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RESUMO

Os produtos quimicos perigosos, especialmente os agrotoxicos e produtos quimicos industriais, vem sendo
considerados responsaveis por uma queda dramatica no nimero das abelhas. Consequentemente, a avaliagdo de
risco ecolégico de novos produtos quimicos é vital e necessaria. Uma vez que os ensaios experimentais em
abelhas sdo caros, demorados e apresentam um problema ético, existe uma necessidade muito urgente de
desenvolver métodos alternativos para avaliar a ecotoxicidade em abelhas. Na presente revisao, nos
apresentamos os principais avancos tecnoldgicos utilizados para identificar e filtrar com seguranca, compostos
potencialmente toxicos para abelhas. Em seguida, ndés destacamos os principais esforcos e armadilhas na
integracio, preparo e padronizagdo de dados necessarios para construcio de modelos computacionais e
sugerimos roteiros que possam contribuir para otimizar os resultados da pesquisa e conduzir a constru¢iao de

modelos computacionais mais eficientes e preditivos.
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s abelhas ocupam a posicio de destaque dentre os grupos de maior importancia para a

manutencdo da biodiversidade, uma vez que elas fornecem servicos ecoldgicos vitais como

polinizadoras (Vieira et al. 2008). Estima-se que 40% dos polinizadores existentes sejam
abelhas, as quais se distribuem em 40.000 espécies diferentes. Estudos sobre a agdo destes insetos no
meio ambiente evidenciam sua extraordinaria contribuigdo para o aumento da producdo de frutos e
sementes consumidos por grande numero animais (Caja et al. 2015). Os servigos de polinizacio destes
insetos nao se restringem apenas as plantas silvestres. Cerca de 70% das plantas cultivadas, que sio
utilizadas diretamente para o consumo humano, tém aumento de produgio em consequéncia da
polinizacao promovida principalmente por abelhas (Klein et al. 2007). A polinizacdo de areas agricolas
depende tanto das espécies domesticadas quanto das popula¢oes de abelhas silvestres (Pires et al. 2016).
Dentre as espécies mais importantes, a Apis mellifera 1.. tém sido as mais utilizadas em todo o mundo
para a polinizagao de plantas cultivadas, em razdo de seu facil manejo, tamanho de suas colonias, sua

abundancia em diferentes ecossistemas e seu perfil generalista na busca de recursos (Pires et al. 2010).

Todavia, a expansao das areas de produgao agricultura e intensificagio do uso de agrotéxicos
tém ameacado a biodiversidade e os servicos ecossistémicos prestados pelas abelhas (Tylianakis 2013).
Estes produtos podem entrar na cadeia solo-agua-planta, representando uma perigosa fonte direta e
indireta de contaminagdo para as abelhas e outros seres vivos. Durante os voos de forrageamento, ou
enquanto as abelhas coletam néctar, polen, resinas de plantas ou ingerem néctar e agua, estes insetos,
inadvertidamente, entram em contato com uma grande variedade de substancias téxicas como
fungicidas, herbicidas, inseticidas, bactericidas e outros produtos quimicos industriais (Blacquicre et al.
2012; Fairbrother et al. 2014; Pettis et al. 2013). Face ao exposto, o objetivo desta revisao ¢ apresentar

os principais avancos e tecnologias para a avaliacao de ecotoxicidade de agrotoxicos em abelhas.

AVALIACAO DE ECOTOXICIDADE EM ABELHAS

O uso de agrotoxicos nas lavouras ¢ justificado pelos seus efeitos letais no combate as pragas e
patégenos. Todavia, o seu uso tem causado um declinio drastico da quantidade de polinizadores
silvestres e domesticados, com redugoes registradas no numero de espécies e nos servigos de
polinizacao em diferentes regides do globo (vanEngelsdorp e Meixner 2010; van der Zee et al. 2012;
Cameron et al. 2011; Pettis et al. 2013). Além de produzir efeitos letais, estes produtos quimicos
perigosos acabam sendo carreados para a colonia, onde eles podem induzir efeitos subletais para toda a
colmeia, tais como: alteracao do perfil de atividade enzimatica, modulagio da funcdo imune,

interferéncia na divisao de trabalho da colmeia, diminui¢do da longevidade do enxame, interferéncia na
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comunicagao e aprendizado, diminui¢io da atividade de forrageamento, diferengas nas propor¢des
sexuais de prole e comportamento de oviposi¢ao (vanEngelsdorp et al. 2010; Alaux et al. 2010; Pettis et
al. 2012; Wu et al. 2012; Desneux, Decourtye, e Delpuech 2007; Wu, Anelli, ¢ Sheppard 2011,
Whitehorn et al. 2012; Eiri e Nieh 2016; Gregorc et al. 2012).

