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RESUMO

Namaior parte dasformulac@es de inseticidas como os organofosforados diazinon e triclorfon,
e 0 carbamato carbofuran usa-se a agua como veiculo. A estabilidade quimica desses trés
agrotoxicos foi avaliada em fungdo do pH de suas solugdes aquosas, utilizando-se bioensaio com
Drosophila melanogaster e o teste de inibicdo da acetilcolinesterase. Foi avaliada a degradac¢do dos
inseticidas em solucao de pH 6,0; 7,8 e 10,5, mantidas a temperatura de 25,0° C. A percentagem de
mortalidade das drosofilas expostas aos inseticidas mostrou que as transformacgdes estruturais das
moléculasinseticidas foram maisacentuadasparao pH 10,5e menos parao6,0. Osdadosdainibicéo
daacetilcolinesterase, em diferentes intervalos de tempo, mostraram que enquanto o carbofuran
foi o responsavel direto pela variacdo dos niveis da inibi¢do enzimatica, para o triclorfon ela foi
devida ao seu metabdlito mais téxico diclorvos; nenhuma informacdo sobre modificagbes
estruturais no diazinon pode ser obtida por este pardmetro de toxicidade. Os resultados levam a
conclusdo de que é importante conhecer o comportamento dos agrotoxicos em funcdo do pH de
suas solugdes ou suspensdes aquosas, a fim de reduzir a perda da atividade inseticida e, ainda,
controlar eventuais problemas de intoxica¢6es pelo aumento da toxicidade.

PALAVRAS-CHAVE: Diazinon, triclorfon, carbofuran, acetilcolinesterase, concentragdo letal
mediana, relacdo estrutura-atividade.

ABSTRACT

EVALUATION OF INSECTICIDES DEGRADATION, AS A FUNCTION OF PH, UTILIZING
DROSOPHILA MELANOGASTER ANDENZYMATICINHIBITIONTEST. Inthe majority ofinsecticide
formulations, such asorganophosphorusdiazinonandtrichlorfon and carbamate carbofuran, water
is used as a vehicle. Chemical stability of these pesticides has been evaluated as a function of their
aqueous solution pH, using Drosophila melanogaster bioassay and acetylcholinesterase inhibition
test. Degradation of the insecticides has been evaluated in solutions at pH 6.0; 7.8 and 10.5,
maintained at 25.0° C. The percent mortality of drosophilas exposed to insecticides demonstrated
thatstructural transformations ofinsecticide moleculeswere higherat pH 10.5and lowerat6.0. Data
on acetylcholinesterase inhibition, in different time intervals, indicate that whereas carbofuran is
the direct agent responsible for the variation of the enzymatic inhibition levels, in the case of
trichlorfon it is due to its more toxic metabolite dichlorvos; no information on structural
modifications in diazinon was attained through this toxicity parameter. Observed results lead to
conclude that the knowledge about the pesticides behavior as a function of pH of their aqueous
solutions or suspensions is important for reducing insecticide activity loss and also for controlling
eventual intoxication problems due to toxicity enhancement.

KEY WORDS: Diazinon, trichlorfon, carbofuran, acetylcholinesterase, median lethal concentration,
structure-activity relationships.

INTRODUCAO a problemas ambientais (McLeay & HarLr, 1999;
WERNER et al,2000) e intoxicacdes, tanto para o
Inseticidas das classes dos organofosforados e homem (ZwieNER & GINSBURG, 1988; FERRER& CABRAL,

carbamatos sdo amplamente utilizados na 1991; GoELLNER,1993) como paraosanimais (HAYEs,
agropecuaria e, também, muito estudados devido 1975-a).

*Bolsista PIBIC/CNPq/1B

Arg. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.70, n.3, p.359-365, jul./set., 2003



360

R. Hirata et al.

Muitas das formulacbes para aplicagdo de
agrotoxicos, como concentrado emulsionavel e p6
molhavel, envolvemaéguacomo veiculo. Pelofatoda
grande maioria dos inseticidas organofosforados e
carbamatosapresentarem naestruturaafuncgao éster,
0 seu comportamento em agua é importante sob dois
aspectos: eles estdo sujeitos a reacéo de hidrélise que
pode diminuir a agdo inseticida como, também,
aumentar atoxicidade pelaformacéo de subprodutos
mais téxicos (Vasqueset al,, 1987; HiraTA et al., 1999).

