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RESUMO  

 

O uso constante de inseticidas em programas de saúde pública tem sido a principal medida 

para o controle de insetos vetores de doenças epidêmicas em países tropicais e 

subtropicais. Anualmente toneladas de inseticidas sintéticos, sobretudo os 

organofosforados, são lançadas ao meio ambiente na tentativa de controlar o crescimento 

populacional dos vetores. Os larvicidas são compostos capazes de matar larvas que se 

desenvolvem em reservatórios grandes ou pequenos, naturais ou artificiais de água, muitas 

vezes própria ao consumo humano. Os compostos dilapiol e espinosade são classificados 

como larvicidas, sendo o dilapiol um óleo essencial extraído da espécie vegetal Piper 

aduncum e o espinosade uma combinação de dois metabólitos produzidos pela bactéria 

Saccharopolyspora spinosa. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos genotóxicos do 

dilapiol e do espinosade, por meio do teste de mutação e recombinação somática (SMART) 

de asa de Drosophila melanogaster. Na metodologia foi utilizado o cruzamento padrão, 

sendo as larvas com 72h de vida submetidas durante 48h à exposição crônica a três 

diferentes concentrações não letais do dilapiol (3,2, 16 e 80 µm/mL) e do espinosade (0,32, 

0,96 e 1,6 µg/mL). Para avaliação do efeito genotóxico, as frequências das manchas de 

pelos mutantes nas asas dos indivíduos tratados foram comparadas com os respectivos 

controles negativos. Os resultados indicam que ambos compostos tiveram atividade toxico-

genética positiva, em todas as concentrações testadas, exceto o espinosade a 0,96 µg/mL. 

A atividade genotóxica se deu, principalmente, à indução de recombinação e, em menor 

escala, à mutação somática, verificada apenas para o espinosade. Os resultados aqui 

apresentados contribuem para o conhecimento dos riscos genotóxicos do uso destes dois 

inseticidas, que merecem ainda mais estudos, feitos em outros modelos experimentais e 

outras condições e metodologias para que sejam considerados seguros para a saúde 

humana e o meio ambiente. 

 

Palavras-Chave: SMART, Mutação, Recombinação, Saúde Pública, Inseticidas. 
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ABSTRACT 

 

The constant use of insecticides in public health programs has been the main measure to 

control insect vectors of epidemic diseases in tropical and subtropical countries. Each year 

tons of synthetic insecticides, especially organophosphates, are released into the 

environment in an attempt to control population growth of the vectors. Very often for human 

consumption. The compounds dilapiol and spinosad are classified as larvicides, being the 

dilapiol an essential oil extracted from the vegetal species Piper aduncum and spinosad a 

combination of two metabolites produced by the bacterium Saccharopolyspora spinosa. The 

objective of this study was to evaluate the genotoxic effects of spinosad and dilapiol by 

means of the somatic mutation and recombination test (SMART) of Drosophila melanogaster 

wing. In the methodology was used the standard crossing and the larvae with 72h of life were 

submitted during 48h to chronic exposure to three different no lethal concentrations of 

dilapiol (3,2, 16 and 80 µm/mL) and of spinosad (0,32, 0,96 and 1.6 µm/mL). To evaluate the 

genotoxic effect, the frequency of mutant spots on the wings of the treated individuals was 

compared with the respective negative controls. The results indicate that both compounds 

had positive toxic-genetic activity at all concentrations tested, except the spinosad at 0.96 

µm/mL. The genotoxic activity was due mainly to the induction of recombination and to a 

lesser extent, the somatic mutation, observed only for spinosad. The results presented here 

contribute to the knowledge of the genotoxic risks of using these two insecticides, which 

deserve further studies undertaken in other models and other experimental conditions and 

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

 

 

Key-words: SMART, Mutation, Recombination, Human health, Insecticides. 
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CAPÍTULO 1  

1.1 Introdução 

 

A descoberta do papel dos insetos hematófagos como vetores biológicos de 

patógenos ao homem colaborou para a criação de programas de controle populacional 

desses vetores.  A partir do surgimento dos inseticidas de síntese (décadas de 1940), 

enormes volumes de recursos têm sido dirigidos ao uso de milhares de toneladas destas 

moléculas tóxicas em todo o mundo (CENTRO NACIONAL DE EPIDEMIOLOGIA, 2001).  

  

A falta de seletividade dos inseticidas sintéticos cursa com agressão ao meio 

ambiente e surgimento de efeitos tóxicos agudos e crônicos sobre invertebrados e 

vertebrados (DULOUT et al 1985; DEGRAEVE et al 1984; DEGRAEVE; MOUTSCHEN, 

1984; DEFERRARI et al 1991; GARRETT, 1992; EYER, 1995; CAVALIERE et al., 1996). 

 

Em face dos danos causados pelo uso dos inseticidas de síntese, assim como, o 

surgimento da resistência do Aedes aegypti, transmissor da dengue, aos inseticidas 

químicos utilizados em programas para o seu controle, surgiu à necessidade de se 

empregar diferentes métodos para o controle de insetos transmissores de doenças, em 

especial o controle biológico. 

A descoberta da ação larvicida de algumas bactérias (GOLDBERG e MARGALIT, 

1977), que agem sobre espécies de culicídeos e simulideos, abriu novas perspectivas para 

o controle destes insetos. Entre eles se destaca o composto espinosade, desenvolvido a 

partir da década de 80, quando metabólitos secundários da bactéria Saccharopolyspora 

spinosa foram usados com sucesso no controle de insetos de várias classes (DeAMICIS et 

al., 1997; SPARKS et al., 1999; WILLIAMS et al., 2003; MANSOUR et al., 2007). Esse 

composto apresenta uma ampla margem de segurança a outros tipos de insetos não vetores 

e organismos específicos, sendo considerado como um inseticida seletivo (SCHOONOVER 

e LARSON, 1995; ELZEN et al., 2000; MANSOUR et al., 2007). Porém sabe-se que 

seletividade absoluta é algo difícil de ser estabelecida, pois os inseticidas são substâncias 

tóxicas em maior ou menor grau também para organismos não-alvo, incluindo os seres 

humanos (ERNEST e PATRICIA, 1997). Para avaliação do risco de toxicidade a 



 

 

2 

Organização Mundial de Saúde (OMS) enfatiza a necessidade de testes e estudos dos 

pesticidas formulados. 

Os compostos de natureza botânica são fontes potenciais de recursos para a 

produção de novos inseticidas (HEDIN,1982; ISMAN, 1995; PARK et al., 2002). Os óleos 

essenciais e seus componentes têm se mostrado potencialmente ativos como inseticidas 

botânicos (SINGH e UPADHYAY, 1993; BAKKALI et al., 2008). 

O gênero Piper contém aproximadamente 1.000 espécies e pertence à família 

Piperaceae, que está amplamente distribuída entre a vegetação secundária da floresta 

tropical Amazônica. A população humana costuma utilizar esta espécie para inúmeras 

finalidades (JOLY, 1981, BARRETT, 1994; SCHULTES e RAFFAUF, 1990).  

O óleo essencial dilapiol é extraído da espécie Piper aduncum L., e apresenta 

comprovada ação sobre fitopatógenos de culturas tradicionais, entre eles fungos (BASTOS, 

1997; MORANDIM et a.,. 2002), bactérias e moluscos (ORJALA et al., 1994). Em outros 

estudos, esse extrato vegetal apresentou comprovadas ações analgésica e anti-inflamatória 

com casos de baixos níveis de toxicidade (MONTEIRO et al., 2001, FONTES JÚNIOR et al., 

2002, SOUSA et al., 2008). SILVA et al., (2007) comprovaram que tanto os extratos 

extraídos de folhas como os extraídos de raízes de P. aduncum apresentam igual atividade 

inseticida sobre espécies de cigarrinha (Aetalion sp,), um inseto fitófago e praga de 

interesse econômico no estado do Amazonas.  

O extrato dilapiol é o de maior atividade inseticida em larvas de Aedes aegypti, vetor 

da dengue, com 92% de eficiência no controle das formas imaturas (BERNARD et al. 1995, 

BERGERON e VASQUES, 1996, POHLIT et al,. 2004, SOUTO, 2006). Extratos de cerca de 

300 espécies de plantas (Cyperaceae, Dichapetaceae, Piperaceae) têm se mostrado 

eficientes fontes larvicidas naturais para o controle de mosquitos vetores no Brasil 

(SHARMA et al., 1998). Entretanto, poucos são os estudos sobre o efeito genotóxico do 

dilapiol em A. aegypti. 

Compostos com atividades biológicas continuam sendo desvendados, principalmente 

quando se refere às suas propriedades tóxicas, carcinogênicas e mutagênicas. Cada droga 

descoberta necessita de testes de genotoxicidade, para estudos detalhados sobre a sua 

composição química e toxicidade, pois tais fatores interferem no processo de multiplicação 

celular e algumas substâncias modificam a estrutura de genes específicos ou contribuem 

para o surgimento de mutações, o que torna útil o uso de testes de genotoxicidade para o 

rastreamento de possíveis agentes genotóxicos (NEPUCENO e CUNHA, 2011). 
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O Teste para Detecção de Mutação e Recombinação (SMART) em células somáticas 

de Drosophila melanogaster, descrito por Graf et al. (1984), possibilita a avaliação 

simultânea e in vivo dos possíveis efeitos mutagênicos e recombinogênicos. É um teste útil 

para identificar agentes genotóxicos e antigenotóxicos através do reconhecimento de 

eventos mutacionais de ponto, deleções, translocações ou recombinação mitótica (GRAF et 

al., 1984; VOGEL e ZILASTRA, 1987) no modelo experimental Drosophila.  

A importância das pesquisas com este organismo eucarionte se devem a diversos 

fatores, entre eles a comprovada conservação genética que existe com o genoma humano, 

em cerca de 80% (ADAMS et al., 2000; INTERNATIONAL HUMAN GENOME 

SEQUENCING CONSORTIUM, 2001) e a conservação de rotas bioquímicas e funções 

regulatórias relacionadas à saúde humana, como as do ciclo celular, da neurogênese e da 

biologia do câncer (ARTAVANTIS-TSAKONAS et al., 1995; ST-JOHN e XU, 1997; 

KORNBERG e KRASMOW, 2000; FEANY e BENDER, 2000; BIER, 2005; RAND, 2010).  

Assim, a similaridade entre Drosophila e humanos, aliada ao desenvolvimento do 

teste SMART, permite que uma variedade de produtos químicos comercializados atualmente 

- da ordem de 80.000 segundo RAND, 2010 – seja estudada do ponto de vista dos riscos 

genotóxicos, fornecendo informações relevantes, que podem ser extrapolada para os 

humanos (ARTAVANIS-TSAKONAS, et. al., 1995; ST-JOHN e XU, 1997). 
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1.2 Objetivos 

 

 

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

ao tratamento em sua fase larval. 

