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Resumo

Objetivou-se avaliar a atividade inseticida do o¢leo essencial de Lippia sidoides e dos
monoterpenos timol e carvacrol sobre larvas e pupas de Musca domestica através de testes de
contato. Para a avaliagdo da mortalidade larval (ML) foram feitas observagdes 48h apds o
tratamento ¢ acompanhamento das larvas sobreviventes até o estagio adulto, e estes indices
foram incluidos na eficacia de tratamento larval (ETL). Para a eficicia de tratamento pupal
(ETP), foram calculados a mortalidade pupal (MP) apos seis dias do tratamento e o percentual
de mal desenvolvimento dos adultos (PMD). Foram testadas oito concentragdes do dleo
essencial e das substancias puras, variando de 0,625 até 30,0 mg/ml. A analise dos constituintes
do dleo essencial mostrou o timol como seu componente majoritario (69,91%). As doses letais
(DLsoe DLoo) para larvas e pupas foram estimadas e o carvacrol apresentou os menores valores,
seguido pelo timol e d6leo de L. sidoides. Verificou-se ML de 100% a partir da concentragao de
10,0 mg/ml para o carvacrol, 15,0 mg/ml para o 6leo de L. sidoides e 30,0 mg/ml para o timol.
Ja para a ETL foi observada 100% de eficacia a partir da concentragdo de 5,0 mg/ml para o
carvacrol e L. sidoides e 10,0 mg/ml para o timol. Com relagdo a MP, o 6leo essencial de L.
sidoides ndo apresentou atividade pupicida. Entretanto, para as concentragdes de 20,0 e 30,0
mg/ml foi observado PMD, o que contribuiu para ETP de 44 ¢ 46%, respectivamente. Ja para
o carvacrol a maior mortalidade foi alcangada na concentragdo de 20 mg/ml (58%) e para este
terpeno ndo houve PMD. Para o timol observou-se maior MP (74%) para a concentragdo de
30,0 mg/ml com PMD de 60%, o que contribuiu para ETP de 84%. Os produtos testados
apresentaram elevado potencial larvicida, o que os tornam promissores para o desenvolvimento
de formula¢des ambientalmente seguras e ndo toxicas para o controle de larvas de M. domestica
e que, apesar de ndo terem sido totalmente efetivas no controle de pupas, seu uso para esse

estagio pode ser indicado em um programa de Manejo Integrado de Pragas.

Palavras chave: contato toxico; larvicida; mosca doméstica; pupicida; terpeno.
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Abstract

This study aimed to evaluate the insecticidal activity of the essential oil of Lippia sidoides and
thymol and carvacrol monoterpenes against larvae and pupae of Musca domestica by contact
tests. For the evaluation of larval mortality (LM) observations were made 48 hours after
treatment and follow-up of surviving larvae to the adult stage, and these indices were included
in the effectiveness of larval treatment (ELT). For the effectiveness of pupal treatment (EPT)
were calculated pupal mortality (PM) after six days of treatment and the percentage of bad
development of adults (PBD). Eight concentrations of the essential oil and pure substances,
ranging from 0.625 to 30.0 mg/ml were tested. The analysis of the constituents of the essential
oil thymol showed as its major component (69.91 %). The lethal dose (LDso and LDgo) for
larvae and pupae were estimated and carvacrol showed the lowest values, followed by thymol
and L. sidoides oil. It was found LM 100% at concentrations of 10.0 mg/ml for carvacrol, 15.0
mg/ml for L. sidoides oil and 30.0 mg/ml to thymol. As for the ELT 100% efficacy was
observed starting at a concentration of 5.0 mg/ml for carvacrol and L. sidoides and 10.0 mg/ml
to thymol. With respect to PM, the essential oil of L. sidoides showed no pupicida activity.
However, for concentrations of 20.0 and 30.0 mg/ml was observed PBD, which contributed to
EPT of 44 and 46%, respectively. As for carvacrol the highest mortality was achieved at a
concentration of 20 mg/ml (58%) and to that terpene was not PBD. To thymol observed a higher
PM (74%) for the concentration of 30.0 mg/ml with the PBD 60%, which contributed to 84%
of EPT. The products tested showed high potential larvicide, which make them promising for
the development of formulations environmentally safe and non-toxic for the control of larvae
of M. domestica and that although they were not fully effective in the control pupae, their use

for this stage can be indicated in a program of Integrated Pest Management.

Key words: contact toxicity; housefly; larvicidal; pupicidal; terpene.
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1. Introducao

Musca domestica Linnaeus, 1758 ¢ a unica espécie do género encontrada no Brasil e
América do Sul (CARVALHO, 2002). E um diptero cosmopolita, sinantrépico, encontrado em
areas urbanas e rurais, estando também associado a animais de importancia zootécnica (MALIK
et al.,, 2007). E vetor mecanico de diversos organismos patogénicos como virus, bactérias,
protozoarios e helmintos (KEIDING, 1986; MALIK et al., 2007; PALACIOS et al.,, 2009a). A
mosca doméstica possui importancia médica-veterinaria e sua presenga ¢ geralmente associada
a baixas condigdes de saneamento e higiene que acabam por favorecer a abundancia e a
transmissdo de patogenos (KEIDING, 1986). Assim, M. domestica ¢ considerada pela United
States Food and Drug Administration (FDA) como agente disseminador de doengas infecciosas
como salmonelose, colera e shiguelose (PALACIOS et al.,, 2009b).

Convencionalmente, o controle da mosca doméstica é feito com inseticidas sintéticos
comercialmente disponiveis. Contudo, o uso indiscriminado e continuo desses pesticidas tem
trazido maleficios a0 meio ambiente e animais, principalmente por selecionar populacdes
resistentes (SCOTT et al., 2000; MALIK et al., 2007; PALACIOS et al., 2009b). Nesse
contexto, o uso de substancias de origem vegetal, mais especificamente os 6leos essenciais e
seus terpenos naturais, tem sido considerado alternativa potencial e ambientalmente sustentavel
aos inseticidas convencionais (REGNAULT-ROGER, 1997; ISMAN, 2000; ISMAN, 2006).
Isso porque apresentam propriedades inseticidas, repelentes e/ou de inibi¢do alimentar
(PAPACGRISTOS & STAMOPOULOS, 2002), associada a baixa toxicidade a mamiferos
(ANSARI et al., 2000), peixes e aves (STROH et al., 1998; ISMAN, 2000). Além disso, podem
ser econdmicas, ecologicamente benéficas e biodegradaveis (REGNAULT-ROGER, 1997).

Lippia sidoides Cham. ¢ uma planta da familia Verbenaceae nativa da regido Nordeste
do Brasil, conhecida popularmente como “alecrim pimenta”. E amplamente usada na medicina
popular (MATOS & OLIVEIRA, 1998), além de ter comprovada acdo farmacologica
(PASCUAL et al, 2001). Dentre seus constituintes mais representativos, estdo o0s
monoterpenos carvacrol e timol (PASCUAL et al., 2001), sendo este tltimo seu componente
majoritario e principal responsavel pelas suas propriedades bioldgicas e pelo odor e sabor
picante caracteristicos das folhas dessa planta (MATOS & OLIVEIRA, 1998). O timol é um
monoterpeno volatil que pode ser encontrado comercialmente na forma de cristais incolores
com odor irritante, sendo ligeiramente solivel em agua (FARMACOPEIA PORTUGUESA
VIII, 2005). Possui baixo risco para o ecossistema devido a rapida dissipacao e o baixo nivel

de residuos deixados no ambiente (HU & COATS, 2008). Este terpeno € reconhecido como
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seguro, sendo listado pela FDA para o consumo humano e como aditivo alimentar (USEPA,
1993). O carvacrol, que ¢ um terpeno isdmero do timol, é geralmente considerado como seguro
para o consumo, sendo incluido pelo Conselho da Europa na lista de aromas quimicos que
podem ser utilizados como aditivo alimentar (DE VICENZI et al., 2004). Alguns estudos ja
demonstraram a atividade inseticida do Oleo essencial de L. sidoides, timol e carvacrol

(SANTIAGO et al., 2006; PAVELA, 2008a; PAVELA, 2011).

