em sua formulacdo comercial Boral® 500 SC. Vale
ressaltar que nos trés estudos, os animais foram expostos a concentragdes subletais do herbicida,
assim, apesar de todas as alteragdes vistas, ndo houve mortalidade ao decorrer dos experimentos
(da SILVA et al., 2020; FREITAS et al., 2017; WILKENS et al., 2019).

Como primeiro estudo a investigar os efeitos do SULF em algum organismo que vive

no solo, Mesak e colaboradores (2018) avaliaram o comportamento e a dindmica de hemdcitos
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em Eisenia fetida expostas ao SULF, em concentragdes ambientalmente relevantes (0,318 e
31,8 pg.g?t de massa seca de solo). Assim, neste estudo foi demostrado que a dinamica
hemocitaria revelou inducdo de resposta imune, mas essa resposta foi aparentemente
ineficiente, uma vez que a taxa de mortalidade dos individuos expostos foi superior ao controle.
Ainda, utilizando essa mesma espécie, Li e colaboradores (2020) expuseram 0s animais a
concentragdes de 0,2; 1 e 5 ug.g ms™ [microgramas de SULF (pureza de 95%) por grama de
massa seca de solo] durante 28 dias. Neste estudo, 0s autores demonstraram que ocorreu 0
aumento da atividade de enzimas de defesa antioxidante (SOD, CAT, GST e Peroxidase: POD),
mas esse aumento nédo foi suficiente para que os danos gerados pelo estresse oxidativo ndo
fossem detectados. Isso foi evidenciado pelo aumento dos niveis de peroxidacdo lipidica
(MDA), danos histopatoldgicos e de DNA, relacionado com o aumento da concentracdo do
herbicida e ao decorrer do tempo (7, 14 e 21 dias de tratamento). Os autores chegam a conclusao
de que esses danos podem ser reversiveis pelo fato que no 28° dia de tratamento, muitas das
alteraces vistas nos biomarcadores (SOD, CAT, POD, MDA) descritos retornaram a niveis de
controle. Ainda segundo os autores, a enzima GST parece desempenhar um papel mais
importante, por ser mais sensivel na detoxificacdo do SULF e eliminacao de espécies reativas
de oxigénio do que as outras enzimas avaliadas, pois foi a Unica que apresentou aumento

significativo no 28° dia de tratamento.

E importante ressaltar, que os dados gerados por esses trabalhos ndo possuem fins
regulatorios. Pois é possivel notar na reavaliagdo do registro do SULF junta a US EPA
(SINCLAIR e BARRETT, 2014), que avaliacbes toxicoldgicas para fins regulatérios
necessitam ser realizadas com o produto (Ingrediente Ativo) com alto grau de pureza e ndo com
as formulacdes comerciais disponiveis. E provéavel que isso ocorra, pelo fato da importante
necessidade da avaliacdo dos efeitos APENAS do ingrediente ativo, descartando possiveis
interacdes com os chamados “Ingredientes Inertes” ou “Aditivos”. Isso pode ser questionavel,
uma vez que as aplicagOes feitas em lavouras sdo realizadas com a presenca destes outros
componentes oriundos da formulacdo comercial. Assim, os resultados encontrados pelas
agéncias reguladoras podem estar sendo subestimados, em relacdo ao que esta realmente

acontecendo com 0s mais variados organismos nos locais de aplicagéo.

2.3 Drosophila melanogaster

O modelo experimental Drosophila melanogaster vem sendo utilizado em estudos
laboratoriais a mais de 100 anos. Esse organismo modelo desempenhou fungdo fundamental

para o entendimento do “papel desempenhado pelo cromossomo na hereditariedade” e na



34

“descoberta da producdo de mutacdes por meio de irradiagdo de raios-x”. Esses trabalhos
desenvolvidos nas duas primeiras décadas dos anos 1900, foram premiados com Prémio Nobel
de Fisiologia ou Medicina em 1933 e 1946, respectivamente (revisado por JENNINGS, 2011).
Nessas mesmas decadas, esse modelo experimental também vinha sendo utilizado para o estudo
do envelhecimento, area essa que a mosca-da-fruta ajudou a entender o conceito de que a
expectativa de vida poderia ser determinada pela taxa metabdlica de um organismo (revisado
por PIPER e PARTRIDGE, 2018).

Desde entdo, a utilizagdo da mosca-da-fruta foi ampliada para diversos campos. Assim,
ela vem sendo utilizada para estudos envolvendo doencas neurodegenerativas humanas, cancer
e toxicidade de metais, nanomateriais, dentre outros. 1sso se deve pela alta conservacgédo
evolutiva de muitos processos genéticos e fisioldgicos, juntamente com a facil manipulacéo
genética que pode ser realizada nesses animais (JENNINGS, 2011). Além disso, a mosca-da-
fruta € uma poderosa ferramenta para entender a toxicidade de substancias em outras espécies,
por ser o inseto mais facil de manter em laboratdrio, ter um ciclo de vida curto, alta fertilidade
e dimorfismo sexual (KIM et al., 2011; SCHNEIDER, 2000).

2.3.1 D. melanogaster como modelo para toxicidade em insetos

A utilizacdo de D. melanogaster para a avaliacdo da toxicidade de substancias em
insetos pode ter muitas aplicacBGes. Dentro disso pode ser destacada a busca do entendimento
do modo de acdo no desenvolvimento de novas moléculas com fins inseticidas, a determinacéo
de como aresisténcia a inseticidas pode surgir em populacdes de insetos e a descoberta de novos
mecanismos de acdo alvo para o controle de insetos (SCHNEIDER, 2000). Tendo em mente
gue os insetos sdo responsaveis por consideraveis perdas de produtividade na agricultura e

vetores de transmissdo de doencas.

Em contrapartida, nem todos os insetos sdo prejudiciais para as atividades humanas,
isso é visto principalmente pelo papel que algumas espécies desempenham como controle
natural de pragas, polinizagdo, conservacdo da estrutura do solo e fertilidade e ciclagem de
nutrientes (GRUBISIC et al., 2018). Atualmente, fatores que vém influenciando negativamente
a populacgéo desses insetos tém sido muito discutidos, principalmente fatores de grande escala,
como mudancgas no uso da terra, uso de pesticidas, mudangas climéticas e fragmentagédo do
habitat (GOULSON, 2019; GRUBISIC et al., 2018, RHODES, 2018). Em um estudo
desenvolvido na Alemanha, foi identificada a reducéo de 76% na biomassa de insetos voadores

em trés décadas, em reservas naturais no pais todo (HALLMANN et al., 2017). Essa parece ser
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uma tendencia global, pois j& foi demonstrado reducdo nas populacBes de insetos
(principalmente polinizadores) em outros diversos paises (extensivamente revisado por
GOULSON, 2019 e RHODES, 2018). Isso tem sido chamado de “Crise Global de Polinizagao”,
ou até de “Apocalipse Ecologico”, pois as consequéncias dessa diminui¢ao dos insetos podem
levar a perdas de produtividade na agricultura, mas principalmente, perda na biodiversidade
animal e vegetal. Dentro disso, a utilizacdo da mosca-da-fruta pode ser de grande importancia
para compreender alguns fatores que estdo envolvidos na diminuicao global das populactes de

insetos.

2.3.2 Heme em D. melanogaster

O heme é uma molécula essencial para a vida e serve como grupo prostético para as
hemoproteinas (proteinas que se ligam ao heme) que possuem grande variedade de funcdes. Na
mosca-da-fruta, ja foi demonstrado que essa molécula compde as globinas intracelulares,
localizadas principalmente no sistema traqueal e o corpo gorduroso (globl) e testiculo (glob2 e
glob3), compondo fungdes de metabolismo energético aerdbico, espermatogénese e
reproducdo, respectivamente (BURMESTER et al., 2006; 2018). Além disso, as hemoproteinas
possuem funcdo na cadeia transportadora de elétrons, como sensores de gas (NO e CO) e na
producdo de 6xido nitrico (KIM et al., 2012; KLATT et al., 1992; MARVIN et al., 2009). O
heme também participa na sinalizacdo de processos de transcricdo, envolvendo o ciclo
circadiano e a manutencdo da homeostase do heme, regulando a si mesmo (PHELPS, 2019;
YIN et al., 2010).

Além disso, é possivel destacar a importancia do heme como cofator para atividade das
enzimas Citocromo P450s (CYPs). No estagio larval da mosca-da-fruta, 85 genes P450s sdo
expressos no intestino, tdbulos de Malpighi e corpo adiposo, sugerindo papéis importantes nos
processos de desintoxicacdo e protecdo contra xenobidticos exdgenos (CHUNG et al., 2009).
Também, CYPs atuam na descarbonilase oxidativa, catalisando a etapa final na producéo de
hidrocarbonetos nos oendcitos, local conhecido pela biossintese dessas moléculas que
compdem a cuticula dos insetos (QIU et al., 2012). Por fim, na Glandula Protorécica, existe alta
necessidade de CYPs para a sintese hormonal, mais especificamente ecdisona, que atua como
sinalizador sistémico, controlando a expressdao génica em tecidos-alvo para coordenar a
incubagdo, muda e metamorfose em larvas da mosca-da-fruta (HUYNH et al., 2019). O heme
como cofator para os CYPs demanda atencéo pelo fato de que larvas PPOX” (PPOX mutante)

apresentam acumulo de protoporfirina 1X nesses trés tecidos (Figura 5), assim demonstrando a
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alta demanda de heme nesses tecidos, onde diferentes CYPs também sdo extremamente
requeridos (PHELPS, 2019).

