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RESUMO

Musca domestica € um importante vetor mecéanico de diversos patdgenos para humanos e
animais de criacdo, sendo essencial o estudo de novas alternativas de controle mais eficientes
e seguras para este diptero. A busca por novas alternativas de inseticidas envolve
experimentos que geralmente necessitam do uso de solventes que nao interfiram nos
resultados da substancia testada. Assim, o presente estudo compreendeu duas etapas:
investigar a sensibilidade de larvas e pupas de M. domestica aos solventes acetona, etanol,
metanol e dimetilsulfoxido (DMSO) e ao surfactante Tween 80 em diferentes tempos de
volatilizacao; e avaliar a toxicidade dos fenilpropanoides eugenol e (E)-cinamaldeido sobre os
mesmo estagios deste diptero. Para ambos 0s experimentos utilizou-se o teste de contato, com
10 repeticdes (n=10) para cada solvente/surfactante e concentracdo das substancias sobre cada
estagio. No primeiro experimento foram testados acetona, etanol e metanol em pureza
analitica e DMSO e Tween 80 na concentracdo de 5%. Os tempos avaliados foram zero,
cinco, 10 e 15 minutos (23+2°C e 60+10% UR). Os resultados mostraram que o tempo de
volatilizagdo produz diferenca significativa na mortalidade larval (ML) para os trés primeiros
solventes testados, e acetona mostrou-se semelhante ao controle apds cinco minutos de
volatilizacdo (p>0,05). Metanol e etanol mostraram-se semelhantes ao controle ap6s 15
minutos de volatilizacdo (p>0,05). DMSO ndo apresentou ML significativa (p>0,05), no
entanto apresentou percenbtual de mortalidade acumulada (PMA) superiores a 14% (p<0,05).
Tween 80 ndo apresentou diferenca na toxicidade sobre as larvas relacionada ao tempo. Para o
teste com pupas somente etanol produziu diferenca significativa entre os tempos de
volatilizacdo, enquanto acetona e metanol diferiram do controle em todos os tratamentos
(p<0,05). DMSO e Tween 80 néo diferiram significativamente do controle em nenhum tempo
(p>0,05). O surfactante Tween 80 foi o Unico que ndo apresentou toxicidade para ambos 0s
estdgios na concentracdo testada, porém acetona foi o solvente que volatilizou mais
rapidamente, mostrando menor toxicidade entre aqueles testados em pureza analitica. Para o
segundo experimento, foram utilizadas oito concentragdes de cada substancia para a
determinacéo das concentrages letais (CLsg € CLgo). Eugenol apresentou os menores valores
de CLsp e Clgy, para a eficacia do tratamento larval (ETL) (1,5 e 3,75 mg/mL,
respectivamente) enquanto (E)-cinamaldeido apresentou os menores valores de CLsy e CLg
para a eficacia do tratamento pupal (ETP) (18,08 e 78,83 mg/mL, respectivamente). Ambas as
substancias apresentaram atividade larvicida a partir de 2,5 mg/mL e ETL de 100% a partir de

5 mg/mL. Para o tratamento pupal (E)-cinamaldeido diferiu do controle a partir da
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concentracdo de 10mg/mL (p<0,05) e ambos os fenilpropanoides causaram méa formagdo em
adultos a partir de 10 mg/mL, e maior ETP na concentra¢do de 30 mg/mL, sendo 67,2% para
(E)-cinamaldeido e 32% para eugenol. Os produtos testados nesse estudo apresentaram
elevado potencial larvicida, além de ambos apresentarem efeitos pupicida e causarem ma
formacdo nos adultros provenientes de pupas tratadas. Ainda, é possivel sugerir a utilizagdo
conjunta de ambas substancia para um controle mais eficiente, visto que (E)-cinamaldeido
apresentou melhor atividade larvicida, enquanto eugenol teve melhor atividade pupicida.
Desta forma, esses fenilpropanoides mostrando-se promissores para 0 USO ho
desenvolvimento de formula¢Ges mais seguras para a salde e meio ambiente, sendo possivel

sua utilizacdo em estratégias de Manejo Integrado de Pragas.

Palavras chave: mosca domeéstica, bioinseticidas, solventes volateis, estagios imaturos,

contato toxico, pesticida natural
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ABSTRACT

Musca domestica is an important mechanical vector of several pathogens to humans and
domestic animals, being essential to study new alternatives to eficiente and safe control
against this Diptera. The search for new insecticides alternative involves experiments that
generally require the use of solvents that should not interfere in the results of the test
substance. Thus, this study involved two stages: to investigate the sensitivity of M. domestica
larvae and pupae to the solvents acetone, ethanol, methanol and dimethylsulfoxide (DMSO)
and the surfactant Tween 80 at different times of volatilization; and evaluating toxicity of
phenylpropanoid eugenol and (E)-cinnamaldehyde against the same stages of this Diptera. For
both experiments were used the patch test with 10 repetitions (n=10) for each
solvent/surfactant and concentration of substances against each stage. In the first experiment
acetone, ethanol and methanol were tested in analytical purity while DMSO and Tween 80 at
the concentration of 5%. The times evaluated were zero, five, 10 and 15 minutes (23+2°C and
60+10% RH). The results showed that the volatilization time produces significant difference
in larval mortality (LM) for the first three solvents tested, and acetone was similar to the
control after five minutes volatilization (p>0.05). Methanol and ethanol were similar to the
control after 15 minutes of evaporation (p>0.05). DMSO showed no significant LM (p> 0.05),
but its accumulated mortality percenbtual (AMP) was over 14% (p<0.05). Tween 80 showed
no difference in toxicity againts larvae related to time. For the pupae test only ethanol
produced significant difference between the evaporation time, while acetone and methanol
differed from the control in all treatments (p<0.05). DMSO and Tween 80 did not differ
significantly from control at any time (p>0.05). The surfactant Tween 80 was the only one
that showed no toxicity for both stages at the concentration tested, however the solvent
acetone was volatilized more quickly, showing lower toxicity among those tested in analytical
purity. For the second experiment, we used eight concentrations of each substance for the
determination of lethal doses (LCso and LCg). Eugenol showed the lowest values of LCs, and
LCq for the effectiveness of larval treatment (ELT) (1.5 and 3.75 mg/mL, respectively) while
(E)-cinnamaldehyde had the lowest values of LCsy and LCqyo for effectiveness of pupal
treatment (EPT) (18.08 and 78.83 mg/mL, respectively). Both substances exhibited larvicidal
activity from 2.5 mg/mL and ELT of 100% from 5 mg/mL. For pupal treatment (E)-
cinnamaldehyde differed from the control from the concentration of 10mg/mL (p <0.05) and
both phenylpropanoid caused malformation in adults from 10 mg/mL. The greater EPT was

from concentration of 30 mg/mL, being 67.2% for (E)-cinnamaldehyde and 32% for eugenol.
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The products tested in this study had high potential larvicide, and both present pupicida
effects and cause malformation in adultros from treated pupae. Still, it is possible to suggest
the combined use of both substance for more efficient control, as (E)-cinamaldeido showed
better larvicidal activity, while eugenol had better pupicida activity. Thus, using these
phenylpropanoids show promise in the development of safer formulations for health and the
environment, and these could be used in Integrated Pest Management strategies.

Keywords: housefly, biopesticides, volatile solvents, toxic contact, immature stages, natural

pesticide
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INTRODUCAO GERAL

Musca domestica Linnaeus, 1758 é um diptero pertencente a familia Muscidae, Unica
do género encontrada no Brasil e América do Sul (Carvalho, 2002). Essa mosca €
cosmopolita, altamente sinantropica, estando presente tanto em areas urbanas como rurais,
associada principalmente a criacdo de animais de importancia econdémica (Carrera, 1991;
Malik et al., 2007). Seus habitos alimentares e reprodutivos a associam a ambientes de baixa
sanitizagéo, tornando-a importante vetor mecanico de diversos organismos patogénicos como
virus, bactérias, riquetsias, protozoarios e helmintos (Malik et al., 2007; Palacios et al., 2009).
Exerce papel de hospedeiro intermediario de alguns helmintos de importancia veterinaria
(Neves, 2005). Além disso, pode carrear ovos de larvas de Dermatobia hominis e é a principal
praga da avicultura (Fotedar et al., 1992; Braverman et al., 1999).