 

2. Avaliar, do ponto de vista qualitativo, os eventos genotóxicos induzidos pelos compostos 

dilapiol e espinosade, através da presença e contagem de manchas simples (pequenas ou 

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

  

3. Comparar os resultados obtidos em dois diferentes genótipos (trans-heterozigoto e 

heterozigoto balanceador TM3), a fim de quantificar as possíveis alterações genéticas 

induzidas: mutação ou recombinação mitótica;  

 

4. Comparar os efeitos tóxico-genéticos do dilapiol e do espinosade entre si, a fim de indicar 

o composto mais seguro para o uso como larvicida e, consequentemente, para a saúde 

humana e o meio ambiente. 
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1.3 Referencial Teórico 

 

Inseticidas e saúde humana 

 

A dengue é uma doença viral transmitida como quatro sorotipos (HALSTEAD et al. 

1963,  HALSTEAD, 1992) através de um hospedeiro, o mosquito, que apresenta resistência 

a pesticidas utilizados nos programas de controle com organofosforados no Brasil (LUNA et 

al. 2004). O aumento crescente com os custos para o combate do vetor transmissor da 

dengue, o Aedes aegypti, tem motivado várias pesquisas com o objetivo de desenvolver 

uma vacina eficaz contra o vírus da dengue, sendo até então uma prioridade pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS). No entanto, o desenvolvimento dessa vacina tem 

frustrado a comunidade cientifica, pois existe uma necessidade dela imunizar contra os 

quatros tipos de dengue (FIGUEIREDO, 1999). Em quanto a OMS não estabelece essa 

forma de controle da doença, o uso de larvicidas e outras medidas sanitaristas constituem a 

única forma de minimizar e controlar novos surtos da doença. 

O controle químico apesar de suas desvantagens à saúde humana e ambiental 

ainda consiste em uma importante medida para controlar o desenvolvimento dos insetos 

transmissores de doenças. A relação entre o uso dessas substâncias e o surgimento de 

doenças de longo e médio prazo, bem como a resistência dos insetos a esses tipos 

químicos contribuem para a busca de novas alternativas para o controle populacional dos 

insetos, sobretudo em sua fase larval (VALLE e BRAGA, 2007). 

 A falta de seletividade dos inseticidas sintéticos colabora para alterações ao meio 

ambiente e apresentam uma série de efeitos tóxicos a curto e longo prazo em seres 

invertebrados e vertebrados. A literatura científica disponibiliza dados resultantes de estudos 

experimentais em mamíferos, bem como, de estudos epidemiológicos que comprovam que 

os efeitos crônicos resultantes da exposição prolongada a diferentes moléculas de 

inseticidas organoclorados e organofosforados, com comprometimentos miotóxicos, 

neurotóxicos, genotóxicos, imunotóxicos e mutagênicos sobre mamíferos, tem se 

acumulado (DULOUT, 1985; DEGRAEVE, et. al., 1984; DEGRAEVE; MOUTSCHEN, 1984; 

DEFERRARI, et. al., 1991; GARRETT, 1992; EYER, 1995; CAVALIERE, et. al., 1996). 

Os organofosforados são substâncias químicas extremamente tóxicas, que contêm 

carbono e fósforo, e podem ser fatais na proporção de alguns miligramas para um homem 

de cerca de 70 kg. Apesar disso, são amplamente utilizados na agropecuária como 

inseticidas, e podem ocasionar intoxicações acidentais em animais e humanos. Em 
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decorrência disso, nos últimos anos, muitos estudos estão tentando buscar novas 

alternativas seguras para o controle de insetos (produtos larvicidas ou reguladores do 

desenvolvimento), especialmente aqueles extraídos de plantas (BERNARD et al., 1995).  

No período de 1996 a 2000, foram usadas em média, 4.937 toneladas de Temefós 

por ano. Este organofosforado tem sido aplicado, a intervalos de dois meses, nos criadouros 

de Aedes aegypti em todas as localidades onde é constatada a circulação viral, inclusive em 

caixas d’água e outros recipientes usados para estocagem de água potável para uso 

doméstico. O acumulo de água em recipientes diversos é uma prática comum, em 

decorrência da distribuição irregular de água para consumo humano. Na maioria das 

cidades brasileiras estes recipientes tornam-se as principais fontes de criação de larvas do 

vetor do vírus da dengue. Este fato resulta em exposição humana contínua e prolongada ao 

organofosforado (ZAIM e GUILLET, 2002). 

Em face dos danos causados pelo uso dos inseticidas de síntese, assim como, o 

surgimento da resistência do Aedes aegypti aos inseticidas químicos utilizados em 

programas para o seu controle, surgiu a necessidade de se empregar diferentes métodos 

para o controle de insetos transmissores de doenças, em especial o controle biológico 

(VALLE e BRAGA, 2007). 

 

O dilapiol 

A ampla diversidade biológica, em grande parte ainda inexplorada, principalmente 

de regiões como a Amazônia, representa um potencial para a pesquisa de novos produtos 

que poderão vir a substituir os agrotóxicos químicos (SANTOS, 1998). O gênero Piper 

contém aproximadamente 1.000 espécies, pertence à família Piperaceae, e está 

amplamente distribuída entre a vegetação secundária da floresta tropical Amazônica. A 

população humana utiliza esta espécie como perfume, óleo, isca de peixe, inseticida, 

tempero, alucinógeno e também como ornamentação, alimento e remédio (JOLY, 1981; 

SCHULTES e RAFFAUF, 1990).  

Um número de compostos tem sido isolado do gênero Piper, como terpenos, 

fenilpropanóides e uma série de alcalóides (HEGNAUER, 1990; JENSEN et al., 1993). 

Muitos destes compostos mostram atividades biológicas, particularmente, antimicrobiana. 

Extratos de plantas da família Piperaceae, tais como, Piper divaricatum, Piper aduncum, P. 

marginatrim variedade anisstum, P. callosum, P. marginatum variedade de marginatum, 

foram utilizados em testes de letalidade em larvas de Aedes aegypti, vetor da dengue, e em 
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larvas de Anopheles marajoara, vetor da malária (SOUTO, 2006), e mostraram atividade 

larvicida em Piper aduncum de 73% e 75% nos intervalos de 24 a 48 horas, 

respectivamente.  

Apesar da sua importância, Piper tem recebido limitada atenção científica. Este 

gênero tem sido investigado na Ásia, e espécies indianas de Piper têm sido particularmente 

bem analisadas (como P. nigrum, P. longum, P. cubeba, P. betle e P. methysticum). A 

espécie Piper aduncum L., também conhecida vulgarmente como pimenta de macaco ou 

pimenta longa, produz um óleo essencial, chamado dilapiol (Figura 1), com comprovada 

ação sobre fitopatógenos de culturas tradicionais, como fungos (BASTOS, 1997; 

MORANDIM et al., 2002), bactérias e moluscos (ORJALA et al., 1994). Este óleo essencial 

de P. aduncum foi testado, por exemplo, contra o fungo Clinipellis perniciosa, conhecido 

como "vassoura-de-bruxa", responsável por ataque patogênico ao cacau e ao cupuaçu. Nas 

concentrações de 50 a 1.000 ppm inibiu em 100% o crescimento e a germinação deste 

fungo (BASTOS, 1997). Em outros estudos, o extrato de P. aduncum apresentou 

comprovada ação analgésica e antiinflamatória com casos de baixos níveis de toxicidade 

(MONTEIRO et al., 2001; FONTES JÚNIOR et al., 2002; SOUSA et al., 2008). SILVA  et al., 

(2007) comprovaram que tanto os extratos extraídos de folhas como os extraídos de raízes 

de P. aduncum apresentam igual atividade inseticida sobre espécies de cigarrinha (Aetalion 

sp,), um inseto fitófago e praga de interesse econômico no estado do Amazonas.  

 A análise da diversidade genética de Piper aduncum presente nas Américas vem 

sendo feita especialmente na região Amazônica, por análise de marcadores de DNA em 

coleções de germoplasma (CONTI et al., 2002) e em amostras de populações naturais 

(GAIA et al., 2004). Do ponto de vista molecular, GAIA et al. (2004) caracterizaram dezoito 

amostras provenientes de quatro locais  da Amazônia Brasileira. Os autores examinaram as 

amostras através do método de RAPD (polimorfismo de DNA amplificado ao acaso) e os 

resultados evidenciaram a existência de real diversidade entre as populações examinadas, 

que acompanham os padrões de distribuição geográfica.  

Assim, o uso de extrato de P. aduncum poderá ser uma alternativa de controle 

contra insetos fitófagos e, conseqüentemente, viabilizará custos operacionais, ajudando a 

produzir alimentos mais seguros e protegendo o meio ambiente dos efeitos diversos 

causados pelos agrotóxicos convencionais, tornando os pequenos agricultores da região 

Amazônica independentes da aquisição desses produtos (SILVA et al., 2007) 
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Figura 1. Estrutura química do óleo essencial dilapiol. 
Fonte: Fazolin et al., 2005. 

 

 

O óleo essencial de P. aduncum apresenta o éter fenílico dilapiol como seu 

componente majoritário e que é responsável por suas atividades biológicas (BASTOS, 1997; 

MAIA et al., 1998). Outros constituintes químicos comuns são amidas, isobutil amidas, 

piperidinas e pirrolidinas (SENGUPTA e RAY, 1987).  

O extrato dilapiol, especificamente extraído da espécie Piper aduncum, é o de maior 

atividade inseticida em larvas de Aedes aegypti, vetor da dengue, com 92% de eficiência no 

controle da formas imaturas (BERNARD, et. al., 1995; BERGERON e VASQUES, 1996; 

POHLIT, et. al., 2004; SOUTO 2006). Extratos de cerca de 300 espécies de plantas 

(Cyperaceae, Dichapetaceae, Piperaceae) têm se mostrado eficientes fontes larvicidas 

naturais para o controle de mosquitos vetores no Brasil (SHARMA, et. al., 1998). Poucos 

são, entretanto, os estudos sobre o efeito genotóxico do dilapiol em A. aegypti. Destaca-se o 

trabalho de RAFAEL, et. al., (2008) que testou a ação do dilapiol sobre larvas e pupas de A. 

aegypti por meio de testes de toxicidade, frequência de micronúcleos, anormalidades 

nucleares e anomalias cromossômicas.  