Existem poucos estudos relacionados a utilizagdo de 6leos essenciais no controle de M.
domestica (MALIK et al., 2007) e a maioria desses visam o controle dos adultos por meio da
aplicacdo topica ou fumigagao (PAVELA, 2008a; PAVELA, 2008b; PALACIOS et al., 2009a;
PALACIOS et al., 2009b; TARELLI et al., 2009; PAVELA, 2011; ROSSI ef al., 2012; ROSSI
& PALACIOS, 2013;). Entretanto, os estagios de larva e pupa permanecem negligenciados,
embora os adultos representem apenas 15% do total da populacdo (KUMAR et al., 2012a).
Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade inseticida do 6leo essencial de L.
sidoides e dos monoterpenos timol e carvacrol sobre larvas e pupas de M. domestica através de

testes de contato.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Muscidae

A familia Muscidae (Diptera) esta presente em todas as regides biogeograficas e esta
representada por mais de 4000 espécies (PONT, 1986; PONT, 1989), sendo que 800 ocorrem
na Regido Neotropical (CARVALHO et al, 1993). Essa familia contém alguns géneros
sinantropicos, como Musca, Stomoxys, Muscina ¢ Fannia (KEIDING, 1986) e algumas
espécies, como Musca domestica, possuem importancia médica e veterinaria, atuando como
vetores de organismos patogénicos (PONT, 1986). A taxonomia dessa familia ¢ bem conhecida
a nivel mundial (THOMPSON, 1990), entretanto, na Regido Neotropical, ela ainda ¢ incipiente
(CARVALHO, 1989) assim como o seu padrio de distribuigdo na América do Sul
(CARVALHO, 2002). Hennig (1965) propds uma visao sobre a dispersdo dos muscideos para
a América do Sul e considerou que a invas@o ocorreu pelo Hemisfério Norte durante o Cretaceo

Superior ou no inicio do Terciario.

2.2. Musca domestica

Musca domestica Linnaeus, 1758 ¢ uma espécie representante da familia Muscidae e a
unica do género no Brasil e América do Sul (CARVALHO, 2002). Com distribuicdo
cosmopolita, estende-se desde regides sub-polares até os tropicos, onde ocorre em grande
nimero. E sinantrépica e comparada com outras espécies de moscas que habitam ou
ocasionalmente visitam residéncias, a mosca doméstica ¢ sem duvida a mais abundante
(HEWITT, 1916; KEIDING, 1986). Os locais de distribui¢ao desse diptero estdo diretamente

relacionados a presencga de criadouros e alimento (HEWITT, 1916).

A mosca doméstica apresenta caracteristicas morfologicas que a distingue das demais
espécies da familia Muscidae, sendo elas: presenca de aparelho bucal sugador-lambedor
adaptado para a absorcdo de liquidos ou alimentos liquefeitos, regido dorsal do torax
acinzentada e com quatro listras longitudinais negras, abdomen amarelo e com uma linha dorsal
marrom escuro (HEWITT, 1916), asa com a veia M; fortemente curvada para o apice e caliptra

inferior larga (CARVALHO, 2002).

A distingdo sexual ¢ feita através de uma linha frontal presente na cabeca. Nas fémeas,
essa linha separa os olhos (olhos dicopticos) e alcanga o vertex que contém os trés ocelos e fica

no topo da cabega. Nos machos, os olhos sdo estreitamente separados por essa linha fazendo
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com que eles se juntem na parte dorsal da cabeca (olhos holopticos). Os adultos medem de 6 a

7 mm de comprimento, sendo as fémeas ligeiramente maiores que os machos (HEWITT, 1916).

O ciclo biologico da M. domestica, sob condi¢cdes adequadas de temperatura e umidade
(28+2°C e 80+£10% de umidade relativa), ¢ rapido. Cada fémea faz de 5 a 6 posturas durante
sua vida, cada uma contendo em média 120 ovos que sdo depositados em grupos na matéria
organica em processo inicial de fermentagdo. A eclosdo larval ocorre de 8 a 24 horas apos a
deposicdo dos ovos e o desenvolvimento da larva dura cerca de 4 a 5 dias, tempo necessario
para que ocorram as duas ecdises que separam os trés instares larvais. Proxima a pupacdo, a
larva para de se alimentar e abandona o meio a procura de um local refrigerado e seco para se
abrigar durante o processo. O desenvolvimento pupal dura de 4 a 5 dias e, a partir dai, ja existe
um adulto formado dentro do pupario que ¢ rompido pela mosca por meio do saco frontal que
infla funcionando como uma bomba. O adulto recém emergido ¢ cinza palido, fragil e sem asa
e, por essa razdo, procura abrigo para que suas assas estiquem, seu exoesqueleto enrijeca e se

torne escuro (HEWITT, 1916; KEIDING, 1986).

A mosca doméstica ¢ vetor mecanico de diversos organismos patogénicos como
bactérias, protozoarios, helmintos e virus. Esses patogenos estdo associados a doengas como
shigelose, salmonelose, colera, disenteria, diarreia infantil e febre tifoide. Por essa razao, possui
importancia médica-veterinaria. A presenca de grandes quantidades desse diptero, tanto em
areas urbanas quanto rurais, causa estresse a animais e trabalhadores e diminui a producdo
(KEIDING, 1986), principalmente em instalagdes avicolas, onde ¢ considerada a principal
praga (AXTELL, 1985). Além disso, sua presenca ¢ geralmente associada a baixas condi¢des
de saneamento e higiene que acabam por favorecer a abundancia e a transmissao de patdgenos
(KEIDING, 1986). Os habitos da mosca doméstica contribuem para essa associacdo, uma vez
que os patdogenos sdo adquiridos através do constante e frequente contato com fontes de
contaminag¢do. Em seguida, sdo transferidos aos utensilios usados por humanos e alimentos por
meio do seu aparelho bucal, partes externas do corpo, fezes e regurgitacdo (HEWITT, 1916;

KEIDING, 1986).

A ideia que se tem em associar a presenca da mosca doméstica a condi¢des prejudiciais
a saude ou ndo higiénicas ¢ antiga. Mercurialis em 1577 acreditava que as moscas carregavam
uma praga viral presente em pessoas que sofriam de uma doenga. Essas moscas se alimentavam
de secregdes internas desses doentes e depois depositavam seus excrementos em itens
alimentares que eram ingeridos por pessoas saudaveis que acabavam se infectando (RILEY,

1910). No inicio do século XIX ja se acreditava que os insetos, de maneira geral e especialmente
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a mosca doméstica, atuavam como agentes disseminadores de doengas (CRAWFORD, 1808).
Esse diptero foi responsabilizado pela propagagdo de gangrena hospitalar e infecgoes de feridas

durante a Guerra Civil Americana (LEIDY, 1872).
2.3. Controle

2.3.1. Controle com inseticidas sintéticos

A principal forma de controle da mosca doméstica ¢ feita através da utilizacdo de
inseticidas sintéticos que podem ser aplicados de diferentes formas: topico, fumigacdo e iscas
(MALIK et al, 2007). Entretanto, diversos problemas decorrentes do uso continuo e
indiscriminado desses pesticidas tem sido relatados: sele¢do de linhagens resistentes que pode
levar a aumento na taxa de aplicacdo, aumento na frequéncia do uso e perda de eficacia (SCOTT
et al., 2000); persisténcia no ambiente e na cadeia alimentar; aumento da mortalidade de

organismos nao alvo; e alteracao da fertilidade do solo (MALIK et al., 2007).