Figura 5. Mutacdo na enzima Protoporfirinogénio oxidase (PPOX™) causa actmulo de
protoporfirina IX (autofluorescente sob luz UV) no Intestino, Oendcitos e Glandula Protoracica
em larvas L3 de D. melanogaster.

Glandula
Protoracica

. = Qendcitos
< Oenocitos

= Intestino

Tipo Selvagem  PPOX -
Fonte: recortada e traduzida de Phelps (2019).

O heme é sintetizado por oito enzimas altamente conservadas evolutivamente a partir
de succinil-CoA e glicina (Figura 6). A sintese do heme é realizada por quatro enzimas
mitocondriais (passos 1, 6, 7 e 8) e quatro enzimas citoplasmaticas (passos 2, 3, 4 € 5). ALAS1
codifica a primeira enzima na via de biossintese do heme e € a etapa limitante em vertebrados
e provavelmente, também limitante em D. melanogaster devido a alta conservacao da via de
biossintese e a grande inducdo na expressao de ALAS1 quando os niveis de heme diminuem
(PHELPS, 2019). Em humanos, existe mais um gene que codifica essa enzima, ALAS2, que é
expresso apenas nos eritrocitos e é regulado pelos niveis de ferro. Na formacéo dos eritrdcitos,
quando ocorre alta demanda da producdo do heme, o succinil-CoA necessario nao sera
proveniente do ciclo do acido citrico, mas sim, oriundo da glutamina via desaminase e a-
cetoglutarato desidrogenase (KDH), devido a interacéo fisica das duas enzimas [ALAS2 (Acido
Aminolevulinico Sintase 1) e KDH]. Ja a ALASL, expressa em outros tecidos, codifica a enzima
em locais onde ndo ha necessidade de grandes quantidades de heme, quando comparado com a
formagéo do eritrocito, assim o succinil-CoA pode ser proveniente do ciclo do &cido citrico
(Figura 6) (BURCH et al., 2018). Ainda néo esté claro, quando o succinil-CoA ser priorizado
para fins energéticos, ou quando sera desviado para a biossintese do heme (via ALAS1), tanto

em humanos quanto em D. melanogaster.
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Figura 6. Biossintese do heme por ALAS1. ALAS = Acido Aminolevulinico sintase; PBGS =
Porfobilinogénio sintase (6-ALA-D em mamiferos [acido aminolevulinico desidratase]);
HMBS = Hidroximetilbilano sintase; UROS = Uroporfirinogénio Il sintase; UPDO =
Uroporfirinogénio descarboxilase; CPOX = Coproporfirinogénio oxidase; PPOX =
Protoporfirinogénio oxidase; FECH = Ferroquelatase.

Mitocondria Citoplasma

Ciclo de Krebs o N NH;
i PBGS [,
“ooc s Rl ® =i
“CoA + HZN\/lL Tl o 0 O
\/\[O( OH | ALAS1 S

Acido

Succinil-CoA Glicina @4 ssiolEvlies Porfobilinogénio
CH,
7 CHJ S
] T | (s
~ <)
9 °:, —OH
— o Son
HyC CH; A ‘ B __OH
b—~NH HN-- /
f y 0
OH { 7—NH  HN— OH
07 “oH o HOSR  S L IY
Protoporfirina IX Heme Jowm WS ’
Mo, oH
PPOX \ Hidroximetilbilano
HC CHy
ooc—~/" " x4 A\
( Uroporfirinogénio III
/

Jreeex ]

Coproporfirinogénio III

Protoporfirinogénio IX

Fonte: adaptado de Simon e Herkes (2011) e baseado em Phelps (2019).

Apos a etapa quatro da via de biossintese do heme, um anel porfirinico é formado
(Figura 6). A protoporfirina 1X, o dltimo intermediarios da via, comum da biossintese do heme
e clorofila, € o Unico intermediario da biossintese que possui a capacidade de autofluorescer na
presenca de luz ultravioleta, ja foi descrito que produtos de oxida¢do do heme por espécies
reativas ou intermediarios de degradacdo, tambem podem apresentar fluorescéncia (LEET et
al., 2015; NAGABABU e RIFKIND, 1998). A ferroquelatase, a ultima enzima na via de
biossintese do heme, incorpora um ion de ferro ferroso (Fe?*) no anel porfirinico para formar o

heme na mitocdndria, que abole a propriedade autofluorescente (PHELPS, 2019).

Mutacdes nas enzimas envolvidas na rota de biossintese do heme geram, em humanos,
um grupo de doengas raras chamadas de porfirias. Ja foi relatado, mutacGes em todas as etapas
da rota, com complicacOes caracteristicas de cada deficiéncia. Em um aspecto geral, as porfirias
sdo doencas caracterizadas pelo acumulo de porfirinas e precursores de porfirinas e podem ser

divididas em porfirias hepaticas agudas, com sintomas de dor abdominal, sintomas
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neuropsiquiatricos e neuropatia, e porfirias eritropoiéticas, que ndo causam sintomas
neuroldgicos, mas estdo associadas a erupcOes dermatoldgicas fotossensiveis e podem estar
associadas a lesdo hepatica adicional e/ou hemdlise. A porfiria variegata, causada pela mutacéo
autossomica dominante da PPOX, dentro do quadro clinico dessa doenca, € incluida a
fotossensibilidade cutanea, causada pela produgdo de espécies reativas de oxigénio pela
protoporfirina IX em contato com a luz e oxigénio (revisado por SIMON e KERKES, 2011).
Ataques agudos também podem ser incluidos no quadro da doenca, eles podem ser induzidos
pelo uso de drogas que sdo metabolizadas pelo P450s. Durante esses ataques, o gene Alasl é
regulado positivamente, pois o organismo identifica a necessidade de sintese do heme, que é
requerido para a atividade dos P450s, agravando o estado da doenca pelo acumulo de
intermediarios toxicos. Em pacientes com porfiria variegata, pode ocorrer o aparecimento de
autofluorescéncia vermelha na urina, fezes e sangue, similar a acumulacgéo que ocorre em larvas
de D. melanogaster PPOX™ (EDEL e MAMET, 2018; KAUPPINEN e MUSTAJOKI, 1992;
PHELPS, 2019; SIMON e KERKES, 2011).

3. OBJETIVO
3.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos téxicos do Boral® 500 SC (Sulfentrazone) em Drosophila

melanogaster.
3.2. Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos do herbicida Boral® 500 SC na taxa de sobrevivéncia de D.
melanogaster.

Analisar os efeitos do herbicida Boral® 500 SC no comportamento locomotor de D.
melanogaster.

Verificar o acumulo de intermediarios da via de sintese do grupamento heme em D.
melanogaster expostas ao herbicida.

Estudar os efeitos metabolicos causados em consequéncia da inibicdo da enzima

Protoporfirinogénio oxidase em D. melanogaster expostas ao herbicida Boral® 500 SC.
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4. Boral® 500 SC (Sulfentrazone) induz acimulo de intermediarios da sintese do Heme e

alterac6es no comportamento locomotor e marcadores metabdlicos em D. melanogaster

Os dados referentes a avaliacdo toxicoldgica de Drosophila melanogaster expostas a
formulacdo comercial Boral® 500 SC (Sulfentrazone), estdo apresentados no formato de
manuscrito organizado e formatado nas orientacGes para autores na revista Ecotoxicology and
Environmental Safety (https://www.elsevier.com/journals/ecotoxicology-and-environmental-
safety/0147-6513/guide-for-authors), Qualis B1 (F. I. 6.291) na area de CBII (ano 2013-2016).


https://www.elsevier.com/journals/ecotoxicology-and-environmental-safety/0147-6513/guide-for-authors
https://www.elsevier.com/journals/ecotoxicology-and-environmental-safety/0147-6513/guide-for-authors
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1 Introduction

Some insect species play a crucial role in natural pest control, pollination, conservation
of soil structure and fertility, and nutrient cycling (GRUBISIC et al., 2018). These insects play
an important role in agricultural productivity, and the use of herbicides may be among the
factors that contribute to the decrease in populations of these species. This has been called the
“Global Pollination Crisis”, or even the “Ecological Apocalypse”, as the consequences of this

population decline can lead to losses in animal and plant biodiversity (Goulson, 2019; Rhodes,
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2018). Thus, it is of great importance to produce evidence showing the effects of herbicides on

these non-target organisms to outline non-harmful strategies for weed control in agriculture.

Protoporphyrinogen oxidase (PPOX) inhibitor herbicides are described in the literature
for being highly specific in their mode of action and acting at low concentrations (Zagar et al.,
2019). In the case of Sulfentrazone (SULF), a PPOX inhibitor belonging to the class of
aryltriazolinones herbicides, it has a long residual effect due to its high half-life in the soil
(146.5 days) (Martinez et al., 2008). PPOX is an enzyme involved in the synthesis of both
chlorophyll and heme, this synthesis pathway is highly evolutionarily conserved, both in plants
and animals. All these considerations alert to the fact that non-target organisms, such as animal

species, can be contaminated by these herbicides at application sites.

