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“Tanto tempo, tanto esforço, tanto 

dinheiro, muitas vezes para se conseguir 

resultados pequenos quando comparados 

com as horas investidas. Mas todas as 

frustrações e todos os esforços 

monótonos, repetitivos, tornam-se 

insignificantes diante da alegria pura de 

descobrir algo novo - e esse prazer pode 

ser saboreado quase todos os dias quando 

também se ama as pequenas coisas. 

Dizer: Nós descobrimos isso; nós 

compreendemos isso; nós conseguimos 

extrair sentido e ordem da confusão da 

natureza. Pode existir recompensa 

maior?”  

                                                                                                             Stephen Jay Gould 



RESUMO 

A classe Collembola compreende um grupo de pequenos artrópodes, podendo variar de 

0,12 mm a 12 mm, considerados como hexápodes basais, entognatos e ápteros. São 
utilizados como indicadores de perturbação e de qualidade do solo e são eficientes 
indicadores da qualidade do ambiente, uma vez que respondem rapidamente às alterações 

ambientais. A espécie Folsomia candida é considerada a espécie padrão para testes 
ecotoxicológicos, porém, a investigação de espécies nativas pode representar uma 

abordagem interessante. O objetivo do presente trabalho foi identificar a atividade do 
Mecanismo de Resistência à Multixenobióticos (MXR) no intestino de 3 espécies nativas 
e amplamente distribuídas no país: Trogolaphysa sp., Cyphoderus similis e Cyphoderus 

innominatus. O mecanismo MXR, já identificado em diversos filos animais, se localiza 
em epitélios em contato com o meio externo e utiliza proteínas transportadoras para 

eliminação de contaminantes. Para encontrar a atividade do mecanismo, foram realizados 
ensaios in vitro do acúmulo do fluorescente rodamina-B na presença do cloridrato de 
verapamil, um conhecido inibidor da P-gp (glicoproteína P), e do MK571, um conhecido 

inibidor da MRP (multdrug related protein), ambas bombas de efluxo relacionadas ao 
mecanismo MXR. O ensaio do acúmulo de rodamina-B, também foi realizado na 

presença de um metal pesado, o cádmio, para investigar a interação desse metal com o 
mecanismo MXR. Nossos resultados indicam a atividade de bombas de efluxo no 
intestino das três espécies de Collembola (C. similis, C. innominatus e Trogolaphysa sp.), 

sendo estas bombas a base do Mecanismo de Resistência à Multixenobióticos (MXR). 
Encontramos ainda que, em C. similis e Trogolaphysa sp. a atividade do mecanismo 
aumenta em resposta à uma concentração muito baixa de um metal pesado amplamente 

encontrado em solos contaminados, o cádmio. 

 

Palavras-chave: Cádmio, MK571, rodamina-B, verapamil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

The Collembola class comprises a group of small arthropods, ranging from 0.12 mm to 

12 mm, considered as basal hexapods, entognatha and aptera. They are used as indicators 
of disturbance and soil quality and are efficient indicators of the quality of the 
environment, because they respond quickly to the environmental changes. The species 

Folsomia candida is considered the standard species for ecotoxicological tests, however, 
the investigation of native species represents an interesting approach. The objective of 

the present work was to investigate the activity of the Mechanism of Resistance to 
Multixenobiotics (MXR) in the gut of 3 native species richly distributed in the country: 
Trogolaphysa sp., Cyphoderus similis and Cyphoderus innominatus. The MXR 

mechanism, already identified in several animal groups, is located in epithelia in contact 
with the external environment and uses carrier proteins to eliminate contaminants. In 

order to find the mechanism activity, in vitro tests were performed in the rodamine-B 
accumulation assay in the presence of verapamil hydrochloride, a known P-gp (P-
glycoprotein) inhibitor, and MK571, a known MRP (multdrug related protein) inhibitor, 

both efflux pumps related to the MXR mechanism. In addition to the rhodamine-B 
accumulation assay, other tests were performed involving rhodamine-B in the presence 

of a heavy metal, the cadmium, to investigate the interaction of this metal with the MXR 
mechanism. Our results indicate the activity of efflux pumps in the intestines of three 
species of Collembola (C. similis, C. innominatus and Trogolaphysa sp.), being these 

pumps the basis of the Mechanism of Resistance to Multixenobiotics (MXR). We also 
find that, in C. similis and Trogolaphysa sp., increase in the mechanism activity in 
response to a very low concentration of a heavy metal widely found in contaminated soils, 

cadmium. 

 

Key words: Cadmium, MK571, rhodamine-B, verapamil. 
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1.INTRODUÇÃO 

1.1. CLASSE COLLEMBOLA 

A classe Collembola (LUBBOCK, 1873) compreende um grupo de pequenos 

artrópodes, podendo variar de 0,12 mm a 17 mm, considerados como hexápodes basais, 

entognatos e ápteros (KRISTENSEN, 1981; BRETFELD, 1999; BELLINGER et al., 

1996 - 2013). Estes animais são extremamente importantes nos ecossistemas pois eles 

estão na base da cadeia alimentar e atuam no processo de decomposição, juntamente com 

os demais invertebrados da mesofauna, tornando a matéria orgânica disponível mais 

rapidamente para as raízes no solo. Além disto, o grupo é responsável pela dispersão de 

fungos e bactérias (decompositores), sendo fundamentais na ciclagem de nutrientes 

(ZEPPELINI & BELLINI, 2004). Também são utilizados como indicadores de 

perturbação e de qualidade do solo (STORK & EGGLETON, 1992; MANH VU & 

NGUYEN, 2000). O fato de possuírem um curto ciclo de vida e gerações numerosas 

reforça o papel de serem eficientes indicadores da qualidade do ambiente, uma vez que 

respondem mais rapidamente às alterações ambientais (FREITAS et al., 2004). 