O controle convencional deste diptero é feito com o uso de inseticidas sintéticos a base
de compostos como carbamatos e piretroides, disponiveis comercialmente em forma de iscas,
para aplicacdo tépica ou fumigacdo. Esses inseticidas vém sendo utilizados continuamente e
de forma indiscriminada ao longo das ultimas décadas, levando a selecdo de populacBes
resistentes, além de prejuizos para 0 meio ambiente e a satde humana (Palacios et al., 2009;
Acevedo et al., 2009; Kumar et al., 2011). Assim, a busca por inseticidas alternativos levou a
pesquisas com 6leos essenciais e seus constituintes, mais especificamente terpenos naturais,
como uma solucdo viavel e ecologicamente mais segura aos inseticidas convencionais (Isman,
2000; Isman, 2006; Malik et al., 2007; Kumar et al., 2012). Essas substancias apresentam
baixa toxicidade a mamiferos, além de serem biodegradaveis, permanecendo pouco tempo no
ambiente, e suas propriedades inseticidas e/ou repelentes ja sdo conhecidas desde a
antiguidade (Burt, 2004; Regnault-Roger et al., 2012; Pavela, 2015).

Investigagbes laboratoriais em busca de substancias com atividade inseticida
necessitam da utilizacdo de solventes e surfactantes para permitir uma aplicacdo homogénea
da substancia sobre o organismo utilizado como modelo bioldgico (Resende et al., 2012;
Sharma et al., 2012). Solventes sdo substancias utilizadas para solubilizar ou dispersar outras
substancias em seu meio, facilitando sua disperséo ou aplicacéo, podendo ser polar ou apolar.
Surfactantes, ou tensoativos, sdo moléculas que possuem atividade detergente devido a
apresentar uma extremidade polar e outra apolar; atuam envolvendo outras substancias em

aglomerados chamados micelas, facilitando sua dispersio em um meio de polaridade
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diferente. O veiculo utilizado ndo pode apresentar toxicidade sobre o organismo alvo, de
modo a ndo interferir nos resultados obtidos para a substancia testada (Chagas et al., 2003;
Gongcalves et al., 2007). Tal fato ressalta a importancia da escolha do solvente ou surfactante
apropriado para o modelo biologico que se pretende utilizar.

Os fenilpropanoides sdo substancias aromaticas presentes nos 6leos essenciais e atuam
contra herbivoria e patdgenos nas plantas (Pavela, 2010). Suas propriedades toxicoldgicas e
antimicrobianas ja foram comprovadas sobre bactérias, fungos, nematoides, acaros e insetos
(Ali et al., 2005; He et al., 2012; Islam et al., 2009; Monteiro et al., 2012; Yeom et al., 2013;
Senra et al., 2013a; Jumbo et al., 2014). O eugenol é um fenilpropanoide presente em algumas
plantas das familias Myrtaceae, Lauraceae e Lamiaceae, conhecido principalmente por seu
uso em procedimentos odontologicos, e que apresenta atividade biocida sobre diversos
organismos ja citados. O 6leo essencial de plantas do género Cinnamomum, por exemplo a
canela, tem atividade antimicrobiana, acaricida e inseticida reconhecidas na literatura, e seu
constituinte majoritario é o (E)-cinamaldeido, um fenilpropanoide extensivamente utilizado
na aromatizacdo de alimentos e bebidas, além da producdo de produtos farmacéuticos e
cosméticos (Ali et al., 2005; Senra et al., 2013b).

Estudos relacionados ao controle de Musca domestica através da utilizacdo de 6leos
essenciais e seus constituintes muitas vezes visam o controle de adultos por meio da aplicacao
topica ou fumigacdo (Mohottalage et al., 2007; Pavela 2008; Palacios et al., 2009; Tarelli et
al., 2009; Pavela, 2011; Rossi et al., 2012). Sabe-se que os estagios de larva e pupa
representam até 85% da populacdo real deste diptero, entretanto esses estagios sdo
negligenciados (Kumar et al., 2012). Assim, o presente estudo constituiu-se de duas etapas: a
avaliagdo da toxicidade de solventes e um surfactante comumente utilizados com o objetivo
de identificar aquele menos toxico e mais eficiente para experimentacdo com larvas e pupas
de M. domestica; e a avaliacdo da toxicidade de eugenol e (E)-cinamaldeido sobre larvas e

pupas de M. domestica através da aplicacéo topica.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Familia Muscidae

A familia Muscidae (Diptera) é considerada cosmopolita devido ao fato de estar
presente em todas as regifes biogeograficas do globo, com 196 géneros englobando 5.155
espeécies (Carvalho et al., 2012). Na regido Neotropical a familia esta representada por mais de
800 espécies (Carvalho et al., 1993; Carvalho et al., 2012). Relativamente bem estudada em
comparagdo com outros grupos de Diptera, na regido Neotropical o conhecimento sobre sua
distribuicdo e biogeografia ainda é vago (Carvalho, 2002; Haseyama et al., 2015).
Atualmente, os estudos sobre a biogeografia da familia tem focado em reconhecer os paddes
de distribuicdo dos géneros e utilizar esse conhecimento para hipotetizar como 0s processos
de transformac&o da Terra levaram a esses padroes (Lowenberg-Neto e Carvalho, 2009).

Possuindo hébitos extremamente variados, a maioria dos muscideos se alimenta e se
reproduz em matéria organica em decomposicao; no entanto, algumas sao pragas primarias de
plantacdes, enquanto outras podem causar miiases (Carvalho et al., 2012). Dentre 0s varios
géneros, algumas espécies tém habitos sinantropicos, podendo apresentar importancia
médico-sanitaria e veterinaria (Carvalho et al., 2002). Musca domestica Linnaeus, 1758, é a
espécie mais conhecida devido ao alto grau de sinantropismo e importancia médica e

veterinaria como vetor mecanico de patdgenos (Palacios et al., 2009).

2. Musca domestica

A mosca doméstica, Musca domestica Linnaeus, 1758, é representante da familia
Muscidae e Unica espécie do género no Brasil e América do Sul (Carvalho, 2002). A espécie
tem distribuicdo cosmopolita, presente em todas as regides do globo com excecdo dos polos,
apresentando maior abundancia nas regifes tropicais. Deve seu nome ao seu habito altamente
sinantrépico, sendo a espécie mais abundante em &reas habitadas, estando diretamente
associada com a presenca de areas propicias para criadouros e alimentagdo (Hewitt, 1914;
Keiding, 1986).

Morfologicamente, a espécie se distingue dos demais representantes da familia
Muscidae por possuir torax acizentado com quatro listras negras longitudinais, abdome

amarelo, marcado dorsalmente com uma linha escura (Hewitt, 1914). Seu aparelho bucal € do
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tipo lambedor-sugador, adaptado para a absorcéo de alimentos liquidos ou liquefeitos, sendo
incapaz de ingerir alimentos solidos (Hewitt, 1914). Uma caracteristica marcante € a veia M1
fortemente curvada para o apice em um angulo de 90°, e caliptera inferior larga (Carvalho,
2002). Apresentam dimorfismo sexual claro, sendo a fémea dicoptica (olhos separados) e o
macho holoptico (olhos juntos), com as fémeas sendo ligeiramente maiores que os machos
(Hewitt, 1914).

Como a maioria dos insetos, seu desenvolvimento esta relacionado as condicbes
ambientais e quando em temperatura e umidade ideais, o ciclo biolégico da M. domestica é
relativamente rapido, durando aproximadamente 15 dias (Hewitt, 1914; Carrera, 1991)
(Figura 1). A fémea adulta pode fazer de cinco a seis posturas ao longo da vida, depositando
a cada vez um conjunto de cerca de 120 ovos em matéria organica em decomposi¢do, que
servira de alimento para as larvas. A larva apode eclode apos 8 a 24 horas, passando por duas
ecdises nos préximos cinco dias, quando finalmente abandona o meio onde se alimentou e
busca um local seco e abrigado para empupar. O pupério é formado pela ultima ecdise larval,
que se contrai e endurece, protegendo a larva que formard a pupa. Neste ponto, o
desenvolvimento até a emergencia do adulto dura em média quatro dias em condi¢es ideais.
O adulto recém emergido é palido e suas asas aparentam ser atrofiadas, motivo que leva o
inseto a buscar um local seguro até que seu exoesqueleto se enrijeca e escureca, € suas asas se
destendam (Hewitt, 1914; Keiding, 1986).

Devido aos seus habitos de se alimentar e reproduzir em ambientes com acimulo de
residuos organicos, a mosca doméstica é geralmente associada a doencas e condicdes de baixa
sanitizacdo. Estes habitos contribuem para a aquisicao de patdgenos em fontes contaminadas,
de forma que este diptero é vetor mecanico de mais de 100 agentes causadores de doencas
como salmonelose, colera e shiguelose (Palacios et al., 2009); atua também como hospedeiro
intermediario de endoparasitos como Habronema sp., que parasita equinos, e Raillietina sp.
em aves (Carrera, 1991; Fotedar et al., 1992; Neves, 2005), além de ter subestimado seu
potencial como vetor de agentes causadores da mastite bovina, como Corynebacterium
pseudotuberculosis, responsavel por prejuizos econdmicos significativos na produgédo animal
(Braverman et al., 1999). Sua presenca em grande quantidade causa incbmodo e estresse a
animais de producdo e ao homem, levando a perda de rendimento e afetando o bem-estar
destes (Carrera, 1991).
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Figura 1. Ciclo de vida de Musca domestica. A: Adulto (fémea). B: Aglomerado de ovos. C: Larvas

apodes passam por duas ecdises, apresentando trés instares. D: Pupa.