Apo6s a Segunda Guerra Mundial, os derivados do petrdleo e os inseticidas quimicos
(carbamatos, organoclorados e organofosforados) foram fortemente desenvolvidos e utilizados.
Nessa mesma €época, comegaram 0s primeiros problemas ecoldgicos. Na década de 1970,
surgiram novos piretrdides e juntamente com eles problemas relacionados a selegdo de
linhagens resistentes de insetos (REGNAULT-ROGER, 1997), sendo que M. domestica ja
apresentava resisténcia a praticamente todos os inseticidas usados contra ela (KEIDING, 1975;
GEORGHIOU & MELLON, 1985), o que tornou essa questao um problema global (KEIDING,
1975; SAWICKI et al., 1981; MACDONALD et al., 1983; MEYER et al., 1987). Ja em 1985,
a situacdo mundial da resisténcia desse diptero aos compostos organoclorados e
organofosforados ja era preocupante e aumentava em enormes quantidades (KEIDING, 1986).
No estado de Nova York, nos anos 2000, foi relatado resisténcia a sete inseticidas comumente
utilizados e mais dois novos inseticidas em instalagdes avicolas; em uma outra area, planos de
controle com um inseticida recém registrado, o cyfluthrin, ja ndo eram eficazes para a mosca
doméstica. Isso tem feito com que a principal medida adotada antes de um plano de controle
desse diptero seja a implementagdo do manejo da resisténcia e, para que tal seja estabelecido, é
necessario o conhecimento da distribuicdo e a frequéncia dos individuos selecionados pela

resisténcia (SCOTT et al., 2000).

O suprimento de novos inseticidas para substituir os compostos atuais tem sido

dificultado devido a diferentes fatores: aos altos custos para seu desenvolvimento; dificuldades
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em se descobrir novos compostos (GEORGHIOU, 1986; HAMMOCK & SODERLUND,
1986); e perda de materiais disponiveis devido a implementacdo de leis regulatorias com a
finalidade de restringir, substituir ou proibir os produtos mais prejudiciais por aqueles que
representem menores riscos a saude humana e ambiental (SCOTT et al., 2000; ISMAN, 2006).
No inicio da década de 1990, essas leis refletiram na criacdo e defini¢do dos pesticidas de “risco
reduzido” através do estatuto juridico da United States Environmental Protection Agency e da
Food Quality Protection Act of 1996 que reavaliaram os niveis seguros de pesticidas nos
alimentos. Assim, grande parte dos pesticidas convencionais usados na agriculturas e que foram
desenvolvidos antes de 1980 foram removidos. Essas mudancgas na regulamentacdo ambiental
criaram um ambiente propicio para o descobrimento e desenvolvimento de produtos
alternativos para o controle de pragas e que possuam baixo impacto ambiental e na saude
humana (ISMAN, 2006), e uma das alternativas ¢ o uso dos produtos de origem vegetal, mais

especificamente os 6leos essenciais.

2.3.2. Controle com produtos de origem vegetal

As plantas aromaticas, assim chamadas por possuirem compostos volateis que lhes
conferem odor e sabor caracteristicos, estdo intimamente associadas as origens da civilizac¢ao
ocidental. Sdo mencionadas desde a Antiguidade para uso como especiarias, ervas aromaticas
ou plantas medicinais: reforcavam o gosto dos alimentos, ajudavam a preserva-los e serviam
para embalsamar mortos. Posteriormente, foram usadas em aplicagcdes industriais,
particularmente em produtos de perfumaria, cosméticos, detergentes, farmacologia, quimica
fina e compostos aromaticos para a industria alimentar. E desde a década de 1990 um novo
campo além dessas atividades tradicionais tem se desenvolvido: manejo de insetos pragas. E os
compostos volateis, comumente chamados de dleos essenciais e que constituem fragdo das
plantas aromaticas, tem se mostrado promissor para esse uso. Porém, essa estratégia alternativa
de controle ndo ¢ recente. Relatos indicam que os inseticidas vegetais eram usados na
agricultura na China Antiga, Grécia, Egito e India ha pelo menos dois milénios atrds (WARE,
1883; THACKER, 2002). No século XIX, diversas moléculas foram extraidas a partir de
plantas: a nicotina a partir do tabaco, a rotenona foi extraida de plantas da familia Papilionidae
e o piretro foi extraido de plantas do género Chrysanthemum (Compositeae). Na Europa e
Ameérica do Norte o uso de pesticidas vegetais remonta de 150 anos atrds, o que mostra que
esse uso era feito mesmo antes do emprego dos pesticidas convencionais (piretroides,
carbamatos, organofosforados e organoclorados) em meados dos anos 1930 a 1950 (ISMAN,

2006). Com a Segunda Guerra Mundial, a utilizacdo dessa primeira geragdo de produtos de
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origem vegetal foi reduzida (REGNAULT-ROGER, 1997). A partir dai comecaram as
investigacdes com o objetivo de encontrar moléculas inseticidas extraidas de plantas

(ARNASON et al., 1989).

Os oleos essenciais sdo constituidos de moléculas capazes de influenciar o
comportamento e¢ a biologia de uma ampla variedade de insetos, sendo que o efeito de
determinada substancia vai depender de seu padrio fitoquimico e da sensibilidade da espécie
de inseto envolvida. Essas moléculas geralmente tem acdo em doses baixas, podem ser
econdmicas e ecologicamente benéficas, sdo biodegradaveis, mais especificas, ndo afetam
organismos ndo alvo e apresentam baixa toxicidade a peixes, aves e mamiferos (WILLIKINS
& METCALFE, 1993; REGNAULT-ROGER, 1997; STROH et al., 1998; ISMAN, 2000).
Podem ser utilizadas como larvicidas, pupicidas e adulticidas e exercerem agdes como
repelentes, fagoinibidoras, inibidoras de ovipostura, crescimento e digestdo tanto para a mosca

doméstica como para outras pragas (TSAO ez al., 1995; REGNAULT-ROGER, 1997).

Em 1997, os dleos essenciais representavam um mercado estimado em US$ 700 milhdes
e uma producdo mundial total de 45 000 toneladas. Cerca de 90% dessa producédo estava focada
em 15 produtos, particularmente menta (Mentha piperata, M. arvensis ¢ M. Spicata) e citros
(laranja, limao, lima) (REGNAULT-ROGER, 1997). Ja no ano de 2000, a representacdo dos
inseticidas de origem vegetal no mercado global de inseticidas era de aproximadamente 1%.
Entretanto, este panorama tem sido modificado devido a leis federais, como a Food Quality
Protection Act of 1996, que tem como objetivo restringir o uso ¢ a dependéncia dos inseticidas
convencionais. Essa lei criou uma oportunidade de mercado para os pesticidas de “risco
reduzido” que sdo favorecidos pela United States Environmental Protection Agency que isenta
de registro e de requerimentos de dados de toxicidade os que possuam em sua composicao
substancias utilizadas em processamento de alimentos e bebidas (QUARLES, 1996; ISMAN,
2000). No Brasil cada estado tem autoridade reguladora autonoma e os produtos de origem
vegetal registrados para uso na maioria dos estados sdo: piretro, rotenona, nim, alho e nicotina.
Contudo, varios 6leos essenciais e extratos sdo produzidos artesanalmente em pequena escala
¢ usados fora de qualquer sistema de regulagdo a nivel regional, como ¢ o caso da nicotina e

dos extratos de plantas nativas (ISMAN, 2006).