Os colêmbolos possuem uma ampla distribuição no mundo e podem ser 

encontrados em praticamente todos os ambientes terrestres disponíveis, como cavernas, 

desertos, glaciares, dossel de árvores, ninhos de vertebrados e insetos, rochas das zonas 

litorais de entremarés, dentro de carapaças de caranguejos ermitões (Paguroidea), e em 

áreas de manguezais (CHRISTIANSEN, 1964; BELLINGER, 1985; GREENSLADE, 

1991; DEHARVENG, 1996; JORDANA et al., 1997; PALACIOS-VARGAS et al., 

2000; ZEPPELINI & BELLINI, 2004). A riqueza de espécies e a densidade de populações 

de colêmbolos são influenciadas por muitos aspectos do solo como a aeração, o pH, a 

composição da matéria orgânica, a disponibilidade de nutrientes, o tipo de húmus, o efeito 

da cobertura vegetal e estrutura física do solo (ZEPPELINI et al., 2009). No Nordeste 

foram registradas 70 espécies de Collembola, 33 delas no estado da Paraíba (ZEPPELINI 

et al., 2019). 

 

1.2. ESPÉCIES ESCOLHIDAS 

A espécie Folsomia candida Willem, 1902 tem sido utilizada para testes com 

contaminantes de solo e/ou alimentos para examinar como esta contaminação afeta 

parâmetros da história de vida, bioacumulação e/ou o comportamento. Tais testes avaliam 
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a toxicidade de uma ampla gama de poluentes orgânicos e inorgânicos e têm sido 

utilizados como bioensaios para monitorar o sucesso da remediação de solos (KRATZ & 

RIESBECK, 1998; FAVA & BERTIN, 1999; SCHÄFER& ACHAZI, 1999; JUVONEN 

et al., 2000; FAVA & PICCOLO, 2001; GEJLSBIERG et al., 2001; VAN GESTEL et 

al., 2001; CROUAU et al., 2002; FRISCHE, 2003; CZARNETZKI & TEBBE, 2004).  A 

Organização Internacional para Padronização (ISO) publicou um protocolo para o uso de 

Folsomia candida como espécie padrão para testes ecotoxicológicos (ISO, 1999). 

O gênero Trogolaphysa, que possui espécies amplamente distribuídas no Brasil, 

tem um total de 69 espécies descritas (BELLINGER et al., 1996-2017), oito delas 

registradas no Brasil: T. hirtipes, Handchin, 1924; T. millsi, Arlé, 1939; T. aelleni, Yoshii, 

1988; T. hauseri, Yoshii, 1988; T. hirtipes, Handchin, 1924; T. tijucana, Arlé & 

Guimarães, 1979; T. formosensis, Silva & Bellini, 2015; T. ernesti, Bellini & Cipola, 

2017; T. piracurucaensis, Nunes & Bellini, 2018 (ABRANTES et al., 2012, SILVA & 

BELLINI, 2015; BELLINI & CIPOLA, 2017; NUNES & BELLINI, 2018). O gênero é o 

maior da família Paronellidae no Brasil, abrigando um terço das espécies conhecidas da 

família (ARLÉ, 1939; ARLÉ & GUIMARÃES, 1979; YOSHII, 1988; ABRANTES et 

al., 2010-2012).  

Assim como as espécies do gênero anterior, o gênero Cyphoderus Nicolet, 1842 

tem atualmente 76 espécies descritas em todo o mundo (SOTO-ADAMES et al., 2008; 

BELLINGER et al., 1996-2017, NUNES & BELLINI, 2018). Os representantes do 

gênero no Brasil incluem seis espécies: C. agnotus, Börner, 1906; C. similis, Folsom, 

1927; C. innominatus, Mills, 1938; C. arlei, Cassagnau, 1963; C. caetetus, Zeppelini & 

Oliveira, 2016 e C. equidenticulati, Nunes & Bellini, 2018.  

Embora a espécie Folsomia candida seja considerada a espécie padrão para testes 

ecotoxicológicos (ISO, 1999), a investigação de espécies nativas pode representar uma 

abordagem interessante, sabendo que as espécies escolhidas são bem distribuídas em todo 

o território brasileiro e sua manutenção em laboratório ser fácil e de baixo custo, além de 

sobreviverem e reproduzir-se em temperaturas de 22-23 ºC. 

Diversos estudos foram publicados (FIREA, 2009; SAHANA & JOY, 2016; 

OLIVEIRA FILHO et al., 2017; SILLAPAWATTANA & SCHÄFFER, 2017; LIU et al., 

2018) relatando a resistência de Collembola à poluição, pesticidas, metais pesados e solos 

contaminados, ressaltando ainda mais a sua utilização como bioindicadores da qualidade 
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do solo. Nestes estudos, foi analisado a capacidade de Collembola a sobreviver em solos 

contaminados com pesticidas e metais pesados. Os resultados sugerem que os colêmbolos 

são sensíveis a pequenas alterações na qualidade ambiental e por isto, são excelentes 

bioindicadores.  

 

1.3. O MECANISMO DE RESISTÊNCIA À MULTIXENOBIÓTICOS (MXR) 

A maioria dos animais conhecidos possuem mecanismos para lidar com 

contaminantes presentes no ambiente. Um desses mecanismos é o Mecanismo de 

Resistência à Multixenobióticos (MXR), localizado nos epitélios em contato com meio 

externo e que se utiliza de proteínas transportadoras de efluxo para eliminação de 

contaminantes. O MXR é mediado por proteínas de transporte transmembranares da 

família ABC que transferem uma ampla gama de substratos como aminoácidos, 

peptídeos, vitaminas, açúcares, lipídios, esteróis, hormônios, metabólitos endógenos, 

inorgânicos ânions, drogas e íons metálicos. O transporte é feito de dentro e fora das 

células com o uso de ATP (Figura 1), através de membranas celulares contra um gradiente 

de concentração e estão presentes em todos organismos, incluindo plantas, vertebrados, 

invertebrados e micróbios (HOLLAND et al., 2003; LICHT & SCHNEIDER, 2011). 