3. Controle
3.1 Inseticidas sintéticos

O controle da mosca doméstica é feito principalmente através da utilizacdo de
inseticidas sintéticos aplicados de forma tdpica, por fumigacdo ou através de iscas atrativas
para os adultos (Malik et al., 2007). Esses pesticidas comecaram a ser desenvolvidos e
utilizados desde a Segunda Guerra Mundial, derivados do petréleo e quimicos como
carbamatos, organoclorados e organofosforados, e seu uso extensivo logo comegou a mostrar
0s impactos ambientais, além de toxicidade para o ser humano. Ao mesmo tempo, percebia-se
os primeiros problemas ecoldgicos, como o surgimento de linhagens resistentes, tornando
esses produtos ineficientes em poucos anos de uso (Geden, 2012). Na década de 1970, com o
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desenvolvimento de inseticidas piretroides, este quadro ndo mudou, com as moscas
desenvolvendo resisténcia a esses novos produtos em pouco tempo. O uso continuo destes
quimicos, em doses cada vez maiores e 0 longo periodo de permanéncia de seus residuos no
ambiente apenas serviram para agravar o problema, resultando em maiores indices de
contaminagdo ambiental, além de rapida perda de eficiéncia destes produtos (Keiding, 1986;
Geden, 2012).

Durante os anos seguintes, diversos novos inseticidas foram introduzidos no mercado,
possibilitando o controle de populacbes de moscas por um tempo, e se mostrando
promissores. Como por exemplo as iscas de espinosinas, neonicotinoides, imidaclopridos e
nitiazinas que, embora fossem altamente efetivos quando introduzidos no mercado, casos de
populacdes resistentes foram documentados quase que imediatamente ao inicio do seu uso
(Geden, 2012). Apds algum tempo, a introducdo de novos inseticidas e novas bases no
mercado tem se tornado mais dificil, seja devido a dificuldade de descobrir novas férmulas ou
ao alto custo para sua producdo em larga escala, assim como leis que passaram a ser
implementadas como uma forma de regulamentar e proibir a comercializacdo e utilizacdo de
produtos prejudiciais a salde e ao meio ambiente (Isman, 2006). Essas leis levaram a
proibicdo de grande parte dos produtos produzidos antes da década de 1980, reduzindo a
disponibilidade de produtos eficientes e levando a um momento propicio para a busca de
inseticidass alternativos que representassem maior seguranca para a saude e de baixo impacto
ambiental (Isman, 2006; Geden, 2012). Uma das alternativas que tem se mostrado vantajosa
desde entdo é a utilizacdo de substancias de origem vegetal, produzidos por plantas em seu
metabolismo secundario e utilizados como mecanismo de defesa contra a herbivoria
principalmente por insetos. Essas substancias estdo presentes em grande parte nos oOleos

essenciais (Isman, 2000; Isman, 2006).

3.2 Inseticidas de origem vegetal
Muitas plantas angiospermas produzem em seu metabolismo substancias aromaticas
volateis que conferem a elas sabor, odor e esséncia caracteristicos, sendo estas muitas vezes
referidas como metabolitos secundarios, que compdem os 6leos essenciais (Koul et al., 2008;
Pavela, 2015). Esses Oleos podem estar presentes em varias partes de uma mesma planta,
apresentando caracteristicas, composicdo e fungdes distintas. Na planta, atuam como

repelentes ou atrativos de insetos, prote¢cdo contra variacdo de temperatura, ou como defesa
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contra hebivoria (Koul et al., 2008). Para humanos, essas substancias tém sido utilizados por
séculos para fins diversos, desde aditivos alimentares, temperos, perfumes, cosméticos,
resinas e inclusive como repelentes e inseticidas (Pavela, 2015).

O uso de oleos essenciais € mencionado em Roma e Grécia por historiadores, e sua
extracdo por meio da destilagdo é documentada ha mais de 2000 anos, no Egito, India e
Pérsia, e foi aprimorado pelos arabes no século IX (Burt, 2004). No entanto, a primeira
descricdo detalhada deste processo data do século X1l na Andalusia, Espanha, e desde entédo
0s Oleos essenciais foram incluidos como produtos farmacoldgicos na Europa (Regnault-
Roger et al., 2012). Atualmente, este método foi aprimorado e € utilizado para producédo
industrial (Pavela, 2013). Alguns destes Oleos e extratos apresentam atividade bioldgica
contra patdgenos e pragas, como bactérias, virus e artrépodes, e seu uso como pesticida
remonta de séculos atras. Entretanto, desde o surgimento dos inseticidas sintéticos, pesquisas
com extratos boténicos e 6leos essenciais foram deixadas de lado, até o surgimento de
populacOes de pragas resistentes e problemas ambientais da década de 1970 (Geden, 2012).

Nos Estados Unidos, leis como a Food Quality Protection Act de 1996 restringiram o
uso de inseticidas convencionais, enquanto a United States Evironmental Protection Agency
isentava de registro e de requerimento de dados de toxicidade pesticidas que possuiam em sua
composicdo substancias utilizadas em processamento de alimentos e bebidas, incentivando
pesquisas e criando oportunidades para 0 uso de substancias naturais no desenvolvimento de
pesticidas de risco reduzido (Isman, 2000; El-Wakeil, 2013). Assim, devido as leis mais
rigorosas que surgiram para regulamentar o uso de inseticidas sintéticos, a utilizacdo de dleos
extraidos de plantas e seus constituintes voltou a se mostrar uma alternativa interessante como
inseticidas ambientalmente mais seguros (Isman, 2006; Pavela, 2015).

As moléculas constituintes dos 6leos essenciais geralmente apresentam acdo em doses
baixas, e por serem biodegradaveis, sdo uma alternativa ecologicamente segura as moléculas
sintéticas, além de terem acdo especifica, afetando uma gama mais restrita de organismos e
apresentando baixa toxicidade a vertebrados (Isman, 2000; Burt, 2004; Regnault-Roger et al.,
2012).

4. Uso de solventes e surfactantes em testes toxicologicos
Durante o processo de extracdo do 6leo essencial para a producdo de extratos vegetais,

um ou mais solventes sdo utilizados. Ainda, para investigagdes toxicologicas e avaliacdo da

22



atividade inseticida de substancias de origem vegetal, varios solventes e surfactantes podem
ser utilizados com o propdsito de solubilizar e permitir uma aplicacdo mais homogénea da
substancia sobre um organismo usado como modelo biologico (Singh e Jain, 1987). Porém,
muitos dessas substancias podem ser toxicas para o organismo alvo, levando a falsos
resultados durante a experimentagéo (Singh e Jain, 1987; Resende et al., 2012).

Um dos primeiros trabalhos com solventes utilizando M. domestica como modelo
bioldgico data de 1958, quando Hadaway e Barlow avaliaram a potencializacéo de inseticidas
sintéticos por meio da adicdo de diferentes solventes quando aplicados em moscas adultas.
Posteriormente, Schouest et al. (1983) avaliaram a influéncia de solventes na deposicdo de
inseticidas sobre a cuticula de adultos de M. domestica, mas novamente ndo avaliando o efeito
toxico do solvente isoladamente. Apenas em 1987 um estudo que avaliava a toxicidade de
diversos solventes sobre adultos de mosca doméstica por meio de aplicacdo tdpica foi
publicado, e a partir de entdo ndo foram publicados outros estudos semelhantes com moscas
(Singh e Jain, 1987).
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SECAO 1

SUSCEPTIBILIDADE DE LARVAS E PUPAS DE Musca domestica LINNAEUS, 1758
(DIPTERA: MUSCIDAE) A QUATRO SOLVENTES E UM SURFACTANTE

