UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO ACADEMICO DE VITORIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE HUMANA E MEIO
AMBIENTE — PPGSHMA

Eliézer Henrique Pires Aciole

EFEITO TOXICO-GENETICO DOS LARVICIDAS
DILAPIOL E ESPINOSADE EM CELULAS
SOMATICAS DE Drosophila melanogaster

Vitoria de Santo Antao
2012



Eliézer Henrique Pires Aciole

EFEITO TOXICO-GENETICO DOS LARVICIDAS
DILAPIOL E ESPINOSADE EM CELULAS
SOMATICAS DE Drosophila melanogaster

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pdés-
Graduacdo em Saude Humana e Meio
Ambiente da Universidade Federal de
Pernambuco como requisito para obtencdo do
titulo de Mestre em Saude Humana e Meio

Ambiente

Area de Concentragiio: Saude e Ambiente.

Orientadora: Profa. Dra. Claudia Rohde

Co-Orientadora: Profa. Dra. Kenya Silva Cunha

Vitéria de Santo Antdo
2012



Catalogacao na fonte
Sistema de Bibliotecas da UFPE - Biblioteca Setorial do CAV

A181e

Aciole, Eliézer Henrique Pires.

Efeito toxico-genético dos larvicidas dilapiol e espinosade em células
somaticas de Drosophila melanogaster / Eliézer Henrique Pires Aciole. Vitoria
de Santo Antao: O autor, 2012.

xvii, 48 folhas; fig.

Orientador: Claudia Rohde.

Co-Orientador: Kenya Silva Cunha.

Dissertacao (Mestrado em Saide Humana e Meio Ambiente) - Universidade
Federal de Pernambuco. CAV, Saide Humana e Meio Ambiente, 2012.

1. Inseticidas. 2. Recombinacado mitética. 3. Salde Publica I.Rohde, Claudia.

[I.Cunha, Kenya Silva. Ill. Titulo.

632.951 CDD (21.ed.) BIBCAV/UFPE-04/2012

CRB-P/1605



mmu PERRAMBLICD

EEHTRD ACASERICO [ WTORM
mmmm N AT HolLaHe § S AR T - mm

Diszeriacie de Mesirado spresen s por Elidzar Henrigue Pires Asiohs 5 Ps-Gratuaso em Saite
Hemana & Meio Ambienls & Ganiis Azacémicn de Vilra da Universidade Foceral de Pemamiuts, st o
Stule EFEITO TAXCO-DENETICD DOS LARVICIDAS DILAPIOL E ESPINOSADE EM CELLILAS
EOMATICAS BE DROSOPHILA MELANDGASTER', erantada pets Pro® Cia udia Rohde & apecada em 28
e [mvensien da 2012, pela Banca Exominadors (3mpesta palos projeseores:

Cristmno Aparecidl Chagas
Filizien de Bioingis - CAULFFE

-

Miinica Licia Adam
Histien e Educaciz F hics i S 0 Expors - GWRIFPE

Wiviare Souesl do Amaral

Elléznr Hemriges Pires Aciole

Tuas cha Ak oy Frsserwiiang, 5N — Baim Vit — Viria on Sanin Antic —~ PE
mh’ﬂ'ﬁu@ eI

Tragiam 0 Fan Gracmcin et Sards Fharana n o Rrriewtia - POIEHIA




Ao meu maior titulo, presente Divino, a vocé dedico

esse trabalho meu pequeno e tao grande filho Marcus Henrique.



Vi

AGRADECIMENTOS

Aos professores do programa de Pdés-Graduacdo em Saude Humana e Meio
Ambiente do Centro de Vitéria de Santo Antdo da Universidade Federal do Pernambuco
pelos ensinamentos e momentos de discusséo cientifica ao longo desses anos.

Aos colegas da minha turma e da primeira turma do Programa pela forca e
coleguismo durante esses dois anos.

As secretérias da Pds-Graduacdo em Saude Humana e Meio Ambiente, Adalva e
Ana pela dedicacéo e disponibilidade de ajuda.

A minha Orientadora, professora Dra. Claudia Rohde, pela oportunidade oferecida,
pela orientacdo e valorosas contribuicbes ao longo de todas as etapas desse trabalho, e
pelo bom convivio ao longo desse tempo de pesquisa.

Um agradecimento especial deve ser feito a Dra. Kénya Silva Cunha, minha Co-
Orientadora, que ndo mediu esforgos para que a parceria CAV e UFG desse certo. Obrigado
pela dedicacdo em todos 0os momentos.

A fisioterapeuta e doutoranda Nilza Nascimento Guimar&des da UFG que contribuiu
de forma significativa para o éxito dos experimentos e por sempre ser solicita as chamadas
de e-mail.

Aos Ms. Igor Gomes de Oliveira e a mestranda Laise Rodrigues de Andrade
pelos ensinamentos do teste SMART em minha temporada em Goiania no Laboratorio de
Genética Toxicoldgica do ICB da UFG.

As pesquisadoras Dra. Ana Cristina Lauer Garcia e a doutoranda Georgia
Fernanda Oliveira pelas sugest@es iniciais na identificacdo das drosdfilas.

Aos colegas do laboratério de genética do CAV, em especial aos colegas do
grupo de mutagénese: André S. Silva, Erima M. Amorim, Cicero J. Vercosa, pela agradavel
convivéncia e aprendizado conjunto e por serem essenciais no desenvolvimento deste
trabalho.

Ao Dr. Sérgio Nunomura, membro do INPA e colaborador desse trabalho por ter
fornecido o 6leo essencial Dilapiol. E a Secretaria de Saude do municipio de Belo Jardim,
Dra. Adriane Maciel pelo fornecimento das pastilhas do Espinosade.

As agéncias financiadoras CAPES e FACEPE pelos apoios financeiros.
A0S meus pais por sempre investirem e apoiarem a minha formacéao.

A minha esposa Maria Luiza pelos momentos de paciéncia, espera por minha volta
a casa e dedicagdo ao nosso maior bem, Marcus Henrique.

A minha sogra Marinalva pelas palavras de incentivo, conselhos e amizade.

A todos os familiares e amigos que me apoiaram com a emissdo de pensamentos
positivos.

E finalmente a Deus pelo o dom de viver, por inspirar meus pensamentos, guiar
meus passos e apaziguar meus sentimentos.



LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE SIMBOLOS
LISTA DE ABREVIATURAS
RESUMO

ABSTRACT

CAPITULO 1

1.1 Introducéo

1.2 Objetivos

1.3 Referencial Tedrico

CAPITULO 2

2. Resultados

vii

SUMARIO

viii

Xi
Xii

Xiii

g N B R

20

20

Acao toxico-genética dos larvicidas dilapiol e espinosade em células

somaticas de Drosophila melanogaster

2.1 Resumo

2.2 Abstract

2.3 Introducéao

2.4 Material e Métodos
2.5 Resultados

2.6 Discusséo

2.7 Conclusbes

2.8 Referéncias

3. CONCLUSOES FINAIS

4. PERSPECTIVAS FUTURAS
REFERENCIAS

ANEXO

21
22
23
25
28
35

37
38

43

43
44

Xiv



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Artigo:

Figura 1.

Figura 2.

LISTA DE FIGURAS

Estrutura do 6leo essencial dilapiol.
Estrutura quimica do espinosade.
Cruzamento padréo

Aspecto da asa recortada (A) e asa normal (B).
Pelo mwh. (B).

Pelo fIr®.

Aspecto da mancha de pelos, simples pequena (A), simples grande
(B) e mancha gémea (C) nas asas de D. melanogaster.

Sec0bes de leitura na asa (letras A — E).

Numero médio de adultos sobreviventes de D. melanogaster
submetidos ao teste SMART, apds exposi¢cdo de 48h ao composto
dilapiol (A) e espinosade (B), em duas séries independentes de
experimentos.

Distribuicdo do nimero de manchas de pelos mutantes, classificadas
por classes (1 a > 256) em individuos trans-heterozigotos (mwh/flr®)
controle negativos e tratados com diferentes concentracdes de
dilapiol e espinosade.

13

14

15

15

16

16

29

32

viii



Artigo:

Tabela 1

Tabela 2

LISTA DE TABELAS

Frequéncia e nimero de manchas de pelos mutantes em moscas
trans-heterozigotas (mwh/flr’) e heterozigotas balanceadoras
(mwh/TM3) de Drosophila melanogaster submetidas ao tratamento
com dilapiol e espinosade, ap6s cruzamento padrao (ST), e
avaliacao dos efeitos genotoxicos.

Frequéncia padronizada de inducdo de clones mwh por pg/mL de
concentracado de exposicdo ao dilapiol e espinosade, e prevaléncia

de eventos recombinogénicos.

31

34



Hg
mM

cm

%
p/v
°C

mL

mm

LISTA DE SIMBOLOS

grama
micrograma
milimolar
centimetro
hora

por cento
relacdo peso/volume
grau Celsius
frequéncia
somatorio
maior
namero
mililitros
milimetros
vezes

fator multiplicador



SMART
ST
OMS
mwh
fir®
DNA

ppm
ATP

RAPD
GABA

LISTA DE ABREVIATURAS

somatic mutation and recombination test
Cruzamento Padréo

Organizagdo Mundial de Saude

multiple wing hairs

flare

Acido Desoxirribonucleico

partes por milh&o

Adenosina de Trifosfato

Drosophila

polimorfismo de DNA amplificado ao acaso

acido gama-aminobutirico

Xi



Xii

RESUMO

O uso constante de inseticidas em programas de saude publica tem sido a principal medida
para o controle de insetos vetores de doencas epidémicas em paises tropicais e
subtropicais. Anualmente toneladas de inseticidas sintéticos, sobretudo o0s
organofosforados, sdo lancadas ao meio ambiente na tentativa de controlar o crescimento
populacional dos vetores. Os larvicidas sdo compostos capazes de matar larvas que se
desenvolvem em reservatorios grandes ou pequenos, naturais ou artificiais de agua, muitas
vezes propria ao consumo humano. Os compostos dilapiol e espinosade sao classificados
como larvicidas, sendo o dilapiol um Oleo essencial extraido da espécie vegetal Piper
aduncum e o espinosade uma combinacdo de dois metabdlitos produzidos pela bactéria
Saccharopolyspora spinosa. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos genotoxicos do
dilapiol e do espinosade, por meio do teste de mutacédo e recombinacdo somatica (SMART)
de asa de Drosophila melanogaster. Na metodologia foi utilizado o cruzamento padrao,
sendo as larvas com 72h de vida submetidas durante 48h a exposicdo crbnica a trés
diferentes concentracdes nao letais do dilapiol (3,2, 16 e 80 um/mL) e do espinosade (0,32,
0,96 e 1,6 pg/mL). Para avaliacdo do efeito genotéxico, as frequéncias das manchas de
pelos mutantes nas asas dos individuos tratados foram comparadas com 0s respectivos
controles negativos. Os resultados indicam que ambos compostos tiveram atividade toxico-
genética positiva, em todas as concentracdes testadas, exceto o espinosade a 0,96 pg/mL.
A atividade genotéxica se deu, principalmente, & inducdo de recombinacdo e, em menor
escala, a mutacdo somatica, verificada apenas para o espinosade. Os resultados aqui
apresentados contribuem para o conhecimento dos riscos genotdxicos do uso destes dois
inseticidas, que merecem ainda mais estudos, feitos em outros modelos experimentais e
outras condicbes e metodologias para que sejam considerados seguros para a saude

humana e o meio ambiente.