 

O espinosade 

Na década de 1980 foi descoberta uma nova linha de produtos naturais para o 

controle de uma variedade de insetos, o espinosade. O espinosade, que é composto por 

duas espinosinas é apenas dois dos 87 metabólitos secundários de uma bactéria com 

fermentação no solo, a Saccharopolyspora spinosa (THOMPSON et al., 1997; CROUSE e 

SPARKS, 1998; SPARKS et al,.1998, 1999; CROUSE e SPARKS, 1998; THOMPSON et al, 

2000). Conforme mostrado na Figura 2, o espinosade é um combinado de dois metabólitos 

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

 

A bactéria Saccharopolyspora spinosa foi descoberta por acaso no iníco da 

década de 1940 em um barril de rum. As amostras foram levadas ao laboratório para estudo 

da espécie e da sua atividade. Descobriu-se então tratar-se de uma nova espécie de 

bactéria com propriedades inseticidas. E ao final dos anos 1980 já eram conhecidos 

diversos de seus metabólitos ativos. O nome espinosade veio da união do nome espinosa 

com os dois metabólitos, A e D (espinosa A+D). Em 1995, o espinosade foi classificado pela 

Agência de Proteção Ambiental dos EUA como um produto de baixo risco de efeito 

toxicológico e ambiental (SALGADO, 1998; MANSOUR et al., 2007). 

Segundo os trabalhos de DeAMICIS et al. (1997), SALGADO (1998), SPARKS et 

al. (1999), WILLIAMS et al. (2003), MANSOUR et al., (2007) e outros, o espinosade possui 

atividade seletiva para insetos das classes Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera, 

Thysanoptera, e alguns da classe Coleoptera.   

De acordo com SALGADO (1998) o modo de ação do espinosade em insetos está 

associado com a excitação do sistema nervoso, que altera as funções dos canais iônicos. O 

modo de ação dessa classe de inseticidas ocorre por ação neurotóxica, por agir como 

agonista colinérgico dos canais iônicos pós-sinápticos (receptores nicotínicos) bem como na 

função dos canais de cloro GABA (SALGADO, 1998; SALGADO et al., 1998; THOMPSON 

et al., 2000). Em contato com a água o espinosade atua no sistema nervoso das larvas dos 

insetos, provocando a transformação dos seus receptores químicos e, consequentemente, 

paralisia e morte do organismo (SALGADO, 1998; SALGADO et al., 1998). 

O espinosade é referenciado como um composto de ampla margem de segurança 

a muitos insetos, portanto, tal composto é considerado como um inseticida seletivo 

(MANSOUR et. al., 2007; SCHOONOVER e LARSON, 1995; ELZEN et al., 2000).  

 



 

 

10 

Aspectos gerais da mutação 

Qualquer alteração súbita do material genético que não seja explicada pela 

recombinação capaz de ser transmitida à descendência celular caracteriza-se em uma 

mutação. A transmissão desse evento genético depende da linhagem celular em que ele 

ocorra, células germinativas ou somáticas (SNUSTAD e SIMONS, 2000; ROUSE e 

JACKSON, 2002; SIVIERO e MACHADO-SANTELLI, 2008). As mutações são classificadas 

em pontuais quando afetam um único par de bases, são consideradas como as principais 

causas de doenças de origem genética. A ocorrência de eventos mutacionais pode ser 

aumentada pela exposição do organismo a agentes mutagênicos, a chamada mutação 

induzida. O potencial ou eficiência desses agentes é avaliado pelo incremento da frequência 

de mutações em relação ao nível basal, quando se analisa um organismo a ele exposto 

(SIVIERO e MACHADO-SANTELLI, 2008). 

A avaliação do potencial mutagênico de agentes químicos é feita mediante testes 

in vivo e in vitro bem padronizados que utilizam diferentes sistemas biológicos. O principal 

objetivo dessa avaliação consiste em quantificar o perigo de mutação do material genético e 

consequentemente transmissão hereditária destas mutações. Esses testes são, na maioria 

das vezes, empregados para prever o desenvolvimento de câncer (SIVIERO e MACHADO-

SANTELLI, 2008). 

Os testes de mutagenicidade são empregados como testes de triagem para 

prever o potencial carcinogênico das substâncias. Entretanto, eles apenas avaliam as 

substâncias que produzem câncer por mecanismos genotóxicos, isto é, que interagem 

diretamente com o material genético (ERNEST e PATRICIA, 1997). 

Inicialmente testes envolvendo um modelo procarionte, a Salmonella typhimurium 

foram utilizado por AMES (1975) para analisar mutações pontuais em cepas mutantes 

cultivadas em meio a uma enzima (fosforribosil ATP sintetase) necessária para a síntese da 

histidina. A partir daí, outros testes foram desenvolvidos em modelos eucariontes (SIVIERO 

e MACHADO-SANTELLI, 2008). 

A Drosophila é utilizada pelo fato de ser um modelo experimental com 

características genéticas conhecidas que possibilita o estudo de mutações pontuais, 

deleções, translocações, perda cromossômica e não disjunção (RUBIN e LEWIS, 2000). 

Atualmente a Drosophila possui uma variedade de linhagens, que apresentam 

diversos marcadores moleculares e outras propriedades que facilitam as manipulações 

genéticas. A clonagem molecular e a análise funcional dos genes da Drosophila tornaram 
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possível reunir um perfil molecular de muitos processos celulares e de desenvolvimento. 

Genes clonados em Drosophila levaram à identificação de cognatos em mamíferos que 

apresentam funções intimamente relacionadas. Isto inclui fatores de transcrição e seus 

reguladores, proteínas estruturais, proteínas cromossomais, canais iônicos e proteínas 

sinalizadoras. Os genes homeobox são alguns dos exemplos da conservação genética entre 

moscas e outros animais. Mais recentemente, tem sido demonstrada uma alta correlação 

entre os caminhos que controlam o desenvolvimento dos membros, sistema nervoso, olhos, 

sistema circulatório, bem como um complexo de interações sistêmicas - como o ritmo 

circadiano e imunidade inata (RAND, 2010). 

O aparato bem desenvolvido de sistemas utilizados para análise genotóxica em 

Drosophila melanogaster tem sido amplamente utilizado para testar também a 

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

 

O teste SMART 

Dentre as metodologias disponíveis para o estudo de compostos químicos de 

origem sintética ou natural está o teste para detecção de mutação e recombinação somática 

– SMART (somatic mutation and recombination test) descrito inicialmente por Graf et al. em 

1984, essa metodologia é realizada com o díptero Drosophila melanogaster. O teste é capaz 

de detectar mecanismos que leva à perda da heterozigose. Estudos sobre os eventos 

genéticos relacionados com o desenvolvimento de tumores, por exemplo, demonstram a 

importância da perda da heterozigose. Essa perda se dá por eventos genéticos que levam à 

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

O teste SMART de asa detecta a perda de heterozigose de genes marcadores 

que determinam fenótipos identificados nas asas de Drosophila melanogaster. É um método 

que utiliza células somáticas e pode ser feito em uma só geração. Pode ser utilizado um 

amplo espectro de agentes genotóxicos de diferentes classes químicas, misturas complexas 

e também partículas gasosas. Segundo GRAF et al. (1984) e ANDRADE et al. (2003) o teste 

fundamenta-se na premissa de que, durante o desenvolvimento embrionário da larva de 

Drosophila, grupos de células (os discos imaginais das asas) proliferam mitoticamente até o 

ponto em que se diferenciam, durante a metamorfose entre a fase larval e adulta, em 

estruturas que originam as asas da mosca. Uma vez que estas células sofram danos no 

DNA, irão traduzir uma mutação fenotípica visível nas células das asas do indivíduo adulto. 
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O teste SMART de asa faz uso de dois genes marcadores para a forma dos pelos 

das asas: pelos múltiplos (mwh) e pelos cujo formato lembra uma "chama de vela", chamado 

flare (flr3), e baseando-se na indução de alterações genéticas que originam a perda de 

heterozigose em células larvais, que são heterozigotas para estes dois genes recessivos. 

Quando ocorre uma alteração genética em uma das células que estão se dividindo por 

mitose, é formado um clone de células mutantes que pode ser detectado fenotipicamente 

como uma mancha mutante na superfície das asas dos adultos. A análise das mutações 

induzidas pelo tratamento é feita pela observação de grupos de células que expressam os 

genes marcadores flr3 e mwh, responsáveis por mudanças na forma dos pêlos ou tricomas 

(GRAF et al., 1984).  

Embora o número total de manchas mutantes forneça dados quantitativos sobre a 

atividade genotóxica do composto testado, o tipo de mancha pode revelar também quais 

foram as diferentes mutações envolvidas na origem dos clones. Assim, manchas mutantes 

simples (pequenas ou grandes), que expressam o fenótipo mutante flr3 ou mwh, indicam a 

ocorrência de mutações pontuais, alterações cromossômicas ou recombinação mitótica. Já 

as manchas gêmeas - formadas por células adjacentes flr3 e mwh - têm origem 

exclusivamente por recombinação, o que significa que este tipo de mancha pode fornecer 

indicações preliminares sobre a ação recombinogênica do composto testado.  

 

Aspectos metodológicos do teste SMART 

Os estoques de Drosophila melanogaster são mantidos em frascos de vidro de 

300 mL, contendo o meio de cultura padrão feitos com 1.000 mL de água destilada, 70 g de 

açúcar cristal, 50 g de fermento biológico (Fleischman e Royal Ltda), 7 g de ágar, 0,005 g de 

nipagin e 100 g de farinha de milho (ANDRADE et al., 2003). Este meio de cultura também é 

utilizado para os cruzamentos. 

Para obtenção de larvas de terceiro estágio utiliza-se também um meio de 

ovoposição, contendo uma base sólida de ágar-ágar a 2,5% com aproximadamente 1 cm de 

espessura, coberta por uma camada de aproximadamente 3cm de fermento pastoso 

(Fleischman e Royal Ltda) - previamente aquecido em banho-maria e fermentado com 

sacarose na seguinte proporção: 500 g de fermento, 2 colheres de açúcar e 20 mL de água 

destilada. Os tratamentos das larvas são feitos em tubos plásticos descartáveis contendo 

0,9g de meio de cultura instantâneo e hidratado com 3mL de solução-teste. 
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  Todas as culturas de Drosophila melanogaster são mantidas a 25°C  1°C e a 

umidade de 60-70%. São utilizadas duas linhagens de Drosophila melanogaster, sendo que 

cada linhagem possui genes marcadores específicos localizados no braço esquerdo do 

cromossomo 3, que se expressam fenotipicamente na forma dos pelos das asas. Suas 

constituições genotípicas encontram-se representadas abaixo: 

 flr3 - flr3 / In(3LR)TM3, ri pp sep I(3)89Aabx34e e Bds  

 mwh - mwh/mwh 

O cromossomo balanceador TM3, presente na linhagem flr3 é indispensável para a 

manutenção do gene marcador em heterozigose, pois este gene é um letal zigótico  

(GARCIA-BELLIDO et al.,, 1976). 