O bioensaio com moscasDrosophila melanogaster é
utilizado como método de triagem para detectar a
presenca de residuos de agrotdxicos em amostras de
alimentos e dos componentes abioticos (JoserH Jr. &
KnoBEL, 1980; Bacbonaset al.,1988; PauLinoetal.,1992;
ALMEIDA & REYEs, 1999; ALmEIDAEt al., 2001), e o teste
de inibicdo da enzima acetilcolinesterase, por inseti-
cidas organofosforados e carbamatos, uma técnica
para avaliar clinicamente a extensdo de uma intoxi-
cacgdo por essas duas classes de agrotdxicos (Perezet
al.,1987; EspicAREs et al., 1998).

Foi objetivo do presente trabalho, determinar a
extensdodadegradacaodetrésinseticidasemfuncao
do pH utilizando essas duastécnicase correlacionar
os resultados obtidos com a estrutura quimica das
moléculas inseticida.

MATERIAL E METODOS
Inseticidas

Nos experimentos foram utilizados os
organofosforados diazinon-60% (Novartis) e
triclorfon-96% (Bayer), e o carbamato carbofuran-85%
(FMC).

Manutencdo das moscas

Parao fim proposto, em estufaa 25+2°C e 90+3%
de umidade, cerca de 300 moscas Drosophila
melanogaster foram mantidas em frascos de vidro (250
mL) contendo meio nutritivo preparado com 1.000 mL
de 4gua desionizada, 30 g de agar (Difco), 100 g de
levedura em po6, 60 g de acucar e 15 mL de solucdo
fungicida (40 mL de acido ortofosférico, 400 mL de
acido propidnico e 560 mL de 4gua desionizada). Os
repiquesforamrealizadosacada5dias, transferindo-se
as moscas para outros frascos contendo meio nutriti-
vo e retirando-as destes ap6s 2 dias, restando apenas
0s ovos depositados. As moscas foram utilizadas 3
dias ap6és a transformacéo das pupas em adultos.

Determinacdo da concentracédo letal mediana
dosinseticidas (CL,,)*, por bioensaio comDrosophila
melanogaster

Nas determinagdes da CL,, foram preparadas
solucdes acetbnicas de cada inseticida em varias
concentragdes. Para cada concentragao, aliquotas
de 1 mL destas solugdes foram distribuidas em
papel-filtro Whatman n2 1, com &rea aproximada
de 25 cn?, colocado sobre a superficie interna de
frascos de vidro de 1 cm de altura por 1,6 cm de
diametrointerno. A cadatesterealizado, foi prepa-
rado um frasco controle contendo 1 mL do solvente
acetona. Os conteddos dos frascos foram evapora-
dosatéasecura, acrescentando-se, a seguir,acada
um deles 0,1 g de meio nutritivo.

As moscas, anestesiadas com éter etilico,foram
distribuidas nos frascos em numero de 50 (sexo
1:1) e, em seguida mantidos em estufa a 25 + 2°C
€90 £ 3% de umidade. As percentagens de mortali-
dade foram determinadas apés 24 horas de expo-
sicdo e, para se estabelecer os valores da CL,, a
partir dos dados de mortalidade, utilizou-se o
método dos probitos como descrito por BrRownN
(1980) e, CassaRETH & DourL (1991). Para cada
inseticida, foramrealizados testes preliminaresa
fim de se conhecer a concentragdo que causava
uma mortalidade de droséfilas proxima a 50%.
Em seguida, foram conduzidos ensaios, com
cincorepeti¢cdes, paraconcentracdes inseticida
acima e abaixo do valor da CL,, provisoria, inclu-
sive, parase calcular ovalor final desse parametro
de toxicidade.

Avaliacdodadegradacdodosinseticidas, dissol-
vidos em &gua, por bioensaio com Drosophila
melanogaster

Adegradacgaodosinseticidasdiazinon, triclorfon
e carbofuran, dissolvidos em &agua, utilizando D.
melanogaster, foi avaliada em solugfes tampéo de pH
6,0 (KH,PO, — NaOH); 7,8 (KH,PO, - NaOH) e 10,5
(Na,CO, — HCI), preparadas segundo AssumpcAo &
MoriTAa (1968). Em diferentes intervalos de tempo,
uma misturade 1 mL de solucdo inseticidae 2 mL de
acetonafoievaporadaatéasecuraemfrascosdevidro
contendo papel-filtro, seguindo-se, depois, 0 mesmo
procedimento utilizado na determinagdo da CL,,
como descrito naetapaanterior. Aextensdo dadegra-
dacdo dosinseticidas, relacionadacom amortalidade
das drosofilas, foi comparada, em seguida, com 0s
valores de suas CL,