Palavras-Chave: SMART, Mutacdo, Recombinacgéo, Saude Publica, Inseticidas.
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ABSTRACT

The constant use of insecticides in public health programs has been the main measure to
control insect vectors of epidemic diseases in tropical and subtropical countries. Each year
tons of synthetic insecticides, especially organophosphates, are released into the
environment in an attempt to control population growth of the vectors. Very often for human
consumption. The compounds dilapiol and spinosad are classified as larvicides, being the
dilapiol an essential oil extracted from the vegetal species Piper aduncum and spinosad a
combination of two metabolites produced by the bacterium Saccharopolyspora spinosa. The
objective of this study was to evaluate the genotoxic effects of spinosad and dilapiol by
means of the somatic mutation and recombination test (SMART) of Drosophila melanogaster
wing. In the methodology was used the standard crossing and the larvae with 72h of life were
submitted during 48h to chronic exposure to three different no lethal concentrations of
dilapiol (3,2, 16 and 80 um/mL) and of spinosad (0,32, 0,96 and 1.6 um/mL). To evaluate the
genotoxic effect, the frequency of mutant spots on the wings of the treated individuals was
compared with the respective negative controls. The results indicate that both compounds
had positive toxic-genetic activity at all concentrations tested, except the spinosad at 0.96
pm/mL. The genotoxic activity was due mainly to the induction of recombination and to a
lesser extent, the somatic mutation, observed only for spinosad. The results presented here
contribute to the knowledge of the genotoxic risks of using these two insecticides, which
deserve further studies undertaken in other models and other experimental conditions and

methodologies to be considered safe for human health and the environment.

Key-words: SMART, Mutation, Recombination, Human health, Insecticides.



CAPITULO 1

1.1 Introducao

A descoberta do papel dos insetos hematéfagos como vetores bioldgicos de
patbgenos ao homem colaborou para a criacdo de programas de controle populacional
desses vetores. A partir do surgimento dos inseticidas de sintese (décadas de 1940),
enormes volumes de recursos tém sido dirigidos ao uso de milhares de toneladas destas
moléculas toxicas em todo o mundo (CENTRO NACIONAL DE EPIDEMIOLOGIA, 2001).

A falta de seletividade dos inseticidas sintéticos cursa com agressdo ao meio
ambiente e surgimento de efeitos toxicos agudos e crdnicos sobre invertebrados e
vertebrados (DULOUT et al 1985; DEGRAEVE et al 1984; DEGRAEVE; MOUTSCHEN,
1984; DEFERRARI et al 1991; GARRETT, 1992; EYER, 1995; CAVALIERE et al., 1996).

Em face dos danos causados pelo uso dos inseticidas de sintese, assim como, 0
surgimento da resisténcia do Aedes aegypti, transmissor da dengue, aos inseticidas
guimicos utilizados em programas para o seu controle, surgiu a necessidade de se
empregar diferentes métodos para o controle de insetos transmissores de doencas, em
especial o controle biolégico.

A descoberta da acao larvicida de algumas bactérias (GOLDBERG e MARGALIT,
1977), que agem sobre espécies de culicideos e simulideos, abriu novas perspectivas para
0 controle destes insetos. Entre eles se destaca o composto espinosade, desenvolvido a
partir da década de 80, quando metabdlitos secundarios da bactéria Saccharopolyspora
spinosa foram usados com sucesso no controle de insetos de varias classes (DeAMICIS et
al.,, 1997; SPARKS et al.,, 1999; WILLIAMS et al., 2003; MANSOUR et al., 2007). Esse
composto apresenta uma ampla margem de seguranca a outros tipos de insetos ndo vetores
e organismos especificos, sendo considerado como um inseticida seletivo (SCHOONOVER
e LARSON, 1995; ELZEN et al., 2000; MANSOUR et al., 2007). Porém sabe-se que
seletividade absoluta é algo dificil de ser estabelecida, pois os inseticidas sdo substancias
téxicas em maior ou menor grau também para organismos nado-alvo, incluindo os seres
humanos (ERNEST e PATRICIA, 1997). Para avaliagdo do risco de toxicidade a



Organizacdo Mundial de Saude (OMS) enfatiza a necessidade de testes e estudos dos
pesticidas formulados.

Os compostos de natureza botanica sdo fontes potenciais de recursos para a
producdo de novos inseticidas (HEDIN,1982; ISMAN, 1995; PARK et al., 2002). Os 6leos
essenciais e seus componentes tém se mostrado potencialmente ativos como inseticidas
botanicos (SINGH e UPADHYAY, 1993; BAKKALI et al., 2008).

O género Piper contém aproximadamente 1.000 espécies e pertence a familia
Piperaceae, que esta amplamente distribuida entre a vegetacdo secundaria da floresta
tropical Amazénica. A populacdo humana costuma utilizar esta espécie para inUmeras
finalidades (JOLY, 1981, BARRETT, 1994; SCHULTES e RAFFAUF, 1990).

O Oleo essencial dilapiol é extraido da espécie Piper aduncum L., e apresenta
comprovada acao sobre fitopatdgenos de culturas tradicionais, entre eles fungos (BASTOS,
1997; MORANDIM et a.,. 2002), bactérias e moluscos (ORJALA et al., 1994). Em outros
estudos, esse extrato vegetal apresentou comprovadas acdes analgésica e anti-inflamatéria
com casos de baixos niveis de toxicidade (MONTEIRO et al., 2001, FONTES JUNIOR et al.,
2002, SOUSA et al., 2008). SILVA et al.,, (2007) comprovaram que tanto os extratos
extraidos de folhas como os extraidos de raizes de P. aduncum apresentam igual atividade
inseticida sobre espécies de cigarrinha (Aetalion sp,), um inseto fitéfago e praga de

interesse econdmico no estado do Amazonas.

O extrato dilapiol é o de maior atividade inseticida em larvas de Aedes aegypti, vetor
da dengue, com 92% de eficiéncia no controle das formas imaturas (BERNARD et al. 1995,
BERGERON e VASQUES, 1996, POHLIT et al,. 2004, SOUTO, 2006). Extratos de cerca de
300 espécies de plantas (Cyperaceae, Dichapetaceae, Piperaceae) tém se mostrado
eficientes fontes larvicidas naturais para o controle de mosquitos vetores no Brasil
(SHARMA et al., 1998). Entretanto, poucos sdo o0s estudos sobre o efeito genotdxico do

dilapiol em A. aegypti.

Compostos com atividades biolégicas continuam sendo desvendados, principalmente
guando se refere as suas propriedades téxicas, carcinogénicas e mutagénicas. Cada droga
descoberta necessita de testes de genotoxicidade, para estudos detalhados sobre a sua
composicao quimica e toxicidade, pois tais fatores interferem no processo de multiplicacéo
celular e algumas substéancias modificam a estrutura de genes especificos ou contribuem
para o surgimento de mutacgdes, o que torna util 0 uso de testes de genotoxicidade para o

rastreamento de possiveis agentes genotdéxicos (NEPUCENO e CUNHA, 2011).



O Teste para Deteccdo de Mutacdo e Recombinacdo (SMART) em células sométicas
de Drosophila melanogaster, descrito por Graf et al. (1984), possibilita a avaliacdo
simultanea e in vivo dos possiveis efeitos mutagénicos e recombinogénicos. E um teste (til
para identificar agentes genotoxicos e antigenotéxicos através do reconhecimento de
eventos mutacionais de ponto, delecdes, translocacfes ou recombinagdo mitética (GRAF et
al., 1984; VOGEL e ZILASTRA, 1987) no modelo experimental Drosophila.

A importancia das pesquisas com este organismo eucarionte se devem a diversos
fatores, entre eles a comprovada conservacdo genética que existe com o genoma humano,
em cerca de 80% (ADAMS et al, 2000; INTERNATIONAL HUMAN GENOME
SEQUENCING CONSORTIUM, 2001) e a conservagdo de rotas bioquimicas e funcdes
regulatdrias relacionadas a saude humana, como as do ciclo celular, da neurogénese e da
biologia do cancer (ARTAVANTIS-TSAKONAS et al., 1995; ST-JOHN e XU, 1997,
KORNBERG e KRASMOW, 2000; FEANY e BENDER, 2000; BIER, 2005; RAND, 2010).

Assim, a similaridade entre Drosophila e humanos, aliada ao desenvolvimento do
teste SMART, permite que uma variedade de produtos quimicos comercializados atualmente
- da ordem de 80.000 segundo RAND, 2010 — seja estudada do ponto de vista dos riscos
genotoxicos, fornecendo informacdes relevantes, que podem ser extrapolada para 0s
humanos (ARTAVANIS-TSAKONAS, et. al., 1995; ST-JOHN e XU, 1997).



1.2 Objetivos

1. Avaliar a toxicidade dos larvicidas dilapiol e espinosade em D. melanogaster submetidas

ao tratamento em sua fase larval.

2. Avaliar, do ponto de vista qualitativo, os eventos genotoxicos induzidos pelos compostos
dilapiol e espinosade, através da presenca e contagem de manchas simples (pequenas ou

grandes) e manchas gémeas presentes em asas de D. melanogaster;

3. Comparar os resultados obtidos em dois diferentes gendtipos (trans-heterozigoto e
heterozigoto balanceador TM3), a fim de quantificar as possiveis alteracfes genéticas

induzidas: mutacao ou recombinacdo mitotica;

4. Comparar os efeitos toxico-genéticos do dilapiol e do espinosade entre si, a fim de indicar
0 composto mais seguro para 0 uso como larvicida e, consequentemente, para a salde

humana e o meio ambiente.



1.3 Referencial Teoérico

Inseticidas e saide humana

A dengue é uma doenca viral transmitida como quatro sorotipos (HALSTEAD et al.
1963, HALSTEAD, 1992) através de um hospedeiro, 0 mosquito, que apresenta resisténcia
a pesticidas utilizados nos programas de controle com organofosforados no Brasil (LUNA et
al. 2004). O aumento crescente com 0S custos para o combate do vetor transmissor da
dengue, o Aedes aegypti, tem motivado varias pesquisas com 0 objetivo de desenvolver
uma vacina eficaz contra o virus da dengue, sendo até entdo uma prioridade pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS). No entanto, o desenvolvimento dessa vacina tem
frustrado a comunidade cientifica, pois existe uma necessidade dela imunizar contra os
guatros tipos de dengue (FIGUEIREDO, 1999). Em quanto a OMS ndo estabelece essa
forma de controle da doenca, o uso de larvicidas e outras medidas sanitaristas constituem a

Unica forma de minimizar e controlar novos surtos da doenca.

O controle quimico apesar de suas desvantagens a saude humana e ambiental
ainda consiste em uma importante medida para controlar o desenvolvimento dos insetos
transmissores de doencas. A relacdo entre o uso dessas substancias e o surgimento de
doencas de longo e médio prazo, bem como a resisténcia dos insetos a esses tipos
guimicos contribuem para a busca de novas alternativas para o controle populacional dos
insetos, sobretudo em sua fase larval (VALLE e BRAGA, 2007).

A falta de seletividade dos inseticidas sintéticos colabora para alteragfes ao meio
ambiente e apresentam uma série de efeitos tdéxicos a curto e longo prazo em seres
invertebrados e vertebrados. A literatura cientifica disponibiliza dados resultantes de estudos
experimentais em mamiferos, bem como, de estudos epidemiolégicos que comprovam que
os efeitos cronicos resultantes da exposicdo prolongada a diferentes moléculas de
inseticidas organoclorados e organofosforados, com comprometimentos miotdxicos,
neurotéxicos, genotoxicos, imunotoxicos e mutagénicos sobre mamiferos, tem se
acumulado (DULOUT, 1985; DEGRAEVE, et. al., 1984; DEGRAEVE; MOUTSCHEN, 1984;
DEFERRARI, et. al., 1991; GARRETT, 1992; EYER, 1995; CAVALIERE, et. al., 1996).

Os organofosforados sdo substéncias quimicas extremamente tdxicas, que contém
carbono e fosforo, e podem ser fatais na proporcéo de alguns miligramas para um homem
de cerca de 70 kg. Apesar disso, sdo amplamente utilizados na agropecuaria como

inseticidas, e podem ocasionar intoxicagdes acidentais em animais e humanos. Em



decorréncia disso, nos Ultimos anos, muitos estudos estdo tentando buscar novas
alternativas seguras para o controle de insetos (produtos larvicidas ou reguladores do
desenvolvimento), especialmente aqueles extraidos de plantas (BERNARD et al., 1995).