Os primeiros estudos relacionados ao controle de M. domestica com a utilizagdo de
produtos de origem vegetal foram publicados no final da década de 1980 e inicio de 1990
(AHMED & EAPEN, 1986; SINGH & AGARWAL, 1988; COATS et al., 1991; RICE &
COATS, 1994; LEE et al., 1997). Apbs esses primeiros trabalhos, houve um periodo de
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escassez que sO foi rompido a partir de 2007 (PAVELA, 2007; PAVELA, 2008a; PAVELA,
2008b; PALACIOS et al., 2009a; PALACIOS et al., 2009b; TARELLI et al., 2009). Dai em
diante, varios extratos de plantas, 0leos essenciais e substacias isoladas tem sido identificados
como importantes fontes naturais de inseticidas (KUMAR et al., 2011a; KUMAR et al., 2012a;
KUMAR et al., 2012b; KUMAR et al., 2012¢c; KUMAR et al., 2013a; KUMAR et al., 2013b;
KUMAR et al., 2013c; KUMAR et al, 2014; MOREY & KHANDAGLE, 2012; PAVELA,
2011; PAVELA, 2013; ROSSI et al., 2012; ROSSI & PALACIOS, 2013).

2.3.3. Outras formas de controle

Algumas medidas podem e devem ser adotadas de forma a regular a populagdo de mosca
doméstica, minimizar o uso dos pesticidas sintéticos e os danos que eles causam. Uma
alternativa altamente viavel ¢ Manejo Integrado de Pragas, que consiste em uma forma
combinada de diferentes alternativas de controle como o biolodgico, fisico, cultural e quimico
(produtos de origem vegetal) (AXTELL, 1986). Esse tipo de manejo reduz a densidade
populacional da praga, atinge diferentes estagios do ciclo de vida da populacdo da mosca,
resolve o problema da sele¢do de linhagens resistentes, e reduz os impactos causados pelo uso

continuo e indiscriminado dos inseticidas sintéticos (MALIK et al., 2007).
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3. Atividade do dleo essencial de Lippia sidoides (VERBENACEAE) e dos monoterpenos
timol e carvacrol sobre larvas e pupas de Musca domestica LINNAEUS, 1758
(DIPTERA: MUSCIDAE)

3.1. Resumo

Objetivou-se avaliar a atividade inseticida do dleo essencial de Lippia sidoides e dos
monoterpenos timol e carvacrol sobre larvas e pupas de Musca domestica através de testes de
contato. Para a avaliacdo da mortalidade larval (ML) foram feitas observacdes 48h apos o
tratamento ¢ acompanhamento das larvas sobreviventes até o estagio adulto, e estes indices
foram incluidos na eficacia de tratamento larval (ETL). Para a eficacia de tratamento pupal
(ETP), foram calculados a mortalidade pupal (MP) apos seis dias do tratamento e o percentual
de mal desenvolvimento dos adultos (PMD). Foram testadas oito concentra¢des do oleo
essencial e das substincias puras, variando de 0,625 até 30,0 mg/ml. A analise dos constituintes
do dleo essencial mostrou o timol como seu componente majoritario (69,91%). As doses letais
(DLsoe DLoo) para larvas e pupas foram estimadas e o carvacrol apresentou os menores valores,
seguido pelo timol e dleo de L. sidoides. Verificou-se ML de 100% a partir da concentracdo de
10,0 mg/ml para o carvacrol, 15,0 mg/ml para o 6leo de L. sidoides ¢ 30,0 mg/ml para o timol.
J& para a ETL foi observada 100% de eficacia a partir da concentracdo de 5,0 mg/ml para o
carvacrol e L. sidoides e 10,0 mg/ml para o timol. Com relagdo a MP, o 6leo essencial de L.
sidoides ndo apresentou atividade pupicida. Entretanto, para as concentragdes de 20,0 ¢ 30,0
mg/ml foi observado PMD, o que contribuiu para ETP de 44 ¢ 46%, respectivamente. Ja para
o carvacrol a maior mortalidade foi alcancada na concentracdo de 20 mg/ml (58%) e para este
terpeno ndo houve PMD. Para o timol observou-se maior MP (74%) para a concentragdo de
30,0 mg/ml com PMD de 60%, o que contribuiu para ETP de 84%. Os produtos testados
apresentaram elevado potencial larvicida, o que os tornam promissores para o desenvolvimento
de formulacdes ambientalmente seguras e ndo toxicas para o controle de larvas de M. domestica
e que, apesar de ndo terem sido totalmente efetivas no controle de pupas, seu uso para esse

estagio pode ser indicado em um programa de Manejo Integrado de Pragas.

Palavras-chave: contato toxico; larvicida; mosca doméstica; pupicida; terpeno.
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3.2. Introdugao

Musca domestica Linnaeus, 1758 ¢ um diptero sinantrépico encontrado em areas
urbanas e rurais, estando também associado a animais de importancia zootécnica (MALIK et
al., 2007). E vetor mecanico de mais de 100 agentes relacionados a doengas intestinais
associadas a0 homem ¢ a outros animais, sendo responsavel pela transmissdo de patégenos
como virus, bactérias, protozoarios e helmintos (KEIDING, 1986; MALIK et al, 2007,
PALACIOS et al., 2009a). Esses organismos sdo adquiridos pelas moscas em lixeiras, esgotos
e outras fontes de contaminac¢do e sdo transmitidos ao alimento humano e animal através das
partes externas do corpo, aparelho bucal, regurgitacio e fezes (KEIDING, 1986; FOTEDAR,
2001; ZUREK et al., 2001). Assim, M. domestica é considerada pela United States Food and
Drug Administration (FDA) como agente disseminador de doengas infecciosas como

salmonelose, colera e shiguelose (PALACIOS et al., 2009b).

Convencionalmente, o controle da mosca doméstica ¢é feito com inseticidas
comercialmente disponiveis. Todavia, o uso indiscriminado e repetitivo desses compostos
compromete sua eficacia por selecionar linhagens resistentes desses insetos, além de afetar
negativamente a fertilidade do solo, produzir riscos relacionados a saude humana e deixar
residuos no ambiente ¢ em alimentos (SCOTT et al., 2000; MALIK et al., 2007; PALACIOS
et al., 2009a). Os odleos essenciais e os terpenos naturais podem vir a ser agentes efetivos no
controle de pragas, devido as suas propriedades inseticidas, repelentes e/ou de inibicdo
alimentar (PAPACHRISTOS & STAMOPOULOS, 2002), associada a baixa toxicidade a
peixes, aves e mamiferos (ANSARI et al., 2000; ISMAN, 2000; REGNAULT-ROGER, 1997,
STROH et al., 1998; WILLIKINS & METCALFE, 1993). Além disso, sdo mais especificos,
pouco afetam organismos ndo alvo e podem ser econdmica e ecologicamente benéficos
(MALIK et al, 2007). Nesse contexto, as substincias de origem vegetal representam uma
alternativa potencial e ambientalmente sustentdvel aos inseticidas convencionais

(REGNAULT-ROGER, 1997; ISMAN, 2000; ISMAN & MACHIAL, 2006).