A família de transportadores ABC consiste em 7 subfamílias distintas. Uma delas 

é a subfamília é a ABCB (MDR1, ABCB1) que comporta o sistema MDR (resistência a 

múltiplos fármacos). A principal proteína desde sistema, a glicoproteína-P (glicoproteína 

de permeabilidade, P-gp), está envolvida na resistência à múltiplas drogas e corresponde 

a um transportador de efluxo, suas principais funções estão relacionadas ao mecanismo 

de resistência à múltiplos fármacos e aumento do efluxo de drogas das células 

(GERMANN, 1993; REEH et al., 2012). Através da ligação e hidrólise do ATP, este 

mecanismo promove o bombeamento para fora das células de uma grande variedade de 

substratos endógenos e exógenos, limitando assim a sua acumulação e potencial 

toxicidade (SZAKACS et al., 2008). Outro conhecido mecanismo de eliminação de 

toxinas é o MRP (Multi drug Resistance associated Proteins), pertencente à família 

ABCC, que foi identificado em mamíferos, peixes e outros animais (ZAJA et al., 2007). 

O seu inibidor específico é o MK571 (LÜDERS et al., 2009). 

Os inibidores do MXR podem ser divididos em duas classes principais: os 

primeiros são inibidores competitivos e os não competitivos. Os inibidores competitivos 
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atuam como substratos de alta afinidade pela P-gp, impedindo a ligação e o transporte 

ativo de outros substratos/xenobióticos. Um exemplo típico é verapamil. Os inibidores 

não competitivos que pode agir de várias maneiras, por exemplo, bloqueando a atividade 

da ATPase da P-gp, que é necessária para o transporte de xenobióticos mediado por ATP 

em toda a membrana plasmática, como por exemplo, a ciclosporina A. Com base nestes 

recursos, o verapamil e a ciclosporina A são frequentemente usados como controles 

positivos em experimentos de atividade de transporte de P-gp (BARNES et al., 1996; 

STEIN, 1997).  

O MXR já foi bem caracterizado em diversos filos aquáticos e é bastante utilizado 

em estudos de biomonitoramento deste ambiente (KURELEC, 1995; SMITAL & 

KURELEC, 1998; MINIER et al., 2000; JEONG et al., 2017; LEE et al., 2018), também 

em invertebrados e artrópodes. A atividade do sistema MXR pode ser utilizada como 

biomarcador de exposição e pode ser uma importante ferramenta também para a 

biomonitoramento do solo (BOŠNJAK et al., 2014). Apesar de raros, alguns estudos têm 

investigado o Mecanismo de Resistência à Multixenobióticos na fauna do solo, mas 

apenas utilizando minhocas como organismo modelo. Evidências da presença de bombas 

de efluxo, utilizando o ensaio de acúmulo de rodamina-B, foram encontradas na espécie 

Eisenia andrei, Bouché, 1972 (HACKENBERGER et al., 2012; VELKI & 

HACKENBERGER, 2012). Em Eisenia fetida, Savigny, 1826, além da atividade de 

bombas de efluxo, identificada pelo ensaio de acúmulo de rodamina na presença de 

inibidores como verapamil e MK571, também foi encontrada expressão gênica da P-gp 

(BOŠNJAK et al., 2014). 

Ao longo dos últimos anos, a classe Collembola foi bastante utilizado paras testes 

de toxidade com metais pesados e outros poluentes (VAN STRAALEN et al., 1989; VAN 

GESTEL & HENSBERGEN, 1997; VAN GESTEL & VAN DIEPEN, 1997; cipol & 

VAUGHAN, 2003; KUPERMAN et al., 2004; GUIMARÃES, et al., 2018), avaliando-

se principalmente sua capacidade de sobrevivência e reprodução em solos contaminados. 

Entretanto, nada se sabe a respeito da presença de bombas de efluxo para eliminação de 

tais xenobióticos em organismos da fauna de solo, além das espécies de minhoca, E. 

fetidae e E. andrei. A investigação da presença dessas bombas de efluxo em Collembola 

é inédita e se torna bastante relevante, uma vez que são animais de grande importância 

ecológica e que funcionam como bioindicadores, sendo considerados um dos grupos de 
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artrópodes terrestres mais difundidos e abundantes. Este trabalho pode ser a base para 

estudos de ecotoxicologia no Brasil, por usar espécies nativas como enfoque. 

 

Figura 1 - Funcionamento do mecanismo MXR (Fonte: Farmacologia básica e 

clínica (KATZUNG, 2014)) 
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2. OBJETIVOS 

2.1. GERAIS 

Avaliar a atividade do mecanismo MXR em três espécies nativas de Collembola .. 

 

2.2. ESPECÍFICOS 

a) Avaliar a atividade do mecanismo MXR no intestino de C. similis, C. innominatus e 

Trogolaphysa sp., através do ensaio de acúmulo de rodamina-B, na presença e ausência 

dos inibidores verapamil e MK571; 

b) Analisar a influência de um metal pesado, o cádmio, na atividade do mecanismo MXR 

no intestino de C. similis, C. innominatus e Trogolaphysa sp; 
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3. METODOLOGIA 

3.1. REAGENTES UTILIZADOS: 

Os reagentes utilizados foram a rodamina-B (2,5 µM), cloridrato de verapamil (20 

µM), MK571 (10 µM), sulfato de cádmio (1 µM) e solução salina para artrópodes, 

adaptada para Collembola (tabela 1). 

 

Tabela 1 - Composição e molaridade da solução salina para Collembola. 

 Reagentes mM g/L 

NaCl 140 8,1816 

KCl 3 0,2236 

NaHCO3 18 4,4366 

MgSO4.7H2O  3 0,4410 

CaCl2.2H2O 5 0,9008 

Glicose 5 1,1800 

Hepes 2 0,1600 

 

3.2. ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

Os indivíduos das espécies Trogolaphysa sp., C.similis e C. innominatus foram 

obtidos através de coletas visuais, utilizando o auxílio de aspiradores entomológicos, 

numa área verde do Campus V da Universidade Estadual da Paraíba, localizada na cidade 

de João Pessoa, Paraíba (7º09’29’’S, 34º51’59’’N). Foram coletados aproximadamente 

15 indivíduos de cada espécie, que em seguida passaram por uma triagem e identificação, 

e então, depositados em cultivos artificiais.  