Observadas estas caracteristicas, a avaliagao prévia de ecotoxicidade de agrotéxicos em abelhas
deve ser considerada como um pré-requisito obrigatério para o planejamento de novos candidatos a
agrotoxicos com baixo risco de toxicidade ambiental e pelos 6rgaos reguladores durante o processo de
registro do uso de novos produtos. Para obter o registro no Brasil, todo agrotéxico deve passar pela
avaliagdo de trés 6rgaos do governo federal: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) (Sarney et al. 1989). Dentre os 6rgaos qualificados, fica
designado ao IBAMA a avaliagio do risco ambiental destas substancias em organismos aquaticos e

terrestres, tais como abelhas (Cardoso et al. 2002; Martins 19906).

Embora todo agrotoxico tenha que ser submetido avaliacio de ecotoxicidade em abelhas
previamente ao seu registro, diversos produtos toxicos, em especial os inseticidas, sio aprovados para
uso no Brasil. Na Tabela 1, estio representados dez inseticidas de diversas classes quimicas que sio
extremamente toxicos para 4. melifera 1.. Além disso, todos eles, exceto a clotianidina e cialotrina (classe

III: perigoso para o meio ambiente), tem restricao de aplicacdo em ares de visitagao de abelhas.

Atualmente, o método padrao para avaliagao de ecotoxicidade em abelhas é a determinacdo da
dose e/ou concentracio que induz a morte de 50% de uma populacio de abelhas (DLsy e CLs,
respectivamente). Os ensaios podem ser conduzidos utilizando os protocolos estabelecidos pela
Organizagao para Cooperagao e Desenvolvimento Econdémico (OECD 1998) e o IBAMA (Ministério
do Meio Ambiente 2017), os quais determinam que os produtos quimicos sejam aplicados por via oral
ou topica e a mortalidade registrada apos 24 e/ou 48 horas de exposicio. Os compostos que
apresentam DLsy ou CLs inferior a 2 pg/abelha sio considerados extremamente toxicos as abelhas
(Johansen e Mayer 2013). Entretanto, os resultados obtidos neste ensaio sdo sensiveis a diversos
parametros, tais como a variabilidade genética e idade da populagdo de abelhas testada, variagoes
climaticas, solubilidade do agrotoxico testado e via de exposi¢ao. Portanto, o desenvolvimento de
novas tecnologias para auxiliar na investigacao de ecotoxicidade de agrotoxicos em abelhas ¢ altamente

desejavel.
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Tabela 1. Toxicidade aguda de diversas classes de inseticidas para Apis mellifera 1.

Continua...
. ~ LDs
Estrutura quimica Nome Clz:;‘»slijlcagao Classe (via de Citagdo
e risco s
contaminagao
—_—
CIYS HN o
L
N / NNy
0
[o}
u+
o7 N 0,0112 . .
| tiametoxam classe 1T neonicotinoides ug/abelha (Thompson
S Vs . al. 2014)
cl N N (via oral)
! L
N o
N

F
H H F F
N _N cl 0.00019 (Us.
N L. > Environmental
clorfluazuron classe I benzoiluréias ug/abelha .
I P Protection

(via topica) Agency 1993)

N
Br_ _Br 5 | I (Us.
0,0015 Envi cal
o 0 deltametrina classe 11 piretréides ug/abelha r})vmz ﬁen
(via topica) rotection
Agency 1993)

F F
FIHA \ 0,0038

£ S
F = %o fipronil classe 11 pirazois ug/abelha (X:_lqlgg 1161 c
I N\.r' (via tépica) - 2010)
N

\
o /O
O
0
[o]
ZI
/

Fronteiras: Journal of Social, Technological and Environmental Science  http://periodicos.unievangelica.edu.br/fronteiras/
v.8, n.2, mai.-ago. 2019 * p. 132-146. » DOI http://dx.doi.org/10.21664/2238-8869.2019v8i1.p132-146 « ISSN 2238-8869
135


http://periodicos.unievangelica.edu.br/fronteiras/

Desenvolvimento de Modelos Computacionais para Avaliacao Preditiva de Ecotoxicidade em
Abelhas: Desafios Atuais

Josiel A. Lemes; José E. F. Sousa; Kamila S. Pereira; Bruno F. C. Lacerda; Kamyla C. B. Araugjo;
Josana de C. Peixoto; Lucimar P. Rosseto; Hamilton B. Napolitano; Bruno Jr. Neves

N
Br, Br | |
i 0,0015 Envirgiiental
o 0 deltametrina classe 11 piretroides ng/abelha Protection
\,@ (via topica) Agency 1993)

Fonte: Autores.