Despite the SULF toxicity, few studies seek to assess the effects of the toxicity in animal
models, other than those used for registration in regulatory institutions. However, it has been
shown that SULF can affect neurolocomotor development in rats exposed during the prenatal
period (de Castro et al., 2007). It has also been shown that metabolic changes (glycogen, VLDL,
triglycerides, total proteins) and oxidative stress markers (ROS, TBARS) can be effects related
to exposure to SULF, both in tadpoles (da Silva et al., 2021; Freitas et al., 2017; Wilkens et al.,

2019) and in earthworms (Li et al., 2020).

Considering its mechanism of action in plants (inhibition of PPOX), SULF may have as
its main effect the excessive production of reactive oxygen species (ROS), leading to oxidative
stress in organisms exposed to it. The consequence of PPOX inhibition is an accumulation of
intermediates of the porphyrin ring synthesis pathway, more specifically protoporphyrin IX,
which is the product of the reaction, not the substrate. This occurs through the non-enzymatic
conversion of protoporphyrinogen 1V to protoporphyrin IX, which in contact with light and
oxygen generates excessive amounts of ROS (Zagar et al., 2019), more specifically singlet

oxygen, responsible for lipid peroxidation and DNA damage (Epe, 1991).
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Drosophila melanogaster, better known as the fruit fly, is a model organism for toxicity
studies in insects. In this species, it has been described that heme is a cofactor for Cytochrome
P450 (CYP) activity and its location/synthesis in tissues is directly linked where there is greater
CYPs activities, such as in the gastrointestinal tract (detoxification) (Chung et al., 2009),
prothoracic gland (hormonal synthesis) (Phelps, 2019) and oenocytes (synthesis of long-chain
fatty acids that make up the insect's cuticle) (Qiu et al., 2012). In PPO” mutant D. melanogaster
larvae, the accumulation of intermediates of heme biosynthesis occurs mainly in these tissues
(Phelps, 2019). However, the damage caused by exposure of these intermediates to the presence
of light has not been fully explored. In this sense, the present work aimed to evaluate the toxic
effects in terms of heme synthesis, oxidative stress, and metabolic markers in Drosophila

melanogaster after acute exposure to the herbicide Boral® 500 SC (Sulfentrazone).
2 Materials and Methods
2.1 Chemicals

The commercial formulation of the herbicide Sulfentrazone used was Boral® 500 SC,
a FMC Corporation product composed of Sulfentrazone - 50% m/v with other ingredients -
70% m/v, registered with the Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Brazil) —

N° 07495).

The chemical reagents used 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), L-glutathione
reduced (GSH), bovine serum albumin (BSA), thiobarbituric acid (TBA), aminolevulinic acid
hydrochloride (ALA), blue bromide thiazolyl tetrazolium (MTT), dichlorofluoroscein diacetate
(DCF-DA), N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine (TEMED), ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA), and quercetin were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). All other

chemicals used were commercial products of the highest degree of purity available.

2.2 Drosophila melanogaster stock
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Drosophila melanogaster wild-type (Harwich strain) was obtained from the National
species Stock Center (Bowling Green, OH, USA). The flies were reared and maintained on
standard cornmeal medium (11.12% m/v coarse cornmeal; 8.9% m/v medium cornmeal; 2.22%
m/v sucrose; 2.22% m/v wheat germ; 0.32% m/v powdered milk; 0.25% m/v brewer's yeast;
0.15% m/v sodium chloride and 0.08% m/v methylparaben) under conditions of constant

temperature (23 = 1 °C), with humidity and environmental light/dark cycle until treatment.

2.3 In vivo assays

2.3.1 Experimental Design - Exposure to Boral® 500 SC. Twenty flies (male only, 0-4 days
old) were exposed to Boral® 500 SC (10, 30, 60, 100, 150 and 300 mg/L of SULF) in the
treatment medium (1% m/v of sucrose, 1% m/v powdered milk, 1% m/v agar and 0.08% m/v
methylparaben) and observed daily for the mortality count. Thus, the survival rate was obtained,
determined by counting the number of dead flies for 7 days, while the survivors were transferred
to freshly prepared media every two days without using ice anesthesia. The experiments were
carried out under conditions of constant temperature (23 £ 1 °C) and 12 h light/dark cycle. Data
represent the mean of 5 exposure-independent treatments performed over 3 separate weeks (n
= 15). After treatments, data were analyzed and transformed into the percentage of surviving
flies in relation to the total number of flies. Based on the results of this trial, concentrations of
30, 150, and 300 mg/L of SULF were chosen to be used for 4 consecutive days as an exposure

regimen for the Negative Geotaxis assay.

2.3.2 Negative Geotaxis assay. The locomotor and climbing capacity were evaluated in the
Control and Boral® 500 SC groups (30, 150, and 300 mg/L of SULF). For this, the flies were
evaluated according to a previously described negative geotaxis assay (Sudati et al., 2013). In
summary, 10 flies were randomly counted under brief ice anesthesia and placed in a vertical
glass column (length: 20 cm, diameter: 2 cm/10 flies each). After recovery from cold exposure

(approximately 30 min), flies were lightly tapped at the bottom of the column. Flies that reached
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the top of the column (14 cm) were counted separately for 15 s. The results represent the average
number of flies on top (nwp) as a percentage of the total number of flies (nwt). Values represent
the mean of five independent sequential repeats for each column. The results were expressed
as the percentage of flies that reach a minimum distance of 14 cm in 15 s from three independent
experiments carried out in three different weeks (n = 9). Therefore, data are expressed as % of
flies that reach the top within 15 s. Based on the result of this trial, the 300 mg/L group was

excluded from subsequent tests.

2.3.3 Open field locomotion assay. Locomotor activity in an open field arena was assessed
according to the method described below (Feany and Bender, 2000). Thus, the flies were briefly
anesthetized on ice and randomly counted. Thus, they were kept in an arena divided into squares
(1 x 1 cm) 9 cm in diameter, covered by a Petri dish (3 flies per dish). The activity and
movement of the flies were recorded with a video camera after a period of adaptation and
recovery from anesthesia (30 min). Thus, the number of crossed squares (number of crossings)
for each fly in a given time window (60 s) was analyzed later. VValues represent the mean of

three independent experiments performed in three separate weeks (n = 9).

2.4 EX Vivo assays

2.4.1 Sample preparation for biochemical assays. After the completion of the behavioral
performance tests, new treatments were carried out with a greater number of flies for the ex vivo
tests, for the Control and Boral® 500 SC groups (30 and 150 mg/L of SULF). On the 4° day of
treatment, the flies were removed from the treatment bottles and stored at -70 °C for a maximum
of 4 days until use. The head region was carefully separated from the body, keeping the flies at
-70 °C (minimum of 30 min) with subsequent vortexing (repeated twice). Subsequently, the
heads and bodies were counted, weighed, and homogenized separately in microtubes with 250
pL of phosphate buffer (TFK) 50 mmol/L (pH 7.5), the homogenate was centrifuged at 3000 x

g for 10 min at 4 °C and the supernatant was used for biochemical assays [10 heads/bodies:
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CAT and DCF-DA reactive species; 30 heads/bodies: GST; 50 heads/bodies: MTT and SOD;

and 100 heads/bodies: thiobarbituric acid reactive substances (TBARS assay)].

For the &-ALA-D assay, flies were anesthetized on ice, counted, and weighed
immediately after the end of treatment, 80 whole flies were homogenized in 210 pL of Tris-

HCI 5 mmol/L (pH 8.5) and centrifuged at 1000 x g for 10 min at 4 °C.

For the protoporphyrin 1X autofluorescence assay and heme levels, 10 heads/bodies
were used, homogenized in PBS, and centrifuged at 3000 x g for 10 min at 4 °C. The entire

procedure was performed under the lowest possible lighting conditions.

The protein concentration of the homogenates was determined as described above using
BSA as the standard (Bradford, 1976). All biochemical assays were performed with n = 6, using

flies from 3 independent flasks, with two replications.

2.4.2 Determination of protoporphyrin IX autofluorescence levels and total heme levels.
The determination of relative protoporphyrin IX autofluorescence and total heme levels (heme
protein plus free heme) was performed as described above using a large amount of oxalic acid
and heat to remove the iron ion from the heme group, resulting in a protoporphyrin IX ring
fluorescent (Phelps, 2019). For this, 50 pL of the sample were added to a tube containing 1000
pL of 2 mol/L oxalic acid. The contents of the tube were divided in half, one tube was used as
a control (no heating, kept at 37 °C for 30 min.) and the other was used as an experimental (with
heating) which was immediately incubated at 95 °C for 30 min. Afterward, 200 ul of each tube
(with and without heating) were pipetted into a microplate (two wells for each tube). The
autofluorescence intensity was measured in a microplate reader (SpectraMax M5™, Molecular
Device), with excitation at 400 nm and emission was read at 662 nm. Protoporphyrin IX

autofluorescence levels were determined by readings of control samples (no heating) and heme
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levels were determined by calculation: with heating — without heating = Result. Results were

expressed as % of the control mean after correction for total protein content.