No periodo de 1996 a 2000, foram usadas em média, 4.937 toneladas de Temefés
por ano. Este organofosforado tem sido aplicado, a intervalos de dois meses, nos criadouros
de Aedes aegypti em todas as localidades onde é constatada a circulagéo viral, inclusive em
caixas d’agua e outros recipientes usados para estocagem de agua potavel para uso
doméstico. O acumulo de &gua em recipientes diversos é uma pratica comum, em
decorréncia da distribuicdo irregular de agua para consumo humano. Na maioria das
cidades brasileiras estes recipientes tornam-se as principais fontes de criacédo de larvas do
vetor do virus da dengue. Este fato resulta em exposi¢cdo humana continua e prolongada ao
organofosforado (ZAIM e GUILLET, 2002).

Em face dos danos causados pelo uso dos inseticidas de sintese, assim como, o
surgimento da resisténcia do Aedes aegypti aos inseticidas quimicos utilizados em
programas para 0 seu controle, surgiu a necessidade de se empregar diferentes métodos
para o controle de insetos transmissores de doencas, em especial o controle biol6gico
(VALLE e BRAGA, 2007).

O dilapiol

A ampla diversidade biologica, em grande parte ainda inexplorada, principalmente
de regides como a Amazobnia, representa um potencial para a pesquisa de novos produtos
gue poderdo vir a substituir os agrotoxicos quimicos (SANTOS, 1998). O género Piper
contém aproximadamente 1.000 espécies, pertence a familia Piperaceae, e esta
amplamente distribuida entre a vegetacdo secundaria da floresta tropical Amazbnica. A
populacdo humana utiliza esta espécie como perfume, 6leo, isca de peixe, inseticida,
tempero, alucinbgeno e também como ornamentagdo, alimento e remédio (JOLY, 1981,
SCHULTES e RAFFAUF, 1990).

Um numero de compostos tem sido isolado do género Piper, como terpenos,
fenilpropandides e uma série de alcaldides (HEGNAUER, 1990; JENSEN et al.,, 1993).
Muitos destes compostos mostram atividades biolégicas, particularmente, antimicrobiana.
Extratos de plantas da familia Piperaceae, tais como, Piper divaricatum, Piper aduncum, P.
marginatrim variedade anisstum, P. callosum, P. marginatum variedade de marginatum,

foram utilizados em testes de letalidade em larvas de Aedes aegypti, vetor da dengue, e em



larvas de Anopheles marajoara, vetor da malaria (SOUTO, 2006), e mostraram atividade
larvicida em Piper aduncum de 73% e 75% nos intervalos de 24 a 48 horas,

respectivamente.

Apesar da sua importancia, Piper tem recebido limitada atencdo cientifica. Este
género tem sido investigado na Asia, e espécies indianas de Piper tém sido particularmente
bem analisadas (como P. nigrum, P. longum, P. cubeba, P. betle e P. methysticum). A
espécie Piper aduncum L., também conhecida vulgarmente como pimenta de macaco ou
pimenta longa, produz um 6leo essencial, chamado dilapiol (Figura 1), com comprovada
acdo sobre fitopatbgenos de culturas tradicionais, como fungos (BASTOS, 1997;
MORANDIM et al., 2002), bactérias e moluscos (ORJALA et al., 1994). Este 6leo essencial
de P. aduncum foi testado, por exemplo, contra o fungo Clinipellis perniciosa, conhecido
como "vassoura-de-bruxa", responsavel por ataque patogénico ao cacau e ao cupuacu. Nas
concentracdes de 50 a 1.000 ppm inibiu em 100% o crescimento e a germinacdo deste
fungo (BASTOS, 1997). Em outros estudos, o extrato de P. aduncum apresentou
comprovada agdo analgésica e antiinflamatoria com casos de baixos niveis de toxicidade
(MONTEIRO et al., 2001; FONTES JUNIOR et al., 2002; SOUSA et al., 2008). SILVA et al.,
(2007) comprovaram que tanto os extratos extraidos de folhas como os extraidos de raizes
de P. aduncum apresentam igual atividade inseticida sobre espécies de cigarrinha (Aetalion

sp,), um inseto fit6fago e praga de interesse econémico no estado do Amazonas.

A andlise da diversidade genética de Piper aduncum presente nas Américas vem
sendo feita especialmente na regido Amazénica, por analise de marcadores de DNA em
colecbes de germoplasma (CONTI et al., 2002) e em amostras de popula¢bes naturais
(GAIA et al., 2004). Do ponto de vista molecular, GAIA et al. (2004) caracterizaram dezoito
amostras provenientes de quatro locais da Amazodnia Brasileira. Os autores examinaram as
amostras através do método de RAPD (polimorfismo de DNA amplificado ao acaso) e os
resultados evidenciaram a existéncia de real diversidade entre as popula¢cdes examinadas,

gue acompanham os padrdes de distribuicdo geografica.

Assim, 0 uso de extrato de P. aduncum podera ser uma alternativa de controle
contra insetos fit6fagos e, consequientemente, viabilizara custos operacionais, ajudando a
produzir alimentos mais seguros e protegendo o meio ambiente dos efeitos diversos
causados pelos agrotoxicos convencionais, tornando os pequenos agricultores da regido

Amazonica independentes da aquisi¢cdo desses produtos (SILVA et al., 2007)
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Figura 1. Estrutura quimica do 6leo essencial dilapiol.
Fonte: Fazolin et al., 2005.

O Oleo essencial de P. aduncum apresenta o éter fenilico dilapiol como seu
componente majoritario e que é responsavel por suas atividades biolégicas (BASTOS, 1997;
MAIA et al.,, 1998). Outros constituintes quimicos comuns sdo amidas, isobutil amidas,
piperidinas e pirrolidinas (SENGUPTA e RAY, 1987).

O extrato dilapiol, especificamente extraido da espécie Piper aduncum, é o de maior
atividade inseticida em larvas de Aedes aegypti, vetor da dengue, com 92% de eficiéncia no
controle da formas imaturas (BERNARD, et. al., 1995; BERGERON e VASQUES, 1996;
POHLIT, et. al., 2004; SOUTO 2006). Extratos de cerca de 300 espécies de plantas
(Cyperaceae, Dichapetaceae, Piperaceae) tém se mostrado eficientes fontes larvicidas
naturais para o controle de mosquitos vetores no Brasil (SHARMA, et. al., 1998). Poucos
sdo, entretanto, os estudos sobre o efeito genotdxico do dilapiol em A. aegypti. Destaca-se o
trabalho de RAFAEL, et. al., (2008) que testou a acdo do dilapiol sobre larvas e pupas de A.
aegypti por meio de testes de toxicidade, frequéncia de micronucleos, anormalidades

nucleares e anomalias cromossomicas.

O espinosade

Na década de 1980 foi descoberta uma nova linha de produtos naturais para o
controle de uma variedade de insetos, o espinosade. O espinosade, que € composto por
duas espinosinas é apenas dois dos 87 metabdlitos secundarios de uma bactéria com
fermentagdo no solo, a Saccharopolyspora spinosa (THOMPSON et al., 1997; CROUSE e
SPARKS, 1998; SPARKS et al,.1998, 1999; CROUSE e SPARKS, 1998; THOMPSON et al,
2000). Conforme mostrado na Figura 2, o espinosade é um combinado de dois metabdlitos

secundarios ativos, a espinosina A e a espinosina D.
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Figura 2. Estrutura quimica do espinosade.
Fonte: Mansour et al., 2007.

A bactéria Saccharopolyspora spinosa foi descoberta por acaso no inico da
década de 1940 em um barril de rum. As amostras foram levadas ao laboratério para estudo
da espécie e da sua atividade. Descobriu-se entédo tratar-se de uma nova espécie de
bactéria com propriedades inseticidas. E ao final dos anos 1980 ja eram conhecidos
diversos de seus metabdlitos ativos. O nome espinosade veio da unido do nome espinosa
com os dois metabdlitos, A e D (espinosa A+D). Em 1995, o espinosade foi classificado pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA como um produto de baixo risco de efeito
toxicologico e ambiental (SALGADO, 1998; MANSOUR et al., 2007).

Segundo os trabalhos de DeAMICIS et al. (1997), SALGADO (1998), SPARKS et
al. (1999), WILLIAMS et al. (2003), MANSOUR et al., (2007) e outros, o espinosade possui
atividade seletiva para insetos das classes Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera,

Thysanoptera, e alguns da classe Coleoptera.

De acordo com SALGADO (1998) o modo de a¢éo do espinosade em insetos esta
associado com a excitacdo do sistema nervoso, que altera as fun¢bes dos canais ibnicos. O
modo de acdo dessa classe de inseticidas ocorre por acdo neurotdxica, por agir como
agonista colinérgico dos canais ibnicos pos-sinapticos (receptores nicotinicos) bem como na
funcdo dos canais de cloro GABA (SALGADO, 1998; SALGADO et al., 1998; THOMPSON
et al., 2000). Em contato com a agua o espinosade atua no sistema nervoso das larvas dos
insetos, provocando a transformacdo dos seus receptores quimicos e, consequentemente,
paralisia e morte do organismo (SALGADO, 1998; SALGADO et al., 1998).

O espinosade é referenciado como um composto de ampla margem de seguranga
a muitos insetos, portanto, tal composto é considerado como um inseticida seletivo
(MANSOUR et. al., 2007; SCHOONOVER e LARSON, 1995; ELZEN et al., 2000).
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Aspectos gerais da mutacéo

Qualquer alteragdo subita do material genético que ndo seja explicada pela
recombinacdo capaz de ser transmitida a descendéncia celular caracteriza-se em uma
mutacdo. A transmissdo desse evento genético depende da linhagem celular em que ele
ocorra, células germinativas ou somaticas (SNUSTAD e SIMONS, 2000; ROUSE e
JACKSON, 2002; SIVIERO e MACHADO-SANTELLI, 2008). As mutacdes séo classificadas
em pontuais quando afetam um Unico par de bases, sdo consideradas como as principais
causas de doencas de origem genética. A ocorréncia de eventos mutacionais pode ser
aumentada pela exposicdo do organismo a agentes mutagénicos, a chamada mutacéo
induzida. O potencial ou eficiéncia desses agentes € avaliado pelo incremento da frequéncia
de mutacBes em relacdo ao nivel basal, quando se analisa um organismo a ele exposto
(SIVIERO e MACHADO-SANTELLI, 2008).

A avaliacdo do potencial mutagénico de agentes quimicos é feita mediante testes
in vivo e in vitro bem padronizados que utilizam diferentes sistemas biolégicos. O principal
objetivo dessa avaliacdo consiste em quantificar o perigo de mutacédo do material genético e
consequentemente transmissao hereditaria destas mutacdes. Esses testes sao, na maioria
das vezes, empregados para prever o desenvolvimento de cancer (SIVIERO e MACHADO-
SANTELLI, 2008).

Os testes de mutagenicidade sdo empregados como testes de triagem para
prever o potencial carcinogénico das substancias. Entretanto, eles apenas avaliam as
substancias que produzem cancer por mecanismos genotoxicos, isto €, que interagem
diretamente com o material genético (ERNEST e PATRICIA, 1997).

Inicialmente testes envolvendo um modelo procarionte, a Salmonella typhimurium
foram utilizado por AMES (1975) para analisar mutacdes pontuais em cepas mutantes
cultivadas em meio a uma enzima (fosforribosil ATP sintetase) necessaria para a sintese da
histidina. A partir dai, outros testes foram desenvolvidos em modelos eucariontes (SIVIERO
e MACHADO-SANTELLI, 2008).

A Drosophila é utilizada pelo fato de ser um modelo experimental com
caracteristicas genéticas conhecidas que possibilita o estudo de mutagbes pontuais,

delecgbes, translocacgfes, perda cromossémica e ndo disjuncdo (RUBIN e LEWIS, 2000).

Atualmente a Drosophila possui uma variedade de linhagens, que apresentam
diversos marcadores moleculares e outras propriedades que facilitam as manipulacdes

genéticas. A clonagem molecular e a analise funcional dos genes da Drosophila tornaram
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possivel reunir um perfil molecular de muitos processos celulares e de desenvolvimento.
Genes clonados em Drosophila levaram a identificacdo de cognatos em mamiferos que
apresentam fungbes intimamente relacionadas. Isto inclui fatores de transcricdo e seus
reguladores, proteinas estruturais, proteinas cromossomais, canais i6nicos e proteinas
sinalizadoras. Os genes homeobox sdo alguns dos exemplos da conservacao genética entre
moscas e outros animais. Mais recentemente, tem sido demonstrada uma alta correlagéo
entre os caminhos que controlam o desenvolvimento dos membros, sistema nervoso, olhos,
sistema circulatério, bem como um complexo de interagbes sistémicas - como o ritmo
circadiano e imunidade inata (RAND, 2010).