RESUMO

A busca por novos inseticidas sintéticos ou naturais envolve experimentos que geralmente
necessitam do uso de solventes e surfactantes. Assim, espera-se que o solvente utilizado
apresente baixa ou nenhuma toxicidade para o organismo alvo. O objetivo deste estudo foi
verificar a sensibilidade de larvas e pupas de M. domestica aos solventes acetona, etanol,
metanol e dimetilsulfoxido (DMSO) e ao surfactante Tween 80 em diferentes tempos de
volatilizacdo. Utilizou-se o teste de contato, com 10 repeticbes (n=10) de cada
solvente/surfactante para cada estagio. Acetona, etanol e metanol foram testados em pureza
analitica e DMSO e Tween 80 foram testados na concentracdo de 5%. Como controle
utilizou-se &gua destilada. Os tempos avaliados foram zero, cinco, 10 e 15 minutos (23 + 2°C
e 60 = 10% UR). Avaliou-se a mortalidade larval (ML) ap6s 48 horas e as larvas
sobreviventes foram acompanhadas até a emergéncia do adulto, obtendo-se o percentual de
mortalidade acumulada (PMA). No experimento com pupas avaliou-se a mortalidade pupal
(MP) apos seis dias. Os resultados mostram que o tempo de volatilizacdo produz diferenca
significativa na ML para os trés primeiros solventes testados, e acetona mostrou-se
semelhante ao controle apds 5 minutos de volatilizagdo (p > 0,05). Metanol causou ML de
100% para 0 e 5 minutos, e 23% para 10 minutos (p<0,05), e PMA de 42%. Para etanol
verificou-se ML de 100% para os trés primeiros tempos testados. DMSO né&o apresentou ML
significativa (p>0,05), no entanto apresentou PMA superiores a 14% (p<0,05). Tween 80 nao
apresentou diferenca na toxicidade sobre as larvas relacionada ao tempo. Para o teste com
pupas somente etanol produziu diferenca significativa entre os tempos de volatilizagéo,
enquanto acetona e metanol diferiram do controle em todos os tratamentos (p<0,05). DMSO e
Tween 80 ndo diferiram significativamente do controle em nenhum tempo (p>0,05). Ao
comparar os valores de PMA dos solventes e surfactante testados sugere-se utilizar Tween 80
ou acetona como solvente em testes com larvas de M. domestica. Para testes com pupas
recomenda-se 0 uso de DMSO ou Tween 80 em concentracdo igual ou inferior a 5%, néo

requerendo volatilizacdo do solvente. A utilizacdo de etanol ou metanol como solvente néo é
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recomendada para testes com larvas ou pupas de M. domestica com tempo de volatilizacdo
abaixo de 15 minutos.

Palavras-chave: mosca, solvente volatil, testes bioldgicos, toxicidade, estagios imaturos.

31



INTRODUCAO

Musca domestica Linnaeus, 1758 (Diptera: Muscidae) é um diptero com ampla
distribuicdo geogréafica e altamente sinantropico, estando presente tanto em ambiente urbano
quanto rural (Carvalho, 2002; Carvalho et al., 2002; Acevedo et al., 2009). Conhecido
popularmente como mosca doméstica, deposita 0S ovos em matéria organica em
decomposicéo, onde as larvas se desenvolvem. Esse habito faz com que M. domestica esteja
geralmente associado a condi¢BGes sanitarias precarias e a transmissdo de mais de 100
patdgenos, atuando como potencial vetor mecanico de agentes causadores de diversas doencas
para humanos e animais domésticos e de criacdo (Palacios et al., 2009), sendo responsavel por
prejuizos econémicos significativos na producdo animal (Braverman et al., 1999; Neves,
2005). Ainda, quando presente em grande quantidade, a mosca causa estresse a0 homem e
animais domesticos, afetando sua producdo e bem-estar (Carrera, 1991). Tais aspectos
prejudiciais enfatizam a necessidade de adocdo de medidas de controle deste diptero.

O método convencional de controle é feito com a utilizacdo de inseticidas sintéticos
como organofosforados, carbamatos e piretroides, disponiveis no mercado. O uso extensivo e
indiscriminado destes produtos leva a selecdo de populacdes resistentes, além de
contaminacdo ambiental e riscos para a saide humana e animal (Pavela, 2008; Acevedo et al.,
2009). Assim, estudos com a utilizacdo de produtos de origem vegetal, mais especificamente
6leos essenciais e seus constituintes, vem sendo realizados com o intuito de buscar novas
alternativas para o controle de pragas, inclusive M. domestica (Malik et al., 2007; Kumar et
al., 2012a; Kumar et al., 2012b).

A busca por novos inseticidas sintéticos ou naturais envolve experimentos
laboratoriais que geralmente necessitam o uso de solventes, visto que muitas destas
substancias ndo sdo solUveis em agua. Muitos tipos de solventes sdo usados para formulacGes
inseticidas ou em experimentos laboratoriais com a funcdo de solubilizar e/ou diluir o
principio ativo, possibilitando uma aplicagdo mais homogénea (Resende et al., 2012). No
entanto, alguns solventes organicos podem apresentar toxicidade ao organismo alvo e assim
alterar os resultados de experimentos (Stratton e Corke, 1981). Deste modo, para a avaliagcdo
da atividade inseticida de uma substancia, espera-se que o solvente/surfactante utilizado seja

capaz de solubilizar apropriadamente a amostra a ser testada, e apresente baixa ou nenhuma
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toxicidade para o organismo alvo (Chagas et al., 2003; Resende et al., 2012; Sharma et al.,
2012), permitindo avaliar o real potencial da amostra sem influenciar nos resultados.

Dentre os poucos trabalhos que avaliam a atividade de diferentes solventes sobre
artropodes podemos citar aqueles com carrapatos das espécies Rhipicephalus microplus
Canestrini, 1888 (Chagas et al., 2003; Goncalves et al., 2007; Sharma et al., 2012),
Amblyomma cajennense Fabricius, 1787 e Dermacentor nitens Neumann, 1897 (Resende et
al., 2012), coleopteros da espécie Sitophilus zeamais Motschulsky, 1885 (Oliveira et al.,
2011), e odonatas das espécies Pyrrhosoma nymphula Sulzer, 1776 e Coenagrion puella
Linnaeus, 1758 (Gorb et al., 2000). Dos estudos que utilizam M. domestica como modelo
biolégico, Hadaway e Barlow (1958) tiveram como objetivo avaliar a potencializacdo de
inseticidas sintéticos e ndo avaliar o efeito deletério dos solventes para o organismo alvo;
posteriormente, Singh e Jain (1987) avaliaram a toxicidade de diversos solventes sobre
adultos de mosca domeéstica por aplicacdo tdpica.

Uma forma de evitar a interferéncia do solvente e/ou surfactante sobre a avaliagdo da
toxicidade de uma determinada substancia consiste em esperar um tempo predeterminado para
a sua volatilizacdo. O tempo de volatilizacdo pode variar de acordo com as condicGes
ambientais de temperatura e umidade em que o teste € realizado, caracteristicas quimicas da
substancia, entre outros fatores, como a fase de desenvolvimento do artrépode. O solvente
mais utilizado em testes laboratoriais com dleos essenciais e substancias de origem vegetal
sobre M. domestica € a acetona, com poucos trabalhos utilizando combinaces de
dimetilsulfoxido e acetona, e outros solventes como etanol e Tween 80 (Sukontason et al.,
2004; Bigham et al., 2010; Fernandes et al., 2010; Pavela, 2011; Kumar et al., 2012a; Kumar
et al., 2012b; Melo, 2014). Porém, todos esses solventes podem ser toxicos de acordo com a
forma de aplicacdo, concentracdo e tempo de volatilizacdo, e sobre qual estdgio de
desenvolvimento do organismo alvo esta sendo aplicado, dificultando a escolha do solvente
ideal. Visando facilitar a escolha do solvente, assim como o tempo de realizacdo de
experimentos futuros, o objetivo deste estudo foi avaliar a sensibilidade de larvas e pupas de

M. domestica expostas a solventes e um surfactante apos diferentes periodos de volatilizag&o.
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MATERIAL E METODOS

Local dos experimentos
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Artrdpodes Parasitos da

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

Origem e manutencéo da coldnia de Musca domestica

Adultos selvagens de M. domestica foram coletados com o auxilio de rede
entomoldgica no campus da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil, e
mantidos em gaiolas entomoldgicas (35 x 35 x 35 cm) contendo dgua e uma mistura de leite
em pd, aclcar cristal e 4gua na proporcdo de 1:1:2 (v/v) adaptado de Brito et al. (2008)
(Figura 2-A). Para a oviposicao, foi fornecida uma mistura previamente fermentada de farelo
de trigo, leite em p6 e agua (1:1:1 v/v). Apos a oviposicdo, esse meio foi transferido para
camara climatizada (28 £ 2 °C e 60 + 10% UR) para a obtencéo das larvas (pré-pupa) e pupas
utilizadas nos bioensaios (Figura 2-B). Foram utilizadas larvas e pupas de terceira e quarta

geracoes.

Figura 1.1. Manutencdo da colonia de Musca domestica. A: Gaiolas entomologicas para
manutencdo dos adultos. B: Meio de alimentagdo com larvas em desenvolvimento.