2.4.3 Determination of 6-aminolevulinate dehydratase (8-ALA-D) activity. The 5-ALA-D
activity was determined as previously described (Sassa, 1982) by measuring the rate of
porphobilinogen (PBG) production. The assay reaction mixture was 25 pL of the sample with
10 pL of TFK 500 mmol/L (pH 8.5), in two separate tubes, one of which had 8 uL of ALA
31.25 mmol/L (8 pL of water in the second tube), with subsequent incubation at 37 °C for 3 h
and centrifugation at 3000 x g for 10 min at 4 °C. The reaction product was determined at 555
nm using 100 pL of Erlich reagent and 25 pL of H2O, with a final addition of 75 pL of the
incubated and centrifuged sample. The calculation of enzyme activity was performed as
follows: tube with ALA — tube without ALA = Result. The results were corrected for total

protein content and expressed as % of the control mean.

2.4.4 Determination of levels of dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA) reactive species.
The levels of DCF-DA reactive species were determined as a ratio of ROS production,
according to a method previously described (Park et al., 2012). Briefly, 20 pL of the sample
was used, with 160 pL of distilled H20 and 20 pL of 1 mmol/L DCF-DA to trigger the reaction.
The fluorescence emissions of DCF resulting from the oxidation of DCF-DA were monitored
for 60 min, with excitation at 485 nm and emission at 530 nm. The resulting fluorescence

measure was expressed as % relative to the control mean.

2.4.5 Determination of levels of thiobarbituric acid reactive species (TBARS). The TBARS
levels as an indicator for damage produced by oxidative stress were determined as previously
described (Ohkawa et al., 1979) with some modifications (Bianchini et al., 2019). In summary,
100 pL of the sample were incubated for 1 h in a water bath at 37 °C. Then, the samples were
incubated at 95 °C for 120 min with the addition of 100 uL of acetic acid buffer (pH 3.7) and

100 pL of 0.6% TBA (m/v, pH 4.0). After the boiling step, 20 pL of 8.1% SDS (w/v) was added
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and centrifuged at 3000 x g for 15 min at 4 °C. The reaction product was determined at 532 nm

and the results were expressed as % of the control mean after correction for total protein content.

2.4.6 Determination of MTT reduction. The MTT reduction was determined as described
previously (Babot et al., 2005). The assay reaction mix was 50 pL of the sample with 150 pL
of 50 mmol/L TFK Saline (pH 7.5) and 20 pL of 1 mg/mL MTT (in ethanol). This mixture was
incubated at 37°C for 30 min. Then 200 pl of DMSO was added and the mixture was incubated
again for 30 min. Finally, 200 pL of 8.1% SDS (w/v) was added, and the resulting supernatant
was centrifuged at 3000 x g for 20 min. The resulting formazan was measured at 570 and 630
nm. The MTT reduction was calculated as 545 nm — 630 nm = Result. VValues were standardized

by total protein content and expressed as % to the control mean.

2.4.7 Determination of glutathione-S-transferase (GST) activity. The GST activity was
evaluated according to the procedure described by Habig and Jakoby (1981), using CDNB as
substrate. The assay reaction mix was 20 pL of the sample with 60 pL of 200 mmol/L TFK (pH
7.5). The reaction was started with the addition of 20 pL of 10 mmol/L GSH and subsequent
rapid addition of 20 pL of 10 mmol/L CDNB (in ethanol). The reaction was monitored for 3
min (15 s intervals) at 340 nm. GST activity was standardized by total protein level and

expressed as % of the control mean.

2.4.8 Determination of superoxide dismutase (SOD) activity. The SOD activity was
determined according to a previously published method (Kostyuk and Potapovich, 1989). The
reaction medium contained 40 uL of sample and 200 pL of 20 mmol/L TFK (pH 7.4, containing
0.08 mmol/L EDTA and 1.25 pL/mL of TEMED). To trigger the reaction, 10 uL of quercetin
0.15 mg/mL (in DMSOQO) were pipetted. The reaction was analyzed at time 0 and after 20 min
under laboratory conditions, being monitored at 406 nm. SOD activity was standardized by

total protein level and expressed as % of the control mean.
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2.4.9 Determination of catalase (CAT) activity. CAT activity was measured as previously
described (Aebi, 1984). Briefly, the reaction medium contained 160 pL of TFK 50 mmol/L (pH
7.5), 20 pL of 1 mol/L H20>, and 20 uL of the sample. The reaction was analyzed for 2 min (15
s intervals) at 240 nm. Results were expressed as % of the control mean after correction for

total protein content.

2.5 Statistical analysis

For all assays, the values obtained in each group were compared using one-way
ANOVA followed by Tukey's Multiple Comparisons post-test. Differences between groups
were considered significant when P < 0.05 (*). In vivo and ex vivo results were expressed as +
S.E.M. To perform the statistical analysis and construction of graphs, GraphPad Prism 5.0 was

used.

3 Results and Discussion

In this work, we demonstrate that the exposure of D. melanogaster to Boral® 500 SC
(SULF), can decrease survival in a dose- and time-dependent manner. Also, we found a
decrease in the locomotor capacity of the treated flies compared to the control. Overall, our
study demonstrated a decrease in weight and an increase in total protein levels in flies exposed
to the herbicide. Exposure to Boral® 500 SC also caused an accumulation of protoporphyrin
IX, an increase in total heme and an increase in the level of lipid peroxidation. There was also

an increase in the activity of 3-ALA-D, SOD, GST enzymes and MTT reduction.

3.1 Sulfentrazone-induced dose-dependent mortality

In the literature, there were no studies that seek to assess the toxicity of the herbicide
SULF on insects. The herbicide was considered “practically non-toxic” for the species Apis
mellifera (Honeybee) by the US EPA (Sinclair et al., 2014), being the only record of herbicide

toxicity in an insect species (unpublished study). As for aquatic invertebrates, the agency
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considers that the reference concentration for acute toxicity is 30.2 mg/L and 0.2 mg/L for

chronic toxicity (Aquatic Life Benchmarks). As it is the only reference value available for acute

toxicity in invertebrates, we decided to use this concentration (30 mg/L) as the basis for the

development of our study.

Initially, we evaluated the survival of the flies at increasing concentrations of Boral®
500 SC (SULF) (Fig. 1A). Statistical analysis of the survival rate revealed a dose-dependent
behavior in the concentrations of the active ingredient (10-300 mg/L). At the end of the
experiment (7° day), only 2.1 £+ 0.8% of the flies in the highest concentration treated group were
alive, while 95.7 + 1.4% of the flies in the untreated group remained alive (Fig. 1A). The
Median Lethal Concentration (LC50), calculated based on mortality at the end of the
experiment (7° day, Fig. 1A), revealed that the concentration leading to 50% mortality of flies
was 76.1 mg/L (R? = 0.924, data not shown). In addition, all groups, except the one exposed to

a concentration of 10 mg/L, showed a significant difference from the control.

When analyzing the survival of the groups on the 4° day of exposure to Boral® 500 SC
(Fig. 1B), it was observed that there was a significant difference for concentrations between 60-
300 mg/L to the control. Thus, on the 4° day, exposure to Boral® 500 SC decreased the fly
survival to 87.5, 84.1, 69.0, and 52.8% for the groups of the following concentrations 60, 100,
150, and 300 mg/L,, respectively. Based on survival on the 4° day of treatment, the concentration
of 30 mg/L was chosen for subsequent trials as it was the highest concentration tested that did
not induce significant mortality compared to the control (sublethal concentration). We also
chose to use the concentration of 150 and 300 mg/L because the flies exposed to these
concentrations had intermediate mortality (31.0 = 2.7%) and close to 50% (47.2 + 4.8%),

respectively, in the 4 days of exposure.


https://www.epa.gov/pesticide-science-and-assessing-pesticide-risks/aquatic-life-benchmarks-and-ecological-risk
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Fig. 1. Survival Rate and Locomotor Behavior in Drosophila melanogaster exposed to a commercial formulation
of Boral® 500 SC (SULF). (A) Longevity of D. melanogaster exposed to Boral® 500 SC (10-300 mg/L for 7
days), and (B) survival rate of D. melanogaster exposed to Boral® 500 SC on the 4° day, represent the sum of 5
independent experiments, performed 3 times (n = 15, 300 flies per group). (C) Negative Geotaxis Assay (30-300
mg/L), the total number of flies (90 per group) represents the sum of 3 independent experiments performed 3 times
(n =9). (D) Open Field Assay (30-150 mg/L), the total number of flies (27 per group) represents the sum of 3
independent experiments performed 3 times (n = 9). *Significant difference compared to the control group by
Tukey's multiple comparisons test (P < 0.05). Values expressed as mean + S.E.M.