Os cultivos artificiais foram estabelecidos na temperatura de 22 ºC, mantida 

através de um aparelho de ar condicionado, na ausência de luminosidade e colocados 

dentro de recipientes de plástico laboratoriais tampados (capacidade de 600 ml 

aproximadamente), com substrato composto húmus esterilizado. Os organismos foram 

alimentados a cada 7 dias com água destilada e a cada 4 dias com uma ração composta 

por spirulina, macarrão, arroz e levedura de cerveja.  
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3.3. ATIVIDADE DO MECANISMO MXR: 

O teste da atividade do mecanismo MXR foi realizado por meio de ensaio de 

acúmulo do fluoróforo rodamina-B, um método indireto de identificar e quantificar a 

atividade da glicoproteína P (P-gp) (base molecular do mecanismo) como descrito por 

Kurelec e colaboradores (2000). A rodamina-B, por ser substrato da P-gp e de outras 

bombas de efluxo, ao entrar na célula é constantemente bombeada para fora. Dessa forma, 

a presença de bombas de efluxo na membrana celular previne o acúmulo da rodamina-B 

no meio intracelular (KURELEC, 1995). A administração da rodamina-B associada a um 

inibidor dessas bombas de efluxo indica a presença do mecanismo, porque a inativação 

do efluxo levará a um acúmulo do fluorescente dentro da célula. Dessa forma, quanto 

maior o acúmulo de rodamina dentro da célula, menor a atividade das bombas de efluxo, 

e vice e versa. Dois inibidores foram usados: o cloridrato de verapamil (20 µM), um 

conhecido inibidor da P-gp, e o MK571 (5 µM), um inibidor da MRP. 

Em Collembola, o intestino foi utilizado para investigar a presença do mecanismo 

MXR, por ser um extenso epitélio de troca e importante via de entrada de poluentes 

(FOUNTAIN & HOPKIN, 2004). Por este epitélio não estar em contato direto com o 

solo, todos os reagentes utilizados na experimentação foram administrados de forma in 

vitro, ou seja, os intestinos foram dissecados e cortados longitudinalmente para que as 

proteínas relacionadas ao sistema MXR pudessem ficar expostas para interação com os 

reagentes. 

 

3.4. TESTES E PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 

3.4.1. Ensaio do acúmulo da rodamina-B in vitro 

Este primeiro teste teve como objetivo identificar indiretamente a presença do 

mecanismo MXR em Collembola utilizando dois inibidores do mecanismo.  

O protocolo experimental seguiu-se da seguinte forma: para cada espécie, 12 

indivíduos eram retirados do cultivo artificial utilizando aspiradores entomológicos. Após 

a captura dos indivíduos, foi feita a crioanestesia por 10 minutos em freezer 

(aproximadamente-10º), em seguida, os indivíduos eram pesados em uma balança 

analítica de precisão 0,00001g (modelo AUW-220D, marca SHIMADZU). A 

amostragem do tecido foi realizada através da dissecação e corte longitudinal do intestino 

com auxílio de alfinetes entomológicos e solução salina. Após este processo, os intestinos 
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eram passados para frascos do tipo Eppendorf que continham 200 μl de solução salina 

(grupo 1 controle -eppendorfs 1, 2 e 3), 195 μl de solução salina e 5 μl da solução estoque 

de rodamina (grupo 2 rodamina 2,5 µM  eppendorfs 4, 5 e 6 -), 155 μl do estoque de 

solução salina, 5 μl da solução estoque de rodamina-B e 40 μl da solução estoque de 

cloridrato de verapamil (grupo 3 rodamina 2,5 µM + verapamil 20 µM eppendorfs 7, 8 e 

9 -) e, por último, 192,8 μl do estoque de solução salina, 5 μl da solução estoque de 

rodamina-B e 2,2 μl da solução estoque de MK571 (grupo 4 rodamina 2,5 µM + MK571 

10 µM -eppendorfs 10, 11 e 12 -). Os eppendorfs foram guardados em um local sem luz 

e refrigerado por 1 hora.  Após 1 hora, os eppendorfs foram colocados numa centrífuga à 

20ºC, rotação de 2000 g por 5 minutos e o conteúdo dos eppendorfs foi substituído por 

solução salina. Esse procedimento de lavagem do material foi repetido mais 2 vezes. Após 

a lavagem, os intestinos foram pipetados com 200µl de solução salina em poços 

individuais de uma microplaca preta opaca de 96 poços. A fluorescência emitida pela 

rodamina acumulada nos intestinos foi lida à 544 nm de excitação e 590 nm de emissão 

em uma leitora de microplacas (EspectraMax I3, Molecular Devices). A fluorescência 

lida foi normalizada em função do peso de cada indivíduo. Todo esse procedimento foi 

repetido 8 vezes, totalizando um n de 24 intestinos para cada condição experimental. 

O total de indivíduos utilizados nesse ensaio foi de n=288, sendo n=96 por espécie 

estudada.  

Figura 2 - Ensaio de acúmulo da rodamina-B in vitro. 

