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R. Hirata?, S.S. Dias?, A.R. Rosa?

!Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Protecdo Ambiental, Instituto Bioldgico, Av. Cons. Rodrigues Alves,
1252, CEP 04014-002, Sdo Paulo, SP, Brasil.

RESUMO

A sensibilidade da mosca Drosophila melanogaster para inseticidas foi avaliada para os
organofosforados dimetoato e ometoato, carbamatos carbofuran e carbaril e os piretroides
permetrina, deltametrina e alfa-cipermetrina. A finalidade do trabalho foi a de determinar sua
eficiéncia como método de triagem na deteccdo de residuos de inseticida. Como parametro de
toxicidade utilizou-se a concentragdo letal mediana, CL,, calculada pela percentagem de morta-
lidade das drosofilas expostas a diferentes concentragdes inseticida por 24 horas. OsvaloresdaCL
(ng.mL*)encontrados: carbofuran 9,70; carbaril >5.000; dimetoato 19,9; ometoato 67,8; permetrina
581; deltametrina 1,28; alfa-cipermetrina 2,16 mostram que o bioensaio utilizando Drosophila
melanogaster é util como método de triagem na detec¢do de inseticidas, apesar de sua insensibili-
dade ao carbaril.

PALAVRAS-CHAVE: Drosophila melanogaster, inseticida, concentracdo letal mediana, relacéo
estrutura-atividade.

ABSTRACT

DETECTION OF INSECTICIDES BY BIOASSAY WITH DROSOPHILA MELANOGASTER. The
sensitivity of Drosophila melanogaster to insecticides has been evaluated for the organophosphorus
dimethoate and omethoate, the carbamates carbofuranand carbaryl,and the pyrethroids permetrine,
deltametrine and alpha-cypermetrine. This work was aimed at determining the fly's efficiency as
a trial method for the detection of insecticide residues. Median lethal concentration, LC,,
calculated by percent mortality of the drosophilas exposed for 24 hours to several insecticide
concentrations was used as the toxicity parameter. The LC, (mg.mL?) values found: carbofuran
9.70; carbaryl > 5,000; dimethoate 19.9; omethoate 67.8; permetrine 581; deltametrine 1.28; alpha-
cypermetrine 2.16, indicate that bioassay utilizing Drosophilamelanogaster is useful asatrial method
for the detection of insecticides, despite its insensitivity for carbaryl.

KEY WORDS: Drosophila melanogaster, insecticide, median lethal concentration, structure-activity
relationships.

INTRODUCAO

Atualmente, grande nimero de agrotoxicos é
utilizado na agropecudria para o combate dos mais
variadostiposde pragasedoencas. Seu uso constante
tem causado, paralelamente, problemas de intoxi-
cacdo (FErrer & CasraL, 1991) e de contaminacao
ambiental (ELFveNDAHLL, 2000; MARGARIDO, 2001), de-
vido a seus residuos téxicos que podem permanecer
por um certo tempo ap6s a aplicacao.

Assim, as técnicas de investiga¢do que visam o
controle dos agroquimicos, como poluentes ambien-
tais e contaminantes de alimentos, constituem um
campodegranderelevancianoprogramadeavaliagdes

toxicolégicas e tém recebido constante atencdo das
autoridades governamentais e sanitarias em todo
mundo (EspicaRres et al.,1998; McLeay & HaLL, 1999;
WEeRrNER et al.,2000; AMARANENI & PiLLALA, 2001).

Os ensaios bioldgicos, usados como método de
triagem, constituem-se em um dos recursos mais
adequados para detectar a presenca de residuos de
agrotoxicos em amostras de alimentos e dos compo-
nentes abidticos, em regides onde o alto custo e as
elevadas despesas operacionais dificultam o uso de
aparelhos de alta precisdo, para a analise de um
numero significativo de amostras. O bioensaio com
mosca Drosophila meganogaster é um dos métodos de
triagem descrito e utilizado na determinacao de resi-
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duosdeinseticidas (JoserH Jr. & KNoBEL, 1980; BAGDONAS
etal., 1988; PauLinoetal., 1992; ALmEIDA & REYES, 1999;
ALMEIDA et al., 2001).

Sabe-se, ainda, que a toxicidade de um pesticida
esta intimamente ligada a sua estrutura molecular:
modificacBes entre classes de agrotoxicos e mesmo
entre membros de uma mesma classe podem alterar
acentuadamente suas atividades bioldgicas ETo,
1974; HirATA, 1995).