O aparato bem desenvolvido de sistemas utilizados para analise genotéxica em
Drosophila melanogaster tem sido amplamente utilizado para testar também a

antigenotoxicidade de varios compostos e misturas complexas (GRAF et al., 1984).

O teste SMART

Dentre as metodologias disponiveis para o estudo de compostos quimicos de
origem sintética ou natural esta o teste para deteccdo de mutacdo e recombinagdo somatica
— SMART (somatic mutation and recombination test) descrito inicialmente por Graf et al. em
1984, essa metodologia é realizada com o diptero Drosophila melanogaster. O teste é capaz
de detectar mecanismos que leva a perda da heterozigose. Estudos sobre os eventos
genéticos relacionados com o desenvolvimento de tumores, por exemplo, demonstram a
importancia da perda da heterozigose. Essa perda se da por eventos genéticos que levam a

homozigose ou hemizigose das células filhas (ANDRADE e. al,. 2003).

O teste SMART de asa detecta a perda de heterozigose de genes marcadores
que determinam fenotipos identificados nas asas de Drosophila melanogaster. E um método
gue utiliza células somaticas e pode ser feito em uma sé geracdo. Pode ser utilizado um
amplo espectro de agentes genotoxicos de diferentes classes quimicas, misturas complexas
e também particulas gasosas. Segundo GRAF et al. (1984) e ANDRADE et al. (2003) o teste
fundamenta-se na premissa de que, durante o desenvolvimento embrionario da larva de
Drosophila, grupos de células (os discos imaginais das asas) proliferam mitoticamente até o
ponto em que se diferenciam, durante a metamorfose entre a fase larval e adulta, em
estruturas que originam as asas da mosca. Uma vez que estas células sofram danos no

DNA, irdo traduzir uma mutacéo fenotipica visivel nas células das asas do individuo adulto.
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O teste SMART de asa faz uso de dois genes marcadores para a forma dos pelos
das asas: pelos multiplos (mwh) e pelos cujo formato lembra uma "chama de vela", chamado
flare (fir), e baseando-se na inducido de alteracdes genéticas que originam a perda de
heterozigose em células larvais, que sdo heterozigotas para estes dois genes recessivos.
Quando ocorre uma alteragdo genética em uma das células que estdo se dividindo por
mitose, € formado um clone de células mutantes que pode ser detectado fenotipicamente
como uma mancha mutante na superficie das asas dos adultos. A analise das mutacbes
induzidas pelo tratamento é feita pela observacdo de grupos de células que expressam os
genes marcadores flr® e mwh, responséaveis por mudancas na forma dos pélos ou tricomas
(GRAF et al., 1984).

Embora o numero total de manchas mutantes forneca dados quantitativos sobre a
atividade genotéxica do composto testado, o tipo de mancha pode revelar também quais
foram as diferentes mutagdes envolvidas na origem dos clones. Assim, manchas mutantes
simples (pequenas ou grandes), que expressam o fenétipo mutante flr* ou mwh, indicam a
ocorréncia de mutacdes pontuais, alteracdes cromossdmicas ou recombinacao mitética. Ja
as manchas gémeas - formadas por células adjacentes fI¥ e mwh - tém origem
exclusivamente por recombinacdo, o que significa que este tipo de mancha pode fornecer

indicacBes preliminares sobre a a¢cdo recombinogénica do composto testado.

Aspectos metodoldgicos do teste SMART

Os estoques de Drosophila melanogaster sdo mantidos em frascos de vidro de
300 mL, contendo o meio de cultura padrao feitos com 1.000 mL de agua destilada, 70 g de
acuUcar cristal, 50 g de fermento biolégico (Fleischman e Royal Ltda), 7 g de agar, 0,005 g de
nipagin e 100 g de farinha de milho (ANDRADE et al., 2003). Este meio de cultura também é

utilizado para os cruzamentos.

Para obtencdo de larvas de terceiro estagio utiliza-se também um meio de
ovoposicao, contendo uma base sdlida de 4gar-agar a 2,5% com aproximadamente 1 cm de
espessura, coberta por uma camada de aproximadamente 3cm de fermento pastoso
(Fleischman e Royal Ltda) - previamente aquecido em banho-maria e fermentado com
sacarose na seguinte proporcao: 500 g de fermento, 2 colheres de agucar e 20 mL de agua
destilada. Os tratamentos das larvas séo feitos em tubos plasticos descartaveis contendo

0,99 de meio de cultura instantdneo e hidratado com 3mL de solugdo-teste.
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Todas as culturas de Drosophila melanogaster sdo mantidas a 25°C + 1°C e a
umidade de 60-70%. S&o utilizadas duas linhagens de Drosophila melanogaster, sendo que
cada linhagem possui genes marcadores especificos localizados no braco esquerdo do
cromossomo 3, que se expressam fenotipicamente na forma dos pelos das asas. Suas

constituicbes genotipicas encontram-se representadas abaixo:
e fIr*-fIr*/ In(BLR)TM3, ri p” sep 1(3)89Aabx**® e Bd®
o mwh - mwh/mwh

O cromossomo balanceador TM3, presente na linhagem flr® é indispenséavel para a
manutencdo do gene marcador em heterozigose, pois este gene é um letal zigoético
(GARCIA-BELLIDO et al.,, 1976).

E realizado o cruzamento padrdo, onde fémeas virgens flr* sdo cruzadas com

machos também virgens mwh (Figura 3).

y
'd \
W N/

fir? / In(3LR)TM3, ri pP
sep
I(3)89Aa bx3* e B

mwh/mwh

Figura 3. Cruzamento padréo.

Apdés um periodo de 3 dias se formardo larvas descendentes com duas

constituicbes genotipicas:

-mwh + / + fIr® — que ser&o trans-heterozigotas para os marcadores recessivos mwh e
flr®, ligados ao cromossomo 3;
- mwh + / TM3, Bd® - que ser&o heterozigotas para o cromossomo balanceador TM3.

As asas destes individuos adultos tem um padréo recortado (Figura 4A), devido a presenca
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do marcador Bd®, o que permite diferencia-los dos individuos trans-heterozigotos que

apresentam asas com formato normal (Figura 4B).

Figura 4. Aspecto da asa recortada (A) e asa normal (B)
de D. melanogaster.

Tratamentos

O tratamento inicia-se com o cruzamento de fémeas e machos em vidros, contendo
meio de cultura de farinha por um periodo de 3 dias. Ao término deste tempo o0s casais sédo
transferidos para vidros contendo meio de ovoposi¢ao por um periodo de 8 horas. Apés este
periodo, os casais sdo descartados, ficando apenas as larvas nos vidros, por 72 + 4 horas a
partir do inicio da ovoposi¢cdo. Apds o periodo da ovoposicdo as larvas em terceiro estagio
sdo contadas em 100 unidades para cada tubo de concentracdo do composto a ser
estudado. Elas sdo separadas do fermento por flotagdo em agua corrente, sendo
transferidas, em seguida, para tubos plasticos descartaveis contendo meio de cultura

sintético (0,9 g) hidratado com as solu¢fes de tratamento (3 mL).

As larvas ficam expostas aos tratamentos, com diferentes concentracfes dos
compostos, por aproximadamente 48 horas (tratamento crénico), sendo que, neste periodo,
as células dos discos imaginais passam por sucessivos ciclos de divisdo mitética (5 a 6

divisdes), sob a acéo dos inseticidas, até atingirem o estagio de pupa.

Todos os individuos adultos nascidos a partir de 10 a 12 dias apds a postura dos

ovos sao conservados em etanol 70%.
Montagem das laminas

As moscas nascidas séo retiradas dos tubos e lavadas em solucéo fisiologica e
estocadas em etanol 70%. Em seguida as asas dos imagos (adultos eclodidos) de fémeas e
machos sé@o separadas do corpo com auxilio de duas pingas de relojoeiro (n.5) e
mergulhadas em solugdo de FAURE (preparada com 30g de goma arabica, 20mL de
glicerol, 50g de hidrato cloral e 50mL de agua). Apés este procedimento as asas sao

retiradas da solucdo e distendidas sobre a superficie de laminas de vidro, onde sé&o
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mantidas por um periodo de 24 horas para secagem. Posteriormente, sdo cobertas com
laminulas (24 x 32 mm), contendo uma gota da solucao de FAURE, permanecendo por mais
24 horas pressionadas com cubos de metal — com peso total de aproximadamente 400g —
visando uma perfeita aderéncia das asas as laminas. Sdo montadas laminas com imagos
trans-heterozigotos ou com imagos heterozigotos para o cromossomo TM3 separadamente,
sendo que cada lamina contém cinco pares de asas de fémeas e cinco pares de asas de

machos.

Analise microscoépica

Ao microscépio, sdo analisados os adultos trans-heterozigotos e heterozigotos para
o cromossomo TM3, considerando-se o fendétipo dos tricomas presentes nas superficies

dorsal e ventral das asas.

A presenca de manchas simples, com um Unico tipo de fenétipo mutante mwh (pelos
multiplos, Figura 5) ou flr® (pelos de base alargada, Figura 6) pode determinar a ocorréncia
de diferentes eventos mutagénicos, tais como mutacéao pontual e alteracbes cromossémicas

ou recombinacao mitdtica.

368820  43(l 1vm JEOL

Figura 5. Pelo mwh. Figura 6. Pelo flr°.

Fonte: Andrade et. al, (2003).

As manchas com o mesmo fendtipo e com um a dois pelos mutantes sao
catalogadas como manchas simples pequenas. As manchas com trés ou mais pelos

mutantes catalogadas como manchas simples grandes.

As manchas simples pequenas (Figura 7A) sao oriundas de um a dois ciclos de
divisdo celular. Ja as manchas simples grandes (Figura 7B) sdo caracteristicas de mais de

duas divis@es celulares da fase de alimentacgéo larval. E as manchas que apresentaram uma
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combinacéo de fendtipos (mwh e flr’) sdo catalogas como manchas gémeas (Figura 7C) e

expressam exclusivamente eventos relacionados com a recombinag&o mitética.

Figura 7. Aspecto da mancha de pelos, simples pequena (A), simples
grande (B) e mancha gémea (C) nas asas de D. melanogaster.

Fonte: Andrade et. al, (2003).

S&ao analisados os tricomas dos adultos trans-heterozigotos e dos heterozigotos para
0 cromossomo TM3 presentes nas regides ventral e dorsal e nos compartimentos distais das
asas. Cada lamina € montada com cinco individuos de cada sexo e as analises séo
realizadas com ajuda de um microscépio Optico com aumento de 400 vezes. As andlises
seguem a ordem alfabética da classificacdo das secbes das asas (de A até E) (GARCIA-

BELLIDO et al., 1976) conforme Figura 8.

Figura 8. Secdes de leitura na asa (letras A — E).
Fonte: Andrade et. al, (2003).
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Bases genéticas do teste SMART

Adultos trans-heterozigotos

Observando-se a manifestacdo fenotipica da forma dos pelos presentes nas asas
dos adultos trans-heterozigotos, pode-se caracterizar os eventos ocorridos conforme o tipo
de mancha mutante encontrada. Sendo assim, manchas simples com fenétipo de pelos
multiplos (mwh) ou pelos com a base alargada (fIr®) podem originar-se por mutacéo génica,

mutacao cromossdmica e/ou recombinacdo mitotica.

As manchas simples com o fen6tipo mwh podem ocorrer em consequéncia de
recombinacdo simples entre os loci mwh e fl’, ao passo que a ocorréncia de duas
recombinacdes simples (entre f® e o centrdmero seguida de fI* e mwh) origina pelos de

base alargada.