Classe I: altamente perigoso ao meio ambiente; Classe II: muito perigoso ao meio ambiente; Classe III: perigoso ao meio
ambiente; e Classe IV: pouco perigoso a0 meio ambiente.

TOXICOLOGIA COMPUTACIONAL

O desafio de avaliar a ecotoxicidade de agrotoxicos em abelhas ressoa fortemente com o uso
métodos alternativos como as relacGes quantitativas entre estrutura quimica e toxicidade (QSTR, da
sigla em inglés Quantitative Structure-Toxicity Relationships), que vem ganhando ampla atengdo no campo
da toxicologia computacional. Nos ultimos dez anos, a abordagem de QSTR tém sido utilizadas para
desenvolver modelos computacionais capazes de predizer propriedades toxicolégicas de forma custo-
efetiva. Na secdo 3.1 e 3.4 estdo representadas as principais etapas e recomendagoes, respectivamente,
para a construgao, validagao e aplicagao de modelos QSTR na avaliagao preditiva de ecotoxicidade em

abelhas (Figura 1).

QSTR

Metodologicamente, a constru¢dao de modelos de QSTR pode ser representada como um
processo constituido por varias etapas (Figura 1). Inicialmente, as estruturas quimicas de todas as
moléculas de um conjunto de dados sio padronizadas e convertidas em descritores moleculares
(variaveis independentes, ver explicagdo na se¢ao 3.2). Em seguida, métodos de aprendizado de
maquina (ver explicacdo se¢dao 3.3) sido utilizados para estabelecer relagbes quantitativas entre os
descritores moleculares ¢ os valores de propriedade toxicologica (variavel dependente) de cada
composto. Esta etapa envolve a descoberta empirica de uma funcao que ira estabelecer pesos aos
descritores moleculares, ajustando-os a equacao Pt = k' (D1, Ds,...,Dn), na qual Pt é a propriedade
toxicologica das moléculas, D1, D»,...,Dn sdo os descritores moleculares, e k' ¢ um peso estabelecido
empiricamente pelo algoritmo selecionado (Tropsha 2010; Cherkasov et al. 2014). Em seguida, a
preditividade do modelo deve ser estimada utilizando métricas estatisticas apropriadas, as quais irdo
avaliar sua habilidade em predizer corretamente a toxicidade de compostos avaliados
experimentalmente (Golbraikh e Tropsha 2002; Tropsha 2010). Uma vez validado, o modelo de QSTR
gerado representa uma ferramenta inestimavel para a priorizacio de novos produtos quimicos em
estagios de desenvolvimento assim como para a reavaliagdo preditiva de ecotoxicidade de produtos

aprovados (Cherkasov et al. 2014).
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Figura 1. Fluxograma geral do processo de construcao validagao e utilizagao de modelos de QSTR
para avaliagdo de ecotoxicidade para abelhas.
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DESCRITORES MOLECULARES

O descritor molecular é o resultado final de um procedimento légico e matematico que
transforma a estrutura quimica de um composto em um numero (Buckle et al. 2013; Todeschini e
Consonni 2000; Todeschini e Consonni 2009). Atualmente, milhares de descritores moleculares estio
disponiveis (Yap 2011; Landrum 2014; Todeschini e Consonni 2009; Todeschini e Consonni 2000) para
a constru¢ao de modelos de QSTR. Estes podem ser classificados em unidimensionais (1D), baseados
em propriedades fisico-quimicas e da férmula molecular (eg refratividade molar, logP e massa
molecular); bidimensionais (2D), que descrevem propriedades que podem ser representadas como
ligacGes e atomos (eg numero de atomos de nitrogénio e oxigénio, nimero de ligacdes e indices de
conectividade); e tridimensionais (3D), que dependem da conformagdo das moléculas (eg area de
superficie acessivel ao solvente e volume molecular) (Xue e Bajorath 2000). Outra classificacao que diz
respeito a natureza dos descritores moleculares os classifica como: (i) impressoes digitais moleculares
(do inglés fingerprints), que calculam a presenga ou frequéncia de determinados fragmentos na molécula
(eg fingerptints Morgan e Avalon); (i) quanto-mecanicos (eg energia dos orbitais moleculares); (iii)
eletrostaticos (eg. indices de polaridade e carga parciais); (iv) constitucionais (e.g. peso molecular,
numeros de atomos e ligagoes); (v) topologicos (e.g indices de Randi’c); e (iv) geométricos (e.g. volume
molecular, area de superficie polar) (Kockar et al. 2010; Rogers e Hahn 2010; Todeschini e Consonni
2009). O trabalho de constru¢ao dos modelos moleculares estruturais utilizados em QSTR, quando
obtido pela difracao dos raios X por monocristais, pode ser obtido através do Cambridge Crystallographic
Data Centre (CCDC). Nesse sentido, todas as informacOes estruturais necessarias (entre elas as distancias

interatomicas, os angulos de ligacdo, os angulos torcionais e a coeréncia quimica) estao disponiveis.