*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-b).
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Avaliacdo do nivel de degradacdo dos insetici-
das, dissolvidos em agua, por inibicdo da enzima
acetilcolinesterase

Como fonte daenzimaacetilcolinesterase, foi utili-
zado o plasmasanguineoderatosalbinosdalinhagem
Wistar. O sanguefoicoletado por puncéocardiacacom
seringa heparinizada com 100 Ul.mL e secaa 37°C.
Em seguida, o plasma foi separado por centrifugagdo
a 2000 rpm por 20 minutos (MeLLo & Puca, 1980). A
atividade daacetilcolinesterase do plasma, em presen-
cadasolucdoinseticida, foi imediatamente determina-
da pelo método espectrofotomé-trico de Elman (1961)
modificado por Wilhelm (1968), utilizando um
espectrofotdmetro Varian UV/Vvis. Esta operacao foi
repetida para diferentes intervalos de tempo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacao do método do probito para os dados da
Tabelalforneceu ovalor 4,49ng.mL *paraaconcentracdo
letal mediana (CL ) do carbofuran, para a Drosophila
melanogaster (Fig. 1). O mesmo procedimento de calculo,
para os inseticidas diazinon e triclorfon, resultou nos
valores da Tabela 2, que mostram que o diazinon foi o
inseticidamaistoxicoeotriclorfon, o menostoxico paraas

Tabela 1 - Mortalidade de Drosophila melanogaster expostas
aoinseticidacarbofuran.

drosdfilas, e o carbofuran, um carbamato, o de toxicidade
intermediaria. Uma diferengca marcante entre este
carbamato e os dois organofosforados em estudo é que
estes Ultimos sofrem, inicialmente, uma transformacao
estrutural paraexerceremaagdotoxica. Assim,odiazoxon

(Sristipo etal. 1972) e o diclorvos (ARTHUR & Casiba, 1957)
sdo osdois metabdlitostdxicos dodiazinonedotriclorfon,
respectivamente, e que causamamorte dasdroséfilasnos
experimentos. (BArRTHEL etal. 1955) detectaram a presenga
de diclorvos, como impureza, no triclorfon e demonstra-
ramsuaorigem porumrearranjomolecularcomliberagéo
de HCI, como mostraaFigura2 (A).

A desidrocloracéo do triclorfon foi, também, estu-
dada por MeTcaLret al. (1959) que mostraram ser ela
despresivelapH 5,4, atingindo, porém, ataxade 60%
apos 2 horas a pH 8,0. Os resultados deste trabalho
séo condizentes com esses dados, pois, a toxicidade
para as drosofilas e o potencial anticolinesterasico
aumentaram acentuadamente quando se passou do
pH 6,0 para 10,5, como se constata pelas Tabelas3e 4.

O mecanismo da transformacdo do triclorfon em
diclorvos ou DDVP, como mostra a Figura 2 (B), foi
sugerido primeiramente por KHARASCH & BENGELSDORF
(1955). Foi postulado, por MeTcALFetal., (1959) e MivamoTo
(1959), que ainibicdo daenzimaacetilcolinesterase por
triclorfon, tanto in vitro comoin vivo, é devidaao DDVP
formado a partir de suas moléculas.

Tabela2 - Concentracéo letal mediana de inseticidas para
Drosophila melanogaster.

Concentracao Mortalidade (%)* Desvio Inseticida CL,, (ig.mL")
-1 =
(mg.mL") padrao  iazinon 0,638 + 0,088
2,50 04 1,7 carbofuran 4,49 £ 0,60
3,75 39 23 triclorfon 158+1,6
5,00 57 18 Alincertezaexpandida da CL, foi calculadadeacordocom
6,25 83 18 EUROCHEM/CITAC Guide (2000) e Harris, D.C. (2001),
7,50 94 2.6 considerandoapenasaincertezapadréotipo Aeaplicando
*Média de cinco valores fator de abrangéncia k igual a 2.
7,0
Equacdo de regressao: 6.0 -
y =6,825x + 0,548 ° ’
Coeficiente de correlagao: = 4
- S 5,01
r=0,99 o 9 .
o
Para probito=5,0 4,0 1
Concentracao = 4,49 mg.mL"!
3,0 T T T T T
0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

Log concentracao

Fig.1-Gréficoprobitoxlogaritmodaconcentragéo inseticidaparacalculodaCL,do carbofuran paraDrosophila

melanogaster
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Fig. 2 — Transformagdes estruturais nas moléculas inseticida triclorfon e diazinon.