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
avaliar a sensibilidade da mosca D. melanogaster a
inseticidas selecionados e de correlacionar os dados
obtidos com suas estruturas moleculares.

MATERIAL E METODOS

Inseticidas

Para os ensaios toxicolégicos foram utilizados os
organofosforados dimetoato-95,0% (Nortox) e
ometoato-95,0% (Bayer); os carbamatos carbaril-85,0%
(Rhodia Agro) e carbofuran-85,0% (FMC) e os
piretréides (AgrEvo): permetrina-98,0%, deltametrina-
98,5% e alfa-cipermetrina-96,5%.

Manutencdo das moscas

Em estufaa 25+ 2° Ce 90 + 3% de umidade, cerca
de 300 moscas foram mantidas em frascos de vidro
(250 mL), contendo meio nutritivo preparado com
1.000 mL de agua desionizada, 30 g de agar (Difco),
100 g de levedura em pd@, 60 g de acucar e 15 mL de
solugdofungicida(80mL deacidoortofosférico,800mL
deé&cido propibnicoe 1.120mL deaguadesionizada).
Os repiques foram realizados a cada 5 dias, transfe-
rindo-se as moscas paraoutros frascoscontendomeio
nutritivo. Apos um periodo de 2 dias as drosofilas
foramretiradas, permanecendo nosfrascosapenas os
ovos depositados. As moscas foram utilizadas 3 dias
apos a transformacao das pupas em adultos.

Determinagdo da concentracdo letal mediana

(CLg)*

Nas determinagbes da CL,, foram preparadas
soluc¢Bes acetdnicas de cada inseticida nas faixas de
concentragdo (mg.mL1): dimetoato (10-30); ometoato
(20 - 80); carbofuran (7,0 — 15); carbaril (100 — 5000);
permetrina (100-650); deltametrina (0,25-5,0) ealfa-
cipermetrina (0,25 — 5,0). Para cada concentracéo,
aliquotas de 1 mL destas solug6es foram distribuidas
em papel-filtro Whatman n® 1, com area aproximada
de 25 cm?, colocado sobre a superficie interna de
frascos de vidro de 5 cm de altura por 1,6 cm de

didmetro interno. A cada teste realizado foi prepara-
do um frasco controle contendo 1 mL do solvente
acetona. Os conteuidos dos frascos foram evaporados
até a secura, acrescentando-se, a seguir, a cada um
deles0,1gdemeionutritivo. Asmoscas, anestesiadas
com éter etilico, foram distribuidas nos frascos em
nimero de 50 (sexo 1:1) e, em seguida mantidas em
estufaa25+2°Ce 90+ 3% deumidade. As percenta-
gens de mortalidade foram determinadas apés 24
horasdeexposicdoe, parase estabelecer osvaloresda
CL,, a partir dos dados de mortalidade, utilizou-se o
método dos probitos como descrito por Brown (1980)
e CassArReTH & DoulL (1991). Para cada inseticida
foram realizados testes preliminares a fim de conhe-
cer-se a concentracao que causava uma mortalidade
de droséfilas proxima a 50%. Em seguida, foram
conduzidos ensaios, com cinco repeticdes, para
concentracg@es inseticida acima e abaixo do valor da
CL,, provisoria, inclusive, para se calcular o valor
final desse parametro de toxicidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacdo do método do probito aos dados da
Tabela 1, forneceu para o carbofuran um valor de 9,7
ng.mL-! para a concentragdo letal mediana, como
mostra a Figura 1.

O mesmo tratamento de célculo para os outros
inseticidas levou aosresultadosconstantesdaTabela
2. Umaanalise desses valores mostra que inseticidas
do mesmo grupo, como os carbamatos carbofuran e
carbaril, podem exibir comportamentos inseticida
bem diferentes. Assim, enquanto o carbofuran apre-
senta altatoxicidade paraD.melanogaster (baixo valor
da CL,,), este inseto € praticamente insensivel ao
analogo carbaril, ndo ocorrendo nenhumamortalida-
de mesmo para concentragdes tdo altas como 5.000
ng.mL-L.