APRENDIZADO DE MAQUINA

O aprendizado de maquina é um ramo da inteligéncia artificial que estuda o desenvolvimento
de sistemas capazes de adquirir conhecimento e tomar decisoes através da solucio bem-sucedida de
problemas anteriores. Diversos métodos de aprendizado de maquina estao disponiveis (eg Floresta
Rand6mica (Breiman 2001) e Maquina de Suporte de Vetores (Vapnik 2000)), entretanto o método que
vem ganhando grande atengao no campo da toxicologia computacional é a aprendizagem profunda (do
inglés, Deep Learning) (Goh, Hodas, e Vishnu 2017; Ma et al. 2015). O método de aprendizagem
profunda ¢ um tipo de aprendizado de maquina em que os computadores formam grandes redes
neurais artificiais com multiplas camadas, semelhantes as encontradas no cérebro humano (Figura 2).
Este método é particularmente adequado para a modelagem de QSTR porqué suas camadas ocultas sao

capazes de computar recursos nao lineares adaptativos que capturam cada vez mais padroes de dados
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complexos (descritores moleculares) em cada camada adicional iterativa (Goh, Hodas, ¢ Vishnu 2017,
Ma et al. 2015). Até o presente momento, poucos estudos de QSTR foram desenvolvidos utilizando
aprendizado profundo. Entretanto, a comparagao deste método com outros algoritmos de aprendizado
de maquina para uma variedade propriedades bioldgicas/toxicoldgicas sugerem que esse método

frequentemente melhora a preditividade de modelos QSTR (Korotcov et al. 2017).

Figura 2. Representacao do algoritmo de aprendizado profundo.

Camadas ocultas

Camada de entrada Camada de saida

Fonte: Autores.

B0OAS PRATICAS PARA CONSTRUCAO E VALIDACAO DE MODELOS DE QSTR

Por se tratar de um campo de pesquisa relativamente novo, nos ultimos 15 anos varias
diretrizes e recomendacées foram desenvolvidas para auxiliar a construgdo e validagio de modelos de
QSTR (Dearden, Cronin, e Kaiser 2009; Tropsha 2010; Cherkasov et al. 2014). A principal delas,
publicada no ano de 2004 pela OECD sugere que a modelagem de QSTR siga cinco principios: (i) ter
propriedade biologica definida; (if) utilizar algoritmos nao ambiguos; (iii) ter dominio de aplicabilidade
(DA) definido; (iv) apresentar robustez e preditividade apropriadas; e (v) realizar a interpretacio
mecanistica dos modelos, ou seja, encontrar relacdes entre os descritores e a atividade bioldgica,
visando a melhor compreensio do mecanismo de acio de uma estrutura quimica ou aprofundar o

conhecimento biolégico sobre a propriedade em estudo (OECD 2004).

Apesar das recomendagoes, os modelos de QSTR desenvolvidos para abelha até o momento
(Singh et al. 2014; Como et al. 2017; Xiao Li et al. 2017; Vighi, Garlanda, e Calamari 1991; Devillers et
al. 2002) apresentam diversos problemas. Todos os modelos publicados foram construidos utilizando

conjuntos de dados muito pequenos, resultando em um espago quimico com aplicabilidade limitada.
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Embora estes modelos parecam bastante robustos, uma andlise critica demonstra que a maior parte

deles niao obedece as recomendac¢oes da OECD.

As seguintes caracteristicas foram observadas: (/) ndo ha evidéncias de que a maioria dos
conjuntos de dados modelados tenha passado por um processo de padroniza¢ao de estruturas quimicas
e analise de duplicatas; (7) a interpretacdo mecanicista dos modelos e dominio de aplicabilidade nao sao
fornecidos; e (z) a preditividade dos modelos nao é aceitavel. Além disso, os modelos publicados niao
estao disponiveis em servidores ou aplicativos moveis para realizar predi¢oes. Essas desvantagens
comprometem a utilizagdo pratica dos modelos construidos até entdo, uma vez que eles nio sao
acessiveis a usudrios que tem interesse de investigar o perfil toxicolégico de compostos aprovados (e.g.,
engenheiros agronomos, bidlogos, quimicos, etc.) ou em desenvolvimento (e.g., pesquisadores) em
abelhas. Consequentemente, o desenvolvimento de um servidor e aplicativo de acesso livre é

completamente desejavel pela comunidade cientifica.