Solventes e surfactante
Os solventes acetona [P.A. — A.C.S., (CH3),CO, P.M. 58,08], metanol [P.A. — A.C.S,,

CH30H, P.M. 32,04], etanol [P.A. — A.C.S., CH3CH,0OH, P.M. 46,07] e DMSO [P.A. —
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A.C.S., (CH3),SO, P.M. 78,13] foram adquiridos da Synth® (LABSYNTH® Produtos para
Laboratérios Ltda.), enquanto o surfactante Tween® 80 P.S. (Polissorbato 80)
[C64H124026,P.M. 1310,00] foi adquirido da Vetec® Quimica Fina Ltda.

Os solventes acetona, metanol e etanol foram testados em pureza analitica, enquanto o
DMSO e o surfactante Tween® 80 P.S. foram diluidos em agua destilada para a concentracdo
de 5% (50 mg/mL).

Experimento com larvas

Para larvas foi seguida a metodologia de aplicagdo descrita por Melo (2014). Foram
utilizadas placas de Petri de 6 x 1,5 cm cobertas com papel filtro, onde foram aplicados 500 pl
do solvente/surfactante a ser testado.. As placas foram mantidas abertas por zero, cinco, 10 e
15 minutos para avaliar o tempo minimo necessario para que a volatilizacdo da substancia nao
causasse mortalidade superior a do grupo controle. Para o grupo controle utilizou-se agua
destilada sem necessidade de evaporacdo. Em seguida, foram adicionadas 10 larvas de
terceiro instar (pré-pupa) em cada placa, a qual foi fechada e mantida em camaras
climatizadas (28 £ 2 °C e 60 + 10% UR). Foi utilizada uma camara para cada substancia
testada e uma para o grupo controle. Foram feitas 10 repeticbes para cada tratamento e
controle. Os grupos foram deixados para volatilizar nas seguintes condi¢cdes ambientais: 23 +
3°Ce 70+ 10% UR (Figura 3).

A primeira avaliacdo (ML) foi feita apds 48 horas da aplicacdo. Foram contadas as
larvas mortas e vivas, sendo que as larvas que sobreviveram e empuparam foram mantidas nas
placas de Petri por seis dias para 0 acompanhamento da emergéncia de adultos. Apés esse
tempo uma nova avaliacdo foi feita (MPR) para determinar a mortalidade causada por cada
substancia e tempo testados. Foi considerada morta toda pupa que ndo deu origem a um
adulto. O PMA foi calculado levando-se em conta essas duas avaliacbes para cada

solvente/surfactante e tempo de acordo com a formula proposta por Melo (2014):

PMA = ML + [(100 — ML) Xx MPR] , onde ML é a mortalidade larval,

larvas mortas

100 X ( ); € MPR € a mortalidade das pupas recuperadas, 100 X

total larvas tratadas

(pupas mortas recuperadas do tratamento larval)
total de pupas recuperadas do tratamento larval/’
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Figura 1.2. Teste de contato com solventes e surfactante sobre larvas de Musca domestica. A:
Aplica-se 500 ul do solvente/surfactante a ser testado sobre o papel filtro dentro da placa de Petri e
aguarda-se o tempo determinado para a volatilizacdo. B: 10 larvas de terceiro instar sdo adicionadas a
placa. C: A placa de Petri é fechada e mantida em condigdes controladas de temperatura e umidade
(2812 °C e 60+10% UR).

Experimento com pupas

De acordo com a metodologia proposta por Melo (2014), foram utilizadas placas de
Petri de 9 x 1,5 cm cobertas com com papel filtro. Em cada placa foram colocadas 10 pupas
com um a dois dias de formacdo e sobre cada pupa foram aplicados, com o auxilio de uma

micropipeta, 50 pL do solvente/surfactante a ser testado. Assim como a metodologia de
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aplicacdo em larvas, as placas foram mantidas abertas por zero, cinco, 10, ou 15 minutos,
conforme o tratamento, para permitir a volatilizacdo da substancia testada nas mesmas
condicdes ambientais do experimento com larvas; em seguida, foram fechadas e colocadas em
camaras climatizadas nas mesmas condicGes dos testes com larvas. Para o grupo controle
utilizou-se &gua destilada sem necessidade de evaporacdo. Foram feitas 10 repeticGes para
cada tratamento e controle. A avaliacdo da mortalidade pupal para substancia e tempo foi feita

seis dias apds a aplicacéo.

Figura 1.3. Teste de contato com solventes e surfactante sobre pupas de Musca domestica. A: 10
pupas de um a dois dias sdo adicionadas a uma placa de Petri coberta com papel filtro. B: Sobre cada
pupa sdo pipetados 50 UL do solvente/surfactante a ser testado e aguarda-se o tempo determinado para
a volatilizacdo. C: A placa de Petri é fechada e mantida em condi¢des controladas de temperatura e
umidade (28+2 °C e 60+10% UR).
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Andlise dos dados

A andlise estatistica foi feita através do software Bioestat versdo 5.0 (Ayres et al.,
2007). Os valores percentuais foram transformados em Varcseno x e submetidos & analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0.05). No caso de distribuicdo ndo paramétrica, 0s
dados foram comparados através dos testes de Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls
(p<0.05).

RESULTADOS

Experimento com larvas

Os resultados de mortalidade larval estdo apresentados na Tabela 1.1. Ressalta-se que
0 aumento do tempo de volatilizacdo reduziu a mortalidade larval para acetona, metanol e
etanol (p<0,05). Dentre estes, acetona apresentou menor tempo de volatilizagéo,

apresentando-se semelhante ao controle apds volatilizar por cinco minutos (p>0,05).

Tabela 1.1: Média + Desvio padrdo da mortalidade de larvas pré-pupa de Musca domestica
submetidas a solventes e surfactante em diferentes tempos de volatilizacéo.

Tempo de
Volatilizacdo Mortalidade por solvente/surfactante (%)
(min)
Acetona P.A. Metanol P.A. Etanol P.A. DMSO 5% Tween 80 5%

0 100,0°%+0,0 100,0°%+0,0 100,0°%+0,0 2,0"+4,2 2,0"+4,2
5 1,0%432 100,0°2+0,0  100,0°%+0,0 3,9%45,0 1,0%+32
10 0,0*4+0,0 23,0°%4275  100,0°®+0,0 3,0%4+4,8 5,0°°445 3
15 0,0%+0,0 0,0%+0,0 0,0%+0,0 0,0%+0,0 0,0%+0,0

CTR 0,0°+0,0

As médias seguidas por diferentes letras mindsculas na linha e diferentes letras maitsculas na coluna
diferem significativamente (p <0,05). n = 100; CTR: controle com &gua destilada e zero minuto de
evaporagéo.

Os resultados sobre mortalidade de pupas recuperadas deste primeiro teste encontram-
se na Tabela 1.2. A maior mortalidade de pupas recuperadas foi observada para metanol apds
10 minutos de volatilizacdo (33,1%), diferindo significativamente do controle e dos demais

solventes, exceto DMSO.
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Tabela 1.2: Média + Desvio padrdo da mortalidade de pupas recuperadas da avaliagdo da
sensibilidade de larvas pré-pupa de Musca domestica a solventes e surfactante em diferentes tempos

de volatilizacéo.

Tempo de
Volatilizacdo Mortalidade por solvente/surfactante (%o)
(min)
Acetona P.A. Metanol P.A. Etanol P.A. DMSO 5% Tween 80 5%
0 * * * 12,1%4+13,2 2,0"+4,2
5 4,0%+5 2 * * 15,4°%+11,8 5,0%+7,1
10 3,0%+4,8 33,1"%+28 4 * 14,1°/B+11 2 6,0°/+7,0
15 7,0%+8,2 8,6*+8,0 10,0'+18,9 9,0%8+7 4 2,0%+4,2
CTR 3,0°+4,8

As médias seguidas por diferentes letras minasculas na linha e diferentes letras maitsculas na coluna
diferem significativamente (p <0,05); n = 100; CTR: controle com &gua destilada e zero minuto de
evaporagdo; *: Nenhuma larva empupou na primeira avaliacao.

Na Tabela 1.3 estdo apresentados os percentuais de mortalidade acumulada dos

experimentos com larvas pré-pupa. Todos os solventes testados apresentaram percentuais de

mortalidade acumulada semelhantes ao controle quando deixados evaporar por 15 minutos

(p>0,05).

Tabela 1.3: Média + Desvio padrdo do percentual de Mortalidade Acumulada de larvas pré-pupa de
Musca domestica submetidas a solventes e surfactante apos diferentes tempos de volatilizacéo.