 

 

3.4.2. Ensaio do acúmulo de rodamina in vitro na presença do sulfato de cádmio 

 Este teste teve como objetivo elucidar como um metal pesado pode interferir 

diretamente na atividade do mecanismo de defesa MXR. 
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 O protocolo experimental seguiu-se da seguinte forma: para cada espécie, 9 

indivíduos eram retirados do cultivo artificial utilizando aspiradores entomológicos. Após 

a captura dos indivíduos, foi feita a crioanestesia por 10 minutos em freezer 

(aproximadamente-10º), em seguida, os indivíduos eram pesados em uma balança 

analítica de precisão 0,00001g (modelo AUW-220D, marca SHIMADZU). A 

amostragem do tecido foi feita através da dissecação e corte longitudinal do intestino com 

auxílio de alfinetes entomológicos e solução salina, assim como ocorria no início da 

experimentação anterior. Após o processo de dissecação e corte, os intestinos eram 

passados para eppendorfs que continham 193 μl de solução salina, 2 μl da solução estoque 

de sulfato de cádmio e 5 μl da solução estoque de rodamina-B (grupo 1 rodamina 2,5 µM 

+ cádmio 1 µM -eppenforfs 1, 2 e 3) -, 153 μl do estoque de solução salina, 2 μl da solução 

estoque de sulfato de cádmio, 5 μl da solução estoque de rodamina-B e 40 μl da solução 

estoque de cloridrato de verapamil (grupo 2 rodamina 2,5 µM + verapamil 20 µM + 

cádmio 1 µM -eppendorfs 4, 5 e 6) - e, por último, 190,8 μl do estoque de solução salina, 

2 μl da solução estoque de sulfato de cádmio, 5 μl da solução estoque de rodamina-B e 

2,2 μl da solução estoque de MK571 (grupo 3 rodamina 2,5 µM + MK571 10 µM + 

cádmio 1 µM -eppendorfs 7, 8 e 9) -. Após 1 hora de exposição, seguiu-se o mesmo 

protocolo do teste anterior, centrifugação, lavagem e leitura de fluorescência. Todo o 

procedimento foi repetido 8 vezes, totalizando um n de 24 intestinos para cada condição 

experimental. 

O total de indivíduos utilizados nesse ensaio foi de n=216, sendo n=72 por espécie 

estudada.  

 

Figura 3 - Ensaio do acúmulo de rodamina in vitro na presença do sulfato de cádmio. 
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3.5. ANÁLISES ESTATÍSTICAS: 

 Todos os dados foram apresentados como média ± erro padrão da média. O 

programa estatístico escolhido para as análises foi o SigmaPlot, fornecido pela SYSTAT, 

versão 11.0. 

 Inicialmente, todos os outliers das amostras foram retirados utilizando o método 

de amplitude interquantil (IQR - Interquartile Range) (MCALISTER, 1879). Em seguida, 

os valores foram transformados para 105 devido aos altos valores absolutos de 

fluorescência e para que ficasse mais claro a visualização dos resultados e dos valores nos 

gráficos.  

 Para a análise de autofluorescência e acúmulo de rodamina-B foi aplicada o teste 

One Way ANOVA com o nível de significância de p<0,05 para verificar a diferença entre 

os grupos. Para a análise do acúmulo de rodamina-B associado aos inibidores verapamil 

e o MK571, os valores foram transformados em valores relativos utilizando a média do 

acúmulo de rodamina-B na presença dos inibidores utilizados (verapamil e MK571) pela 

média do acúmulo de rodamina-B na ausência dos inibidores. Foi aplicado o teste-t com 

o nível de significância de p<0,05 para verificar a diferença entre o acúmulo de 

fluorescência na presença e na ausência dos inibidores para cada espécie estudada.  

 Para a análise dos efeitos do sulfato de cádmio, foi aplicado teste-t (nível de 

significância de p<0,05) para verificar a diferença entre grupos sem cádmio e os grupos 

com cádmio (ex: teste-t entre as amostras com rodamina-B e rodamina-B + cádmio), para 

cada espécie estudada. 
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4. RESULTADOS 

A espécie C. innominatus apresentou uma autofluorescência (40 ± 3,12 unidades 

arbitrárias) maior em relação às outras duas espécies estudadas. O teste estatístico One 

Way ANOVA indicou que a autofluorescência de C. innominatus é diferente 

estatisticamente de C. similis (≅17 ± 2,84 unidades arbitrárias) e de Trogolaphysa sp. 

(≅13 ± 1,29 unidades arbitrárias). Estas duas tiveram suas autofluorescências 

consideradas não diferentes entre si do ponto de vista estatístico (Figura 4-A).  

O ensaio do acúmulo de rodamina-B (Figura 4-B) pôde demonstrar a 

fluorescência acumulada pelo intestino de cada espécie. A espécie C. similis acumulou 

mais rodamina-B no tecido intestinal, identificado pela leitura de 2600 ± 333,57 unidades 

arbitrárias de fluorescência (erro padrão de ± 333,57), seguido por 1757 ± 216,29 

unidades de fluorescência de Trogolaphysa sp. e 1263 ± 162,24 de C. innominatus. O 

teste estatístico One Way ANOVA apontou que os valores do acúmulo do fluorescente 

rodamina-B são diferentes significativamente entre C. similis e C. innominatus.  

Estes resultados indicam que o protocolo experimental foi efetivo para os 

objetivos do trabalho e que é possível detectar a quantidade de rodamina-B internalizada 

nas células intestinais de Collembola.  
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Figura 4 - Autofluorescência (A) e acúmulo de rodamina-B (B) em 3 espécies de 

Collembola. Letras diferentes indicam diferença estatística entre a autofluorescência 

emitida pelo intestino de cada espécie (A), e entre a fluorescência emitida pela rodamina 

acumulada no intestino de cada espécie (B) (One Way ANOVA, p <0,05, n = 24).
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De acordo com a literatura, a inibição do mecanismo MXR através dos inibidores 

conhecidos levaria a um aumento do acúmulo da rodamina-B nas células. Nossos 

resultados mostraram que para a espécie C. similis o acúmulo de rodamina-B na presença 

dos inibidores foi de 1,7 vezes maior para o verapamil (teste-t p<0,05) e de 2,0 vezes 

maior para MK571 (teste-t p<0,05). (Figura 5). 

O acúmulo de rodamina-B na presença dos inibidores foi de 1,4 e 1,5 vezes maior 

para verapamil e MK571, respectivamente (teste-t p<0,05) na espécie C. innominatus 

(Figura 5). 