Como verificado por Sun (1985), para mosca
domeéstica, a lenta velocidade de penetracdo do
carbaril ap6s sua aplicacdo tépica, pode ser o caso
para o presente experimento, pois a absor¢cdo do
inseticida pela drosofila verifica-se pelo contato de
suas patas com a superficie do papel-filtro contendo
o inseticida, um meio de penetracdo menos eficiente
gue a topica. A baixa velocidade de absorc¢éao forne-
ceria, entdo, tempo suficiente para a ocorréncia de
processos de degradacdo do carbaril antes que uma
dose toxica se acumulasse no sitio de acdo do inseto.
Assim, como sugerido por Kunr (1971) para insetos
pouco susceptiveis ao carbaril, a resisténcia das

*Concentracéo letal mediana é uma estimativa estatistica da concentracdo de um agente toxico no meio ambiente,
necessaria para causar a morte de 50% dos animais em experimentacao, sob certo tempo de exposicédo e condi¢des

especificas (Haves, 1975).
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drosofilas a acdo deste inseticida pode resultar,
também, de processos oxidativos de degradacao, com
suasubsequentetransformacao parametabélitos nao-
toxicos, solGveis em agua e passiveis de eliminagao.

Essadiferencadetoxicidadefoi,também, verificada
por MeTcaLF et al. (1967) na determinagéo da DL,
topica para mosca doméstica, sendo encontrado os
valores 7 e maior que 5.000 ng.g* de inseto para o
carbofuran e o carbaril, respectivamente, o que vem
corroborar os dados da CL, 9,7 e maior que 5.000
ng.mL-tauferidos no presente trabalho. Segundo Kunr
(1976), a presenca de dois radicais metila (-CH,) na
posicdo2dasubunidadeciclofuranicanocarbofuran
(Fig. 2), acentua a afinidade desta molécula inseti-
cida pelos sitios aniénicos e estearicos da
acetilcolinesterase, aumentando a complementa-
ridade inseticida-enzima e, consequientemente, a
velocidade de sua carbamilagdo. Estas interacdes,
caracteristicas da acdo biol6gica dos inseticidas
carbamatos e de elevada intensidade para o
carbofuran, sdo responsaveis pelasuaaltatoxicidade
verificada para mosca doméstica e, certamente, tam-
bém, para o presente caso da D.melanogaster.

Essagrandediferencadeatividadebioldégicaentre
esses dois inseticidas carbamatos ja ndo é verificada
para os organofosforados dimetoato e ometoato, em
relacdo a D. melanogaster, como mostra os valores de
suas CL, (Tabela 2). Segundo UcHipaet al. (1965), em
insetos, a toxicidade do dimetoato depende da sua
velocidade de degradacdo e de outros fatores como:
velocidade de penetragéo, velocidade de ativacéo e
sensibilidade da acetilcolinesterase ao homologo
oxigenado ometoato. Estes autores verificaram que,
para mosca domeéstica, esses trés fatores eram bem
acentuados: o dimetoato apresentou uma alta
toxicidade para este inseto.

J&, experimentos in vitro conduzidos por ZecH et
al.(1966) mostraram que odimetoatondo é uminibidor
da enzima acetilcolinesterase, comportamento esse
diferente do ometoato que, nas mesmas condicgdes, é
um inibidor direto desta enzima, inibicdo que se
constitui no principio de acdo dos inseticidas

Tabela 1 - Mortalidade de Drosophila melanogasterexpostas
ao inseticida carbofuran.

Concentragdo Mortalidade (%)* Desvio
(mg.mL*) padréo

7 20,0 2,0

9 46,8 2,3

11 50,2 2,3

13 77,6 38

15 92,2 1,8

*Média de cinco valores

organofosforados. Entretanto, invivocomoéocasodo
presente trabalho, a Tabela 2 mostra que o dimetoato
apresentou uma atividade maior (CL,, menor) que a
doometoato. Paraasdrosoéfilas,comofoi paraamosca
doméstica, a atividade do dimetoato pode estar
associadaasuapassagem paradimetoxon (ometoato)
por umadessulfuracéo oxidativa, predominante nos
insetos em relacdo a hidrolise, e que transformaria a
ligacdo P=S paraamaisreativa P=0, Unica diferenca
estrutural entre asmoléculas do dimetoato e ometoato
(Fig. 2). O ometoato por ndo apresentar a alternativa
da dessulfuragdo oxidativa estaria, portanto, mais
sujeito a processos de degradacdo, por exemplo, a
hidrolitica: o ometoato é muito mais sensivel a 4gua
(50%dedegradagdoem?2,5diasapH 7) queodimetoato,
comamesma percentagem de degradacdoem 12 dias
a pH 9 (WorTiNG & WALKER, 1987). A menor solubili-
dade em 4gua para o dimetoato (25 g.L*) em relacdo
aoometoato (miscivel) podetersido, também, um fator
determinante na atividade bioldgica desses insetici-
das paraD.melanogaster, pois o dimetoato sendo mais
lipossolUvel seria absorvido mais rapidamente. O
menor poder de penetracdo do ometoato pelas patas
doinseto reduziriaem parte sua atividade bioldgica,
pois deixaria este inseticida mais tempo sujeito a
processos de degradacgdo quimica, como a hidrdlise,
antesdeleatingirositio ativo (sinapses) da drosofila.