3.2 Locomotor behavior altered by Boral® 500 SC (Sulfentrazone)

The effects of exposure to the herbicide Boral® 500 SC (30, 150, and 300 mg/L od
SULF) on the locomotor behavior of D. melanogaster were analyzed by the negative geotaxis
assay (Fig. 1C). In this trial, the percentage of flies that reached the top was significantly lower
for the groups exposed to the herbicide (62.1 + 1.3%, 19.7 + 1.3%, and 15.3 + 0.8% at
concentrations of 30, 150, and 300 mg/L, respectively). Between 150 and 300 mg/L groups,
there was no significant difference. Therefore, the exposure of fruit flies at a concentration of
300 mg/L was excluded from further tests because it generated greater mortality and did not
induce greater locomotor damage when compared to the group exposed to a concentration of

150 mg/L (Fig. 1C).
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The data obtained in the open field assay, referring to the exploratory locomotor
capacity, showed that there was a reduction in the number of crossings performed by the treated
flies at both concentrations of 30 and 150 mg/L (Fig. 1D). On average, flies exposed at these
concentrations had a 34.2 £ 2.7% and 52.2 + 1.9% reduction in numbers of crossed squares
compared to the control. Therefore, there were changes in locomotor behavior in adult D.
melanogaster exposed to the herbicide Boral® 500 SC, even in a sublethal concentration. The
delay in neurolocomotor development in rats exposed to SULF in the prenatal period has been
previously demonstrated (de Castro et al., 2007), but the mechanisms involved have not been

presented.

After the end of the behavioral tests, we chose to divide the group of D. melanogaster
exposed to a concentration of 150 mg/L between the flies that could reach the top of the
treatment tube (150 mg/L Top) and those that remained in the lower part (150 mg/L Botton).
Due to the distinct locomotor capacity among these groups of fruit flies exposed to the same
concentration of SULF, we carried out tests to show which metabolic and biochemical

parameters could be causing this resistance to the herbicide.

3.3 Changes in energy demand mediated by Boral® 500 SC (Sulfentrazone)

The dose and time-dependent mortality and reduced locomotor capacity led us to some
hypotheses that would be behind these effects. These hypotheses were based on the increased
energy demand in the metabolism of D. melanogaster, due to the metabolic consequences that

occurred after exposure to the herbicide.

3.3.1 Weight and Total Proteins: In previously published results, sublethal concentrations of
SULF had no significant effect on tadpole weight (da Silva et al., 2021; Freitas et al., 2017,
Wilkens et al., 2019). In contrast to our results, exposure to Boral® 500 SC was able to

significantly decrease the head weight of flies exposed to the concentration of 150 mg/L (Fig.
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2A). And the results related to the body (Fig. 2B) showed a decrease in weight even at the
sublethal concentration of 30 mg/L and an increase in the amount of total protein in the body
(Fig. 2D). This may be due to the decrease in the stock of energy reserves from macromolecules,
such as glycogen (da Silva et al., 2021) since during the detoxification processes and response
to oxidative stress, there is a high demand for these highly energetic compounds, which is
required by the body. Within this, there is a need to increase protein synthesis, so that the body
can deal with the toxicity caused by Boral® 500 SC, requiring special energy attention for this

purpose (Riahi et al., 2019).

126+ 126+
_ 100 r __ 100
3 == - 3 *
) 9
EE 75 = EE 75
=
20 20 %
X R
s
R 0
>
& & & & 3
® S &@' R
) )
Y
C N D
126 150 ”
1004 e =
- -
z0 e = =0
s 75 = =13
=5 e =5
oZ ey il S=— oZ
x9S s0- = z9
x5 —— x5
§ 25 _— §
i —
"
o : T pi
& < &°
N g <&
S ) o
o S
R &

Fig. 2. Metabolic Parameters in Drosophila melanogaster exposed to Boral® 500 SC (SULF). (A) Head weight
and (B) Body weight. (C) Total proteins in the head and (D) Total proteins in the body. *Significant difference
compared to the control group by Tukey's multiple comparisons test (P < 0.05). Values expressed as mean + S.E.M
(n=12).

3.3.2 Heme biosynthesis: The results demonstrated that the accumulation of protoporphyrin IX
is significantly greater in the body (Fig. 3B) of D. melanogaster exposed to Boral® 500 SC,
than in the head region (Fig. 3A). This could be happening for the maintenance of cellular

homeostasis. It is already known that heme self-regulates by increasing the expression of the

gene that encodes the first enzyme in its biosynthesis pathway, ALAS1 (present in vertebrates
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and invertebrates), and thus promotes the accumulation of protoporphyrin IX (Ogawa, et al.
2001). In addition, this regulation can also lead to the induction of other enzymes of the route
(Phelps, 2019), such as PBGS (3-ALA-D in mammals), which, in our results, had its activity
increased in flies exposed to Boral® 500 SC (Fig. 3E). For the first step of heme biosynthesis,
catalyzed by ALAS], the use of succinyl-CoA is required, which is an important intermediate
in the citric acid cycle. It is not completely clear when succinyl-CoA will be prioritized for
energy purposes or when it will be diverted to heme biosynthesis (Burch et al., 2018). However,
we can assume that large amounts of this intermediate may have been diverted from the citric

acid cycle, for the accumulation of protoporphyrin IX visualized in Fig. 3A and 3B.
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Fig. 3. Heme Biosynthesis Pathway parameters in Drosophila melanogaster exposed to Boral® 500 SC (SULF).
(A) Protoporphyrin IX autofluorescence relative levels in the head. (B) Protoporphyrin IX autofluorescence
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relative levels in the body. (C) Heme relative levels in the head. (D) Heme relative levels in the body. (E) 5-ALA-
D activity in the whole fly. *Significant difference compared to the control group by Tukey's multiple comparisons
test (P < 0.05). Values expressed as mean + S.E.M (n = 6). R.F. — Relative Fluorescence.

Initially, it would be possible to assume that with the inhibition of the PPOX enzyme,
caused by the mechanism of action of SULF, a reduction in heme levels could occur. But, in
our results, total heme levels remained at the level of the control group in the body of flies (Fig.
3D) and increased in the head (Fig. 3C) of flies exposed to Boral® 500 SC at both
concentrations. This is because protoporphyrinogen is accumulated due to inhibition of the
PPOX enzyme, through the mechanism of action of SULF, and undergoes autooxidation to
protoporphyrin 1X. This initially occurs in the mitochondria (site of synthesis), but later diffuses
to other sites in the cell (Lehnen Jr et al.,, 1990). Thus, it is possible to assume that
protoporphyrin 1X, even with PPOX inhibition, could be formed in the mitochondria, and will
be available to be used by Ferrochelatase to produce heme. Thus, the fact that heme levels are
increased in the head (Fig. 3C) can be correlated with the increased need for this molecule for
hemoenzyme activity. This can include CYPs, being involved in the detoxification of
xenobiotics, since CYPs with this function can also be expressed in the head region of D.
melanogaster (Chung et al., 2009), but also the electron transport chain (Kim et al., 2012), as
heme participates in electron transfer and can serve as evidence to demonstrate the activation
of the electron transport chain to supply the energy demand required in fruit flies exposed to

the herbicide Boral® 500 SC.

3.3.3 MTT reduction: The results of the MTT reduction assay (Fig. 4A and B) demonstrated
that flies exposed at the concentration of 150 mg/L, which remained at the bottom (150 mg/L
Bottom), had a greater ability to reduce MTT. This result may demonstrate an increase in the
activity of mitochondrial dehydrogenases, as MTT is reduced by the activity of dehydrogenases,
mainly from mitochondria (Caughlan et al., 2004). Thus, this result can be correlated with

possible evidence of the acceleration of electron transfer due to the increased activity of
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dehydrogenase enzymes. This acceleration may be occurring in conjunction with the increase
in oxygen consumption and NADH oxidation, to produce ATP (Maioli et al., 2009). On the
other hand, the MTT reduction assay can also indicate the conservation of cell viability (Wang,

2011), even during a situation of toxicity, as in exposure to Boral® 500 SC.
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Fig. 4. Oxidative Stress Markers in Drosophila melanogaster exposed to Boral® 500 SC (SULF). (A) MTT
reduction in the head. (B) MTT reduction in the body. (C) DCF-DA reactive species in the head. (D) DCF-DA
reactive species in the body. (E) TBARS levels in the head. (F) TBARS levels in the body. *Significant difference
compared to the control group by Tukey's multiple comparisons test (P < 0.05). Values expressed as mean + S.E.M
(n = 6). R.F. — Relative Fluorescence.

3.3.4 Oxidative stress: It is well described in the literature that protoporphyrin IX is
photodynamic, and due to its accumulation, high amounts of singlet oxygen and superoxide

anion are generated when light is radiated onto this molecule (Cox and Whitten, 1982; Yanagida
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et al., 2000). Therefore, both the light intensity and the direct or indirect incidence of light can
affect the toxicity of the herbicide. This is due to the incidence of wavelengths that are more
absorbed by the protoporphyrin IX molecule, generating greater amounts of ROS. Thus, it is
evident that the generation of ROS in fruit flies exposed to Boral® 500 SC and subsequent
damage caused by oxidative stress is attributed to this molecule and its photodynamic property.
Data from fruit flies exposed to Boral® 500 SC at both concentrations (30 and 150 mg/L of
SULF) showed no change in relative fluorescence in the DCF-DA reactive species assay, both
in the head (Fig. 4C) and in the body (Fig. .4D). This can be explained by the fact that, during
the entire assay performance, the samples were not exposed to light, as DCF-DA can easily
undergo photochemical oxidation (Setsukinai et al., 2003), which could be mistakenly confused
with the capacity of the sample generate DCF. Furthermore, we believe that significant amounts
of ROS were generated by protoporphyrin 1X, but were not able to be detected during the assay,

because they have an extremely low half-life in aerobic organisms (Pryor, 1986).