Desta forma, as manchas simples podem ser produto tanto de eventos mutacionais -
incluindo as mutacbes pontuais e mutacdes cromossdémicas - como também por
recombinacdo mitética. JA as manchas gémeas, cuja manifestacdo fenotipica expressa
simultaneamente os marcadores flr* e mwh, sdo produzidas exclusivamente por eventos de
recombinacdo simples entre flr* e o centrdmero, com posterior segregacdo de um

cromossomo recombinado e um parental.

Adultos heterozigotos para o cromossomo balanceador TM3

A andlise das asas de individuos adultos heterozigotos para o cromossomo TM3
revela exclusivamente manchas simples que expressam o fenotipo pelos multiplos. Além
disso, 0 cromossomo TM3 possui uma série de inversées em aproximadamente 90% de
toda a sua extensao, causando inviabilidade das células que sofrem recombinacao mitética.
Consequentemente, células mutantes observadas nestes individuos séo resultantes de

eventos relacionados com mutacéo génica e/ou mutacdes cromossémicas.

Assim, a comparacgao dos resultados obtidos nos dois genotipos, permite quantificar,
separadamente, a porcentagem de eventos mutagénicos e recombinogénicos no total de

eventos genotdxicos ocorridos.
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Curva de sobrevivéncia

ApOs o0 nascimento dos adultos submetidos aos tratamentos com 0s compostos e
submetidos ao tratamento controle é tracada uma curva de sobrevivéncia. Essa curva reflete

0 numero de individuos nascidos vivos apds o experimento.

Através da curva de sobrevivéncia é possivel reconhecer o potencial téxico de
determinadas concentracbes escolhidas no experimento. E esperado o nascimento de
aproximadamente 100% das larvas submetidas ao tratamento controle, e um decréscimo da
sobrevivéncia a medida que aumentam a concentracbes dos compostos testados se o
composto testado for toxico. Na auséncia de nascidos vivos, conclui-se que a concentracao

é letal.

Anélise estatistica

Em experimentos realizados para avaliagcdo genotdxica de um determinado farmaco,
as séries tratadas sdo comparadas com uma série controle, que geralmente é o solvente. A
partir desta analise pode-se calcular o potencial genotéxico do produto testado (ANDRADE
et al., 2003).

FRElI e WURGLER (1988) propuseram duas hipéteses estatisticas que, quando
combinadas, permitem distinguir entre as possibilidades de um resultado positivo, fraco

positivo, inconclusivo ou negativo.

Na hip6tese nula (Ho) assume-se que ndo existe diferenca na frequéncia de
mutacbes entre as séries tratadas e o controle negativo (frequéncia esponténea).
Considerando uma analise unicaudal, a rejeicdo da hip6tese nula indica que o tratamento
resultou em uma frequéncia de mutacdes estatisticamente maior que o controle negativo. A
hipbtese alternativa (Ha) postula a priori que o tratamento resultou em uma frequéncia de
mutacbes m vezes maior quando comparado com a frequéncia espontanea. O fator
multiplicador (m) foi estabelecido empiricamente como m=2 para o total de manchas e para
as manchas simples pequenas, devido a sua maior frequéncia espontanea, e m=5 para as
manchas simples grandes e também para as manchas gémeas (FREI e WURGLER, 1988;
1995). A rejeicdo de H, indica que o tratamento ndo produziu um aumento suficiente de

manchas para o composto ser considerado genotoéxico.

Para cada hip6tese testada existem duas respostas possiveis: (i) aceita-se H ou (ii)
rejeita-se H. A combinacgéo entre as respostas obtidas para as duas hipoteses testadas pode

ser visualizada, conforme o quadro abaixo:
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Resultados possiveis obtidos a partir da combinacéo das hipéteses H, € Ha:

HIPOTESES Aceita-se Ho Rejeita-se Hy
Aceita-se Ha inconclusivo positivo
Rejeita-se Ha negativo fraco positivo

Para testar as duas hipéteses é utilizado o teste binomial condicional, com um nivel
de significancia igual a 5% (ANDRADE et al., 2003).
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2.1 RESUMO

A dengue, atualmente, € uma das mais incidentes doencas transmitidas ao homem por um
inseto, o mosquito vetor Aedes aegypti. O enfrentamento da situacdo epidemiologica
desencadeada por esta doenca tem acarretado um aumento expressivo do uso de
inseticidas organofosforados, com comprovados efeitos maléficos & saiude humana e ao
ambiente. O controle dos insetos vetores tem motivado a comunidade cientifica na busca
constante de novas formulagbes quimicas que sejam capazes de controlar os insetos e, ao
mesmo tempo, causar efeitos tOxico-genéticos minimos. Novas alternativas incluem os
extratos vegetais e metabdlitos secundarios de organismos procariontes, que tém
demonstrado atividade larvicida, como o fenilpropandide dilapiol, extraido da planta Piper
aduncum, e as espinosinas A e D obtidas da fermentagdo da bactéria Saccharopolyspora
spinosa e que formam o espinosade. Este trabalho se propds a investigar o efeito
genotéxico dos larvicidas dilapiol e espinosade, buscando caracterizar, quantificar e
padronizar por unidade de exposicdo, os efeitos destes compostos em nivel de mutacées
pontuais, cromossémicas e/ou recombinacdo mitética. O efeito toxico-genético dos
compostos foi avaliado através do teste para deteccdo de mutacdo e recombinacao
somética (Somatic Mutation and Recombination Test — SMART) em asas de Drosophila
melanogaster. Para tanto, larvas de 72 horas de vida, provenientes do cruzamento padréao
(ST), foram submetidas a diferentes concentracdes do dilapiol e do espinosade. Agua
destilada e doxorrubicina (DXR) foram utilizadas como controles negativo e positivo,
respectivamente, para comparacdo com os tratamentos. A andalise demonstrou que ambos
0s compostos testados apresentaram atividade téxico-genética positiva, principalmente
relacionada a inducdo de eventos recombinogénicos. Esta investigacdo veio comprovar a
necessidade de mais estudos sobre o0s potenciais riscos do uso de inseticidas, como o
dilapiol e espinosade, sendo imprescindiveis novas investigagcbes em outros modelos
experimentais e com outras metodologias a fim de garantir o uso seguro para a saude

humana e o meio ambiente.
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2.2 ABSTRACT

Dengue is currently one of the most insidious diseases transmitted to humans by an insect,
the mosquito Aedes aegypti. The coping of the epidemiological situation triggered by this
disease has caused a significant increase in the use of organophosphate insecticides,
proven to be harmful to human health and the environment. The control of insects has
motivated the scientific community in constant search of new chemical formulations, at the
same time able to control the insects with minimum genetic toxic effects. New alternatives
include vegetable extracts and secondary metabolites of prokaryotes, which have larvicidal
activity. They are the phenylpropanoid dilapiol, extracted from the plant Piper aduncum, and
the spinosyns A and D from fermenting the bacterium Saccharopolyspora spinosa which
form the spinosad. This work aims to investigate the genotoxic effect of larvicides dilapiol and
spinosad, seeking to characterize, quantify and standardize per unit of exposure, the effects
of these compounds at the level of mutations, chromosomal and/or mitotic recombination.
The toxic-genetic effect of the compounds was evaluated by somatic mutation and
recombination test (SMART) in wings of Drosophila melanogaster. Larvae of 72 hours of life
from standard crosses (ST) were submitted to different concentrations of dilapiol and
spinosad. Distilled water and doxorrubicina (DXR) were used as negative and positive
controls, respectively, for comparison with the treatments. The analysis showed that both
compounds tested presented positive toxic-genetic activity, mainly related to the induction of
events of mitotic recombination. This investigation has come to prove the need for more
studies on the potential risks of using insecticides such as spinosad and dilapiol, and further
investigations in other experimental models and other methodologies are essential to ensure

the safe use for human health and the environment.
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2.3 Introducéo

A dengue € uma infecgdo viral, com quatro sorotipos diferentes, transmitida por
insetos do género Aedes. E considerada uma das maiores preocupacdes mundiais de
Saude Publica, tendo ampla incidéncia nos paises tropicais e subtropicais. Mesmo assim,
populacdes humanas de todo mundo estdo em risco, ja que a projecao de infec¢des anuais
esta estimada entre 50-100 milhdes nos mais de 100 paises endémicos da doenca (WHO,
2012). O mosquito Aedes aegypti L. é o principal inseto transmissor da dengue nos paises
tropicais, com frequentes epidemias decorrentes de fatores relacionados nédo so a biologia e
ao comportamento do vetor (i.e., adaptacdo bioldgica e resisténcia), mas também aos
problemas tipicos dos centros urbanos, que favorecem o desenvolvimento dos organismos
(Gadelha e Toda, 1985; Ishak, 1987; Marzochi, 1994; Monath, 1994). Na tentativa de manter
0 controle dos casos da doencga, sdo destinadas, continuamente, quantias significativas de
recursos para programas contra o vetor. O controle feito através do uso de inseticidas, entre
eles o temephos, malathion e fenitrothion, constitui a principal medida adotada pelos
Programas de Saude Publica. Entretanto, em diferentes partes do mundo (Rawlins e Wan,
1995; Wirth e Georghiou, 1999) e no Brasil (Macoris et al., 2003), tem sido registrada
resisténcia deste diptero aos inseticidas convencionais. A escolha de produtos naturais e/ou
biolégicos para o0 controle desse e outros insetos nocivos ao homem é de grande
importancia para a saude humana. E entre os produtos naturais candidatos estdo os Oleos
essenciais, efetivos contra uma variedade de bactérias, fungos, protozoarios, parasitas,
acaros, moluscos e larvas de insetos.

Tendo em vista a grande diversidade de plantas existentes no Brasil, com um total
estimado entre 350 e 550 mil espécies (Sandes e Blasi, 2000), estudos dos seus extratos
vegetais oferecem a possibilidade de serem encontradas novas substédncias com
propriedades inseticidas e, simultaneamente, seletivas para serem usadas em futuras
formulacdes de produtos comerciais. Diversos estudos comprovam a atividade de extratos
vegetais contra diferentes espécies de mosquitos (Daharam Shaktu e Menon, 1983; Consoli
et al. 1989, Guimaraes et al. 2001) incluindo o A. aegypti (Angerilli, 1980; Silva et al. 2004).

Conhecida por pimenta longa, a espécie Piper aduncum é responséavel pela formacgao
do 6leo essencial denominado dilapiol. Entre suas comprovadas propriedades esta o efeito
larvicida, sendo considerado altamente eficaz contra larvas de A. aegypti com 92% de
eficiéncia no controle das formas imaturas (Bernard et. al., 1995; Bergeron e Vasques, 1996;
Pohlit, et al., 2004, Souto, 2006). No entanto, poucos sdo 0s estudos acerca dos efeitos

mutagénicos deste composto. O termo se refere aos diferentes danos genéticos induzidos
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por agentes externos, que sao transmitidos tanto pelas células somaticas como pelas
germinativas (Davino e Barros, 2008). Uma das maneiras de se prevenir o efeito adverso de
certos produtos quimicos e substancias naturais € a triagem de seu potencial genotdxico
através de testes rapidos, realizados especialmente com bactéria, droséfila, camundongo ou
cultura de células humanas ou de animais. Neste sentido Rafael et al., (2008) avaliaram o
efeito do 6leo essencial dilapiol sobre pupas e larvas do mosquito A. aegypti. Os autores
descreveram a ocorréncia de mudangas fisicas e cromossdmicas, entre elas quebras
cromossOmicas e pontes anafasicas, que foram significativamente superiores aos controles.

O uso de compostos biolégicos de natureza microbiolégica para o controle de insetos
também é uma alternativa viavel e merece ser estuda do ponto de vista genotoxico. Um dos
compostos atualmente disponiveis em forma comercial € o espinosade, descoberto na
década de 1980 (Thompson et al., 1997). A fermentacdo da bactéria Saccharopolyspora
spinosa forma metabdlitos secundarios denominados de espinosinas e, dentre elas,
destacam-se as espinosinas A e D. Juntas, elas formam o espinosade, considerado um
inseticida seletivo (Miles e Dutton, 2000), com excelente perfil toxicoldgico ambiental e em
mamiferos (Crouse e Sparks, 1998; Sparks et al.,1998 e 1999; Thompson et al., 2000) e
com margem de segurancga a outros insetos ndo vetores e outros organismos (Schoonover e
Larson, 1995; Elzen et al., 2000).