Em Trogolaphysa sp., o acúmulo de rodamina-B na presença do verapamil foi 

semelhante ao acúmulo na ausência do inibidor, já para o MK571, apesar do acúmulo de 

rodamina ter sido 1,4 vezes maior, não houve diferença estatística em relação ao acúmulo 

na ausência do inibidor (teste-t, p>0,05).  
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Figura 5 - Acúmulo relativo de rodamina-B na presença dos inibidores da P-gp. 

Os asteriscos indicam diferença estatística entre o acúmulo de rodamina na presença do 

inibidor e o acúmulo de rodamina na ausência do inibidor (teste t, p < 0,05 n=24).
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O ensaio do acúmulo de rodamina-B na presença dos inibidores e do sulfato de 

cádmio é um ensaio competitivo, pois ambos competem para ligar-se a proteína 

transmembranar. Neste ensaio (Figura 6) podemos inferir que para a espécie C. similis, 

quando o ensaio de acúmulo de rodamina-B foi realizado em co-exposição com o sulfato 

de cádmio, houve um menor acúmulo de rodamina em todas as condições experimentais 

(rodamina-B: 2552 ± 333,57 na ausência de cádmio e 1210 ± 139,56 na presença de 

cádmio, rodamina-B + verapamil: 4386 ± 606,70 na ausência do cádmio e 1824 ± 258,40 

na presença de cádmio, rodamina-B + MK571: 5198 ± 855,67 e 1824 ± 235,67 na 

ausência e presença do cádmio, respectivamente teste-t (p<0,05). 

Não houve diferença no acúmulo de rodamina-B durante o ensaio de co-exposição 

ao sulfato de cádmio para a espécie C. innominatus (rodamina-B: 1267 ± 162,24 na 

ausência do cádmio e 1037 ± 134,52 na presença do cádmio, rodamina-B + verapamil: 

1859 ± 185,50 na ausência do cádmio e 1491 ± 189,36 na presença do cádmio, rodamina-

B + MK571: 2006 ± 236,61 na ausência do cádmio e 1930 ± 206,11 na presença do 

cádmio) teste-t (p<0,05).  

Em Trogolaphysa sp. houve um menor acúmulo de rodamina-B nas condições 

experimentais na presença do cádmio, assim como na espécie C. similis (rodamina-B: 

1780 ± 216,29 na ausência do cádmio e 876 ± 113,49 na presença do cádmio, rodamina-

B + verapamil: 1858 ± 241,43 na ausência do cádmio e 776 ± 75,95 na presença do 

cádmio, rodamina-B + MK571: 2618 ± 355,08  e 1196 ± 113,88 na ausência e presença 

do cádmio, respectivamente) teste-t (p<0,05). 
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Figura 6 - Ensaio do acúmulo da rodamina-B na presença dos inibidores e do 

sulfato de cádmio. Asteriscos indicam diferença estatística entre cada tratamento na 

ausência e presença de cádmio (teste t, p < 0,05 n=24).
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5. DISCUSSÃO 

 Os resultados demonstraram que cada espécie possui um valor único de 

autofluorescência e que ela, por sua vez, não interferiu nos demais testes desempenhados 

neste trabalho (Figura 1). A espécie C. innominatus, embora tenha apresentado uma maior 

autofluorescência (Figura 1-A), foi a espécie que menos acumulou rodamina-B (Figura 

1-B), indicando uma maior atividade de bombas de efluxo nesta espécie, levando a 

acreditar que seu Mecanismo de Resistência à Multixenobióticos (MXR) é mais eficiente 

em relação às outras espécies estudadas neste trabalho. 

De acordo com os resultados obtidos, em C. similis e Trogolaphysa sp. pode-se 

inferir a presença dos transportadores P-gp e MRP no intestino dessas espécies (Figura 

2), ambas bombas de efluxo envolvidas no mecanismo MXR. Tanto o verapamil, um 

conhecido inibidor da P-gp, quanto o MK571, um conhecido inibidor da MRP, foram 

eficientes em reduzir o efluxo de rodamina nestas espécies, o que foi evidenciado pelo 

maior acúmulo de rodamina quando esses inibidores estavam presentes. Este resultado 

reflete o fato de que o MRP pode complementar e suplementar o efluxo da P-gp devido a 

sobreposições de substratos entre os dois sistemas (LOE et al., 1998; ROBSON et al., 

1998). Os dois inibidores utilizados funcionaram como inibidores do sistema MXR, tendo 

o MK571 apresentado valores de acúmulo de rodamina-B um pouco maiores quando 

comparado ao verapamil, embora diferença estatística entre o acúmulo gerado pelos dois 

inibidores não tenha sido identificada, assim como encontrado por Khangembam e 

colaboradores (2018) em seu trabalho analisando a capacidade de carrapatos da espécie 

Rhipicephalus (Boophilus) microplus a resistência a um parasiticida, a ivermectina. 

Também, Torre e colaboradores (2014), observaram que o inibidor MK571 apresentou 

valores maiores de inibição quando utilizado, em comparação a ciclosporina, outro 

conhecido inibidor da P-gp.  

Por intestino ser um amplo epitélio de trocas entre o meio interno e o meio externo 

do organismo, pode-se acreditar que este tecido necessite de uma grande barreira contra 

xenobióticos do meio externo advindos da alimentação. Estudos com fungos, que 

correspondem a base alimentar de Collembola, mostraram que estes podem ter a 

capacidade de bioacumular metais pesados, trabalhando principalmente, como filtros 

naturais de solos contaminados (HILDEBRANDT et al., 2007; VERMA et al., 2016; 

KAEWDOUNG et al., 2016). Inclusive, foi bem documentado o potencial adaptativo de 

fungos em solos com presença de metais, incluindo o cádmio, foco do trabalho de Fazli 
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(2015). Dessa forma, parece natural que o intestino de Collembola possua um mecanismo 

responsável por evitar que poluentes advindos da alimentação entrem no organismo.  