However, in our study, the effect of oxidative stress was seen by the increase in
thiobarbituric acid reactive species (TBARS assay), which occurred in the body of flies exposed
to the two concentrations of SULF (Fig. 4F), but not in the head (Fig. 4E). The increased levels
of TBARS show us the occurrence of oxidative damage, even in flies exposed to sublethal
concentration of the herbicide. Within the response to oxidizing agents, the increase in
antioxidant defenses (enzymatic and non-enzymatic) and repair of damage caused by reactive
species are key factors for the organism's survival. These actions require special energy
expenditure so that cells can alleviate the stressful situation, and this can be extremely

exhausting for the body (Gusarov et al., 2017; Riahi et al., 2019).

3.3.5 Antioxidant Enzymes: In studies where animals were exposed to SULF, increased activity
of the antioxidant enzymes CAT and GST in tadpoles has already been shown (Freitas et al.,

2017; Wilkens et al., 2019), in addition to SOD and peroxidase in earthworms (Li et al., 2017,
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al., 2020). Our results showed that in D. melanogaster there was a significant increase in the
activity of the GST enzyme in the head (Fig. 5A) at a concentration of 150 mg/L. However, in
the body (Fig. 5B), there was an increase in GST only in flies that could reach the top (150
mg/L Top). During SULF poisoning, the GST enzyme family seems to play a key role in
animals exposed to the herbicide. However, we suggest that these enzymes are mainly involved
in the detoxification of lipid hydroperoxides (e.g., 4-hydroxynonenal), which are products of
lipid peroxidation (Singh et al., 2001), and not in the conjugation of SULF itself with GSH.
Because, in the study of the detoxification of the herbicide in animals, it has already been shown
that SULF is mostly excreted in the unconjugated form [3-hydroxymethyl sulfentrazone (88-
95%) and its carboxylic acid derivative (0.3-5%)] in the urine and feces of rat and goat, and in
hen excreta (Leung et al., 1991). However, this comparison is limited, since to date, no studies

have been conducted that aim to elucidate the route of the herbicide detoxification in insects.
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Fig. 5. The Antioxidant Enzymes Activity from Drosophila melanogaster exposed to Boral® 500 SC (SULF). (A)
GST activity in the head. (B) GST activity in the body. (C) SOD activity in the head. (D) SOD activity in the body.
(E) CAT activity in the head. (F) CAT activity in the body. *Significant difference compared to the control group
by Tukey's multiple comparisons test (P < 0.05). Values are expressed as mean + S.E.M. (n = 6).

Since the incidence of light on the accumulated protoporphyrin 1X generates high
amounts of singlet oxygen and superoxide anion, the SOD enzyme is the first line of defense
against superoxide anions, playing a fundamental role in the antioxidant function. This enzyme
catalyzes the conversion of superoxide anions to hydrogen peroxide. This mechanism was
observed in our results, as there was a significant increase in the activity of the SOD enzyme
both in the head (Fig. 5C) and in the body (Fig. 5D) of the flies exposed to the concentration of
150 mg/L (Top and Bottom) of the herbicide Boral® 500 SC to control. Also, there was a
significant difference in the results of SOD enzyme activity in the body of D. melanogaster that

could reach the top (150 mg/L Top) and those that remained at the bottom (150 mg/L Botton).
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It has been shown that enzyme activity increases a few hours after administration of
protoporphyrin IX in rats (Afonso et al., 1999) and increases from the 7° day on in earthworms
exposed to SULF (Li et al., 2020). Thus, the hydrogen peroxide generated in the SOD reaction
will have to be metabolized, and this reaction is mainly catalyzed by two enzymes, CAT and
glutathione peroxidase. However, in our results, the CAT enzyme was not significantly
different from the control group, both in the head (Fig. 5E) and in the body (Fig. 5F). Despite
this, it is believed that the enzyme is involved in the decomposition of hydrogen peroxide in D.
melanogaster exposed to Boral® 500 SC but is being inhibited and/or limited by the action of
the herbicide. This is because, during the catalytic activity of the CAT enzyme, the so-called
Compound Il is formed, which is the inactive state of the enzyme and spontaneously reverses
slowly. Thus, during exposure to hydrogen peroxide that is generated at a constant rate, CAT
can reach a steady state in which a certain part of the total enzyme is inactive by the action of
its substrate (Kirkman and Gaetani, 2007). On the other hand, with the limitation of heme
synthesis in the body, it may not be possible to increase the production of viable CAT for the
detoxification of hydrogen peroxide, which is constantly produced. This is because the gene
encoding the enzyme may be being induced and new enzymes may be being synthesized but
without the introduction of heme into the active center, which is responsible for the activity of

the CAT enzyme (Mancini and Imlay, 2015).

4. Conclusion

This work demonstrated that the exposure of D. melanogaster to the commercial
formulation Boral® 500 SC, was considered toxic due to a decrease in survival in a dose and
time-dependent manner, as well as to a decrease in the locomotor capacity of fruit flies.
Furthermore, the effects generated in exposed fruit flies may come from the accumulation of
protoporphyrin IX which, in the presence of light, is responsible for the action of the herbicide.

The SOD enzyme seemed to play a fundamental role in combating the generation of ROS, and
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the GST enzyme in the detoxification of lipid peroxidation products. GST being the likely
candidate for greater resistance to locomotor damage caused by the herbicide. In this sense, our
work may direct future studies to describe in more detail the mechanisms involved in
intraspecific variation in response to herbicide Boral® 500 SC toxicity in Drosophila

melanogaster species.
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5. Appendix

Appendix 1 - Highlights

Boral® 500 SC (SULF) induced mortality and decreased locomotor behavior in D.

melanogaster.

Fruit flies that were able and unable to reach the top were analyzed separately.

Increased energy demand seems to be the likely hypothesis for the negative effects seen

in the fruit fly.

GST appears to play a key role in herbicide resistance.

Appendix 2 - Abstract

Sulfentrazone (SULF) is an herbicide Protoporphyrinogen oxidase inhibitor (PPOX)
that participates in the chlorophyll and heme biosynthesis pathway. Due to its high half-life in
the soil, the low concentration needed to generate an effect, and high evolutionary conservation
of the biosynthesis pathway, SULF has a high potential to damage non-target organisms present
in application sites. In this perspective, this study aimed to evaluate the effect of the commercial
formulation Boral® 500 SC (SULF) on D. melanogaster exposed to acute concentrations. For
this purpose, the fruit flies were exposed to concentrations ranging from 10-300 mg/L of the
herbicide for seven days. Thus, it was possible to verify the increase in mortality in a dose and
time-dependent manner in exposed flies. Based on this result, flies exposed to concentrations
of 30 and 150 mg/L on the 4th day of treatment were evaluated. In addition to the decrease in
climbing locomotor capacity (negative geotaxis assay), there was a reduction in exploratory
locomotor capacity (open field assay). Collectively our results suggest that flies exposed to
Boral® 500 SC have a higher energy demand to deal with the effects caused by the herbicide.

(1) This was seen by decreasing weight and increasing total protein. (2) Activation of the heme
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biosynthesis pathway, by the protoporphyrin IX accumulation, increase in total heme in the
head, and induction of the PBGS enzyme (6-ALA-D in mammals). (3) Increase in TBARS
levels and (4) increase in SOD activity in flies exposed to a concentration of 150 mg/L Botton
group and GST in 150 mg/L Top group and (5) increase in MTT reduction in flies from the 150
mg/L Botton group. GST being the likely candidate for greater resistance to locomotor damage

caused by the herbicide.

Appendix 3 - Keywords

Fruit Fly; Protoporphyrinogen oxidase inhibitor; Toxicity; Heme; Oxidative stress; Energy

Demand.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO GERAIS

Neste trabalho, n6s demostramos que a exposi¢do de D. melanogaster ao Boral® 500
SC (SULF), possui a capacidade de diminuir a sobrevivéncia de modo dose e tempo-
dependente. Também, constatamos a diminui¢do na capacidade locomotora das moscas tratadas
em relacdo ao controle. De modo geral, nosso estudo demonstrou a diminuicdo do peso e
aumento dos niveis de proteinas totais em moscas expostas ao herbicida. A exposi¢ao ao Boral®
500 SC também ocasionou acumulo de protoporfirina IX, aumento do heme total e do nivel de
peroxidacdo lipidica. Houve também aumento na atividade das enzimas 3-ALA-D, SOD, GST
e reducdo do MTT. Assim, nossos resultados mostram os efeitos toxicos agudos causados pelo
herbicida SULF em uma espécie néo alvo.