È realizado o cruzamento padrão, onde fêmeas virgens flr3 são cruzadas com 

machos também virgens mwh (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

Após um período de 3 dias se formarão larvas descendentes com duas 

constituições genotípicas: 

- mwh + / + flr3 – que serão trans-heterozigotas para os marcadores recessivos mwh e 

flr3, ligados ao cromossomo 3;  

- mwh + / TM3, BdS – que serão heterozigotas para o cromossomo balanceador TM3. 

As asas destes indivíduos adultos tem um padrão recortado (Figura 4A), devido à presença 

Figura 3. Cruzamento padrão. 
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do marcador BdS, o que permite diferenciá-los dos indivíduos trans-heterozigotos que 

apresentam asas com formato normal (Figura 4B). 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamentos 

O tratamento inicia-se com o cruzamento de fêmeas e machos em vidros, contendo 

meio de cultura de farinha por um período de 3 dias. Ao término deste tempo os casais são 

transferidos para vidros contendo meio de ovoposição por um período de 8 horas. Após este 

período, os casais são descartados, ficando apenas as larvas nos vidros, por 72  4 horas a 

partir do início da ovoposição. Após o período da ovoposição as larvas em terceiro estágio 

são contadas em 100 unidades para cada tubo de concentração do composto a ser 

estudado. Elas são separadas do fermento por flotação em água corrente, sendo 

transferidas, em seguida, para tubos plásticos descartáveis contendo meio de cultura 

sintético (0,9 g) hidratado com as soluções de tratamento (3 mL).  

As larvas ficam expostas aos tratamentos, com diferentes concentrações dos 

compostos, por aproximadamente 48 horas (tratamento crônico), sendo que, neste período, 

as células dos discos imaginais passam por sucessivos ciclos de divisão mitótica (5 a 6 

divisões), sob a ação dos inseticidas, até atingirem o estágio de pupa. 

 Todos os indivíduos adultos nascidos a partir de 10 a 12 dias após a postura dos 

ovos são conservados em etanol 70%. 

 Montagem das lâminas 

As moscas nascidas são retiradas dos tubos e lavadas em solução fisiológica e 

estocadas em etanol 70%. Em seguida as asas dos imagos (adultos eclodidos) de fêmeas e 

machos são separadas do corpo com auxílio de duas pinças de relojoeiro (n.5) e 

mergulhadas em solução de FAURE (preparada com 30g de goma arábica, 20mL de 

glicerol, 50g de hidrato cloral e 50mL de água). Após este procedimento as asas são 

retiradas da solução e distendidas sobre a superfície de lâminas de vidro, onde são 

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

  
A B 
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mantidas por um período de 24 horas para secagem. Posteriormente, são cobertas com 

lamínulas (24 x 32 mm), contendo uma gota da solução de FAURE, permanecendo por mais 

24 horas pressionadas com cubos de metal – com peso total de aproximadamente 400g – 

visando uma perfeita aderência das asas às lâminas. São montadas lâminas com imagos 

trans-heterozigotos ou com imagos heterozigotos para o cromossomo TM3 separadamente, 

sendo que cada lâmina contém cinco pares de asas de fêmeas e cinco pares de asas de 

machos. 

 

Análise microscópica 

 Ao microscópio, são analisados os adultos trans-heterozigotos e heterozigotos para 

o cromossomo TM3, considerando-se o fenótipo dos tricomas presentes nas superfícies 

dorsal e ventral das asas.  

 A presença de manchas simples, com um único tipo de fenótipo mutante mwh (pelos 

múltiplos, Figura 5) ou  flr3 (pelos de base alargada, Figura 6) pode determinar a ocorrência 

de diferentes eventos mutagênicos, tais como mutação pontual e alterações cromossômicas 

ou recombinação mitótica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As manchas com o mesmo fenótipo e com um a dois pelos mutantes são 

catalogadas como manchas simples pequenas. As manchas com três ou mais pelos 

mutantes catalogadas como manchas simples grandes.  

As manchas simples pequenas (Figura 7A) são oriundas de um a dois ciclos de 

divisão celular. Já as manchas simples grandes (Figura 7B) são características de mais de 

duas divisões celulares da fase de alimentação larval. E as manchas que apresentaram uma 

  

Figura 5. Pelo mwh. Figura 6. Pelo flr
3
. 

 
Fonte: Andrade et. al, (2003). 
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combinação de fenótipos (mwh e flr3) são catalogas como manchas gêmeas (Figura 7C) e 

expressam exclusivamente eventos relacionados com a recombinação mitótica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 São analisados os tricomas dos adultos trans-heterozigotos e dos heterozigotos para 

o cromossomo TM3 presentes nas regiões ventral e dorsal e nos compartimentos distais das 

asas. Cada lâmina é montada com cinco indivíduos de cada sexo e as análises são 

realizadas com ajuda de um microscópio óptico com aumento de 400 vezes. As análises 

seguem a ordem alfabética da classificação das seções das asas (de A até E) (GARCIA-

BELLIDO et al., 1976) conforme Figura 8.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Seções de leitura na asa (letras A – E). 

A B 

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

A B 

C 

Fonte: Andrade et. al, (2003). 

Fonte: Andrade et. al, (2003). 
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Bases genéticas do teste SMART 

 

Adultos trans-heterozigotos 

Observando-se a manifestação fenotípica da forma dos pelos presentes nas asas 

dos adultos trans-heterozigotos, pode-se caracterizar os eventos ocorridos conforme o tipo 

de mancha mutante encontrada. Sendo assim, manchas simples com fenótipo de pelos 

múltiplos (mwh) ou pelos com a base alargada (flr3) podem originar-se por mutação gênica, 

mutação cromossômica e/ou recombinação mitótica. 

As manchas simples com o fenótipo mwh podem ocorrer em consequência de 

recombinação simples entre os loci mwh e flr3, ao passo que a ocorrência de duas 

recombinações simples (entre flr3 e o centrômero seguida de flr3 e mwh) origina pelos de 

base alargada. 

Desta forma, as manchas simples podem ser produto tanto de eventos mutacionais - 

incluindo as mutações pontuais e mutações cromossômicas - como também por 

recombinação mitótica. Já as manchas gêmeas, cuja manifestação fenotípica expressa 

simultaneamente os marcadores flr3 e mwh, são produzidas exclusivamente por eventos de 

recombinação simples entre flr3 e o centrômero, com posterior segregação de um 

cromossomo recombinado e um parental. 

 

Adultos heterozigotos para o cromossomo balanceador TM3 

 A análise das asas de indivíduos adultos heterozigotos para o cromossomo TM3 

revela exclusivamente manchas simples que expressam o fenótipo pelos múltiplos. Além 

disso, o cromossomo TM3 possui uma série de inversões em aproximadamente 90% de 

toda a sua extensão, causando inviabilidade das células que sofrem recombinação mitótica. 

Consequentemente, células mutantes observadas nestes indivíduos são resultantes de 

eventos relacionados com mutação gênica e/ou mutações cromossômicas. 

Assim, a comparação dos resultados obtidos nos dois genótipos, permite quantificar, 

separadamente, a porcentagem de eventos mutagênicos e recombinogênicos no total de 

eventos genotóxicos ocorridos. 
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Curva de sobrevivência 

Após o nascimento dos adultos submetidos aos tratamentos com os compostos e 

submetidos ao tratamento controle é traçada uma curva de sobrevivência. Essa curva reflete 

o número de indivíduos nascidos vivos após o experimento.  

Através da curva de sobrevivência é possível reconhecer o potencial tóxico de 

determinadas concentrações escolhidas no experimento. É esperado o nascimento de 

aproximadamente 100% das larvas submetidas ao tratamento controle, e um decréscimo da 

sobrevivência à medida que aumentam a concentrações dos compostos testados se o 

composto testado for tóxico. Na ausência de nascidos vivos, conclui-se que a concentração 

é letal. 

 

Análise estatística 

 Em experimentos realizados para avaliação genotóxica de um determinado fármaco, 

as séries tratadas são comparadas com uma série controle, que geralmente é o solvente. A 

partir desta análise pode-se calcular o potencial genotóxico do produto testado (ANDRADE 

et al., 2003).  

FREI e WÜRGLER (1988) propuseram duas hipóteses estatísticas que, quando 

combinadas, permitem distinguir entre as possibilidades de um resultado positivo, fraco 

positivo, inconclusivo ou negativo.  

Na hipótese nula (H0) assume-se que não existe diferença na frequência de 

mutações entre as séries tratadas e o controle negativo (frequência espontânea). 

Considerando uma análise unicaudal, a rejeição da hipótese nula indica que o tratamento 

resultou em uma frequência de mutações estatisticamente maior que o controle negativo. A 

hipótese alternativa (HA) postula a priori que o tratamento resultou em uma frequência de 

mutações m vezes maior quando comparado com a frequência espontânea. O fator 

multiplicador (m) foi estabelecido empiricamente como m=2 para o total de manchas e para 

as manchas simples pequenas, devido a sua maior frequência espontânea, e m=5 para as 

manchas simples grandes e também para as manchas gêmeas (FREI e WÜRGLER, 1988; 

1995). A rejeição de HA indica que o tratamento não produziu um aumento suficiente de 

manchas para o composto ser considerado genotóxico.  