Tempo de
Volatilizacdo Mortalidade por solvente/surfactante (%0)
(min)
Acetona P.A. Metanol P.A. Etanol P.A. DMSO 5% Tween 80 5%
0 100,0%8+0,0 100,0%°+0,0 100,0%8+0,0 14,1°8+11.7 4,0°245 2
5 5,0°445,3 100,0°°+0,0 100,0°2+0,0 18,9°+10,9 6,0°+7,0
10 3,0%+4.8 42,0°B+294  100,0°%+0,0 16,7°+11,5 11,043 2
15 7,0448,2 8,618 0 10,0*4+18,9 9,0+7 4 2,04+4.2
CTR 3,0°+4,8

As médias seguidas por diferentes letras mindsculas na linha e diferentes letras maitsculas na coluna
diferem significativamente (p <0,05); n = 100; CTR: controle com agua destilada e zero minuto de

evaporagéao.
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Experimento com pupas

Os resultadosdo experimento com pupas encontram-se na Tabela 1.4. Observa-se que
somente para etanol o tempo de volatilizacdo produziu diferenca significativa entre os
tratamentos (p<0,05). Ainda, DMSO 5%, e Tween 80 5% nao diferiram significativamente do

controle em nenhum tempo (p>0,05).

Tabela 1.4: Média + Desvio padrdo da mortalidade de pupas de Musca domestica submetidas a
solventes e surfactante em diferentes tempos de volatilizagéo.

Tempo de Mortalidade por solvente/surfactante (%)
Volatilizacéo

(min) Acetona P.A.  Metanol P.A.  EtanolP.A. DMSO5%  Tween 80 5%
0 11,1%8+87 10,0°B+10,5  19,4%°+17,3 0,0°+0,0 1,0°A+3,2
5 8,0%%+9,2 13,0°%+11,6 4,0%+7.0 6,0%+9,7 4,047,0
10 6,0°4E+5 2 11,1°®+8,7 7,00%C+67  3,0°44,8 0,0°2+0,0
15 8,0°%+9 2 4,0%4845 2 10,0%°+6,7 1,043 2 2,0"+4,2

CTR 0,0°+0,0

As médias seguidas por diferentes letras minasculas na linha e diferentes letras maitsculas na coluna
diferem significativamente (p <0,05); n = 100; CTR: controle com &gua destilada e zero minuto de
evaporacdo; *: N&o foram feitas avaliagdes.

DISCUSSAO

A necessidade de novos e mais seguros inseticidas tem levado a um aumento no
nimero de estudos com 6leos essenciais e substancias naturais. Pouco se sabe, porém, a
respeito da toxicidade dos solventes e surfactantes comumente utilizados em testes
laboratoriais e durante os processos de extracdo dos Oleos essenciais. Neste estudo foi
comparada a toxicidade de quatro solventes e um surfactante comumente utilizados em testes
laboratoriais, em relagcdo ao tempo em que estes solventes sdo expostos para volatilizacéo,
utilizando como modelo bioldgico larvas e pupas de M. domestica. Sendo, desta forma, o
primeiro estudo a abranger o efeito destas substancias sobre larvas e pupas de M. domestica e

correlacionando o tempo de volatilizagdo dos mesmos.
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Os resultados obtidos para larvas pré-pupa mostram que os solventes utilizados em
pureza analitica (acetona, metanol e etanol) apresentaram toxicidade elevada quando ndo era
permitida a volatilizacdo destes (Tempo 0); porém essa toxicidade reduziu significativamente
ao permitir a volatilizacdo dos solventes, com acetona apresentando baixa toxicidade apds
cinco minutos de volatilizacdo. Etanol absoluto mostrou-se ativo por mais tempo dentre os
trés, causando mortalidade larval de 100% quando submetido a até 10 minutos de
volatilizacdo. Assim pode-se afirmar que o tempo de volatilizacdo produziu diferenca
significativa na toxicidade dos solventes acetona, metanol e etanol quando aplicados sobre
larvas pre-pupa de M. domestica. O mesmo ndo foi observado para o solvente DMSO 5%
nem para o surfactante Tween 80 5%, porém estas substancias também ndo apresentaram
toxicidade significativa sobre a mortalidade larval.

Tween 80 e DMSO ndo apresentaram diferenca na mortalidade larval que possa ser
correlacionada ao tempo de volatilizagdo, o que pode ser atribuido a baixa volatilidade destes
solventes em condigdes ambientais quando comparado aos demais solventes utilizados neste
estudo. Outro fator que pode influenciar a volatilidade destas substancias esta no fato de terem
sido diluidas, e a presenca de 4gua muda sua volatilidade e estabilidade. No entanto, quando
observado o efeito na emergéncia dos adultos, DMSO 5% causou mortalidade
significativamente maior que Tween 80 e acetona (Tabela 1.2). A mortalidade de pupas
recuperadas para DMSO 5% contribuiu para um percentual de mortalidade acumulada
superior a 9 % em todos os tempos ao final do experimento, fazendo com que 0s grupos
expostos a DMSO 5% apo6s zero, cinco e 10 minutos de volatilizacdo diferissem
significativamente do controle (p<0,05). No entanto, vale ressaltar que esses valores nédo
diferiram significativamente daqueles alcancados pelo surfactante Tween 80 em mesma
concentracdo e tempo de volatilizacdo avaliados (Tabela 1.3). Melo (2014), em estudo com
0leo essencial e monoterpenos sobre fases imaturas de M. domestica, utilizou como solvente
DMSO a 1% e 3%, obtendo mortalidade semelhante ao presente estudo e igual ou inferiores
as concentragdes mais baixas do 6leo e substancias avaliados, corroborando a observacgéo de
que em baixas concentraces DMSO néo apresenta toxicidade sobre M. domestica.

A influéncia da volatilizacdo do solvente sobre pupas foi menor do que quando
aplicado em larvas, sugerindo que outro fator pode influenciar a toxicidade sobre pupas, além
da volatilizagdo do solvente. Acredita-se que a baixa relacdo do tempo de volatilizacdo na
diminuicdo da atividade dos solventes pode estar relacionada a forma de aplicacdo. Neste

teste o solvente foi aplicado diretamente sobre a pupa, simulando a metodologia utilizada em
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outros estudos para testes de substancias com esse estagio, 0 que permite que este atue sobre o
inseto antes de volatilizar, podendo penetrar o pupério e causar efeito toxico independente do
periodo de volatilizacdo, como observado para os solventes acetona, metanol e etanol em
relacdo ao controle. Durante o periodo de pupa, 0 inseto passa por processos de transformacao
e reorganizacdo dos tecidos, 0 que permite supor que o contato com substancias toxicas que
atravessem a cuticula possa causar efeitos letais durantes esse periodo, interrompendo o
desenvolvimento do adulto (Karandikar e Renade, 1965).

A preferéncia da acetona como solvente em experimentos com 6leo essencial ja é
relatada na literatura, justificada por sua réapida volatilizacdo e baixa toxicidade, como
observado por Singh e Jain (1987). Ao avaliarem a toxicidade de diversos solventes aplicados
topicamente sobre o torax de adultos de M. domestica, os autores encontraram que acetona foi
0 solvente que apresentou menor toxicidade sobre o organismo, necessitando uma dose mais
elevada (2ul /inseto) para apresentar efeito toxico, seguida por etanol e metanol, que se
mostrou toxico em concentracdo inferior que os anteriores (1 pl /inseto). O nosso estudo ndo
avaliou diferentes concentracdes, mas sim o tempo de volatilizacdo, o que impossibilita
maiores comparacdes com o estudo de Singh e Jain. Entretanto, os resultados encontrados
para larvas pré-pupa se assemelham aos encontrados para adultos por estes autores, apesar de
que entre estes trés solventes, ndo foi observada diferenca significativa em nenhum dos
tempos avaliados para pupas.

Diversos fatores podem estar relacionados a toxicidade de solventes sobre artropodes,
desde a forma de aplicacdo, permeabilidade da cuticula, viscosidade e polaridade da
substancia até o peso molecular e nimero de carbonos da molécula do solvente (Hadaway e
Barlow, 1958; Lewis, 1980; Chagas et al., 2003). Sabe-se que substanciass com cadeias
carbdnicas maiores sdo menos volateis, ficando assim em contato com o0 organismo por mais
tempo, podendo prolongar o tempo em que atua como carreador e, ainda, aparentar maior
toxicidade. Foi observada durante a realizagdo do presente estudo, nos grupos em que foi
testado Tween 80 5%, a presenca de uma camada Umida sobre o corpo dos insetos por tempo
prolongado, de forma a ser ainda perceptivel sobre alguns individuos mesmo apdés a formagéo
da pupa nos grupos de larvas submetidas a essas substancias. Essa pelicula pode favorecer a
acdo do solvente como carreador de substancias por um tempo prolongado.