5.1 Efeito da luz na toxicidade do Boral® 500 SC (Sulfentrazone)

A mosca-da-fruta, Drosophila melanogaster, vem sendo utilizada nas ultimas décadas
como modelo genético para estudos nas areas da biologia e medicina, incluindo doencas
neurodegenerativas humanas e envelhecimento (BILEN e BONINI, 2005; PIPER e
PARTRIDGE, 2018), mas também, como modelo para toxicidade em insetos (SCHNEIDER,
2000). A mosca-da-fruta € uma poderosa ferramenta para entender a toxicidade de substancias
em outras espécies, por ser o inseto mais facil de manter em laboratorio, além de ser de facil
manipulacdo genética, ter um ciclo de vida curto, alta fertilidade e dimorfismo sexual (KIM et
al., 2011; SCHNEIDER, 2000). Assim, a mosca-da-fruta pode ser utilizada como um animal
modelo para estudos toxicolégicos e os efeitos vistos aqui podem servir de exemplos para

estimar os resultados a outros insetos decorrentes da exposi¢cdo ao SULF.

O SULF é um herbicida inibidor da PPOX, é utilizado na agricultura para o controle
pré-emergente de plantas daninhas em diversas culturas. O mecanismo de acdo envolve a
inibicdo da enzima e acumulacdo de intermediérios dessa rota de sintese. Inicialmente ocorre o
acumulo do protoporfirinogénio na mitocondria, que por difusdo, espalha-se pela célula sendo
convertido ndo-enzimaticamente a protoporfirina IX. Com isso, no citoplasma a protoporfirina
IX néo pode ser utilizada na ultima etapa de sintese do heme (Ferroquelatase é mitocondrial).
Com isso, a protoporfirina IX acumulada, sob luz e oxigénio, leva a produgéo de consideraveis
guantidades de oxigénio singleto e anion superoxido. Assim, as espécies reativas causam danos
aos constituintes celulares, incluindo peroxidacao lipidica e perda da integridade celular
(LEHNEN Jr et al., 1990; ZAGAR et al., 2019).
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Tendo isso em mente, é importante destacar que a toxicidade do SULF é mediada pela
luz, assim, é necessario levar em consideracdo que os efeitos vistos em nosso estudo, foram
decorrentes da exposicao das moscas-da-fruta tratadas a uma intensidade luminosa constante
(280 % 20 Im/m?). Além disso, ndo apenas a intensidade luminosa pode ser uma variavel a afetar
a toxicidade do herbicida, mas também a exposicdo direta ou ndo a luz. Isso se deve pela
incidéncia de comprimentos de onda que sdo mais absorvidos pela protoporfirina 1X, gerando
maiores quantidades de oxigénio singleto. Em nosso estudo, ndo realizamos experimentos para
avaliar essas questdes, apenas destacamos a condicionalidade da mortalidade e/ou toxicidade

do herbicida em questé&o.
5.2 Aumento da demanda energética?

A mortalidade dose e tempo-dependente e diminui¢do da capacidade locomotora nos
levaram a buscar algumas evidéncias dos fatores que estariam por tras desses efeitos. Como
veremos a seguir, essas evidéncias podem estar diretamente ligadas aos custos fisioldgicos,
expressos principalmente em consumo de energia necessario para ativar a via de sintese do
heme, manter as defesas antioxidantes reguladas positivamente, ativar vias de detoxificagéo e,
possivelmente, ativar os sistemas de reparo ocasionados por estresse oxidativo. Assim, nossas
evidéncias foram baseadas na hipotese do aumento da demanda energética do metabolismo da
D. melanogaster, devido as consequéncias metabolicas que ocorreram perante a exposi¢do ao

herbicida.

A primeira delas esta relacionada com alteracdes no peso e contetdo total de proteinas
em moscas expostas ao Boral® 500 SC. Assim o0s resultados demonstram que a exposicao ao
Boral® 500 SC foi capaz de diminuir significativamente o peso do corpo das moscas expostas
nas concentracdes de 30 e 150 mg.L . Porém, os dados relacionados & cabega mostraram
diminuicdo apenas na concentragcdo mais alta, em contraste com resultados de outros estudos,
onde concentragdes subletais de SULF ndo exerceram efeito significativo sobre o peso de
girinos expostos (da SILVA et al., 2021; FREITAS et al., 2017; WILKENS et al., 2019). Além
disso, houve aumento na quantidade de proteinas totais apenas no corpo das D. melanogaster
tratadas com o Boral® 500 SC. Isso pode ser devido a diminui¢cdo do estoque de reservas
energéticas, oriundas de macromoléculas como glicogénio e lipideos (da SILVA et al., 2021),
visto que durante os processos de detoxificacdo e resposta ao estresse oxidativo existe uma alta
demanda de energia requerida ao organismo. Dentro disso, € incluida a necessidade de aumento
de sintese proteica, para que o organismo consiga lidar com a toxicidade ocasionada pelo
Boral® 500 SC, requerendo atencdo energética especial para esse fim (RIAHI et al., 2019).
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A segunda evidéncia € relacionada a sintese do heme e a acumulagéo de protoporfirina
IX. Os resultados evidenciaram o acimulo de protoporfirina 1X, sendo expressivamente maior
no corpo de D. melanogaster expostas ao Boral® 500 SC, mas também ocorre na regido da
cabeca. Isso se deve pelo fato de que, para a manutencdo da homeostase, 0 heme se autorregula
pelo aumento da expressdo do gene que codifica a primeira enzima da rota de biossintese, a
ALASI (presente em vertebrados e invertebrados) (OGAWA, et al. 2001). Além disso, também
pode ocorrer inducdo de outras enzimas da rota (PHELPS, 2019), como a PBGS (5-ALA-D em
mamiferos), onde em moscas expostas ao Boral® 500 SC, apresentou atividade aumentada.
Para a primeira etapa de biossintese do heme, catalisada pela ALASL, é requerida a utilizacdo
do succinil-CoA, importante intermediario do ciclo do acido citrico. No esta completamente
claro quando o succinil-CoA sera priorizado para fins energéticos ou quando sera desviado para
a biossintese do heme (BURCH et al., 2018), mas podemos pressupor que grandes quantidades
desse intermediario foi desviado do ciclo do &cido citrico, devido a extensdo de acumulo de

protoporfirina 1X.

Inicialmente, seria possivel pressupor que com a inibicdo da enzima PPOX poderia
ocorrer a diminuicdo dos niveis de heme, mas os resultados demonstram que os niveis de heme
total permaneceram a nivel de controle no corpo e aumentaram na cabeca das moscas expostas
ao Boral® 500 SC em ambas as concentracdes. Isso ocorre pelo fato de que o
protoporfirinogénio é acumulado, pela inibicdo da enzima, e sofre autooxidacdo em
protoporfirina IX. Isso ocorre inicialmente na mitocondria (local de sintese), mas sofre posterior
difuséo para outros locais da célula (LEHNEN Jr et al., 1990). Assim, é possivel presumir que
substanciais quantidades de protoporfirina IX, mesmo com a inibi¢cdo da PPOX, serdo formados
na mitocondria e estardo disponiveis para serem usados pela Ferroquelatase para a producéo do
heme. Com isso, o fato de os niveis de heme estarem aumentados na cabeca pode ser
correlacionado com o aumento da necessidade dessa molécula para a atividade de importantes
hemoenzimas. O que pode incluir os CYPs, estando envolvidos na detoxificacdo de
xenobioticos, uma vez que CYPs com essa funcdo também podem expressos na regido da
cabeca de D. melanogaster (CHUNG et al., 2009), mas também na cadeia transportadora de
elétrons (KIM et al., 2012), pois 0 heme participa na transferéncia de elétrons, podendo servir
de evidéncia para demonstrar a ativacdo da cadeia transportadora de elétrons para suprir a

demanda energética requerida nas moscas-da-fruta expostas ao herbicida Boral® 500 SC.

Como terceira evidéncia, é possivel destacar a influéncia da exposicdo das D.

melanogaster no ensaio de reducdo do MTT. Os resultados vistos neste ensaio demonstraram
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uma capacidade maior das moscas expostas a concentragdo de 150 mg.L™, que permaneciam
na parte inferior, em reduzir o MTT. Esse resultado pode demonstrar aumento na atividade das
desidrogenases mitocondriais, pois o0 MTT € reduzido pela atividade de desidrogenases,
principalmente da mitocéndria (CAUGHLAN et al., 2004). Assim, esse resultado pode ser
correlacionado como uma evidéncia da aceleracdo da transferéncia de elétrons pelo aumento da
atividade das desidrogenases, em conjunto com um aumento do consumo de oxigénio e
oxidacdo do NADH, para a producdo de ATP (MAIOLI et al., 2009). Por outro lado, a
manutencdo dos niveis da reducdo do MTT também podem indicar a conservacao da viabilidade

celular (WANG, 2011), mesmo durante uma situacao de exposi¢éo ao Boral® 500 SC.