Atransformacdo metabélicadotriclorfon podeser pH 7,8 e 10,5 no inicio do experimento, pode ser
constatada pelos dados da inibigdo da acetilcolines- explicada pela transformacéo triclorfon ® diclorvos,
teraseapresentadosnaTabela3. Comoesteinseticida este ultimo um organofosforado com alta atividade
éum inibidor fraco de acetilcolinesterase de mamiferos anticolinesterasica. Da mesma maneira como essa
in vitro, a alta atividade anticolinesterasica para os transformacao verifica-se mais rapidamente quanto
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Tabela 3 - Percentagem de inibicdo in vitro da
acetilcolinesterase plasmatica de rato, por solu¢desaquosas
de triclorfon com diferentes pH.

Tempo (h) pH
6,0 7,8 10,5

2 4 37 82
24 22 94 0
48 40 85,2 0
72 49 82,2 —
144 55,6 37,1 —
168 55,4 17,0 —
192 55,0 0 —
240 62,7 0 —
336 74,7 — —

Tabela 4 - Percentagem de mortalidade (média de trés
valores e desvio padréo) de Drosophila melanogaster expos-
tas a residuos de evaporacdo de solugdes aquosas de
triclorfon com diferentes pH.

Tempo (h) pH
6,0 7.8 10,5
1 2 1,2 17 1,2 100
24 21 1,2 100 0
48 80 1,2 100 0
72 100 100 —_—
192 100 0 —_—
216 100 0 —_—
336 100 —_— —_—
840 100 —_— —_—
1032 100 — —

Tabela 5 - Percentagem de inibicdo in vitro da
acetilcolinesterase plasméatica de rato por solugdes
aquosas de diazinon com diferentes pH.

Tempo (h) pH

o
o
N
o)
[N
Ul

2
24
48
72

168
188
288
432
624

OO0 oo oo o oo
el eNeoNeoNeNeNoNolNe)
OO0 o0oo0o0oo0ooo|o

mais alto o valor do pH, no mesmo sentido, também,
€ a rapidez com que se verifica a degradacdo do
metabdlito diclorvos: enquanto sua formacéo ainda
se verificaapos 336 horas de experimento em pH 6,0,

em10,5todoodiclorvosformadojahaviase degradado
nas primeiras 24 horas do experimento. Segundo
MaTTsoN etal.(1955), o diclorvos, formado a partir da
desidrocloracéo do triclorfon, sofre posteriormente
processo de hidrolise reduzindo suaacao toxica pela
formacdo de produtos ndo-téxicos, como mostra a
equacdo C da Figura 2.

Umaanalise dosdados daTabela4, mostraque ha
uma relagdo direta entre o aumento da percentagem
de mortalidade das drosoéfilas e a inibicdo da
acetilcolinesterase (Tabela 3), umindicativo, também,
de que o metabdlito diclorvos, e néo o triclorfon, é o
agente potencialmente toxico, pois, se assim nao fosse,
os valores desses dois parametros dimimuiriam mui-
tolentamentecomotempo, devidoaofatodahidrélise
do triclorfon ser desprezivel nas condi¢fes do expe-
rimento.

Reineretal.(1975) demonstraram que avelocidade
deinibicédo daacetilcolinesterase de eritrdcito bovino
pordiclorvosé, praticamente,amesmaparaospH7,4
e 6,0. Consequientemente, para o caso deste experi-
mento, a diferenca verificada para os pH 7,8 e 6,0
(Tabela 3) pode ser atribuida a mais rapida transfor-
macao do triclorfon em diclorvos para o pH 7,8. Os
dados mostram, ainda, que esta transformacao foi
mais acentuada para pH 10,5, o que é coerente com o
mecanismodapassagemdotriclorfon paradiclorvos,
pois, quanto mais alcalino o meio, mais facilmente
ocorrera a liberagédo do préton (H*) e, consequente-
mente, a do HCI da molécula do triclorfon.