Lippia sidoides Cham. é uma planta da familia Verbenaceae nativa da regido Nordeste
do Brasil, conhecida popularmente como “alecrim pimenta”. E amplamente usada na medicina
popular devido as suas propriedades antimicrobianas e antissépticas (MATOS & OLIVEIRA,
1998), além de ter comprovada acdo farmacoldgica como sedativo, antifingico, anti-
hipertensivo, antiespasmodico e anestésico local (PASCUAL et al., 2001). Recentemente, sua
atividade antimicrobiana, anti-helmintica, inseticida e carrapaticida foi evidenciada

(SANTIAGO et al., 2006; BOTELHO et al., 2007, CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2007;
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GOMES et al.,, 2014). Dentre seus constituintes mais representativos, estdo os monoterpenos
carvacrol e timol (PASCUAL et al., 2001), sendo este ultimo seu componente majoritario e
principal responsavel pelas suas propriedades biologicas e pelo odor e sabor picante

caracteristicos das folhas dessa planta (MATOS & OLIVEIRA, 1998).

O timol ¢ um monoterpeno volatil presente em 6leos essenciais de plantas das familias
Apiaceae, Lamiaceae e Verbenaceae. Pode ser encontrado comercialmente na forma de cristais
incolores com odor irritante, sendo ligeiramente solavel em agua (FARMACOPEIA
PORTUGUESA VIII, 2005). Possui baixo risco para o ecossistema devido a rapida dissipagao
e o baixo nivel de residuos deixados no ambiente (HU & COATS, 2008). Este terpeno ¢
reconhecido como seguro, sendo listado pela FDA para o consumo humano e como aditivo
alimentar (USEPA, 1993). A eficiéncia desse monoterpeno como agente antimicrobiano,
carrapaticida e inseticida ¢ bem conhecida (BOTELHO et al., 2007; NOSTRO et al., 2007;
PAVELA, 2008; DAEMON et al., 2009; MONTEIRO et al., 2010; PAVELA, 2011).

O carvacrol é um terpeno presente em Oleos essenciais de plantas aromaticas das
familias Lamiaceae e Verbenaceae. E geralmente considerado como seguro para o consumo,
sendo incluido pelo Conselho da Europa na lista de aromas quimicos que podem ser utilizados
como aditivo alimentar (DE VICENZI et al., 2004). Diversos estudos demonstraram as
propriedades anti-cancer, bactericida, carrapaticida e inseticida desse monoterpeno
(BOTELHO et al., 2007; NOSTRO et al., 2007; PAVELA, 2008a; PAVELA, 2011; YIN et al.,
2012; SENRA et al., 2013a; SENRA et al., 2013b).

Existem poucos estudos relacionados a utilizagdo de 6leos essenciais no controle de M.
domestica (MALIK et al., 2007) e a maioria desses visam o controle dos adultos por meio da
aplicacdo topica ou fumigacdo (PALACIOS et al., 2009a; PALACIOS et al., 2009b; PAVELA,
2008a; PAVELA, 2008b; PAVELA, 2011; ROSSI et al.,, 2012; ROSSI & PALACIOS, 2013;
TARELLI et al., 2009). Entretanto, os estagios de larva e pupa permanecem negligenciados,
embora os adultos representem apenas 15% do total da populacdo (KUMAR et al., 2012a).
Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade inseticida do 6leo essencial de L.
sidoides e dos monoterpenos timol e carvacrol sobre larvas e pupas de M. domestica através do

contato.
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3.3. Material e métodos

3.3.1. Local dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Artropodes Parasitos da

Universidade Federal de Juiz de Fora, localizado em Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.

3.3.2. Oleo essencial e monoterpenos

O dleo essencial de L. sidoides foi adquirido da PRONAT (Produtos Naturais Ltda.).
Esse oleo apresenta coloragdo amarela, densidade (d) = 0,94 g/ml e indice de refragdo (n) =
1,505. Os monoterpenos carvacrol e timol foram adquiridos da Sigma-Aldrich e Henrifarma

Quimicos e Farmacéuticos Ltda., respectivamente, e ambos com 99,9% de pureza.
3.3.3. Analise dos constituintes do 6leo essencial de Lippia sidoides

A composi¢do quimica do dleo essencial de L. sidoides utilizado no presente trabalho
foi caracterizada por Gomes et al. (2014) através de analise em cromatografo a gas acoplado a
espectrometro de massas (CG/EM — Shimadzu QP-2010 Plus) (qualitativo) e cromatografo a
gas acoplado a HP 5890 Series II detector de ionizagao por chama (DIC) (quantitativo).

Para essa amostra de 6leo foram identificadas 22 substancias representando um total de
98,47% de sua composi¢do quimica, sendo o timol seu constituinte majoritario (69,91%). Entre
os compostos identificados, 72,21% pertencem ao grupo dos monoterpenos oxigenados,
21,01% aos hidrocarbonetos monoterpénicos, 4,70% aos hidrocarbonetos sesquiterpénicos e
0,55% aos sesquiterpenos oxigenados. A Tabela 1 apresenta os constituintes de cada grupo

citado com seus respectivos percentuais e indices de retengdo.
3.3.4. Preparacio das formulacdes

O ¢leo essencial de L. sidoides foi diluido em Tween 80 P.S. (Polissorbato 80) a 2%
(20,0 mg/ml), enquanto os monoterpenos timol e carvacrol foram diluidos em Dimetilsulfoxido
(DMSO) a 1 (10,0 mg/ml) e 3% (30,0 mg/ml), respectivamente. No caso do timol, foi utilizada
placa aquecedora a 60°C para a homogeneizagdo da solucdo. Foram realizados testes
preliminares para determinagdo das concentragdes a serem utilizadas nos experimentos, sendo

selecionadas as concentracdes de 0,625; 1,25; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 30,0 mg/ml.
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Tabela 1 — Composi¢ao quimica, indice de retencdo (IRc) e percentual de compostos identificados do 6leo
essencial de Lippia sidoides*.

Compostos IR %

Hidrocarbonetos monoterpénicos 21,01
a-Tujeno 930 0,16
o-Pineno 938 0,74
B-Pineno 986 0,12
Mirceno 994 3,57
6-(3)-Careno 1012 0,17
a-Terpineno 1022 0,78
o-Cimeno 1035 14,84
E-B-Ocimeno 1052 0,04
y-Terpineno 1065 0,59
Monoterpenos oxigenados 72,21
6,7-Epoximirceno 1095 0,20
Linalol 1102 0,23
Ipsdienol 1164 0,12
4-Terpineol 1188 0,16
p-Cimen-8-ol 1198 0,26
a-Terpineol 1202 0,49
Timol metil éter 1236 0,84
Timol 1315 69,91
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 4,70
a-Ylangeno 1385 0,11
E-Cariofileno 1433 4,04
o-Humuleno 1467 0,21
Viridifloreno 1487 0,34
Sesquiterpenos oxigenados 0,55
Oxido de cariofileno 1597 0,55
Total 98,47

*Essa amostra do 6leo foi previamente caracterizada em estudo realizado por Gomes et al., (2014).