Acetona e metanol ndo apresentaram diferenca significativa entre os tempos de
volatilizagcdo quando aplicadas sobre pupas. Uma hipdtese € que ao fechar a placa antes do

solvente evaporar completamente, este ficou contido dentro das placas, potencializando sua
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acdo. Webb e Green (1945) sugerem que alguns solventes aumentam sua capacidade
carreadora quando em ambientes com alta concentracdo de vapor dos mesmos, como
observaram para diacetona alcool e cicloexanol. Essa observacdo enfatiza a importancia de
conhecer as propriedades dos solventes utilizados, considerando a acdo deste sobre o
organismo alvo e permitir a suficiente volatilizagdo do solvente, garantindo que este ndo
influencie nos resultados obtidos em testes com substéancias inseticidas.

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que o tempo de volatilizacdo do
solvente escolhido pode influenciar diretamente no resultado de experimento com larvas de
M. domestica, tendo um efeito menor sobre pupas. Além da toxicidade do solvente ou
surfactante, o tempo de volatilizacdo pode influenciar na capacidade de penetracdo de
substancias atraves da cuticula do inseto, como observado por Schouest et al. (1983) ao
avaliarem a influéncia de solventes na deposicdo de inseticidas sobre a cuticula de adultos de
M. domestica. Os autores constataram que a volatilizagcdo do solvente aumenta o efeito de
concentracdo do inseticida sobre a cuticula do inseto, de modo que solventes que volatilizam
muito rapido podem prejudicar a difusdo dos inseticidas sobre essa superficie, causando sua

precipitacdo e saturacdo da substancia, diminuindo sua absorcao e consequente sua atividade.

CONCLUSAO

Diante dos nossos resultados, conclui-se que o surfactante Tween 80 concentracdo
igual ou inferior a 5% pode ser utilizado de forma segura, ndo influenciando nos resultados de
avaliacdes de toxicidade de 6leos essenciais e substancias de origem vegetal sobre larvas pré-
pupa e pupas de M. domestica, ndo necessitando volatilizacdo. Dentre os solventes avaliados,
DMSO a 5% mostrou-se menos tdxico que os demais solventes sem necessidade de
volatilizacdo ao ser utilizado para 0s mesmos estagios. Para os demais solventes, quando
utilizados em pureza analitica em testes com larvas pre-pupa de M. domestica, aguardar cinco
minutos para a volatilizagéo da acetona e pelo menos 15 minutos ao utilizar metanol e etanol,
ndo sendo recomendada a aplicacdo destes solventes em pureza analitica diretamente sobre
pupas de M. domestica. Entretanto, sabendo-se que solventes diluidos apresentam menor
toxicidade, mas diferencas em suas propriedades volateis, sdo necessarios mais estudos
avaliando a toxicidade destes solventes em diferentes concentracbes e tempos de

volatilizacao.
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SECAO 2

ATIVIDADE INSETICIDA DOS FENILPROPANOIDES EUGENOL E
(E)-CINAMALDEIDO SOBRE LARVAS E PUPAS DE Musca domestica LINNAEUS,
1758 (DIPTERA: MUSCIDAE)

RESUMO

Musca domestica € um importante vetor mecanico de diversos patdgenos para homens e
animais de criagédo, sendo essencial o estudo de novas alternativas de controle mais eficientes
e seguras para este diptero. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade inseticida de dois
fenilpropanoides, eugenol e (E)-cinamaldeido, sobre larvas e pupas de M. domestica. A
avaliacdo do potencial larvicida foi realizada com larvas de terceiro instar pré-pupas
submetidas ao teste de contato. A mortalidade larval (ML) foi avaliada 48h ap6s o tratamento
com as substancias, e as larvas sobreviventes foram acompanhadas até o estagio adulto para a
avaliacdo da mortalidade de pupas recuperadas (MPR) e célculo da eficacia do tratamento
larval (ETL). Para a avaliacdo da atividade pupicida foram utilizadas pupas de um a dois dias
submetidas ao teste de contato, sendo calculada a mortalidade pupal (MP) ap6s seis dias do
tratamento, e adultos emergindo com anormalidade foram contabilizados (PMD) para o
calculo da eficacio do tratamento pupal (ETP). Foram testadas oito concentracfes de cada
substancia, de 0,625 a 30,0 mg/mL, para o calculo das concentra¢des letais (CLsp € CLgg) para
larvas e pupas. Eugenol apresentou os menores valores de CLsp e CLgg, paraa ETL (1,5€ 3,75
mg/mL, respectivamente) enquanto (E)-cinamaldeido apresentou os menores valores de CLsg
e ClLgo para a ETP (18,08 e 78,83 mg/mL, respectivamente). Ambas as substancias
apresentaram atividade larvicida a partir de 2,5 mg/mL e ETL de 100% a partir de 5 mg/mL.
Para o tratamento pupal (E)-cinamaldeido diferiu do controle a partir da concentracdo de
10mg/mL (p<0,05) e ambos os fenilpropanoides causaram ma formacdo em adultos. As
substancias testadas neste estudo apresentaram elevado potencial larvicida, o que em conjunto
com os efeitos sobre pupas tornam seu uso promissor no desenvolvimento de formulacdes
mais seguras para a saude e meio ambiente, sendo possivel sua utilizacdo em estratégias de

Manejo Integrado de Pragas.
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INTRODUCAO

A Musca domestica Linnaeus, 1758 (mosca doméstica) esta distribuida em todas as
regides biogeograficas do globo, com excessdo dos poélos, estando geralmente associado a
presenca humana e presente em ambientes ruais e urbanos (Acevedo et al., 2009; Pavela,
2008; Carvalho et al., 2002). Esse diptero se alimenta e reproduz em matéria organica em
decomposi¢do, onde entra em contato com organismos patogénicos, sendo por isso
considerada importante vetor mecanico de mais de 100 patdgenos, podendo atuar como
potenciais vetores em ambiente hospitalar (Carrera, 1991; Fotedar et al., 1992; Béjar et al.,
2006; Samarasekera et al., 2006; Malik et al., 2007). Além disso, é hospedeiro intermediario
de endoparasitos como Habronema sp, que parasita equinos e Raillietina sp, parasito de aves,
assim como atua na transmissdo de agentes causadores da mastite bovina, como
Corynebacterium pseudotuberculosis, e vetor de ovos de Dermatobia hominis Linnaeus Jr.,
1781, sendo responsavel por prejuizos econdmicos significativos na producdo animal
(Braverman et al., 1999; Pinto et al., 2002; Silva et al., 2005; Castro, 2008). Sua presenca em
grande quantidade causa estresse a animais de criacdo e ao homem, afetando a producdo e o
bem estar destes, principalmente em instalacdes avicolas, onde é considerada a principal
praga (Axtell, 1985; Carrera, 1991). Tais aspectos prejudiciais enfatizam a necessidade de
adoc¢do de medidas de controle deste diptero.

Para o controle de dipteros, convencionalmente utiliza-se inseticidas sintéticos
disponiveis comercialmente como organofosforados, carbamatos e piretroides. A facilidade de
acesso a inseticidas, somada a falta de conhecimento e conscientizacdo sobre as maneiras
adequadas de utilizacdo desses produtos, resultam no uso indiscriminado, podendo levar a
selecdo de populacbes de parasitos resistentes (Acevedo et al., 2009), além de contaminacao
ambiental e riscos para a salde humana e animal (Pavela, 2008; Urzla et al., 2010; Crivelenti
et al., 2011). De acordo com essa preocupacao, estudos com a utilizacdo de produtos de
origem vegetal, mais especificamente Oleos essenciais e seus constituintes, vem sendo
realizados com o intuito de buscar novas alternativas para o controle de diferentes grupos de
pragas, desde acaros a dipteros e coledpteros (Isman, 2000; Coitinho et al., 2006; Pavela,
2008a; Castro, 2008; Cavalcanti et al., 2010; Daemon et al., 2012; Zeringéta et al., 2013). O

uso de oOleos essenciais e seus constituintes j& mostrou eficacia contra varias espécies de
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dipteros, incluindo M. domestica (Malik et al., 2007; Kumar et al., 2012a; Kumar et al.,
2012b; Melo, 2014).

Dentre os constituintes dos 0leos essenciais, os fenilpropanoides sdo substancias
aromaticas (Pavela, 2010). O eugenol é um fenilpropanoide extraido de algumas plantas das
familias Myrtaceae, Lauraceae e Lamiaceae, presente, por exemplo, no 6leo do cravo da
india. Além de seu uso em procedimentos odontoldgicos, o eugenol apresenta atividade
bactericida, fungicida, nematocida, acaricida e inseticida amplamente comprovada na
literatura (Ali et al., 2005; He et al., 2012; Monteiro et al., 2012; Yeom et al., 2013; Senra et
al., 2013a).