Neste trabalho, quando o cádmio foi administrado no intestino para analisar sua 

interação com o sistema MXR nas espécies de Collembola, exceto na espécie C. 

innominatus, as espécies acumularam menos rodamina-B na presença de cádmio (Figura 

3). Isso demonstra uma maior atividade da P-gp e da MRP identificada pelo maior efluxo 

de rodamina. Embora o cádmio tenha estimulado o mecanismo MXR de C. similis e 

Trogolaphysa sp., em C. innominatus o cádmio pareceu não o alterar. Isto pode ser 

explicado pela baixa concentração experimental de sulfato de cádmio utilizada neste 

trabalho (1 µM). Essa concentração pode não ter sido suficiente para a interferir na 

atividade das proteínas de defesa dessa espécie, uma vez que o mecanismo MXR de C. 

innominatus parece ser mais eficiente quando comparado com as outras espécies 

estudadas neste trabalho (Figura 3). Talvez, uma concentração mais alta do metal seja 

capaz de induzir o já aparente eficiente mecanismo MXR de C. innominatus.  

Trabalhos utilizando outra espécie do gênero Cyphoderus, C. javanus (SAHA & 

JOY, 2014; SAHANA et al., 2014; SAHANA & JOY, 2016), analisaram a taxa de 

mortalidade e reprodução da espécie em solos com presença de metais pesados, herbicidas 

e pesticidas, e foi comprovado que em quantidades subletais desses poluentes, a espécie 

conseguiu sobreviver e reproduzir-se. Isso pode inferir que, espécies do gênero 

Cyphoderus podem ter capacidade de sobreviver em ambientes com solos contaminados 

por possuírem mecanismos de defesa, como o sistema MXR. De acordo com o Catálogo 

de espécies de Collembola depositado na Coleção de Referência de Fauna do Solo 

(CRFS-UEPB-Brasil) (BRITO et al., 2017), espécies do gênero Cyphoderus (C. agnotus, 

C. arlei, C. caetetus, C. innominatus e C. similis) ocorrem em ambientes de floresta, 

praias e cavernas, sendo o último, o mais comum.   

Ambientes cavernícolas são caracterizados por uma falta permanente de luz 

(POULSON & WHITE, 1969; CULVER, 1982). Na ausência de organismos 

fotoautotróficos, os animais devem buscar outras fontes de recursos que geralmente são 

escassos. Esses recursos são principalmente matéria orgânica importada para cavernas 

por água, gravidade, ou excrementos de animais ou sua decomposição (HERRERA, 1995; 

FERREIRA, 1998). As intensas atividades de mineração de Minas Gerais, ambientes com 

grande ocorrência de espécies do gênero Cyphoderus para o Brasil, descartam toneladas 

de resíduos ao ar livre, na água, em sedimentos e no solo. Consideráveis concentrações 
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de metais pesados e elementos tóxicos se acumulam e penetram no solo, nas águas 

subterrâneas e nos rios (VEADO et al., 2002). Sabendo disso, para a sobrevivência das 

espécies, seria imprescindível que estas possuíssem algum sistema para eliminação destes 

potenciais xenobióticos, ao contrário, não seriam encontradas em grandes quantidades 

nestes ambientes. De acordo com Leppard (1983), os resíduos industriais da mineração, 

indústrias químicas e processamento de metais são a principal fonte de poluição do solo, 

porque contém uma grande variedade de metais pesados. O meio ambiente tem sido 

contaminado com vários metais dos resíduos da mina, como materiais agrícolas e 

fertilizantes (Cd, Zn, V), pesticidas (As, Pb, Zn) e conservantes de madeira (As), corrosão 

do metal (Zn, Cd), por indústrias metalúrgicas (Ni, Si, Mn, Ag, As, Sb, etc.) e de outras 

fontes, como pigmentos e tintas, aditivos, lubrificantes e medicamentos (LEPPARD, 

1983), o que reforça o fato da espécie C. similis poder ter uma grande capacidade de 

eliminação de metais pesados através do seu refinado mecanismo MXR. 

A interação entre cádmio e os transportadores P-gp e MRP foram analisadas em 

outros grupos animais. Torre e colaboradores (2014), analisando os efeitos do cádmio em 

brânquias e hemócitos do molusco bivalve Mytilus galloprovincialis, sugerem que o 

cádmio seja um substrato competitivo para os inibidores conhecidos, tanto da P-gp quanto 

da MRP. Em ensaios in vitro de pré-exposição, (exposiçãoao cádmio por um tempo 

determinado, lavagem seguida de ensaio de acúmulo da rodamina) e co-exposição (ensaio 

de acúmulo de rodamina na presença do metal) ao cádmio, indicam que há uma indução 

diferencial do mecanismo. No ensaio de pré-exposição, houve uma diminuição no 

acúmulo do fluorescente, o que indica que a pré-exposição ao metal aumenta a expressão 

gênica dos transportadores. Já no ensaio de co-exposição, o metal aumentou o acúmulo 

do fluorescente rodamina, sugerindo que os transportadores trabalharam no efluxo de 

cádmio, competindo com a rodamina. No presente trabalho, o ensaio in vitro de co-

exposição ao metal (Figura 3), houve diminuição do acúmulo da rodamina-B na presença 

de cádmio, exceto para C. innominatus, diferente do observado por Torre e colaboradores 

(2014). Esse resultado pode ser explicado pelas distinções na regulação da transcrição 

gênica ou diferentes especificidades do substrato entre os genes que compõem o 

mecanismo para cada espécie (TORRE et al., 2012). Em um estudo com células 

branquiais de ostras, o cádmio aumentou a atividade de efluxo de rodamina-B em cerca 

de 3 a 5-7 vezes, resultado em um aumento de 2 a 2,5 vezes na expressão da P-gp, o que 

reforça o fato da P-gp em contribuir para a resistência a este metal em ostras (Crassostrea 
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virginica) (IVANINA & SOKOLOVA, 2008). O mesmo foi visto por Callaghan e Denny 

(2002), demonstrando que a P-gp têm papel na regulação da toxicidade ao cádmio em 

Drosophila. Todos esses estudos reforçam que a expressão da P-gp pode ser uma resposta 

protetora contra a exposição ao cádmio em uma variedade de organismos.  