3.3.5. Procedéncia e manutenc¢ao da colonia de Musca domestica

Os adultos de M. domestica foram coletados em deposito de lixo em areas proximas ao

campus da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil, com o puca. Em seguida
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foram transferidos para gaiolas entomoldgicas (35 x 35 x 35 cm) cobertas com tela e mantidas

em sala com temperatura (28+2°C), umidade relativa (UR) (60£10%) e sem controle de

fotoperiodo. Foram fornecidas as moscas adultas 4gua e alimento constituido de mistura de leite
em po, aclcar cristal e 4gua na proporgao de 1:1:2 (v/v); tanto a 4gua quanto o alimento foram
acondicionados em placas de Petri (9 x 1,5 cm) individuais preenchidas com algoddo. Para a
oviposi¢do, foram colocados nas gaiolas potes cilindricos de polipropileno (8 x 6 cm) contendo
mistura previamente fermentada por trés dias em camara climatizada (28+2°C e 60+10% de
umidade relativa) composta de farelo de trigo, leite em p6 e agua (1:1:1 v/v). O alimento e a
agua das moscas adultas e o meio fermentado utilizado como alimento pelas larvas foram
fornecidos ad libitum e trocados diariamente para evitar contaminagdo. ApoOs a postura, os
potes foram transferidos para bandejas plasticas (40 x 7 x 27 cm) forradas com serragem para
que as larvas (L3) abandonassem o meio de criagdo para iniciar o processo de pupacdo. Essas
bandejas foram cobertas com tecido tipo tule fixado as bordas com goma elastica, € em seguida
acondicionadas em camara climatizada (28+£2°C e 60+10% UR). Posteriormente, a serragem
foi peneirada e as L3 pré-pupa e pupas foram separadas para a utilizagdo nos experimentos de

contato.

3.3.6. Experimento com larvas

Para cada tratamento, foram colocados papel filtro no fundo de placas de Petri (6 x 1,5
cm). Em seguida, os papéis filtro foram umedecidos com 500 pL da substincia a ser testada.
Apos a aplicagdo, as placas foram mantidas abertas por 10 minutos para a evaporagdo do
solvente. Em seguida, foram adicionadas 10 L3 pré-pupa em cada placa e estas foram fechadas.
O grupo controle constituiu-se do solvente utilizado para diluir cada 6leo/substancia isolada.
Para cada tratamento foram feitas cinco repeti¢cdes. Os grupos experimentais foram mantidos
em camaras climatizadas (28+£2°C e 60+10% UR), com uma camara para cada substancia

testada e outra para o grupo controle.

A avaliacdo da mortalidade das larvas tratadas foi realizada apds 48h. As larvas que
sobreviveram e, por conseguinte, empuparam, foram mantidas nas placas de Petri até a
emergéncia dos adultos. Apoés seis dias da formacdo da pupa, foi realizada nova avaliagdo para
calcular a taxa de mortalidade das pupas recuperadas de acordo com cada substancia e

concentracdo testadas. Considerou-se viavel toda pupa que originou um individuo adulto. A
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partir dessas duas avaliacdes foi calculada a eficiéncia do tratamento larval de acordo com cada

concentracdo, utilizando-se a formula:

Eficacia do tratamento larval (%ETL) = ML + [(1- ML) x MPR], sendo ML a

mortalidade larval e MPR a mortalidade das pupas recuperadas.
3.3.7. Experimento com pupas

Em cada placa de Petri (9 x 1,5 cm) contendo papel filtro foram colocadas 10 pupas com
idades de 1 a 2 dias de formacgao e aplicados sobre cada uma, com micropipeta, 50 uL da solucao
a ser testada. Apos 10 minutos, as placas foram fechadas e os grupos colocados em camaras
climatizadas assim como para o teste com larvas. Foram feitas cinco repeticdes para cada

tratamento. A emergéncia dos adultos nos grupos experimentais foi avaliada apos seis dias.

Considerou-se viavel toda pupa que originou um individuo adulto que emergiu
completamente do pupario. Entretanto, alguns desses adultos que emergiram completamente
do pupario apresentaram sinais de mal desenvolvimento. A partir dessa segunda avaliagdo foi
calculado o percentual de mal desenvolvimento dos adultos. Sendo assim, foi calculada a

eficiéncia do tratamento pupal de acordo com cada concentracao, através da seguinte formula:

Eficacia do tratamento pupal (%ETP) = MP + [(1- MP) x PMD], sendo MP a

mortalidade pupal e PMD o percentual de mal desenvolvimento dos adultos.
3.3.8. Determinacao das doses letais

Tanto para larvas como para pupas foram determinadas as doses letais (DLso), sendo
feitas duas analises: uma em relag@o aos dados de mortalidade e outra em relagdo a eficacia do

tratamento.

3.3.9. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do software Bioestat versao 5.0 (AYRES
et al., 2007). Os valores percentuais foram transformados em Varcoseno x e analisados através

da analise de varidncia (ANOVA) e o teste de Tukey (p<0,05). No caso de distribuicdo nao
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paramétrica, os valores foram comparados pelos testes Kruskal-Wallis e Student-Newman-
Keuls (p<0,05). Para o calculo da dose letal 50% (DLso) foi utilizado analise do probito através
do programa POLOPC (LeOra Software, 1987, Berkeley, CA, USA) (FINNEY, 1971).

3.4. Resultados

3.4.1. Experimento com larvas

Os resultados mostram que a partir da concentragdo de 5 mg/ml a mortalidade larval
para as trés substancias testadas diferiu dos seus respectivos grupos controle (p<0,05). O mesmo
foi observado para a eficdcia do tratamento, com excec¢ao do carvacrol, que apresentou eficacia
a partir da concentracdo de 1,25 mg/ml (p<0,05) (Tabela 2). Foi observada mortalidade de
100% das larvas nas concentragdes acima de 10,0 mg/ml para o carvacrol, 15,0 mg/ml para o
6leo essencial de L. sidoides e na concentracdo de 30,0 mg/ml para o timol (p<0,05). Com
relagdo a eficacia do tratamento, as concentracdes a partir de 5,0 mg/ml para o carvacrol e 6leo

de L. sidoides ¢ 10,0 mg/ml para o timol apresentaram 100% de eficacia (p<0,05).

3.4.2. Experimento com pupas

Os resultados da agdo pupicida do 6leo essencial de L. sidoides e dos monoterpenos
timol e carvacrol através do contato estdo apresentados na Tabela 3. O timol apresentou maior
atividade pupicida (74,0%) seguida de uma eficicia do tratamento de 84,0% para a
concentracdo de 30,0 mg/ml (p<0,05). Ja para o carvacrol a maior mortalidade das pupas
(58,0%) foi observada na concentragdo de 20,0 mg/ ml, seguida de eficacia do tratamento de
62,0% (p<0,05). Para o oleo de L. sidoides nao foi observada agdo pupicida (p>0,05).
Entretanto, para as concentragdes de 20,0 e 30,0 mg/ml foi observada ocorréncia de mal
desenvolvimento de adultos, o que foi responsavel por eficacia de tratamento de 44,0 e 46,0%,
respectivamente (p<0,05). Esse impacto também foi observado para o timol na concentragdo de

30,0 mg/ml (p<0,05).

3.4.3. Determinacao das doses letais

Os valores referentes as doses letais das substancias testadas sobre larvas e pupas estdo
apresentados na Tabelas 4. Deve ser ressaltado que as menores doses letais nos experimentos
com larvas e pupas foram observadas para o carvacrol. Para essa substancia, o valor da DLso

para a mortalidade de larvas foi 2,05 mg/ml.



29

Tabela 2 — Média (+ desvio padrdo) de mortalidade de larva (terceiro instar) de Musca domestica tratada com
diferentes concentragdes do dleo essencial de Lippia sidoides e com os monoterpenos timol e carvacrol, e das
pupas recuperadas, em condi¢des de laboratorio (28+2°C ¢ UR 60+10%), com os respectivos percentuais de
eficacia.