A quarta evidéncia esta relacionada com o fato de que a protoporfirina I1X é
fotodinamica e devido a sua acumulacao, substancias quantidades de oxigénio singleto e anion
superoxido sdo gerados, quando luz é irradiada sobre essa molécula (COX e WHITTEN, 1982;
YANAGIDA et al., 2000). Assim, fica evidente que a geracdo de ROS em moscas-da-fruta
expostas ao Boral® 500 SC e subsequentes danos por estresse oxidativo, sao atribuidos a essa
molécula e sua propriedade fotodindmica. No entanto, em moscas expostas ao Boral® 500 SC,
em ambas as concentracdes (30 e 150 mg.L* de SULF) ndo houve alteragdo na fluorescéncia
relativa no teste de espécies reativas ao DCF-DA, tanto na cabeca quanto no corpo. Isso pode
ser justificado pelo fato de que, durante toda a realizacdo do ensaio, as amostras ndo foram
expostas a luz, pois a DCF-DA pode facilmente sofrer oxidagédo fotoquimica (SETSUKINAI et
al., 2003), que poderia ser erroneamente confundida com a capacidade da amostra em gerar
DCF. Além disso, acreditamos que significativas quantidades de ROS foram gerados pela
protoporfirina IX, mas ndo foram capazes de serem detectadas durante o ensaio, pelo fato de

gue possuem uma meia-vida extremamente baixa no organismo (PRYOR, 1986).

No entanto, o efeito do estresse oxidativo foi visto pelo aumento das especies reativas
ao &cido tiobarbiturico (ensaio TBARS), no corpo das moscas expostas as duas concentracoes
de Boral® 500 SC estudadas, mas na cabega nédo foi visto. Os niveis aumentados de TBARS
demonstram a ocorréncia de danos oxidativos, mesmo em moscas expostas a concentragcdo
subletal do herbicida. Dentro da resposta a oxidantes, o aumento das defesas antioxidantes
(enzimaticas e ndo-enzimaticas) e reparo de danos causados por espécies reativas, sao fatores
chave para a sobrevivéncia do organismo. Essas a¢0es requerem despesas energéticas especiais
para que as células possam lidar com a situacao estressante, podem ser extremamente exaustivas
para o organismo (GUSAROQV et al., 2017; RIAHI et al., 2019).
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Dentro disso, surge a quinta evidéncia, correlacionada com o aumento da atividade de
enzimas relacionadas a detoxificacdo/acdo antioxidante em D. melanogaster expostas ao
Boral® 500 SC. Em estudos com animais expostos ao herbicida, ja foi demonstrado o aumento
da atividade das enzimas antioxidantes CAT e GST em girinos (FREITAS et al., 2017;
WILKENS et al., 2019), além da SOD e peroxidase em minhocas (LI et al., 2020). Assim, 0s
resultados demonstraram que ocorreu aumento significativo da atividade da enzima GST na
cabeca dos animais expostos a concentraco de 150 mg.L™, enquanto no corpo, houve aumento
apenas nas moscas que possuiam a capacidade de alcancar o topo. Durante a intoxicacdo por
SULF, a familia de enzimas GSTs parecem desempenhar papel fundamental em animais
expostos. No entanto, essas enzimas parecem estar envolvidas majoritariamente na
detoxificacdo de hidroperoxidos lipidicos (e.g. 4-hidroxinonenal), produtos da peroxidacédo
lipidica (SINGH et al., 2001), e ndo na conjugacdo do proprio SULF com a GSH. Pois, em
ratos, o SULF é excretado majoritariamente na forma ndo-conjugada pela urina, 3-hidroximetil
sulfentrazone (88-95%) e seu derivado acido carboxilico (0.3-5%) (Fig. 7), formando os
principais produtos de excre¢do do herbicida (LEUNG et al., 1991). Contudo, a comparacao é
limitada, visto que até o presente momento, ndo foram realizados estudos que visam elucidar a

rota de detoxificagdo do herbicida em insetos.

Figura 7. Principais produtos de metabolizacdo do Sulfentrazone em mamiferos.
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Fonte: editado de Leung et al., 1991.

Como dito anteriormente, a incidéncia de luz sobre a protoporfirina IX acumulada gera
substanciais quantidades de ROS, majoritariamente oxigénio singleto e anion superdxido (COX
e WHITTEN, 1982; YANAGIDA et al., 2000). A enzima SOD ¢ a primeira linha de defesa
contra os anions superoxido, desempenhando papel fundamental na funcéo antioxidante. Essa
enzima catalisa a conversdo dos anions superéxido em H20,. Os resultados demonstram o
aumento significativo da atividade da enzima na cabeca e no corpo das moscas expostas a
concentragéo de 150 mg.L™* do herbicida SULF. Ja foi demonstrado que a atividade da enzima
aumenta poucas horas apds a administracdo de protoporfirina IX em ratos (AFONSO et al.,

1999), e aumenta a partir do 7° dia em minhocas expostas ao SULF (LI et al., 2020). Assim, o
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H>O> gerado terd que ser metabolizado e essa reacdo é catalisada principalmente por duas
enzimas, a CAT e a glutationa peroxidase. No entanto, os resultados demonstram que a enzima
CAT néo apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo controle, tanto na cabeca,
quanto no corpo. Apesar disso, é possivel que a enzima esteja envolvida na decomposicéo do
H20. em D. melanogaster expostas ao Boral® 500 SC, mas esteja sendo inibida e/ou limitada
pela acdo do herbicida. 1sso corre pelo fato que durante a atividade catalitica da enzima, é
formado o chamado Composto 11, que é o estado inativo da enzima revertido espontaneamente
de forma lenta. Desta forma, durante exposi¢do a H>O, que € gerado a uma taxa constante, a
CAT pode atingir um estado estacionario no qual certa parte do total de enzima fica inativa pela
acdo do seu proprio substrato (revisado por KIRKMAN e GAETANI, 2007). Por outro lado,
com a limitacdo da sintese do heme, pode ocorrer a diminuicdo da producdo de CAT viavel
para a detoxificacdo do H20. que é constantemente produzido. Isso ocorre pelo fato de que o
gene codificador da enzima pode estar sendo induzido e novas enzimas podem estar sendo
sintetizadas, mas sem a introducdo do heme no centro ativo, que é responsavel pela atividade
da enzima (MANCINI e IMLAY, 2015).

6. CONCLUSAO

Nesta dissertacdo, nds demostramos que a exposicdo de D melanogaster a formulacao
comercial Boral® 500 SC (SULF), possui a capacidade de diminuir a sobrevivéncia de modo
dose e tempo-dependente, bem como diminuir a capacidade locomotora das moscas-da-fruta
tratadas com o herbicida. A SOD parece desempenhar papel fundamental no enfrentamento as
ROS e a GST na detoxificacdo dos produtos de peroxidacéo lipidica. Sendo essa ultima, a
provavel candidata pela maior resisténcia/tolerancia aos danos causados pelo herbicida. Nesse
sentido, nosso trabalho traz uma direcionalidade para que futuros estudos possam descrever
com mais detalhes os mecanismos envolvidos na variacdo intraespecifica em resposta ao

herbicida Boral® 500 SC em Drosophila melanogaster.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Ap0s a realizacdo desse trabalho, algumas questbes ainda precisa ser esclarecidas:

Avaliar como o organismo da D. melanogaster reagiria ap6s o término da exposi¢ao
ao herbicida. Tendo em vista que ja foi demonstrado que embriGes de Danio rerio (peixe-zebra)
conseguem eliminar o excesso de protoporfirina acumulada ao serem expostos a um inibidor
da PPOX (Butafenacil). Esse processo requer mais de 24 h para ocorrer (LEET et al., 2015).
Nesse sentido, com o término da exposicdo ao Boral® 500 SC, as moscas possivelmente
requereriam determinado periodo para a normalizacdo da concentracdo fisiologica da
protoporfirina IX. No entanto, seria interessante demonstrar se as moscas tratadas teriam a
capacidade de reparar os danos causados pela exposicao ao herbicida, revertendo a capacidade

locomotora a niveis de controle.

Elucidar em maiores detalhes o papel que a via da glutationa desempenha na
tolerancia/resisténcia das D. melanogaster frente a exposi¢do ao herbicida. Ou melhor, o que
tornou possivel que no grupo das moscas exposta a concentragio de 150 mg.L™?, que possuiam
a capacidade de alcancar o topo, houvesse aumento na atividade da enzima GST. Esse
mecanismo precisa ser identificado, para que haja a compreensao dos processos envolvidos na
tolerancia/resisténcia de uma parcela da populacdo de insetos perante a exposicdo a um
herbicida. Além disso, a enzima GST parece ter desempenhado papel importante em moscas-
da-fruta expostas ao Boral® 500 SC. Como discutimos na se¢do 5.2, a GST pode ter agido
detoxificando peréxidos lipidicos, mas outras enzimas da via da glutationa ndo foram
analisadas, muito menos o conteudo total de GSH. Assim, essa via poderia estar agindo de outra
forma (via GPx talvez), que possibilitaria um maior acdo contra os efeitos toxicos causados

pelo herbicida.

E por fim, avaliar a longo prazo os efeitos do herbicida em moscas-da-fruta. Visto que
no ambiente, as fontes provaveis de exposi¢do em animais terrestres podem ser “pelo consumo
de plantas e animais contaminados que foram diretamente pulverizados, ingestdo de agua
contaminada e contato dérmico com solo e vegetacdo contaminados” (SINCLAIR e
BARRETT, 2014). Além disso, uma vez que ndo € esperado que 0s insetos nativos sejam
expostos a concentracdo agudas no meio ambiente, o desenvolvimento de um estudo cronico

pode ser mais representativo ao que pode vir a ocorrer nos locais de aplicacéo.
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