Para cada hipótese testada existem duas respostas possíveis: (i) aceita-se H ou (ii) 

rejeita-se H. A combinação entre as respostas obtidas para as duas hipóteses testadas pode 

ser visualizada, conforme o quadro abaixo: 
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Resultados possíveis obtidos a partir da combinação das hipóteses Ho e HA: 

 

HIPÓTESES Aceita-se H0 Rejeita-se H0 

Aceita-se HA inconclusivo positivo 

Rejeita-se HA negativo fraco positivo 

 

Para testar as duas hipóteses é utilizado o teste binomial condicional, com um nível 

de significância igual a 5% (ANDRADE et al., 2003).       
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2.1 RESUMO 

 

A dengue, atualmente, é uma das mais incidentes doenças transmitidas ao homem por um 

inseto, o mosquito vetor Aedes aegypti. O enfrentamento da situação epidemiológica 

desencadeada por esta doença tem acarretado um aumento expressivo do uso de 

inseticidas organofosforados, com comprovados efeitos maléficos à saúde humana e ao 

ambiente. O controle dos insetos vetores tem motivado a comunidade cientifica na busca 

constante de novas formulações químicas que sejam capazes de controlar os insetos e, ao 

mesmo tempo, causar efeitos tóxico-genéticos mínimos. Novas alternativas incluem os 

extratos vegetais e metabólitos secundários de organismos procariontes, que têm 

demonstrado atividade larvicida, como o fenilpropanóide dilapiol, extraído da planta Piper 

aduncum, e as espinosinas A e D obtidas da fermentação da bactéria Saccharopolyspora 

spinosa e que formam o espinosade. Este trabalho se propôs a investigar o efeito 

genotóxico dos larvicidas dilapiol e espinosade, buscando caracterizar, quantificar e 

padronizar por unidade de exposição, os efeitos destes compostos em nível de mutações 

pontuais, cromossômicas e/ou recombinação mitótica. O efeito toxico-genético dos 

compostos foi avaliado através do teste para detecção de mutação e recombinação 

somática (Somatic Mutation and Recombination Test – SMART) em asas de Drosophila 

melanogaster. Para tanto, larvas de 72 horas de vida, provenientes do cruzamento padrão 

(ST), foram submetidas a diferentes concentrações do dilapiol e do espinosade. Água 

destilada e doxorrubicina (DXR) foram utilizadas como controles negativo e positivo, 

respectivamente, para comparação com os tratamentos. A análise demonstrou que ambos 

os compostos testados apresentaram atividade tóxico-genética positiva, principalmente 

relacionada à indução de eventos recombinogênicos. Esta investigação veio comprovar a 

necessidade de mais estudos sobre os potenciais riscos do uso de inseticidas, como o 

dilapiol e espinosade, sendo imprescindíveis novas investigações em outros modelos 

experimentais e com outras metodologias a fim de garantir o uso seguro para a saúde 

humana e o meio ambiente. 
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2.2  ABSTRACT 

 

 

Dengue is currently one of the most insidious diseases transmitted to humans by an insect, 

the mosquito Aedes aegypti. The coping of the epidemiological situation triggered by this 

disease has caused a significant increase in the use of organophosphate insecticides, 

proven to be harmful to human health and the environment. The control of insects has 

motivated the scientific community in constant search of new chemical formulations, at the 

same time able to control the insects with minimum genetic toxic effects. New alternatives 

include vegetable extracts and secondary metabolites of prokaryotes, which have larvicidal 

activity. They are the phenylpropanoid dilapiol, extracted from the plant Piper aduncum, and 

the spinosyns A and D from fermenting the bacterium Saccharopolyspora spinosa which 

form the spinosad. This work aims to investigate the genotoxic effect of larvicides dilapiol and 

spinosad, seeking to characterize, quantify and standardize per unit of exposure, the effects 

of these compounds at the level of mutations, chromosomal and/or mitotic recombination. 

The toxic-genetic effect of the compounds was evaluated by somatic mutation and 

recombination test (SMART) in wings of Drosophila melanogaster. Larvae of 72 hours of life 

from standard crosses (ST) were submitted to different concentrations of dilapiol and 

spinosad. Distilled water and doxorrubicina (DXR) were used as negative and positive 

controls, respectively, for comparison with the treatments. The analysis showed that both 

compounds tested presented positive toxic-genetic activity, mainly related to the induction of 

events of mitotic recombination. This investigation has come to prove the need for more 

studies on the potential risks of using insecticides such as spinosad and dilapiol, and further 

investigations in other experimental models and other methodologies are essential to ensure 

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

 

A dengue é uma infecção viral, com quatro sorotipos diferentes, transmitida por 

insetos do gênero Aedes. É considerada uma das maiores preocupações mundiais de 

Saúde Pública, tendo ampla incidência nos países tropicais e subtropicais. Mesmo assim, 

populações humanas de todo mundo estão em risco, já que a projeção de infecções anuais 

está estimada entre 50-100 milhões nos mais de 100 países endêmicos da doença (WHO, 

2012). O mosquito Aedes aegypti L. é o principal inseto transmissor da dengue nos países 

tropicais, com frequentes epidemias decorrentes de fatores relacionados não só à biologia e 

ao comportamento do vetor (i.e., adaptação biológica e resistência), mas também aos 

problemas típicos dos centros urbanos, que favorecem o desenvolvimento dos organismos 

(Gadelha e Toda, 1985; Ishak, 1987; Marzochi, 1994; Monath, 1994). Na tentativa de manter 

o controle dos casos da doença, são destinadas, continuamente, quantias significativas de 

recursos para programas contra o vetor. O controle feito através do uso de inseticidas, entre 

eles o temephos, malathion e fenitrothion, constitui a principal medida adotada pelos 

Programas de Saúde Pública. Entretanto, em diferentes partes do mundo (Rawlins e Wan, 

1995; Wirth e Georghiou, 1999) e no Brasil (Macoris et al., 2003), tem sido registrada 

resistência deste díptero aos inseticidas convencionais. A escolha de produtos naturais e/ou 

biológicos para o controle desse e outros insetos nocivos ao homem é de grande 

importância para a saúde humana. E entre os produtos naturais candidatos estão os óleos 

essenciais, efetivos contra uma variedade de bactérias, fungos, protozoários, parasitas, 

ácaros, moluscos e larvas de insetos. 

 Tendo em vista a grande diversidade de plantas existentes no Brasil, com um total 

estimado entre 350 e 550 mil espécies (Sandes e Blasi, 2000), estudos dos seus extratos 

vegetais oferecem a possibilidade de serem encontradas novas substâncias com 

propriedades inseticidas e, simultaneamente, seletivas para serem usadas em futuras 

formulações de produtos comerciais. Diversos estudos comprovam a atividade de extratos 

vegetais contra diferentes espécies de mosquitos (Daharam Shaktu e Menon, 1983; Consoli 

et al. 1989, Guimarães et al. 2001) incluindo o A. aegypti (Angerilli, 1980; Silva et al. 2004). 

Conhecida por pimenta longa, a espécie Piper aduncum é responsável pela formação 

do óleo essencial denominado dilapiol. Entre suas comprovadas propriedades está o efeito 

larvicida, sendo considerado altamente eficaz contra larvas de A. aegypti com 92% de 

eficiência no controle das formas imaturas (Bernard et. al., 1995; Bergeron e Vasques, 1996; 

Pohlit, et al., 2004, Souto, 2006). No entanto, poucos são os estudos acerca dos efeitos 

mutagênicos deste composto. O termo se refere aos diferentes danos genéticos induzidos 
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por agentes externos, que são transmitidos tanto pelas células somáticas como pelas 

germinativas (Davino e Barros, 2008). Uma das maneiras de se prevenir o efeito adverso de 

certos produtos químicos e substâncias naturais é a triagem de seu potencial genotóxico 

através de testes rápidos, realizados especialmente com bactéria, drosófila, camundongo ou 

cultura de células humanas ou de animais. Neste sentido Rafael et al., (2008) avaliaram o 

efeito do óleo essencial dilapiol sobre pupas e larvas do mosquito A. aegypti. Os autores 

descreveram a ocorrência de mudanças físicas e cromossômicas, entre elas quebras 

cromossômicas e pontes anafásicas, que foram significativamente superiores aos controles. 

O uso de compostos biológicos de natureza microbiológica para o controle de insetos 

também é uma alternativa viável e merece ser estuda do ponto de vista genotóxico. Um dos 

compostos atualmente disponíveis em forma comercial é o espinosade, descoberto na 

década de 1980 (Thompson et al., 1997). A fermentação da bactéria Saccharopolyspora 

spinosa forma metabólitos secundários denominados de espinosinas e, dentre elas, 

destacam-se as espinosinas A e D. Juntas, elas formam o espinosade, considerado um 

inseticida seletivo (Miles e Dutton, 2000), com excelente perfil toxícológico ambiental e em 

mamíferos (Crouse e Sparks, 1998; Sparks et al.,1998 e 1999; Thompson et al., 2000) e 

com margem de segurança a outros insetos não vetores e outros organismos (Schoonover e 

Larson, 1995; Elzen et al., 2000). 

O presente trabalho teve como objetivo determinar o efeito tóxico-genético dos 

larvicidas dilapiol e espinosade através do teste para detecção de mutação e recombinação 

somática (Somatic Mutation and Recombination Test – SMART) em asas de Drosophila 

melanogaster. Esta espécie, conhecida como mosca da fruta, é tida como um modelo 

experimental ideal para estudos na área de genética, pois possui um sistema enzimático 

que permite a metabolização de agentes xenobióticos, e diversas vantagens como a 

facilidade na manutenção, rápida e alta reprodutibilidade e baixo número de cromossomos 

(Graf et al., 1984). O teste (SMART) em células de asas de D. melanogaster, descrito por 

Graf et al.(1984) permite a identificação de atividade mutagênica e/ou recombinogênica 

ocorridas em loci específicos do cromossomo 3 da espécie. Esse teste foi desenvolvido para 

identificar a perda de heterozigose de genes ligados à expressão fenotípica dos pelos das 

asas das moscas.  
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2.4 Material e Métodos 
 

Larvicidas e diluições 

 

O óleo essencial dilapiol, princípio ativo da espécie Piper aduncum (pimenta longa) 

foi produzido pelo Laboratório de Pesquisas em Produtos Naturais (CPPN), do Instituto 

Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA). O composto, o mesmo utilizado por RAFAEL et 

al. (2008), foi obtido de extratos de óleos voláteis a partir de folhas secas de P. aduncum 

submetidas à hidro destilação, em um aparato modificado, durante 4 horas. Após a 

purificação em coluna de cromatografia foi obtido o composto puro (>95%), confirmado por 

análise de cromatografia de gás.  

O larvicida espinosade (NatularTM DT, Laboratório Clarke) foi obtido na forma de 

pastilha, composta de duas camadas, uma de Espinosina A e outra de Espinosina D. Cada 

pastilha de 1,35g contém o princípio ativo espinosade a 7,48%. O composto pertencente ao 

grupo das toxinas de origem biológica, pois é um metabólito secundário da fermentação 

aeróbia do actinomiceto Sacchapolyspora spinosa.  

As diferentes concentrações do composto dilapiol testadas foram diluídas em 5% de 

tween 80 + e 5% de etanol. No caso do espinosade, foi utilizada apenas água destilada 

estéril como solvente. Para o estabelecimento dos controles negativos dos experimentos, 

larvas foram transferidas para tubos contendo o mesmo meio de cultivo, hidratado apenas 

com os respectivos diluentes do dilapiol e do espinosade, sem qualquer traço dos 

compostos. Como controle positivo foi utilizado o Cloridrato de Doxorrubicina - DXR 

(Glenmark Farmaceutic Ltda) a 0,2 mM (ou 108.692 µg/mL). As concentrações das soluções 

empregadas nos experimentos foram obtidas a partir de experimentos pilotos que 

determinaram a solubilidade máxima dos compostos. A partir da concentração máxima de 

50.000 µg/mL de dilapiol foram estabelecidas as demais concentrações, utilizando o fator 

divisor 5 até a menor concentração (3,2 µg/mL). Para o espinosade, foi preparada uma 

solução-mãe concentrada a 1.000 µg/mL. E para a preparação das concentrações mais 

diluídas (200, 40, 8, 1,6 e 3,2 µg/mL) foi utilizado também o mesmo fator de diluição 5, como 

no dilapiol. Em um segundo experimento, foi preparada uma diluição intermediária adicional 

de 0,96 µg/mL, três vezes mais concentrada que a menor diluição, de 0,32 µg/mL. 