Ainda, os transportadores MRPs podem desempenhar um papel crítico na 

conversão de células normais em células resistentes ao cádmio, como supõe Oh e 

colaboradores (2009) em seu trabalho analisando o papel do cádmio na alteração de 

células humanas, reforçando os resultados similares nos ensaios na ausência do metal e 

na co-exposição a ele, para a espécie C. innominatus (Figura 3).  

Sabendo que o sítio de ligação do nucleotídeo citosólico das proteínas ABC serem 

altamente conservados entre as classes, podemos explanar a sua atuação em vários clados 

(VEHNIÄINEN & KUKKONEN, 2014). Em artrópodes, sabe-se que a desintoxicação 

metabólica é o principal mecanismo de defesa contra uma ampla gama de substratos 

(FEYEREISEN, 2005; OAKESHOTT et al., 2005; RANSON & HEMINGWAY, 2005). 

Alguns trabalhos foram feitos buscando a ocorrência da proteína P-gp neste grande grupo. 

O aumento nas concentrações de químicos como vimblastina e nicotina com o uso do 

verapamil como inibidor da P-gp, mostraram que inseticidas atuam como substratos para 

a P-gp, uma vez que proteínas similares foram encontradas nas ordens Diptera 

(Chironomus riparius) e Lepidoptera (Manduca sexta (L.)) (GAERTNER et al., 1998; 

PODSIADLOWSKI et al., 1998), além da confirmação da P-gp em tecidos larvais 

utilizando o método de imunohistoquímica (PODSIADLOWSKI et al., 1998), tendo sido 

comprovado por Porreta e colaboradores (2008), utilizando o mosquito Aedes caspius 

como ferramenta. Leader e O’Donnell (2005), identificaram a presença da P-gp através 

substratos fluorescentes, como rodamina-B, nos túbulos de malpighi de dois insetos, a 

mosca da fruta (Drosophila melanogaster) e uma espécie de grilo (Teleogryllus 

commodus). Em 2018, Khangembam e colaboradores testaram a capacidade de carrapatos 

(Rhipicephalus (Boophilus) microplus) a resistirem a um parasiticida por meio da P-gp, 

com resultados satisfatórios. Dessa forma, podemos inferir que os artrópodes tem um 

refinado mecanismo para a eliminação de potenciais xenobióticos, como pesticidas, 

químicos e metais pesados.  

Trabalhos foram feitos buscando explanar a capacidade de artrópodes em 

atividades de efluxo na eliminação de xenobióticos das células através do Mecanismo de 

Resistência à Multixenobióticos (MXR). Vehniäinen e Kukkonen (2014) detectaram 
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transcritos ABCB e ABCC, que indicam a presença de proteínas transportadoras sendo 

expressas em células de Daphnia magna (Daphniidae, Branchiopoda), porém ao 

analisarem a atividade do sistema não encontraram efeito inibitório para o acúmulo de 

rodamina-B quando verapamil ou MK571 foram utilizados. Porreta e colaboradores 

(2008) encontraram um aumento significativo na toxicidade de inseticidas (em 

concentrações subletais) na presença de verapamil na espécie Ochlerotatus (Aedes) 

caspius (Diptera: Culicidae), indicando o envolvimento da P-gp na defesa contra estes 

compostos. Foi encontrado um aumento significativo na expressão da P-gp em 

populações de larvas da lagarta do tabaco (Heliothis virescens) com o uso de pesticidas 

para induzir o mecanismo, sugerindo o potencial envolvimento da P-gp na resistência a 

pesticidas (LANNING et al., 1996). Veché e colaboradores (2006), perceberam a 

expressão aumentada de P-gp em resposta a poluentes como PAHs, levantando a atuação 

da P-gp como um sistema de desintoxicação de poluentes em Drosophila, ainda, que o 

aumento da resistência elevada a inseticidas, como o ABM, está relacionada ao aumento 

da expressão de P-gp, contribuindo para a desintoxicação a estes químicos (LUO et al., 

2013).  

No atual trabalho, identificamos pela primeira vez a atividade de bombas de 

efluxo no intestino de três espécies de Collembola (C. similis, C. innominatus e 

Trogolaphysa sp.), sendo estas bombas a base do Mecanismo de Resistência à 

Multixenobióticos (MXR). Encontramos ainda que, em duas espécies (T. goiana e C. 

similis) respondem à uma concentração muito baixa de cádmio, um metal pesado 

amplamente encontrado em solos contaminados. 
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6. CONCLUSÕES 

a) Há indícios de bombas de efluxo, indicando atividade do Mecanismo de Resistência à 

Multixenobióticos (MXR) nas três espécies de Collembola (Trogolaphysa sp., C. similis 

e C. innominatus); 

b) Os dois inibidores utilizados no trabalho foram efetivos para inibição do mecanismo 

nas espécies do gênero Cyphoderus; 

c) Para as espécies Trogolaphysa sp. e C. similis, o cádmio induziu uma maior atividade 

do mecanismo MXR, mesmo utilizado em uma baixa concentração (1 µM); 

d) Uma baixa concentração de cádmio não influenciou na atividade do mecanismo em C. 

innominatus, espécie que apresentou maior atividade do mecanismo na ausência do metal, 

levando a acreditar que o mecanismo nesta espécie seja mais refinado em relação as 

demais; 

e) O trabalho pode ser usado para diversas aplicabilidades visando a análise de solos 

brasileiros, utilizando um grupo amplamente distribuído em todo o território nacional, a 

classe Collembola, e o MXR como mecanismo de resposta fisiológica. 
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