O presente trabalho teve como objetivo determinar o efeito téxico-genético dos
larvicidas dilapiol e espinosade através do teste para detec¢do de mutacao e recombinacéo
somética (Somatic Mutation and Recombination Test — SMART) em asas de Drosophila
melanogaster. Esta espécie, conhecida como mosca da fruta, € tida como um modelo
experimental ideal para estudos na area de genética, pois possui um sistema enzimatico
gue permite a metabolizacdo de agentes xenobidticos, e diversas vantagens como a
facilidade na manutencéo, rapida e alta reprodutibilidade e baixo nimero de cromossomos
(Graf et al., 1984). O teste (SMART) em células de asas de D. melanogaster, descrito por
Graf et al.(1984) permite a identificacdo de atividade mutagénica e/ou recombinogénica
ocorridas em loci especificos do cromossomo 3 da espécie. Esse teste foi desenvolvido para
identificar a perda de heterozigose de genes ligados a expresséao fenotipica dos pelos das

asas das moscas.
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2.4 Material e Métodos

Larvicidas e diluicbes

O dleo essencial dilapiol, principio ativo da espécie Piper aduncum (pimenta longa)
foi produzido pelo Laboratério de Pesquisas em Produtos Naturais (CPPN), do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA). O composto, 0 mesmo utilizado por RAFAEL et
al. (2008), foi obtido de extratos de Oleos volateis a partir de folhas secas de P. aduncum
submetidas a hidro destilacdo, em um aparato modificado, durante 4 horas. Ap6s a
purificacdo em coluna de cromatografia foi obtido o composto puro (>95%), confirmado por
analise de cromatografia de gas.

O larvicida espinosade (Natular™ DT, Laboratério Clarke) foi obtido na forma de
pastilha, composta de duas camadas, uma de Espinosina A e outra de Espinosina D. Cada
pastilha de 1,35g contém o principio ativo espinosade a 7,48%. O composto pertencente ao
grupo das toxinas de origem biolégica, pois € um metabdlito secundario da fermentacao
aeroObia do actinomiceto Sacchapolyspora spinosa.

As diferentes concentracdes do composto dilapiol testadas foram diluidas em 5% de
tween 80 + e 5% de etanol. No caso do espinosade, foi utilizada apenas agua destilada
estéril como solvente. Para o estabelecimento dos controles negativos dos experimentos,
larvas foram transferidas para tubos contendo o0 mesmo meio de cultivo, hidratado apenas
com os respectivos diluentes do dilapiol e do espinosade, sem qualquer traco dos
compostos. Como controle positivo foi utilizado o Cloridrato de Doxorrubicina - DXR
(Glenmark Farmaceutic Ltda) a 0,2 mM (ou 108.692 ug/mL). As concentracdes das solucbes
empregadas nos experimentos foram obtidas a partir de experimentos pilotos que
determinaram a solubilidade maxima dos compostos. A partir da concentracdo maxima de
50.000 pg/mL de dilapiol foram estabelecidas as demais concentra¢cfes, utilizando o fator
divisor 5 até a menor concentracdo (3,2 pug/mL). Para o espinosade, foi preparada uma
solucdo-mée concentrada a 1.000 pg/mL. E para a preparacdo das concentragcdes mais
diluidas (200, 40, 8, 1,6 e 3,2 pg/mL) foi utilizado também o mesmo fator de diluigdo 5, como
no dilapiol. Em um segundo experimento, foi preparada uma diluicdo intermediaria adicional

de 0,96 pug/mL, trés vezes mais concentrada que a menor dilui¢cdo, de 0,32 pg/mL.
Linhagens utilizadas e cruzamentos

Em todos os experimentos foram utilizadas duas linhagens parentais mutantes de

Drosophila melanogaster para forma dos pelos das asas, uma portadora do marcador
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genético multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) e outra portadora do marcador flare-3 (fIr®, 3-38,8).
Segundo Lindsley e Zimm (1992) a linhagem mwh possui 0 gene marcador recessivo
homozigoto para mutacdes viaveis com expressao fenotipica de 3 ou mais pelos mutantes
em uma mesma célula. Ja a linhagem denominada flr® resulta em um pelo de asa na forma
de vela de barco ou chama de vela. Por possuir alelos ho cromossomo 3 que sdo letais em
homozigose, a linhagem flr® se mantém em cultivo através de cromossomos balanceadores,
que carregam inversdes multiplas, e de marcadores dominantes denominados TM3 e Bd®,
respectivamente.

Através do cruzamento padrdo - ST (Graf et al., 1984), fémeas flr* com o genétipo
balanceador flr¥/In (3LR) TM3, ri pPsep I(3)89Aa bx*** e Bd®, foram cruzadas com machos
homozigotos mwh/mwh. A progénie heterozigota resultante deste cruzamento ST pode ser
de dois tipos genotipicos: i) trans-heterozigotas para os marcadores recessivos mwh e fir®
(mwh + / + flr) e com fenétipo de asas normais arredondadas; ii) heterozigotas para o

cromossomo balanceador TM3 (mwh +/ TM3, Bd®), com fenétipo de asas recortadas.

Cultura e tratamentos das linhagens

Fémeas envolvidas no cruzamento ST permaneceram por 8 horas em frascos de
vidro a fim de ovopositar sobre uma camada de 3 cm de fermento pastoso (Fleischman e
Royal Ltda) suplementado com sacarose, previamente montado sobre uma base soélida de
agar. Esta base de 1 cm de espessura foi preparada a partir de 5% (p/v) de agar, diluido em
agua. Larvas descendentes com 72h + 4 horas de vida (3° estagio) foram coletadas e
separadas do fermento por meio de lavagem e filtragem em peneira de malha fina, sendo
transferidas para tubos plasticos descartaveis. Cada tubo continha 1,5 g de puré de batatas
instantaneo (YOKI SA), previamente hidratado com 5 mL das diferentes concentracdes do
dilapiol e de espinosade, separadamente. As larvas se alimentaram deste meio até o
restante do seu desenvolvimento (48h). Apds a ecloséo, os adultos sobreviventes foram
coletados e estocados em etanol a 70%. Todos os experimentos foram realizados em
ambiente controlado, a 25°C e 65% de umidade relativa.

A partir do nimero de individuos sobreviventes apés a eclosdo de 100 larvas
tratadas em cada concentracdo, foi tragcada uma curva de sobrevivéncia para cada

composto.
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Montagem das asas e contagens dos pelos

As asas das moscas estocadas em etanol foram destacadas com auxilio de pingas,
depois banhadas em solucdo de Faure (30 g de goma arébica, 20 mL de glicerol, 50 g de
hidrato cloral e 50 mL de agua) e distendidas sobre uma lamina de vidro, devidamente
identificada. Posteriormente, as laminas foram mantidas na posicdo horizontal até a
secagem, por 24 horas. No final, procedeu-se a montagem das laminulas, e secagem por
mais 48 horas. Foram montadas e analisadas asas dos descendentes trans-heterozigotos
cujos pelos mutantes resultam de fenbmenos de mutacdo pontual, cromossbmica e
recombinacdo mitética. Ja os pelos mutantes encontrados nos adultos heterozigotos para o
cromossomo balanceador TM3, expressam apenas eventos mutacionais, pois recombinagéo
mitética resulta em um produto inviavel, neste caso o fenétipo flr® ndo serd observado. Para
analise dos pelos utilizou-se um microscépio 6ptico de luz em um aumento de 400x. Foram
registrados o nuimero e os tipos de manchas de pelos encontradas: simples pequenas
quando apresentaram de um a dois pelos com fenétipo mwh ou fIr®; simples grandes quando
apresentar manchas mwh ou flr* com mais de trés pelos mutantes; ou manchas gémeas
com os dois tipos de pelos na mesma mancha. No fim da andlise, foram comparadas as
frequéncias de manchas encontradas nas moscas tratadas com cada larvicida estudado e

seus respectivos controles negativos.

Analise estatistica

A analise estatistica se baseou na comparacdo das frequéncias de cada tipo de
manchas mutantes/individuo/concentracdo testada com a frequéncia das manchas dos
individuos dos respectivos controles negativos, segundo o teste condicional binomial de
Kastembaum e Bowman (1970). A significancia dos resultados foi avaliada segundo o
procedimento de decisdo mdultipla estabelecida por Frei e Wirgler (1988), que apresenta
guatro diagndsticos diferentes: positivo (+), fraco positivo (f+), negativo (-) e inconclusivo (i).
A genotoxicidade total e 0 potencial mutagénico e/ou recombinogénico dos compostos foi
quantificado como uma func¢é@o das concentragdes de exposicdo dos compostos testados,
tomando como a base dois intervalos génicos do cromossomo 3 de D. melanogaster,
geneticamente conhecidos. A genotoxicidade foi definida pela regra de que a identificagéo
da toxicidade genética requer que o total de manchas mutantes seja duas vezes maior no
tratamento do que no controle, sem que ocorra, necessariamente, uma relagéo clara entre

concentracdo-resposta (Cunha et al., 2001; Tiburi et al., 2002).
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2.5 Resultados

Foi realizado um teste de sobrevivéncia das larvas de terceiro estagio que foram
expostas as diferentes doses de dilapiol e espinosade. De acordo com o grafico da Figura
1A, que indica o numero médio de adultos sobreviventes no controle e nos tratamentos com
dilapiol, ndo puderam ser analisados os sobreviventes nascidos do tratamento a 400 pg/mL,
devido ao baixo numero. Além disso, a Figura também indica que nos tratamentos de 2.000,
10.000 e 50.000pg/mL, o dilapiol apresentou efeito toxico que causou a morte de quase
todos os individuos tratados. Ja a Figura 1B apresenta os resultados do nimero médio de
adultos sobreviventes no controle e nos tratamentos com o composto espinosade. Neste
caso, 0 composto se mostrou téxico nas concentracdes de 8, 40 e 200 pg/mL, com raros

adultos sobreviventes.

Os resultados da analise das asas dos adultos descendentes do cruzamento padréao
(ST), tratados com dilapiol e espinosade, estdo apresentados na Tabela 1. Os resultados
apresentam o0s resultados toxico-genéticos totais para ambos marcadores, trans-
heterozigotos (mwh/flr¥) e heterozigotos balanceadores (mwh/TM3), para cada
concentracao, com namero total analisado, frequéncia de diferentes pelos mutantes, total de
manchas encontradas, e as médias das classes de tamanho das manchas e a frequéncia de
inducdo de manchas por divisdo celular. Como observado na tabela as frequéncias de
manchas espontaneas dos individuos controles negativos atingiram valores compativeis
com os resultados esperados (Graf et al., 1984). Nos testes com dilapiol foram analisados
165 individuos trans-heterozigotos e 136 individuos heterozigotos para o marcador TM3.
Paralelamente, no experimento com o espinosade, foram analisados 164 individuos trans-

heterozigotos e 154 individuos heterozigotos para o cromossomo TM3.
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Curva de sobrevivéncia, tratamento com dilapiol
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Figura 1. Nomero médio de adultos sobreviventes de D. melanogaster submetidos ao teste SMART,
apos exposicdo de 48h ao composto dilapiol (A) e espinosade (B), em duas séries independentes de
experimentos.

A representacao final da genotoxicidade dos compostos foi testada estatisticamente,
conforme resultados da Tabela 1. Em individuos trans-heterozigotos tratados com dilapiol,
houve aumento significativo (+) das frequéncias de manchas simples pequenas e do total de
manchas, quando comparados as frequéncias espontaneas no controle negativo, 0 mesmo
ndo acontecendo com relagdo a indugcdo de manchas simples grandes e manchas gémeas,
gue apresentaram resultados inconclusivos (i). Para o espinosade, o resultado das analises
estatisticas dos individuos trans-heterozigotos demonstrou aumento das manchas simples
apenas na concentragdo de 1,6 pg/mL. Este diagnostico positivo foi também encontrado na

analise do total de manchas, em duas concentracdes: 0,32 pg/mL e 1,6 pg/mL.