 

Linhagens utilizadas e cruzamentos 

 

Em todos os experimentos foram utilizadas duas linhagens parentais mutantes de 

Drosophila melanogaster para forma dos pelos das asas, uma portadora do marcador 
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genético multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) e outra portadora do marcador flare-3 (flr3, 3-38,8). 

Segundo Lindsley e Zimm (1992) a linhagem mwh possui o gene marcador recessivo 

homozigoto para mutações viáveis com expressão fenotípica de 3 ou mais pelos mutantes 

em uma mesma célula. Já a linhagem denominada flr3 resulta em um pelo de asa na forma 

de vela de barco ou chama de vela. Por possuir alelos no cromossomo 3 que são letais em 

homozigose, a linhagem flr3 se mantém em cultivo através de cromossomos balanceadores, 

que carregam inversões múltiplas, e de marcadores dominantes denominados TM3 e BdS, 

respectivamente.  

Através do cruzamento padrão - ST (Graf et al., 1984), fêmeas flr3 com o genótipo 

balanceador flr3/In (3LR) TM3, ri ppsep l(3)89Aa bx34e e BdS, foram cruzadas com machos 

homozigotos mwh/mwh. A progênie heterozigota resultante deste cruzamento ST pode ser 

de dois tipos genotípicos: i) trans-heterozigotas para os marcadores recessivos mwh e flr3 

(mwh + / + flr3) e com fenótipo de asas normais arredondadas; ii) heterozigotas  para o 

cromossomo balanceador TM3 (mwh +/ TM3, BdS), com fenótipo de asas recortadas. 

 

Cultura e tratamentos das linhagens 

 

Fêmeas envolvidas no cruzamento ST permaneceram por 8 horas em frascos de 

vidro a fim de ovopositar sobre uma camada de 3 cm de fermento pastoso (Fleischman e 

Royal Ltda) suplementado com sacarose, previamente montado sobre uma base sólida de 

ágar. Esta base de 1 cm de espessura foi preparada a partir de 5% (p/v) de ágar, diluído em 

água. Larvas descendentes com 72h ± 4 horas de vida (3° estágio) foram coletadas e 

separadas do fermento por meio de lavagem e filtragem em peneira de malha fina, sendo 

transferidas para tubos plásticos descartáveis. Cada tubo continha 1,5 g de purê de batatas 

instantâneo (YOKI SA), previamente hidratado com 5 mL das diferentes concentrações do 

dilapiol e de espinosade, separadamente. As larvas se alimentaram deste meio até o 

restante do seu desenvolvimento (48h). Após a eclosão, os adultos sobreviventes foram 

coletados e estocados em etanol a 70%. Todos os experimentos foram realizados em 

ambiente controlado, a 25°C e 65% de umidade relativa. 

A partir do número de indivíduos sobreviventes após a eclosão de 100 larvas 

tratadas em cada concentração, foi traçada uma curva de sobrevivência para cada 

composto. 
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Montagem das asas e contagens dos pelos 

 

As asas das moscas estocadas em etanol foram destacadas com auxilio de pinças, 

depois banhadas em solução de Faure (30 g de goma arábica, 20 mL de glicerol, 50 g de 

hidrato cloral e 50 mL de água) e distendidas sobre uma lâmina de vidro, devidamente 

identificada. Posteriormente, as lâminas foram mantidas na posição horizontal até a 

secagem, por 24 horas. No final, procedeu-se a montagem das lamínulas, e secagem por 

mais 48 horas. Foram montadas e analisadas asas dos descendentes trans-heterozigotos 

cujos pelos mutantes resultam de fenômenos de mutação pontual, cromossômica e 

recombinação mitótica. Já os pelos mutantes encontrados nos adultos heterozigotos para o 

cromossomo balanceador TM3, expressam apenas eventos mutacionais, pois recombinação 

mitótica resulta em um produto inviável, neste caso o fenótipo flr3 não será observado. Para 

análise dos pelos utilizou-se um microscópio óptico de luz em um aumento de 400x. Foram 

registrados o número e os tipos de manchas de pelos encontradas: simples pequenas 

quando apresentaram de um a dois pelos com fenótipo mwh ou flr3; simples grandes quando 

apresentar manchas mwh ou flr3 com mais de três pelos mutantes; ou manchas gêmeas 

com os dois tipos de pelos na mesma mancha. No fim da análise, foram comparadas as 

frequências de manchas encontradas nas moscas tratadas com cada larvicida estudado e 

seus respectivos controles negativos. 

 

Análise estatística 

 

A análise estatística se baseou na comparação das frequências de cada tipo de 

manchas mutantes/indivíduo/concentração testada com a frequência das manchas dos 

indivíduos dos respectivos controles negativos, segundo o teste condicional binomial de 

Kastembaum e Bowman (1970). A significância dos resultados foi avaliada segundo o 

procedimento de decisão múltipla estabelecida por Frei e Würgler (1988), que apresenta 

quatro diagnósticos diferentes: positivo (+), fraco positivo (f+), negativo (-) e inconclusivo (i). 

A genotoxicidade total e o potencial mutagênico e/ou recombinogênico dos compostos foi 

quantificado como uma função das concentrações de exposição dos compostos testados, 

tomando como a base dois intervalos gênicos do cromossomo 3 de D. melanogaster, 

geneticamente conhecidos. A genotoxicidade foi definida pela regra de que a identificação 

da toxicidade genética requer que o total de manchas mutantes seja duas vezes maior no 

tratamento do que no controle, sem que ocorra, necessariamente, uma relação clara entre 

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

 

Foi realizado um teste de sobrevivência das larvas de terceiro estágio que foram 

expostas às diferentes doses de dilapiol e espinosade.  De acordo com o gráfico da Figura 

1A, que indica o número médio de adultos sobreviventes no controle e nos tratamentos com 

dilapiol, não puderam ser analisados os sobreviventes nascidos do tratamento a 400 µg/mL, 

devido ao baixo número. Além disso, a Figura também indica que nos tratamentos de 2.000, 

10.000 e 50.000µg/mL, o dilapiol apresentou efeito tóxico que causou a morte de quase 

todos os indivíduos tratados. Já a Figura 1B apresenta os resultados do número médio de 

adultos sobreviventes no controle e nos tratamentos com o composto espinosade. Neste 

caso, o composto se mostrou tóxico nas concentrações de 8, 40 e 200 µg/mL, com raros 

adultos sobreviventes.  

Os resultados da análise das asas dos adultos descendentes do cruzamento padrão 

(ST), tratados com dilapiol e espinosade, estão apresentados na Tabela 1. Os resultados 

apresentam os resultados tóxico-genéticos totais para ambos marcadores, trans-

heterozigotos (mwh/flr3) e heterozigotos balanceadores (mwh/TM3), para cada 

concentração, com número total analisado, frequência de diferentes pelos mutantes, total de 

manchas encontradas, e as médias das classes de tamanho das manchas e a frequência de 

indução de manchas por divisão celular. Como observado na tabela as frequências de 

manchas espontâneas dos indivíduos controles negativos atingiram valores compatíveis 

com os resultados esperados (Graf et al., 1984). Nos testes com dilapiol foram analisados 

165 indivíduos trans-heterozigotos e 136 indivíduos heterozigotos para o marcador TM3. 

Paralelamente, no experimento com o espinosade, foram analisados 164 indivíduos trans-

heterozigotos e 154 indivíduos heterozigotos para o cromossomo TM3.  
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Os resultados da análise das asas dos adultos descendentes do cruzamento padrão  

 

A representação final da genotoxicidade dos compostos foi testada estatisticamente, 

conforme resultados da Tabela 1. Em indivíduos trans-heterozigotos tratados com dilapiol, 

houve aumento significativo (+) das frequências de manchas simples pequenas e do total de 

manchas, quando comparados às frequências espontâneas no controle negativo, o mesmo 

não acontecendo com relação à indução de manchas simples grandes e manchas gêmeas, 

que apresentaram resultados inconclusivos (i). Para o espinosade, o resultado das análises 

estatísticas dos indivíduos trans-heterozigotos demonstrou aumento das manchas simples 

apenas na concentração de 1,6 µg/mL. Este diagnóstico positivo foi também encontrado na 

análise do total de manchas, em duas concentrações: 0,32 µg/mL e 1,6 µg/mL. 

Os resultados positivos da análise do total de manchas nos tratamentos com os 

larvicidas (Tabela 1) indicam que ambos compostos foram capazes de induzir toxicidade 

genética. 

Figura 1. Número médio de adultos sobreviventes de D. melanogaster submetidos ao teste SMART, 
após exposição de 48h ao composto dilapiol (A) e espinosade (B), em duas séries independentes de 
experimentos.  
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A análise dos efeitos mutacionais induzidos pelo dilapiol e espinosade nas asas dos 

indivíduos heterozigotos para o cromossomo TM3 demonstrou frequências de indução de 

manchas maiores ou menores aos valores encontrados no controle negativo, na maioria das 

concentrações. Isso caracteriza os dados como inconclusivos para um possível efeito 

indutor de mutação. 

A Figura 2 mostra a distribuição das manchas de pelos mutantes mwh em indivíduos 

trans-heterozigotos tratados com dilapiol e espinosade. As manchas foram organizadas em 

10 diferentes classes de tamanho. Nos gráficos apresentados na Figura 2 pode-se observar 

que a maior incidência de alterações está representada por manchas com 1 a 2 células 

mutantes, sendo baixa a incidência de manchas grandes.  
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Tabela 1. Frequência e número de manchas de pelos mutantes em moscas trans-heterozigotas(mwh/flr3) e heterozigotas balanceadoras 
(mwh/TM3)de Drosophila melanogaster submetidas ao tratamento com dilapiol e espinosade, após cruzamento padrão (ST), e avaliação dos 
efeitos genotóxicos. 