Mortalidade das Eficacia do
Tratamentos Concentragdes Mortalidade larval ~ pupas recuperadas tratamento larval
(mg/ml) (ML%) (MPR%) (ETL%)
Controle Tween 80
(20,0) 0,0%+0,0 8,0°+8.4 8,0°+£9,0
0,625 0,0%+0,0 20,7%+14,8 20,7£13,8
1,25 4,0%+5,5 26,9%°+15,2 30,0%+£12,9
. o 2,5 44,0%+15,2 49,8%°+£19,2 72,0°+11,1
Oleo de L. sidoides 5.0 80,0°+7.1 100°+£0,0 100°+0,0
10,0 98,0°+4,5 100* 100°+0,0
15,0 100°+0,0 - 100°+0,0
20,0 100°+0,0 - 100°+0,0
30,0 100°+0,0 - 100°+0,0
Controle DMSO
(10,0) 0,0%+0,0 12,08421,7 12,02+23,7
0,625 2,5%5,0 7,8%+9,7 10,0£11,0
1,25 52,2%+10,2 40,0°+23,5 72,820+52
) 2,5 56,0%°+£23.0 71,8%+19,0 88,02°+12.5
Timol 5,0 74,0°4+18 2 81,7%+21,4 94,0+7,9
10,0 90,0°°9+12,2 100°+0,0 100°+£0,0
15,0 98,09+4,5 100* 100°+0,0
20,0 94,0°4+5,5 66,7%¢+57,7 98,0+4,9
30,0 100+0,0 - 100°+0,0
Controle DMSO
(30,0) 4,0°+5,5 4.22+58 8,0°£8,4
0,625 8,0°+4,5 71,9°+11,4 73,9%+11,4
1,25 31,5%+12,7 87,0°+£17,4 92,0°+11,0
2,5 52,00+16,4 78,00+22.8 88,0"+13,0
Carvacrol 5,0 94,0°°+8,9 100°+0,0 100°+0,0
10,0 100°+0,0 - 100°+0,0
15,0 100°+0,0 - 100°+0,0
20,0 100°+0,0 - 100°+0,0
30,0 100°+£0,0 - 100°+0,0

(%ETL) = ML + [(1- ML) x MPR]
Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p<0,05).
* Apresentou apenas um individuo em uma unica repetigao.

N =50.

J& para a eficacia do tratamento larval, esse valor foi 0,26 mg/ml. Para pupas o valor da DLso
foi 19,30 mg/ml para a mortalidade pupal e 17,32 mg/ml para a eficacia do tratamento. Com
relagdo a este estagio, cabe destacar os altos valores referentes as doses letais devido a baixa

atividade das substancias testadas.
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Tabela 3 — Média (+ desvio padrdo) de mortalidade de pupas de Musca domestica e ma formagao de adultos
tratados com diferentes concentragdes do 6leo essencial de Lippia sidoides e com os monoterpenos timol e
carvacrol, em condigdes de laboratério (28+2°C e UR 60+10%), com os respectivos percentuais de eficacia.

Concentragdes Mortalidade pupal Percentual de ma Eficacia do
Tratamentos (mg/ml) (MP%) formagéo de tratamento pupal
adultos (PMD%) (ETP%)
Controle Tween 80
(20,0) 0,0+£0,0 0,0£0,0 0,0+£0,0
0,625 4,0%£5,5 0,0£0,0 4,0%£5,5
1,25 4,0%£5,5 0,0£0,0 4,0%£5,5
2,5 2,0°+4,5 0,0°+0,0 2,0°+4,5
Oleo de L. sidoides 5,0 2,0£4,5 0,0°+0,0 2,0£4,5
10,0 2,0%£4,5 0,0£0,0 2,0%£4,5
15,0 2,0%£4,5 0,0£0,0 2,0%£4,5
20,0 10,0°+10,0 37,7°+11,6 44,0°+11,4
30,0 12,0°48,4 38,5°+14,8 46,0£13,4
Controle DMSO
(10,0) 4,0%£5,5 0,0°+0,0 4,0%45,5
0,625 2,02+4,5 0,0°+0,0 2,0°+4,5
1,25 8,0£11,0 2,0°£4.5 10,0°+10,0
2,5 6,0£8,9 0,0°+0,0 6,0+8,9
Timol 5,0 8,084 0,0°£0,0 8,0:£8,4
10,0 6,0°+5,5 2,2245.,0 8,0°+£8,4
15,0 0,0°+0,0 0,0°+0,0 0,0°+0,0
20,0 52,0°+16,4 3,3*+7,4 54,0v+15,2
30,0 74,0°+20,7 60,0°+38,4 84,0°+20,8
Controle DMSO
(30,0) 4,0%£5,5 0,0°+0,0 4,0%+£5,5
0,625 4,0°£5,5 0,0+0,0 4,0°£5,5
1,25 4,0%£5,5 2,0°44.5 6,0£5,5
2,5 16,0%°+5,5 0,0+£0,0 16,0%°+5,5
Carvacrol 5,0 36,0°+15,2 7,3%+10,1 40,0°+18,7
10,0 38,0°+17,9 7,5%£11,2 42,0°£19,2
15,0 44,0+11,4 2,81+6,4 46,0°°+9,0
20,0 58,0°¢19,2 8,0:£17,9 62,0£19,2
30,0 52,0°¢13,0 0,0£0,0 52,0£13,0

(%ETP) = MP + [(1- MP) x PMD]
Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (p<0,05).

N =50.

3.5. Discussao

Nesse estudo foram testados o dleo essencial de L. sidoides e seus monoterpenos mais
frequentemente encontrados, embora o carvacrol ndo esteja presente nessa amostra de oleo.
Essa variacdo na quantidade e constituicdo quimica dos Oleos essenciais para uma mesma
espécie ¢ decorrente de diversos fatores, tais quais parte da planta utilizada para a extracao,

processo de extracdo, ambiente e solo diferenciados, sazonalidade, disponibilidade de agua,
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luminosidade, temperatura, fatores genéticos, estagio de desenvolvimento da planta e estado

nutricional (SOARES & TAVARES-DIAS, 2013).

Tabela 4 — Concentragdes letais (LCso) do 6leo essencial de Lippia sidoides e os monoterpenos timol e carvacrol
sobre larvas (terceiro instar) e pupas de Musca domestica calculados para a mortalidade e eficacia do

tratamento, sobre condigdes de laboratorio (2842 °C e UR 60+10%).

Mortalidade Eficacia do Tratamento
Mortalidade Mortalidade Eficacia do Eficacia do
Larval (ML) Pupal (MP) Tratamento Larval Tratamento
Trat t
ratametrios (ETL) Pupal (ETP)
DLso DLso DLso DLso
(95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI)
Oleo essencial 2,97 * 1,64 64,62
de (2,65-3,33) (1,44-1,86) (36,62-114,02)
L. sidoides
Timol 2,09 32,09 1,25 27,39
(1,75-2,49) (23,65-43,54) (1,07-1,45) (20,96-35,80)
Carvacrol 2,05 19,30 0,26 17,32
(1,81-2,33) (14,92-24,97) (0,14-0,49) (13,47-22,27)

IC: indica os intervalos de confianga; a atividade do composto é considerada significativamente diferente
quando o IC de 95% néo consegue sobrepor-se.

*: DLso ndo calculada devido a falta de atividade do 6leo essencial de L. sidoides.

Valores da DLsp em mg/ml.

N=50.

Os resultados do presente estudo mostram que a partir da concentracdo de 5,0 mg/ml para
o carvacrol e 10,0 mg/ml para o timol e o 6leo de L. sidoides essas substincias apresentaram
impacto direto na mortalidade das larvas. Ja nas concentragcdes menores, apesar de ndo ocorrer
a morte apds o contato, um impacto secundario foi observado, visto que houve inibi¢cdo no
desenvolvimento de algumas das pupas recuperadas, sendo que essas ndo originaram adultos.