Os resultados positivos da analise do total de manchas nos tratamentos com 0s
larvicidas (Tabela 1) indicam que ambos compostos foram capazes de induzir toxicidade

genética.
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A andlise dos efeitos mutacionais induzidos pelo dilapiol e espinosade nas asas dos
individuos heterozigotos para o cromossomo TM3 demonstrou frequéncias de inducéo de
manchas maiores ou menores aos valores encontrados no controle negativo, na maioria das
concentracdes. Isso caracteriza os dados como inconclusivos para um possivel efeito

indutor de mutacéo.

A Figura 2 mostra a distribuicdo das manchas de pelos mutantes mwh em individuos
trans-heterozigotos tratados com dilapiol e espinosade. As manchas foram organizadas em
10 diferentes classes de tamanho. Nos gréaficos apresentados na Figura 2 pode-se observar
gue a maior incidéncia de alteracBes esta representada por manchas com 1 a 2 células

mutantes, sendo baixa a incidéncia de manchas grandes.
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Tabela 1. Frequéncia e nimero de manchas de pelos mutantes em moscas trans-heterozigotas(mwh/flr’) e heterozigotas balanceadoras
(mwh/TM3)de Drosophila melanogaster submetidas ao tratamento com dilapiol e espinosade, ap6s cruzamento padrao (ST), e avaliacdo dos
efeitos genotoxicos.

Gendtipos e Namero  Manchas por individuo (niimero de manchas) e diagndstico estatistico® Total de Média das Frequéncia (%) de
concentragoes de MSP MSG MG ™ manchas classes de tam. inducéo de manchas
dos larvicidas  individuos  (1-2 céls)® (>2 céls)” mwh® manchas mwh®¢ (por 10°cél./div. cel.)f

(ng/mL) (N) m=2 m=5 m=5 m=2 (n) (1) (n/NC)
DILAPIOL
mwh/flr®
Controle negativo 45 0,36 (16) 0,13 (06) 0,04 (02) 0,53 (24) 24 1,96 1,09
3,2 36 0,83 (30) + 0,08 (03) - 0,03 (01) 0,94 (34) + 34 1,62{1,18} 1,94 {0,84}
16 42 0,93 (39) + 0,05 (02) - 0,00 (00) 0,98 (41) + 41 1,29 {0,49} 2,00 {0,91}
80 42 1,14 (48) + 0,07 (03) - 0,00 (00) 1,21 (51) + 51 1,33 {0,84} 2,49 {1,40}
mwh/TM3
Controle negativo 35 0,40 (14) 0,03 (01) _ 0,43 (15) 15 1,13 0,88
3,2 32 0,41 (13) i 0,06 (02) i 0,47 (15) i 15 1,53 {5,80} 0,96 {0,08}
16 32 0,56 (18) i 0,03 (01) - 0,59(19) i 19 1,42 {2,17} 1,22{0,34}
80 37 0,30 (11) - 0,05 (02) i 0,35(13) - 13 1,62 -{1,06} 0,72 -{0,16}
ESPINOSADE
mwh/flr®
Controle negativo 47 0,51 (24) 0,04 (02) 0,02 (01) 0,57 (27) 27 1,63 1,18
0,96 40 0,35(14) - 0,03 (01) - 0,00 (00) 0,38 (15) - 15 1,33{2,19} 0,77 -{0,41}
0,32 41 0,78 (32) i 0,10 (04) i 0,07 (03) 0,95(39) + 39 1,69 {1,79} 1,95 {0,77}
1,6 34 0,85(29) + 0,09 (03) i 0,06 (02) 1,00 (34) + 34 1,56 {1,46} 2,05 {0,87}
mwh/TM3
Controle negativo 43 0,49 (21) 0,02 (01) _ 0,51 (22) 22 1,23 1,05
0,96 36 0,31 (11) - 0,00 (00) - 0,31 (11) - 11 1,09 {1,43} 0,63 -{0,42}
0,32 35 0,60(21) i 0,03(01) i 0,63(22) i 22 1,32 {1,72} 1,29 {0,24}
1,6 40 0,65 (26) i 0,03 (01) i 0,68 (27) i 27 1,15 {0,90} 1,38 {0,33}

Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicagdo para a avaliagdo de resultados significativamente negativos.
Niveis de significancia 0,05. ®Incluindo manchas simples flr’raras. ‘Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas. “Niimeros entre chaves sio as
frequéncias de indugdo corrigidas em relagdo a incidéncia espontanea estimada do controle negativo.*C= 48.800, isto é, niimero aproximado de células examinadas por individuo. "Calculado de
acordo com Frei et al. (1992). Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 ndo contém o gene
mutante flr®. MSP: Manchas Simples Pequenas; MSG: Mancha Simples Grande; TM: Total de Manchas.
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Figura 2. Distribuicdo do nimero de manchas de pelos mutantes, classificadas por classes (1 a > 256)

em individuos trans-heterozigotos (mwh/flr’) controle negativos e tratados com diferentes
concentracdes de dilapiol e espinosade.

A Tabela 2 apresenta uma visdo comparativa da atividade genotéxica induzida pelos
larvicidas dilapiol e espinosade. A analise dos resultados obtidos com os individuos trans-
heterozigotos permite observar a indugdo de todos os tipos de eventos (mutacionais e
recombinogénicos) causados por estes compostos.

A frequéncia padronizada dos clones mwh em éareas de 10° células indicado na

primeira coluna da Tabela 2 demonstra a acdo genotoxica total induzida por pg/mL dos
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compostos, nos individuos trans-heterozigotos. Comparando-se as frequéncias padronizadas
do dilapiol e espinosade € possivel verificar que o espinosade tem um potencial genotéxico 4
vezes maior que o dilapiol (4,20 e 0,3 para espinosade e dilapiol, respectivamente).

Da mesma forma, a analise das frequéncias padronizadas de clones mutantes
induzidas pelos compostos, nos individuos heterozigotos para o cromossomo TM3,
demonstra que o espinosade tem uma atividade indutora de mutacdes 0,6 vezes maior que 0
dilapiol, que teve uma atividade indutora nula de mutagoes.

Quando sdo comparadas as frequéncias padronizadas obtidas nos individuos trans-
heterozigotos com os heterozigotos para o cromossomo TM3 pode-se obter a contribuicdo de
eventos recombinogénicos, considerando a genotoxicidade total induzida pelos larvicidas. Os
valores de porcentagem de recombinacdo apresentados na Tabela 2 permitem a diagnose do
dilapiol como um agente exclusivamente indutor de eventos do tipo recombinacdo mitética
(100%). No entanto, os valores obtidos na analise do espinosade demonstram que este
composto induz preferencialmente eventos recombinacionais (85,71%), e em menos
propor¢éo, eventos mutacionais (14,29%).

Os resultados indicam, portanto, que os dois compostos sdo mais recombinogénicos

do que mutagénicos.



Tabela 2.
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Frequéncia padronizada da inducdo das mutagdes mwh por pg/mL das concentracdes de exposi¢cédo do dilapiol e do espinosade, e prevaléncia dos eventos

de recombinacéo induzidos pelos compostos.

Compostos Trans-heterozigotos mwh/flr® Heterozigotos para os marcadores mwh/TM3 Recombinagéo (%)
Frequéncia Média Frequéncia Frequéncia Média Frequéncia
padronizada® geométrica padronizada por padronizada® geométrica padronizada por Sem corre¢do
(clones mwh de tamanho 10° céls. (clones mwh de tamanho 10° céls. por tamanho
por 10° céls. dos clones® corrigida p/ por 10° céls. dos clones® corrigida p/ de clone
por pug/mL) (célylas) tam. dos clones’ por pg.mL™?) (cé[ulas) tam. dos clones®
(fo) (2% (Fe=2"xf) (fn) 2™y (Fh=2""xfn) ( 1-fu/f )x100
Dilapiol 0,30 0,88 0,10 0 30,06 0,30 100,00
Espinosade 4,20 1,35 2,90 0,60 0,82 0,20 85,71

*Todos os valores foram corrigidos pelo controle. As frequéncias nas moscas heterozigotas para os marcadores mwh/flr® foram calculadas sem correcdo para o
tamanho dos clones (manchas); por conseguinte, estimativas um pouco diferentes sédo obtidas para as contribui¢des relativas de recombinacdo para os totais de
clones induzidos. °As frequéncias de clones por individuo, divididas pelo nimero de células examinadas por individuo (48.800) ddo uma estimativa das
frequéncias por célula e por divisdo celular em experimentos de exposicdo cronica (Frei e Wiirgler, 1988). ““A média geométrica e as corregdes foram calculadas

de acordo com Frei et al. (1992).
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2.6 Discussao

O dilapiol e o0 espinosade sdo compostos de efeito larvicida (Bernard et al., 1995; Maia
et al., 1998; Pohlit et al., 2004; Silva et al., 2004; Crouse e Sparks, 1998; Sparks et al., 1998,
1999; Thompson et al., 2000; Bond et al, 2004; Stark et al, 2004; Huang e Subramanyam,
2007). No presente estudo foi possivel determinar a relacdo entre a taxa de mortalidade de
individuos e o uso de diferentes concentragdes dos larvicidas dilapiol e espinosade. A taxa de
mortalidade dos organismos expostos a larvicidas serve como parametro importante para
determinar a toxicidade dos produtos. A relacdo entre a intensidade do efeito toxico e a
mortalidade esta associada a concentracdo, tempo de exposicdo, composicdo quimica
(formulacéo) e fatores como idade e saude do organismo.

As curvas de sobrevivéncia produzidas apés eclosédo dos individuos submetidos aos
tratamentos (Figura 1 dos resultados) revelaram que, nas concentracfes testadas de 2.000,
10.000 e 50.000 uyg/mL de dilapiol, houve a morte de quase todos os individuos. Ja para o
espinosade a toxicidade foi alta nas concentracbes de 8 pg/mL e 200 ug/mL de espinosade,
mas foi baixa na concentragdo intermediaria de 40 pg/mL.

Conforme descrito por Davino e Barros (2008) a toxicidade de uma substancia pode
ser considerada como a capacidade de causar dano grave ou morte ao organismo e para que
tal dano ocorra é indipensavel a interacdo do agente quimico com o organismo. Muitos
inseticidas comerciais sdo aplicados através de uma formulacdo que inclui um ingrediente
ativo combinado com solventes organicos, emulsionates ou agentes a base de agua, a fim de
afetar a penetracdo do inseticida no organismo e o seu desempenho final. Estes agentes
aditivos podem amplificar ou antagonizar o efeito do ingrediente principal (Abo-Zeid et al.,
1993). Assim, inseticidas formulados a partir de uma baixa qualidade de aditivos podem
conter substancias perigosas e impuras. Abo-Zeid et al. (1993) e Mansour e Mossa (2005)
encontraram que inseticidas formulados, como o caso do malathion, podem ser mais efetivos
na sua fungéo de inibir o desenvolvimento do organismo, do que os produtos puros.

A toxicidade de extratos de plantas, como é o caso do dilapiol, vem sendo testada
para o controle larvicida de espécies de mosquitos do género Aedes em diversas partes do
mundo (Sharma et al., 1998, Silva et al., 2007). Entretanto, uma vez que um produto se
mostre téxico ao inseto, € preciso saber também se ele é genotdxico para outras espécies, ja
gue o produto larvicida ficard também em contato com outros organismos e com o0 meio
ambiente. Assim, informacdes ndo sO sobre a toxicidade, mas também sobre a
genotoxicidade das diferentes formulacdes de produtos sdo necessarias para que se possa
avaliar os efeitos adversos dos inseticidas para a salde humana e para o ambiente em geral
(Dearfield et al., 1999; Bolognesi, 2003).
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O presente trabalho se dedicou a estudar, em um segundo momento, o efeito
genotdxico dos dois compostos nos individuos submetidos aquelas concentracbes menos
toxicas (ou seja, com mais de 40% de sobreviventes). Assim, nas concentracdes de 3,2, 16 e
80 pg/mL o dilapiol foi capaz de induzir atividade genotéxica (do tipo recombinacao mitética)
com uma tendéncia aparente para o efeito dose dependente. Por outro lado, o efeito
mutagénico do espinosade ndo foi dose dependente, pois se verificou que o efeito
mutagénico foi positivo nas concentracdes 0,32 e 1,6 ug/mL, e foi negativo na concentragéo
intermediaria de 0,96 pg/mL.