Emrelagdo aos piretrdides, o alto potencial toxico
(baixo valor da CL,) para D. melanogaster apresenta-
do pela deltametrina e alfa-cipermetrina (Tabela 2)
pode ser devido, como sugerido por ELLIOTT & JANES
(1979); FARNHAM & KHAMBAY (1995), a ocorréncia de
uma forte ligacdo de complementaridade aum recep-
tor quiral no inseto, em razao da presenca de grupos
apropriadamente orientados na molécula piretréide
que possui um grupo a-CN na configuragdo S, a
mesma apresentada pela deltametrina e a forma
isoméricamais ativa daalfa-cipermetrina (Fig.2).Esta
interacdo éreduzida quandoaconfiguracdodoa-CN

Tabela2 - Concentracédo letal mediana de inseticidas para
Drosophila melanogaster.

Inseticida CL,, (ng.mL?)
carbofuran 9,7+1,6
carbaril > 5.000
dimetoato 19,8+4,1
ometoato 68+16
deltametrina 1,28+0,80
alfa-cipermetrina 2,16+0,76
permetrina 580+250

A incerteza expandida da CL,; foi calculada de acordo
com EURACHEM/CITAC Guide (2000); H arris,D.C.(2001),
considerando apenas aincerteza padrdo tipo A e aplican-
do fator de abrangéncia k igual a 2
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Equacéo de regressao: o
y=6,399x-1,314 60
Coeficiente de correlagao:
r=0,97 2501 '
o
o
Para probito = 5,0 a 407
Concentracdo = 9,70 ng.mL"! 30
20 : . .
0,6000 0,8000 1,0000 1,2000 1,4000
Log concentragdo

Figura 1 - Grafico probito x logaritmo da concentragéo inseticida para calculo da CL,, do carbofuran, para Drosophila
melanogaster.
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Fig. 2 - Estrutura das moléculas inseticidas referidas na Tabela 2.
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é R, 0 que evidencia a importancia da disposicao
espacial dos grupos quiral* para a toxicidade dessa
classe de inseticida. A baixatoxicidade (alto valor da
CL,,) apresentada no bioensaio pela permetrina
(Tabela 2), comparada a da deltametrina e alfa-
cipermetrina, pode estar ligada a auséncia do grupo
a-CNemsuasmoléculas (Fig. 2)e,ainda,aocorrénciade
metabolismo oxidativo que, segundo MacDonNALD €t al.
(1985), também, contribuiria para reduzir ainteragao
decomplementaridade dasmoléculasdesseinseticida
com os sitios ativos (neurdnios) na D. melanogaster.
Pode-sedizer,entédo, que asensibilidade daDrosophila
melanogaster aos piretroides esta estreitamente rela-
cionada ao tipo e a estereoquimica da moléculainse-
ticida. Realmente, para os piretrdides a atividade
inseticida depende fundamentalmente da forma
estrutural de suas moléculas, sendo a reatividade
quimica de importancia secundaria (ELLioTT, 1979).
J&, nos organosforados ometoato e dimetoato e nos
carbamatos carbaril e carbofuran, diferentemente dos
piretréides, a relacdo estrutura-atividade biolégica
estaligadaahabilidade docompostoouseumetabdlito
toxico, de atacar a enzima acetilcolinesterase: a
reatividade quimica é, portanto, o fator controlador
da toxicidade inseticida.

CONCLUSAO

O presente bioensaio mostrou ser aD. melanogaster
um bom bioindicador para a detec¢ao de inseticidas,
embora apresente limitagdes como foi 0 caso para o
carbaril. Os dados auferidos no presente trabalho,
como j& observado por autores citados, fortalecem o
fato de que diferengas nas estruturas quimicas de
inseticidas sdo importantes para a sua toxicidade e
podem contribuir para diferencgas na seletividade: a
Drosophila melanogaster foi insensivel ao carbaril.
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