 
 

aDiagnóstico estatístico de acordo com Frei e Würgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicação para a avaliação de resultados significativamente negativos. 
Níveis de significância 0,05. bIncluindo manchas simples flr3raras. cConsiderando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gêmeas. dNúmeros entre chaves são as 
frequências de indução corrigidas em relação a incidência espontânea estimada do controle negativo.eC= 48.800, isto é, número aproximado de células examinadas por indivíduo. fCalculado de 
acordo com Frei et al. (1992). gApenas manchas simples mwh podem ser observadas nos indivíduos heterozigotos mwh/TM3, já que o cromossomo balanceador TM3 não contém o gene 

mutante flr3. MSP: Manchas Simples Pequenas; MSG: Mancha Simples Grande; TM: Total de Manchas.

 
Genótipos e 

concentrações 

dos larvicidas 

(µg/mL) 

 
Número 

de 

indivíduos 

(N) 

 
Manchas por indivíduo (número de manchas) e diagnóstico estatístico

a
 

 
Total de 

manchas 

mwh
c
 

( n ) 

 
Média das 

classes de tam. 

manchas mwh
c,d

 

( î ) 

 
Frequência (%) de 

indução de manchas 

(por 10
5 
cél./div. cel.)

f
 

(n/NC) 

MSP 

(1-2 céls)b 
m = 2 

 MSG 

(>2 céls)b 
m = 5 

 MG 

 
m = 5 

 TM 

 
m = 2 

 

 
DILAPIOL 

            

 
mwh/flr3 

            

Controle negativo 45 0,36 (16)  0,13 (06)  0,04 (02)  0,53 (24)  24 1,96 1,09 

3,2 36 0,83 (30) + 0,08 (03) - 0,03 (01) - 0,94 (34) + 34 1,62{1,18} 1,94 {0,84} 

16 42 0,93 (39) + 0,05 (02) - 0,00 (00) - 0,98 (41) + 41 1,29 {0,49} 2,00 {0,91} 

80 42 1,14 (48) + 0,07 (03) - 0,00 (00) - 1,21 (51) + 51 1,33 {0,84} 2,49 {1,40} 
             
mwh/TM3             

Controle negativo 35 0,40 (14)  0,03 (01)  _g  0,43 (15)  15 1,13 0,88 

3,2 32 0,41 (13) i 0,06 (02) i   0,47 (15) i 15 1,53 {5,80} 0,96 {0,08} 

16 32 0,56 (18) i 0,03 (01) -   0,59 (19) i 19 1,42 {2,17} 1,22{0,34} 
80 37 0,30 (11) - 0,05 (02) i   0,35 (13) - 13 1,62 -{1,06} 0,72 -{0,16} 

             
 
ESPINOSADE 

            

 
mwh/flr3 

            

Controle negativo 47 0,51 (24)  0,04 (02)  0,02 (01)  0,57 (27)  27 1,63 1,18 

0,96 40 0,35 (14) - 0,03 (01) - 0,00 (00) - 0,38 (15) - 15 1,33{2,19} 0,77 -{0,41} 

0,32 41 0,78 (32) i 0,10 (04) i 0,07 (03) i 0,95 (39) + 39 1,69 {1,79} 1,95 {0,77} 

1,6 34 0,85 (29) + 0,09 (03) i 0,06 (02) i 1,00 (34) + 34 1,56 {1,46} 2,05 {0,87} 
             
mwh/TM3             

Controle negativo 43 0,49 (21)  0,02 (01)  _g  0,51 (22)  22 1,23 1,05 

0,96 36 0,31 (11) - 0,00 (00) -   0,31 (11) - 11 1,09 {1,43} 0,63 -{0,42} 

0,32 35 0,60 (21) i 0,03 (01) i   0,63 (22) i 22 1,32 {1,72} 1,29 {0,24} 

1,6 40 0,65 (26) i 0,03 (01) i   0,68 (27) i 27 1,15 {0,90} 1,38 {0,33} 
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Figura 2. Distribuição do número de manchas de pelos mutantes, classificadas por classes (1 a > 256) 
em indivíduos trans-heterozigotos (mwh/flr

3
) controle negativos e tratados com diferentes 

concentrações de dilapiol e espinosade.  

 

 

A Tabela 2 apresenta uma visão comparativa da atividade genotóxica induzida pelos 

larvicidas dilapiol e espinosade. A análise dos resultados obtidos com os indivíduos trans-

heterozigotos permite observar a indução de todos os tipos de eventos (mutacionais e 

recombinogênicos) causados por estes compostos.  

A frequência padronizada dos clones mwh em áreas de 105 células indicado na 

primeira coluna da Tabela 2 demonstra a ação genotóxica total induzida por µg/mL dos 
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compostos, nos indivíduos trans-heterozigotos. Comparando-se as frequências padronizadas 

do dilapiol e espinosade é possível verificar que o espinosade tem um potencial genotóxico 4 

vezes maior que o dilapiol (4,20 e 0,3 para espinosade e dilapiol, respectivamente). 

Da mesma forma, a análise das frequências padronizadas de clones mutantes 

induzidas pelos compostos, nos indivíduos heterozigotos para o cromossomo TM3, 

demonstra que o espinosade tem uma atividade indutora de mutações 0,6 vezes maior que o 

dilapiol, que teve uma atividade indutora nula de mutações. 

Quando são comparadas as frequências padronizadas obtidas nos indivíduos trans-

heterozigotos com os heterozigotos para o cromossomo TM3 pode-se obter a contribuição de 

eventos recombinogênicos, considerando a genotoxicidade total induzida pelos larvicidas. Os 

valores de porcentagem de recombinação apresentados na Tabela 2 permitem a diagnose do 

dilapiol como um agente exclusivamente indutor de eventos do tipo recombinação mitótica 

(100%). No entanto, os valores obtidos na análise do espinosade demonstram que este 

composto induz preferencialmente eventos recombinacionais (85,71%), e em menos 

proporção, eventos mutacionais (14,29%).  

Os resultados indicam, portanto, que os dois compostos são mais recombinogênicos 

do que mutagênicos. 
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Tabela 2. 
Frequência padronizada da indução das mutações mwh por µg/mL das concentrações de exposição do dilapiol e do espinosade, e prevalência dos eventos 
de recombinação induzidos pelos compostos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

aTodos os valores foram corrigidos pelo controle. As frequências nas moscas heterozigotas para os marcadores mwh/flr3 foram calculadas sem correção para o 
tamanho dos clones (manchas); por conseguinte, estimativas um pouco diferentes são obtidas para as contribuições relativas de recombinação para os totais de 

clones induzidos. bAs frequências de clones por indivíduo, divididas pelo número de células examinadas por indivíduo (48.800) dão uma estimativa das 

frequências por célula e por divisão celular em experimentos de exposição crônica (Frei e Würgler, 1988). c,dA média geométrica e as correções foram calculadas 

de acordo com Frei et al. (1992). 

 

 

 

 

 

Compostos  Trans-heterozigotos mwh/flr
3
  Heterozigotos para os marcadores mwh/TM3  Recombinação (%) 

Frequência 
padronizadab 

(clones mwh 

por 105 céls. 

por µg/mL) 

Média 
geométrica 

de tamanho 

dos clonesc 

(células) 

Frequência 
padronizada por 

105 céls. 

corrigida p/ 

tam. dos clones
d 

( f´t = 2
ît-2

 x ft ) 

 Frequência 
padronizadab 

(clones mwh 

por 105 céls. 

por  µg.mL
-1

) 

( fh ) 

Média 
geométrica 

de tamanho 

dos clonesc 

(células) 

Frequência 
padronizada por 

105 céls. 

corrigida p/ 

tam. dos clones
d 

( f´ h = 2
îh-2

 x fh ) 

  
Sem correção 

por tamanho 

de clone 

 

( 1-fh/ft )x100 ( ft ) 
 

( 2
ît-1 

) ( 2
îh-1 

) 

           

Dilapiol  0,30 0,88 0,10  0 30,06 0,30  100,00 

           
Espinosade  4,20 1,35 2,90  0,60 0,82 0,20  85,71 
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2.6 Discussão 

 

O dilapiol e o espinosade são compostos de efeito larvicida (Bernard et al., 1995; Maia 

et al., 1998; Pohlit et al., 2004; Silva et al., 2004; Crouse e Sparks, 1998; Sparks et al., 1998, 

1999; Thompson et al., 2000; Bond et al, 2004; Stark et al, 2004; Huang e Subramanyam, 

2007). No presente estudo foi possível determinar a relação entre a taxa de mortalidade de 

individuos e o uso de diferentes concentrações dos larvicidas dilapiol e espinosade. A taxa de 

mortalidade dos organismos expostos a larvicidas serve como parâmetro importante para 

determinar a toxicidade dos produtos. A relação entre a intensidade do efeito tóxico e a 

mortalidade está associada à concentração, tempo de exposição, composição química 

(formulação) e fatores como idade e saúde do organismo.  

As curvas de sobrevivência produzidas após eclosão dos indivíduos submetidos aos 

tratamentos (Figura 1 dos resultados) revelaram que, nas concentrações testadas de 2.000, 

10.000 e 50.000 μg/mL de dilapiol, houve a morte de quase todos os indivíduos. Já para o 

espinosade a toxicidade foi alta nas concentrações de 8 μg/mL e 200 μg/mL de espinosade, 

mas foi baixa na concentração intermediária de  40 μg/mL.  

Conforme descrito por Davino e Barros (2008) a toxicidade de uma substância pode 

ser considerada como a capacidade de causar dano grave ou morte ao organismo e para que 

tal dano ocorra é indipensável a interação do agente químico com o organismo. Muitos 

inseticidas comerciais são aplicados através de uma formulação que inclui um ingrediente 

ativo combinado com solventes orgânicos, emulsionates ou agentes a base de água, a fim de 

afetar a penetração do inseticida no organismo e o seu desempenho final. Estes agentes 

aditivos podem amplificar ou antagonizar o efeito do ingrediente principal (Abo-Zeid et al., 

1993). Assim, inseticidas formulados a partir de uma baixa qualidade de aditivos podem 

conter substâncias perigosas e impuras. Abo-Zeid et al. (1993) e Mansour e Mossa (2005) 

encontraram que inseticidas formulados, como o caso do malathion, podem ser mais efetivos 

na sua função de inibir o desenvolvimento do organismo, do que os produtos puros.  