DESENVOLVIMENTO DE PROGRAMAS DE COMPUTADOR E APLICATIVOS

A desenvolvimento de servidores e aplicativos moévels representa uma das etapas mais
importantes para a implantacio de modelos de QSTR. Esta etapa garante que pesquisadores e 0rgaos
reguladores consigam ter acesso aos modelos construidos e através de uma interface grafica intuitiva,
possam prever a ecotoxicidade de moléculas em fase de desenvolvimento ou registro. Atualmente,
servidores e aplicativos moéveis podem ser desenvolvidos utilizando ferramentas de codigo aberto, tais
como Flask, RDKit, e Python (Oliphant 2007; Millman e Aivazis 2011). Estas ferramentas ja foram
aplicadas de forma eficiente em modelos de QSTR com outras aplicagoes (Alves et al. 2014; Braga et al.

2017), entretanto elas permanecem inexploradas no campo da Ecotoxicologia.

O pacote Flask é uma wmicroframenork popular e extensivel que permite a construcao de
servidores e aplicativos utilizando Python. Ja o RDKit ¢ uma interface de programaciao de aplicativos
de quimioinformatica que calcula descritores moleculares como impressoes digitais moleculares Morgan
(Morgan 1965; Rogers e Hahn 2010) (ie. representacio numérica da estrutura quimica) para o
desenvolvimento de modelos de QSTR utilizando aprendizado de maquina. O programa RDKit
também pode ser usado para gerar mapas de probabilidade, uma ferramenta para interpretagao
mecanistica do modelos que permite a visualizagio dos fragmentos estruturais que contribuem
positivamente (verde) e negativamente (roxo) para a propriedade toxicolégica em estudo (Riniker e
Landrum 2013). Por ultimo, pacotes desenvolvidos em Python (Oliphant 2007; Millman e Aivazis
2011) como Scikit-learn,(Pedregosa et al. 2012) NumPy,(van der Walt, Colbert, e Varoquaux 2011)
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Pandas,(McKinney 2010) Matplotlib,(Hunter 2007) Keras e Tensorflow (Abadi et al. 2016) podem ser

utilizados em todo o processo de construcao e validagao estatistica dos modelos.

CONCLUSOES

Apesar dos progressos obtidos no campo da Ecotoxicologia experimental para padronizar os
ensaios experimentais de toxicidade em abelhas, percebe-se que esses esfor¢os ainda nio garantem
totalmente que apenas os agrotoxicos com baixo risco ambiental para abelhas sejam aprovados para
comercializagdo no Brasil e em outros paises. Portanto, o desenvolvimento de métodos alternativos
para abordar o potencial de toxicidade destes produtos quimicos ¢ de extrema importancia. Métodos de
aprendizado de maquina, como as abordagens modernas de QSTR, se tornaram mais poderosos devido
a rapida expansao dos dados de toxicidade disponiveis em bancos de dados quimicos como (1) The
ECOTOXicology knowledgebase (U.S. Environmental Protection Agency 1993) e (2) Chemical Database of the
European Molecular Biology Laboratory (Gaulton et al. 2012). Nesse sentido, apresentamos, com foco nas
melhores praticas de desenvolvimento e validagao, os aplicativos méveis e servidores (baseados em

QSTR) como ferramentas custo-efetivas para prever a ecotoxicidade de agrotoxicos em abelhas.
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Development of Computational Models for Predictive Evaluation of
Ecotoxicity in Bees: Current Challenges

ABSTRACT

The hazardous chemicals, especially pesticides and industrial chemicals, have been responsible for a
dramatic drop in number of bees. Therefore, ecological risk assessment of novel chemicals is vital and
necessary. Since experimental assays on bees are costly, time-consuming, and poses an ethical problem;
there is a very urgent need to develop alternative methods for assess ecotoxicity on bees. In this review,
we summarize current technological development efforts to reliably identify and filter out compounds
potentially toxic for bees. Furthermore, we highlichted the recent strengths and pitfalls in the
integration, preparation and standardization of data needed to build computational models, and suggest
possible roadmaps, which may contribute for optimizing research outputs and led to more successful

and predictive computational models.
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