Esse fato contribuiu para elevar a eficacia do tratamento das substancias testadas. Com relagdo
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as pupas, também foi observado impacto secundario para as concentragdes de 20,0 e 30,0 mg/ml
para o 6leo de L. sidoides e 30,0 mg/ml para o timol; nessas formulagdes algumas das pupas
tratadas que ndo interromperam o processo de metamorfose formaram adultos com alteracdes
de crescimento e desenvolvimento, pois apresentaram tamanho corporal menor e auséncia do

desenvolvimento alar em relacdo ao grupo controle (Figura 1).

Pavela (2007) também encontrou impacto direto na mortalidade de larvas de ultimo instar
tratadas com 6leo de Thymus vulgaris L. (Lamiaceae) em testes de aplicacdo topica; entretanto,
0 autor ndo mensurou a acdo sobre o desenvolvimento das larvas que ndo morreram apos o
contato com o 6leo, cujo como componente majoritario também ¢é o timol (77,72%). Os
impactos secundarios verificados por este autor foram observados, principalmente, nos ovos
postos por fémeas tratadas com dosagem sub-letal. Nesse caso, a eclos@o larval foi afetada,
houve mortalidade significativa das larvas que eclodiram desses ovos e surgiram pupas com
tamanho menor e com taxas de mortalidade variando de 96 a 100%. Os impactos secundarios
verificados no presente estudo e por Pavela (2007) tem, juntamente com a acdo direta sobre o
estagio tratado, papel importante na diminui¢do da densidade populacional de mosca doméstica,
jé que contribuem diminuindo a prole. Entretanto, analises comparativas mais aprofundadas
tornam-se dificeis, levando-se em conta as diferencas entre os estagios ¢ metodologia de

aplica¢do empregados.

O efeito dos monoterpenos timol e carvacrol sobre a mortalidade de fémeas adultas de M.
domestica ja foi descrito na literatura. Pavela (2008) relatou a toxicidade aguda desses
compostos através da aplicacdo topica em fémeas adultas. Dos monoterpenos avaliados, esses
foram os que alcancaram os menores valores para a DLsp e DLoo nessa metodologia de
aplicacdo. Entretanto, os resultados no experimento de fumigacdo mostraram que esses
compostos ndo foram eficazes comparados aos outros testados. Em outro experimento, este
mesmo autor encontrou 100% de mortalidade em fémeas adultas que tiveram contato topico
com esses compostos aplicados em uma dose elevada (500 pg/mosca). Novamente o timol e

carvacrol apresentaram os menores valores para a DLso e DLgg 0s diversos fenois testados
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Figura 1. Ma formagao do adulto de Musca domestica ap6s tratamento pupal com timol e dleo essencial
de Lippia sidoides: (A) controle e (B) tratado. Barra de escala horizontal = 0,5 cm. Fonte: autor.

(PAVELA, 2011). Os resultados do presente estudo corroboram os encontrados nesses dois
trabalhos no que diz respeito ao impacto na mortalidade das larvas tratadas através do contato.
Também foi observado para o carvacrol e timol os menores valores para DLso para o controle
de larvas e pupas, embora a atividade pupicida dessas substancias tenha sido baixa. Contudo,
apesar dos monoterpenos testados terem sido os mesmos, os estagios de desenvolvimento e o
modo de aplicagdo utilizados diferiram, o que dificulta um exame mais apurado com a
finalidade de determinar possiveis semelhancas, diferencas ou relacdes entre os resultados

encontrados.

Os valores obtidos para a DLso mostram que existe diferenca de sensibilidade entre os
estagios de desenvolvimento da mosca doméstica para as substancias testadas. Esse fato foi
constatado pela baixa atividade pupicida, que levou a altos valores referentes as doses letais
quando comparados com os obtidos para o estagio larval. Isso condiz com o exposto por Malik
et al. (2007) em estudo de revisao sobre as estratégias de controle da mosca doméstica. Segundo

esses autores, o estagio de desenvolvimento das moscas também exerce influéncia no efeito das
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substancias. Assim como no presente estudo, Pavela (2007) encontrou diferencas de
sensibilidade entre os estagios de desenvolvimento de M. domestica. Este autor observou que a
DLsoe DLgo para larvas de ultimo instar apresentaram os maiores valores (Lg/mosca) em relagao
ao estagio adulto em testes de aplicacdo topica com o 6leo de 7. vulgaris, que tem o timol como

componente majoritario.

Tong & Coats (2010) demonstraram o mecanismo de agdo do timol e carvacrol em M.
domestica. Esses monoterpenos agem ligando-se ao neurotransmissor inibitério acido gama-
aminobutirico (GABA), que se une a receptores transmembrana especificos da membrana
plasmatica dos neurdnios. Esta ligagdo causa a abertura dos canais de cloro (Cl") permitindo o
fluxo desse ion no interior dos neurdnios. A ligacdo do timol e carvacrol a esse neurotransmissor
aumenta o fluxo de ions CI- ativados pelo GABA no interior dos neurdénios. Como
consequéncia, ocorre a morte da mosca devido a alteragdes na transmissao do impulso nervoso.
Muitos inseticidas tem como alvo importante os receptores GABA associados aos canais de
ions cloro (WAFFORD et al, 1989; BLOOMQUIST, 1994; COLE et al.,, 1993; HAINZL &
CASIDA, 1996), embora o sitio de ligagdo seja diferente e a afinidade de ligacdo seja muito
menor nesses monoterpenos (TONG & COATS, 2010). Estes produtos atuam da mesma
maneira que o carvacrol e o timol, porém podem levar tanto a uma diminui¢do quanto a um
aumento do fluxo de CI para o interior dos neurénios. Como consequéncia o inseto morre
devido a superexcitagdo ou inibi¢do do sistema nervoso (BLOOMQUIST, 2003). Essa pode ser
a provavel explicacdo da causa da morte das larvas de M. domestica tratadas com as substancias
do presente estudo. Porém, para os impactos secundarios, tais quais inibicdo no
desenvolvimento de algumas das pupas recuperadas e adultos com alteracdo de crescimento e
desenvolvimento alar, ndo ¢ possivel afirmar que esses efeitos estejam relacionados a esse

mecanismo de acio.

Devido a variagdo do modo do experimento, diferentes regimes/tempos de exposigdo ¢
concentragcdes empregadas, torna-se dificil fazer comparagdes com outros estudos (Kumar et
al., 2011b), pois variando qualquer um desses componentes, a atividade inseticida de uma
determinada substancia ira alterar-se substancialmente (Kumar et al, 2012a). O modo de
aplicacdo, o sexo e o estagio de desenvolvimento das moscas também exercem influéncia no
efeito das substancias (MALIK et al, 2007). Desta forma, a padronizagdo de testes em
diferentes estagios de M. domestica para minimizar tais variacdes que influenciam na atividade

de principios ativos e, consequentemente, impedem comparagdes deve ser considerada.



35

3.6. Conclusao

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram o elevado potencial do 6leo essencial
de L. sidoides e dos monoterpenos timol e carvacrol no controle de larvas de M. domestica
através do contato. Essas substancias, portanto, devem ser melhor investigadas para o
desenvolvimento de produtos ambientalmente seguros e ndo toxicos para o controle de larvas
de mosca doméstica e que, apesar de ndo terem sido totalmente efetivas no controle de pupas,

seu uso para esse estagio pode ser indicado em um programa de Manejo Integrado de Pragas.
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