A toxicidade de extratos de plantas, como é o caso do dilapiol, vem sendo testada 

para o controle larvicida de espécies de mosquitos do gênero Aedes em diversas partes do 

mundo (Sharma et al., 1998, Silva et al., 2007). Entretanto, uma vez que um produto se 

mostre tóxico ao inseto, é preciso saber também se ele é genotóxico para outras espécies, já 

que o produto larvicida ficará também em contato com outros organismos e com o meio 

ambiente. Assim, informações não só sobre a toxicidade, mas também sobre a 

genotoxicidade das diferentes formulações de produtos são necessárias para que se possa 

avaliar os efeitos adversos dos inseticidas para a saúde humana e para o ambiente em geral 

(Dearfield et al., 1999; Bolognesi, 2003). 
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O presente trabalho se dedicou a estudar, em um segundo momento, o efeito 

genotóxico dos dois compostos nos indivíduos submetidos àquelas concentrações menos 

tóxicas (ou seja, com mais de 40% de sobreviventes). Assim, nas concentrações de 3,2, 16 e 

80 μg/mL o dilapiol foi capaz de induzir atividade genotóxica (do tipo recombinação mitótica) 

com uma tendência aparente para o efeito dose dependente. Por outro lado, o efeito 

mutagênico do espinosade não foi dose dependente, pois se verificou que o efeito 

mutagênico foi positivo nas concentrações 0,32 e 1,6 μg/mL, e foi negativo na concentração 

intermediária de 0,96 μg/mL. 

De acordo com os resultados da Figura 2 pode-se inferir que os larvicidas foram 

capazes de induzir alterações, predominantemente, no final das divisões celulares. Isso 

porque, após o tratamento as células-alvo sofrem de 5-6 ciclos de divisões (Frei e Würgler, 

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

Os resultados obtidos com os dois larvicidas no teste SMART de asa, após exposição 

crônica das larvas oriundas do cruzamento padrão, revelaram que a genotoxicidade do 

dilapiol e espinosade apresenta uma incidência de genotoxicidade com índices relativamente 

altos de indução de recombinação. A grande quantidade de manchas nos descendentes com 

níveis basais de citocromo P-450 (CYP450) demonstra que existem enzimas suficientes para 

a metabolização dos larvicidas. As mutações causam perda de heterozigose que podem 

envolver a perda de grandes segmentos de cromossomos e posteriormente causar danos 

importantes à informação genética do alelo específico (Langlois et al., 1989). A perda da 

heterozigose pode surgir por diversos caminhos, incluindo deleções, não disjunção mitótica 

bem como a recombinação entre cromossomos homólogos (Stark e Jasin, 2003). 

Nas condições experimentais deste trabalho, o dilapiol apresentou efeito genotóxico. 

Os resultados também indicam que o espinosade foi, pelo menos, quatro vezes mais 

genotóxico do que o dilapiol, nas concentrações testadas. Como não houve efeito dose 

dependente nos testes com espinosade  

Confrontando nossos resultados com os trabalhos mais relevantes da literatura, é 

possível fazer algumas importantes comparações. Rafael et al. (2008), por exemplo, 

submeteram larvas e pupas do mosquito Aedes aegypti às concentrações de 200 μg/mL e 

400 μg/mL de dilapiol por um período de 36 horas. Ao final, analisaram o efeito do composto 

observando os cromossomos de núcleos interfásicos por meio do teste de micronúcleos. Os 

autores verificaram um aumento estatisticamente significativo de micronúcleos nos dois 

tratamentos em relação ao experimento controle, e verificaram a presença de muitas pontes 

anafásicas e quebras cromossômicas nas duas concentrações testadas. Os autores 

concluem que o dilapiol foi capaz de causar mortalidade e também dano genético em A. 
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aegypti, ressaltando que a variação do efeito do dilapiol, dose dependente, é importante na 

hora de se definir métodos seguros de controle do mosquito. Por fim os autores concluem a 

necessidade de novas abordagens com o composto dilapiol a fim de definir melhor seu efeito 

residual e seletivo sobre A. aegypti e sobre outras espécies de mosquitos. No presente 

estudo foi analisada a Drosophila melanogaster, com resultados também indicando efeito 

genotóxico do dilapiol numa faixa de diluições semelhante a 200 μg/ml e também em doses 

menores (3,2 μg/mL, 16 μg/mL e 80 μg/mL). Não foi possível avaliar o efeito genotóxico na 

concentração de 400 μg/mL, pois o número de sobreviventes foi pequeno (30%), indicando 

que esta é uma concentração tóxica para a Drosophila melanogaster. 

Outros estudos de aplicação do teste SMART também apontaram efeito genotóxico de 

óleos essências, assim como o dilapiol. Por exemplo, Karpouhtsis et al. (1998) estudou cinco 

compostos extraídos do óleo essencial de orégano (Origanum vulgare) e comprovou o efeito 

genotóxico apenas do composto thymol, com forte indução mutagênica mas não 

recombinação mitótica. Em nosso estudo, ao contrário, o dilapiol teve efeito 100% 

recombinogênico, detectado através do aparecimento de manchas simples e total de 

manchas. É sabido que a recombinação mitótica pode desempenhar um papel fundamental 

na carcinogênese, uma vez que conversões gênicas, deleções, translocações, amplificações 

gênicas e crossing-over desigual podem ser mediadas por este mecanismo e contribuem para 

o desenvolvimento de alguns tipos de tumores (Bishop e Schiestl, 2001). Idaomar et al. (2002) 

ressaltam que a interação de compostos de óleos essenciais pode ativar a enzima do tipo 

citocromo P-450, permitindo a redução da atividade metabólica, favorecendo o efeito 

antimutagênico dessa mistura. É possível que o dilapiol, ao ser administrado em associação 

com outros óleos essenciais, possa ter outra atividade, até mesmo do tipo antigenotóxica. 

Em contraste ao dilapiol, a literatura reconhece que o inseticida espinosade pode ter 

efeito tóxico bastante elevado. Del Sarto (2009), por exemplo, avaliou o efeito letal de 

diversos inseticidas sobre abelhas-sem-ferrão (Melipona quadrifasciata) e sobre abelhas 

africanizadas (Apis mellifera) através da ingestão dos compostos e seus ingredientes ativos. 

Entre os inseticidas testados o espinosade (Tracer 480 g/L, Dow Agroscience) se mostrou 

como o mais tóxico em M. quadrifasciata, possuindo a menor DL50 e sendo cerca de 20x mais 

letal que a deltametrina, abamectina e metamidofós. Em A. mellifera o espinosade também foi 

considerado altamente tóxico. Segundo o autor o uso do inseticida espinosade, entre outros, 

pode comprometer estes insetos e os programas de polinização nacionais, dependendo das 

doses utilizadas.  

Mais recentemente, outro interessante relato da literatura, publicado por Akmoutsou et 

al. (2011) trouxe importantes contribuições sobre potencial tóxico e genotóxico do 

espinosade, avaliado através do teste SMART de asa em Drosophila melanogaster. Os 
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autores consideraram o espinosade cerca de 7-20 vezes mais tóxico que a deltametrina, 

também testada, porém encontraram resultados negativos quanto à indução da 

genotoxicidade no teste SMART.  

É interessante ressaltar que Akmoutsou et al. (2011) submeteram as larvas a doses 

inferiores de espinosade, comparada às doses usadas em nosso trabalho. Assim, não houve 

efeito genotóxico a 0,10 μg/mL, 0,20 μg/mL e 0,30 μg/mL, enquanto foi detectado efeito 

positivo nas doses logo acima, ou seja, 0,32 μg/mL, 0,96 μg/mL e 1,6 μg/mL. Infelizmente, os 

autores não puderam aplicar o teste SMART em larvas submetidas a doses maiores, de 0,40 

μg/mL e 0,50 μg/mL, pois houve efeito letal após 192 horas de exposição ao espinosade. Os 

resultados da toxicidade do espinosade também contrastaram muito com os resultados aqui 

apresentados, com taxas elevadas de sobrevivência de indivíduos nas doses de 0,96 μg/mL e 

1,6 μg/mL, que são bem superiores à dose máxima de 0,50 μg/mL testada pelos autores. É 

possível que a explicação para estas grandes diferenças de resposta tóxicas e 

consequentemente, genotóxicas, em relação ao trabalho de Akmoutsou et. al. (2011) se deva 

a fatores como a formulação diferencial do espinosade usada pelos autores (obtido da 

empresa Dow Agroscience) ou diferenças na linhagem parental utilizada (TM2).  

Mansour et al. (2007) já haviam advertido para o fato de diferenças terem sido 

encontradas entre trabalhos que avaliam a genotoxicidade do espinosade. Segundo os 

autores, os insetidas são misturas complexas e as informações sobre a toxicidade dos seus 

ingredientes ativos por si só não é suficiente para avaliar o risco para a saúde (Mansour e 

Mossa, 2005). Além disso, os autores advertem que embora a Agência de Proteção 

Ambiental dos Estados Unidos (EPA, 1997) defina o espinosade como não mutagênico, a 

literatura não oferece dados completos a respeito desta condição. Em um de seus trabalhos, 

os autores relatam que o espinosade apresentou efeito mutagênico e reprodutivo em ratos 

machos albinos, nas concentrações utilizadas (Mansour et al., 2007). Os autores sugerem 

que a atividade do espinosade seja sempre acompanhada do detalhamento da sua estrutura 

química comercial e das impurezas presentes na formulação, o que precisa ser detalhado nos 

futuros trabalhos.  

 

2.7 Conclusões 

A utilização de Drosophila melanogaster como organismo teste para avaliação dos 

efeitos genotóxicos dos larvicidas dilapiol e espinosade, através do teste SMART de asa, 

permitiu verificar que ambos os compostos apresentaram efeito genotóxico nas condições 

testadas, sendo o dilapiol com efeito dose-dependente e o espinosade com um potencial 

genotóxico 4 vezes maior que o dilapiol, além disso o óleo essencial dilapiol foi considerado 

um composto puramente recombinogênico. 
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3. CONCLUSÕES FINAIS 

 

            Os compostos dilapiol e espinosade estudados apresentaram, nas condições deste 

estudo, efeito genotóxico em células somáticas de asas de D. melanogaster, avaliados 

através do teste SMART. Esse efeito foi, sobretudo, relacionado a eventos recombinacionais. 

Nossos resultados apontam para a necessidade de considerar os potenciais riscos que o uso 

esporádico, sistemático e/ou constante de inseticidas no âmbito doméstico, na agricultura e 

em programas de controles de vetores, pode representar à saúde humana, ao nível tóxico ou 

genotóxico. Devido a diferenças encontradas entre nossos resultados e outros, citados na 

literatura, sugerimos que sejam feitos testes adicionais, com novas diluições, formulações e 

em outros organismos, para que se conheça melhor o potencial mutagênico dos dois 

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

 

 

 

4. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Como perspectivas futuras o nosso grupo está interessado em implementar a 

metodologia do teste Cometa em Drosophila melanogaster e testar novamente o efeito dos 

compostos dilapiol e espinosade. Especialmente em relação ao espinosade, pretendemos 

aplicar a metodologia SMART, utilizando o composto comercial importado, produzido pela 

empresa Dow Agroscience USA, a fim de confirmar os resultados obtidos para a forma 

comercial em pastilhas, definindo melhor os riscos para a saúde humana e o meio ambiente. 
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