De acordo com os resultados da Figura 2 pode-se inferir que os larvicidas foram
capazes de induzir alteracdes, predominantemente, no final das divisbes celulares. Isso
porque, apds o tratamento as células-alvo sofrem de 5-6 ciclos de divisdes (Frei e Wiirgler,

1988). Tais alterac6es também podem surgir pelo processo de aneuploidia.

Os resultados obtidos com os dois larvicidas no teste SMART de asa, ap0s exposicéo
cronica das larvas oriundas do cruzamento padrdo, revelaram que a genotoxicidade do
dilapiol e espinosade apresenta uma incidéncia de genotoxicidade com indices relativamente
altos de inducéo de recombinacdo. A grande quantidade de manchas nos descendentes com
niveis basais de citocromo P-450 (CYP450) demonstra que existem enzimas suficientes para
a metabolizacdo dos larvicidas. As mutacdes causam perda de heterozigose que podem
envolver a perda de grandes segmentos de cromossomos e posteriormente causar danos
importantes a informacdo genética do alelo especifico (Langlois et al.,, 1989). A perda da
heterozigose pode surgir por diversos caminhos, incluindo dele¢des, ndo disjuncdo mitética
bem como a recombinacéo entre cromossomos homoélogos (Stark e Jasin, 2003).

Nas condicBes experimentais deste trabalho, o dilapiol apresentou efeito genotdxico.
Os resultados também indicam que o espinosade foi, pelo menos, quatro vezes mais
genotoxico do que o dilapiol, nas concentracbes testadas. Como nado houve efeito dose

dependente nos testes com espinosade

Confrontando nossos resultados com os trabalhos mais relevantes da literatura, é
possivel fazer algumas importantes comparagfes. Rafael et al. (2008), por exemplo,
submeteram larvas e pupas do mosquito Aedes aegypti as concentragbes de 200 yg/mL e
400 ug/mL de dilapiol por um periodo de 36 horas. Ao final, analisaram o efeito do composto
observando os cromossomos de nucleos interfasicos por meio do teste de micronlcleos. Os
autores verificaram um aumento estatisticamente significativo de micronicleos nos dois
tratamentos em relagdo ao experimento controle, e verificaram a presenca de muitas pontes
anafasicas e quebras cromossémicas nas duas concentragbes testadas. Os autores

concluem que o dilapiol foi capaz de causar mortalidade e também dano genético em A.
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aegypti, ressaltando que a variacdo do efeito do dilapiol, dose dependente, é importante na
hora de se definir métodos seguros de controle do mosquito. Por fim os autores concluem a
necessidade de novas abordagens com o composto dilapiol a fim de definir melhor seu efeito
residual e seletivo sobre A. aegypti e sobre outras espécies de mosquitos. No presente
estudo foi analisada a Drosophila melanogaster, com resultados também indicando efeito
genotoxico do dilapiol numa faixa de diluicdes semelhante a 200 ug/ml e também em doses
menores (3,2 pug/mL, 16 pg/mL e 80 pg/mL). Nao foi possivel avaliar o efeito genotéxico na
concentragao de 400 pg/mL, pois o numero de sobreviventes foi pequeno (30%), indicando

gue esta é uma concentragao toxica para a Drosophila melanogaster.

Outros estudos de aplicacao do teste SMART também apontaram efeito genotdxico de
Oleos esséncias, assim como o dilapiol. Por exemplo, Karpouhtsis et al. (1998) estudou cinco
compostos extraidos do 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare) e comprovou o efeito
genotéxico apenas do composto thymol, com forte indugdo mutagénica mas nao
recombinacdo mitotica. Em nosso estudo, ao contrario, o dilapiol teve efeito 100%
recombinogénico, detectado através do aparecimento de manchas simples e total de
manchas. E sabido que a recombinacéo mitética pode desempenhar um papel fundamental
na carcinogénese, uma vez gque conversdes génicas, delecdes, translocacbes, amplificacbes
génicas e crossing-over desigual podem ser mediadas por este mecanismo e contribuem para
o desenvolvimento de alguns tipos de tumores (Bishop e Schiestl, 2001). Idaomar et al. (2002)
ressaltam que a interacdo de compostos de 6leos essenciais pode ativar a enzima do tipo
citocromo P-450, permitindo a reducdo da atividade metabdlica, favorecendo o efeito
antimutagénico dessa mistura. E possivel que o dilapiol, ao ser administrado em associag&o
com outros 6leos essenciais, possa ter outra atividade, até mesmo do tipo antigenotoxica.

Em contraste ao dilapiol, a literatura reconhece que o inseticida espinosade pode ter
efeito toxico bastante elevado. Del Sarto (2009), por exemplo, avaliou o efeito letal de
diversos inseticidas sobre abelhas-sem-ferrdo (Melipona quadrifasciata) e sobre abelhas
africanizadas (Apis mellifera) através da ingestdo dos compostos e seus ingredientes ativos.
Entre os inseticidas testados o espinosade (Tracer 480 g/L, Dow Agroscience) se mostrou
como o mais toxico em M. quadrifasciata, possuindo a menor DLs, € sendo cerca de 20x mais
letal que a deltametrina, abamectina e metamidofés. Em A. mellifera o espinosade também foi
considerado altamente téxico. Segundo o autor 0 uso do inseticida espinosade, entre outros,
pode comprometer estes insetos e 0os programas de poliniza¢do nacionais, dependendo das
doses utilizadas.

Mais recentemente, outro interessante relato da literatura, publicado por Akmoutsou et
al. (2011) trouxe importantes contribuicbes sobre potencial téxico e genotoxico do

espinosade, avaliado através do teste SMART de asa em Drosophila melanogaster. Os
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autores consideraram o espinosade cerca de 7-20 vezes mais toxico que a deltametrina,
também testada, porém encontraram resultados negativos quanto a inducdo da
genotoxicidade no teste SMART.

E interessante ressaltar que Akmoutsou et al. (2011) submeteram as larvas a doses
inferiores de espinosade, comparada as doses usadas em nosso trabalho. Assim, ndo houve
efeito genotéxico a 0,10 pg/mL, 0,20 pg/mL e 0,30 ug/mL, enquanto foi detectado efeito
positivo nas doses logo acima, ou seja, 0,32 ug/mL, 0,96 ug/mL e 1,6 ug/mL. Infelizmente, os
autores ndo puderam aplicar o teste SMART em larvas submetidas a doses maiores, de 0,40
pg/mL e 0,50 ug/mL, pois houve efeito letal apés 192 horas de exposi¢do ao espinosade. Os
resultados da toxicidade do espinosade também contrastaram muito com os resultados aqui
apresentados, com taxas elevadas de sobrevivéncia de individuos nas doses de 0,96 ug/mL e
1,6 pug/mL, que sdo bem superiores & dose maxima de 0,50 pg/mL testada pelos autores. E
possivel que a explicacdo para estas grandes diferencas de resposta tdxicas e
consequentemente, genotédxicas, em relacédo ao trabalho de Akmoutsou et. al. (2011) se deva
a fatores como a formulagcédo diferencial do espinosade usada pelos autores (obtido da
empresa Dow Agroscience) ou diferengas na linhagem parental utilizada (TM2).

Mansour et al. (2007) ja haviam advertido para o fato de diferengas terem sido
encontradas entre trabalhos que avaliam a genotoxicidade do espinosade. Segundo os
autores, os insetidas sdo misturas complexas e as informacdes sobre a toxicidade dos seus
ingredientes ativos por si s6 ndo é suficiente para avaliar o risco para a saude (Mansour e
Mossa, 2005). Além disso, os autores advertem que embora a Agéncia de Protecdo
Ambiental dos Estados Unidos (EPA, 1997) defina o espinosade como ndo mutagénico, a
literatura ndo oferece dados completos a respeito desta condicdo. Em um de seus trabalhos,
0s autores relatam que o espinosade apresentou efeito mutagénico e reprodutivo em ratos
machos albinos, nas concentracdes utilizadas (Mansour et al., 2007). Os autores sugerem
gue a atividade do espinosade seja sempre acompanhada do detalhamento da sua estrutura
guimica comercial e das impurezas presentes na formulagdo, o que precisa ser detalhado nos

futuros trabalhos.

2.7 Conclusbes

A utilizacdo de Drosophila melanogaster como organismo teste para avaliacdo dos
efeitos genotdxicos dos larvicidas dilapiol e espinosade, através do teste SMART de asa,
permitiu verificar que ambos os compostos apresentaram efeito genotdxico nas condigdes
testadas, sendo o dilapiol com efeito dose-dependente e o espinosade com um potencial
genotdxico 4 vezes maior que o dilapiol, além disso o 6leo essencial dilapiol foi considerado

um composto puramente recombinogénico.
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3. CONCLUSOES FINAIS

Os compostos dilapiol e espinosade estudados apresentaram, nas condicbes deste
estudo, efeito genotéxico em células somaticas de asas de D. melanogaster, avaliados
através do teste SMART. Esse efeito foi, sobretudo, relacionado a eventos recombinacionais.
Nossos resultados apontam para a necessidade de considerar 0s potenciais riscos que 0 uso
esporadico, sistemético e/ou constante de inseticidas no ambito doméstico, na agricultura e
em programas de controles de vetores, pode representar a saide humana, ao nivel toéxico ou
genotoxico. Devido a diferengas encontradas entre nossos resultados e outros, citados na
literatura, sugerimos que sejam feitos testes adicionais, com novas diluicbes, formulagbes e
em outros organismos, para que se conheca melhor o potencial mutagénico dos dois

compostos, considerados promissores no combate ao mosquito da dengue no Brasil.

4. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras o nosso grupo esta interessado em implementar a
metodologia do teste Cometa em Drosophila melanogaster e testar novamente o efeito dos
compostos dilapiol e espinosade. Especialmente em relacdo ao espinosade, pretendemos
aplicar a metodologia SMART, utilizando o composto comercial importado, produzido pela
empresa Dow Agroscience USA, a fim de confirmar os resultados obtidos para a forma

comercial em pastilhas, definindo melhor os riscos para a satde humana e o meio ambiente.
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Material and methods
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Results
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* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article

was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or '‘Permanent address’) may be indicated
as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

Graphical abstract

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise, pictorial
form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must provide images

that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x

13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's lllustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Highlights

Please amend your research highlights so that they consist of 3 to 5 brief bullet points which convey
the core findings of your work. Please ensure EACH bullet point does NOT exceed 125 characters
(including spaces). An example is given below:
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RESEARCH HIGHLIGHTS EXAMPLE:

* Research highlights are a mandatory field of a submitted paper & therefore should not exceed 125
characters including spaces.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using British spelling and avoiding
general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing with
abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords will
be used for indexing purposes.

Abbreviations

Abbreviations should be used sparingly; they should be defined when first used in the paper but also
listed in alphabetical order under Abbreviations as a footnote to the title page (see above).
Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Nomenclature and units

All measurements should be expressed in metric, preferably Sl, units. Test chemicals and enzymes
must be clearly identified, IUPAC and CAS names being used, wherever possible with the aid of
CAS Registry and EC numbers. Pesticides should be referred to be their ISO names and human and
veterinary drugs by their INNs.

Database linking and Accession numbers

Elsevier aims at connecting online articles with external databases which are useful in their respective
research communities. If your article contains relevant unique identifiers or accession nhumbers
(bioinformatics) linking to information on entities (genes, proteins, diseases, etc.) or structures
deposited in public databases, then please indicate those entities according to the standard explained
below.

Authors should explicitly mention the database abbreviation (as mentioned below) together with the
actual database number, bearing in mind that an error in a letter or number can result in a dead link
in the online version of the article.
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Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables
below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
described elsewhere in the article.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Reference management software
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packages EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors only
need to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of references
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Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) have recently shown ...."

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

Examples:
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Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article. J. Sci.
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