O organofosforado diazinon ndo é um inibidor
direto daacetilcolinesterase, o que pode ser constata-
do pelos dados da Tabela 5 onde, no intervalo de 624
h,aatividade daenzimaem presencadeste inseticida,
foi praticamente de 100%, ou seja, aacetilcolinesterase
nao foi inibidain vitro. Entretanto, no experimentoin
vivo, o diazinonapresentou altaatividade inseticida,
resultado,comojamencionadoanteriormente, desua
transformacao metabdlica, noinseto, paraodiazoxon
(Fig. 2-D), um inibidor direto da acetilcolinesterase
(Tabela6)eacausadaaltamortalidade das droséfilas.
Estadeducao é coerente com estudos conduzidos por
ForcasHetal.(1966) e Kruceretal.(1960), comdiazinon
em insetos, mostrando que o Unico metabdlito identi-
ficado foi o0 analogo diazoxon.

MarcoT & GysiN (1957) e RADELEFF (1964) fazem
referéncia sobre a possibilidade do diazinon trans-
formar-se, por hidrolise, em produtos muito mais
toxicos para mamiferos como o monotionotep e 0
sulfotep. Essas transformacdes estruturais dodiazinon
ocorrem quando o inseticida contém pequena quanti-
dadedeéaguaresidual. Aocontrario, noscasosemque
o diazinon se encontraem presenca de grande quan-
tidade de agua, como acontece com 0 uso normal
desse produto, e que é o caso, também, do presente
experimento, sua hidrdlise leva a formacéo de subs-
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Tabela 6 - Percentagem de mortalidade (média de trés
valores e desvio padréo) de Drosophila melanogaster expos-
tas a residuos de evaporagdo de solugdes aquosas de
diazinon com diferentes pH.

Tempo (h) pH

6,0 7.8 10,5

0 100 100 100

24 100 100 100

48 100 100 100

72 100 100 37

120 100 100 0

168 100 100 0

288 98 35 98 2,0

432 92 1,2 90 4,0

600 86 2,0 84 2,0
Tabela 7 - Percentagem de inibi¢do in vitro da

acetilcolinesterase plasmaticade rato por solu¢desaquosa
de carbofuran com diferentes pH.

Tempo (h) pH

6,0 7.8 10,5

2 100 100 100

24 100 100 0

48 100 100 0

72 100 100 —_

96 100 100 —

120 100 100 —

Tabela 8 - Percentagem de mortalidade (média de trés
valores e desvio padrao) de Drosophila melanogasterexpos-
tas a residuos de evaporagdo de solucgdes aquosas de
carbofuran com diferentes pH.

Tempo (h) pH
6,0 7,8 10,5
0 74 1,2 64 1,2 46 3,5
24 74 1,2 64 1,2 14 1,2
48 68 2,0 50 2,0 4 1,2
72 60 1,2 40 2,3 0
168 56 1,2 24 2,0 0
192 56 1,2 24 4,0 —
216 52 2,0 24 1,2 —
312 10 1,2 02 1,2 —

tancias, praticamente, ndo toxicas. Realmente, como
se verifica pelos dados da Tabela 5, o diazinonin
vitro ndo passa para diazoxon nas trés faixas de
pH analisadas, pois, ndo houve inibicao da
acetilcolines-terase: a inibicdo dessa enzima seria
acentuada no caso da presenga desse metabdlito.
Embora, pelos dados desta tabela ndo se constate
transformacdes estruturais do inseticida, os da

Tabela 6 indicam claramente que, paraopH 10,5¢e
no intervalo de tempo 72-120 horas, o inseticida
diazinon foi degradado totalmente para produtos
nao-toxicos para as drosoéfilas: sua mortalidade
foi reduzida, praticamente, a zero. Este comporta-
mento do diazinon é coerente com dados de sua
degradacdo por hidrélise, em funcdo do pH
(WoRTING & WALKER, 1987).

Os dados das Tabelas 7 e 8 para o carbofuran
mostram que este inseticida é um inibidor direto da
acetilcolinesterase e de alta toxicidade para as
droséfilas. Diferentemente dosdoisorganofosforados,
esse carbamato ndo sofre transformacdes metabdlicas
para produtos mais toxicos. Ele simplesmente sofre
hidrélise bésica para metabdlitos nao-toxicos para
drosdfilas, o que pode ser constatado pela queda
continuanosvalores damortalidade comotempo de
incubacdo. Esta transformacao hidrolitica é muito
mais acentuada para a solucdo de pH mais alcalino,
dadoesse, coerente com as observagdes de McEweN &
Davis (1965).

CONCLUSAO

No preparo de solugdes aquosas de inseticidas
deve-se levar em conta o pH da 4gua utilizada e o
periodo de aplicacdo da solucdo, a fim de se evitar a
perda da atividade téxica do principio ativo e, o que
émaisimportante, acidentescom intoxicaces devido
ao aumento da sua toxicidade.
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