O (E)-cinamaldeido, também um fenilpropanoide, esta presente no 6leo essencial de
plantas do género Cinnamomum, como a canela. O 6leo essencial extraido de plantas desse
género tem atividades antimicrobiana e inseticida relatadas na literatura (Islam et al., 2009;
Jumbo et al., 2014), sendo o (E)-cinamaldeido seu componente majoritario. Ainda, é
mencionada atividade carrapaticida e bactericida para (E)-cinamaldeido (Ali et al., 2005;
Senra et al., 2013b).

Atualmente vem crescendo o interesse na utilizacdo de 6leos essenciais e seus
constituintes para o controle de pragas; no entanto, sdo poucos os estudos que visam sua
utilizagdo para o controle de M. domestica (Malik et al., 2007). A maioria desses estudos visa
o controle do adulto por meio de aplicacdo tépica ou fumigacdo (Pavela 2008a; Pavela 2008b;
Palacios et al., 2009a; Palacios et al., 2009b; Pavela 2011; Rossi et al., 2012; Rossi and
Palacios 2013; Tarelli et al., 2009). Porém, sabe-se que os adultos representam apenas 15% da
populacdo real (Kumar et al., 2012a), e sua capacidade de voo dificulta o controle do
ambiente de forma eficaz a longo prazo. Por outro lado, as larvas e pupas deste diptero estdo
restritas ao local do criadouro e proximidades, sendo pouco moveis, tornando assim
estratégias de controle dos estagios imaturos uma alternativa ecolégica e economicamente
interessante.

Ciente das propriedades destes fenilpropanoides, e a constante necessidade de novos e
mais seguros inseticidas para o controle de moscas, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a
atividade inseticida sobre larvas e pupas de M. domestica através do teste de contato, visando

uma alternativa eficaz e segura para o controle deste inseto.
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MATERIAL E METODOS

Local dos experimentos
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Artrdpodes Parasitos da

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

Origem e manutencgéo da colonia de Musca domestica

Adultos selvagens de M. domestica foram coletados com o auxilio de rede
entomoldgica no campus da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil, e
mantidos em gaiolas entomoldgicas (35x35x35 cm). Foi oferecido diariamente agua e uma
mistura de leite em po, agUcar cristal e agua na proporcao de 1:1:2 (v/v) adaptado de Brito et
al. (2008). Para a oviposicéo, foi fornecida uma mistura previamente fermentada de farelo de
trigo, leite em pé e agua (1:1:1 v/v). Apos a oviposicdo, esse meio foi transferido para camara
climatizada (28+2 °C e 60+£10% UR) para a obtencdo das larvas (pré-pupa) e pupas utilizadas

nos bioensaios. Foram utilizadas larvas e pupas de terceira geragdo de laboratério.

Procedéncia e diluicdo dos fenilpropanoides

Os fenilpropanoides eugenol e (E)-cinamaldeido foram adquiridos da Sigma-Aldrich,
ambos com 99,9% de pureza. O solvente acetona foi adquirido da Synth® (LABSYNTH®
Produtos para Laboratérios Ltda.).

A diluicdo das substancias foi feita em acetona 50% com a utilizacdo de vortéx por um
minuto para homogeneizacdo da solucdo. As concentracdes de 0,625; 1,25; 2,5; 5,0; 10,0;

15,0; 20,0 e 30,0 mg/mL foram selecionadas com base nos resultados de Melo (2014).

Experimento com larvas

Para larvas foi seguida a metodologia de aplicacdo descrita por Melo (2014) na qual
papeis filtro foram colocados em placas de Petri (6x1,5 cm) e sobre estes foram aplicados
500uL da solugdo da substancia a ser testada. Foram utilizados dois grupos controle, sendo
um com agua destilada e outro com o solvente (acetona 50%). As placas foram mantidas
abertas por 10 minutos para permitir a volatilizagdo do solvente. Em seguida, foram
adicionadas 10 larvas de terceiro instar (pré-pupa) em cada placa, a qual foi fechada e mantida
em camaras climatizadas (28+2 °C e 60£10% UR); foi utilizada uma camara para cada
substancia testada e uma para os grupos controles. Foram feitas 10 repeticGes para cada
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tratamento e controles. Os grupos foram deixados para volatilizar nas seguintes condic¢oes
ambientais: 23+£3 °C e 70£10% UR. (Figura 5).

Figura 2.1. Teste de contato com eugenol e (E)-cinamaldeido sobre larvas de Musca domestica.
A: Aplica-se 500 ul da substéncia a ser testado sobre o papel filtro dentro da placa de Petri e aguarda-
se 10 minutos para a volatilizacdo do solvente. B: 10 larvas de terceiro instar sdo adicionadas & placa.
C: A placa de Petri é fechada e mantida em condi¢des controladas de temperatura e umidade (28+2 °C
e 60£10% UR).

A primeira avaliagdo (ML) foi feita apos 48 horas da aplicagcdo. Foram contadas as
larvas mortas e vivas, sendo que as larvas que sobreviveram e empuparam foram mantidas nas
placas de Petri por seis dias para 0 acompanhamento até a emergéncia de adultos. Apds esse

tempo uma nova avaliacdo foi feita (MPR) para determinar a mortalidade causada por cada
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substancia testada. Foi considerada morta toda pupa que ndo deu origem a um adulto. A
eficcia do tratamento larval (ETL) foi calculada levando-se em conta essas duas avaliacGes
para cada concentracdo das substancias testadas de acordo com a férmula proposta por Melo
(2014):

ETL = ML + [(100 — ML) X MPR], onde ML €& a  mortalidade larval,

larvas mortas

100 X ( ); e MPR é a mortalidade das pupas recuperadas, 100 X

total larvas tratadas

(pupas mortas recuperadas do tratamento larval)
total de pupas recuperadas do tratamento larval)’

Experimento com pupas

Em cada placa de Petri (9x1,5 cm) com papel filtro foram colocadas 10 pupas com um
a dois dias de formacdo. Sobre cada uma foi aplicado, com o auxilio de uma micropipeta, 50
ML da solucdo da substéncia a ser testada. Foram utilizados dois grupos controle, sendo um
com agua destilada e outro com o solvente (acetona 50%). Assim como a metodologia de
aplicacdo em larvas, as placas foram mantidas abertas por 10 minutos para permitir a
volatilizagdo do solvente; em seguida, foram fechadas e colocadas em camaras climatizadas
nas mesmas condi¢Oes dos testes com larvas. Foram feitas 10 repeti¢cOes para cada tratamento
e controles. A avaliacdo da mortalidade pupal para cada substancia foi feita seis dias apds a
aplicacdo, sendo considerados vivos apenas adultos que emergiram completamente do pupario
(Melo, 2014).

Uma segunda avaliacdo foi realizada contabilizando adultos que apresentaram sinais
de mau desenvolvimento, como asas e/ou abdémen atrofiados, obtendo-se assim o percentual
de mau desenvolvimento dos adultos. Ao final, foi calculada a eficiéncia do tratamento pupal

(ETP) de acordo com cada concentracao, através da seguinte férmula (Melo, 2014):

ETP = MP + [(100 — MP) x PMD], onde MP é a  mortalidade  pupal,

pupas mortas

100 X ( ); e PMD é o percentual de mau desenvolvimento dos adultos,

total de pupas tratadas

100><(

adultos emergidos com mau desenvolvimento )
total de adultos emergidos do tratamento pupal/’
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Figura 2.2. Teste de contato com eugenol e (E)-cinamaldeido sobre pupas de Musca domestica.
A: 10 pupas de um a dois dias sdo adicionadas a uma placa de Petri coberta com papel filtro. B: Sobre
cada pupa sdo pipetados 50 UL da substéncia a ser testada e aguarda-se 10 minutos para a volatilizacao
do solvente. C: A placa de Petri é fechada e mantida em condigdes controladas de temperatura e
umidade até a emergéncia do adulto (28+2 °C e 60+10% UR).

Anélise dos dados e determinacéo das concentracdes letais

A anélise estatistica foi feita por meio do software Bioestat versdo 5.0 (Ayres et al.,
2007). Os valores percentuais foram transformados em Varcseno x e submetidos & analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0.05). No caso de distribuicdo ndo paramétrica, 0s
dados foram comparados através dos testes de Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls

(p<0.05). Foi realizada a analise probit através do programa POLOPC (LeOra Software, 1987,
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Berkeley, CA, USA) (Finney, 1971) para o calculo das concentra¢des letais 50% (CLsp) e

90% (CLgo).

Experimento com larvas

RESULTADOS

Os resultados da avaliacdo larvicida dos fenilpropanoides eugenol e (E)-cinamaldeido

estdo representados na Tabela 2.1. O presente estudo mostrou que a mortalidade larval para

ambas as substancias testadas diferiu dos grupos controles a partir da concentracdo de 2,5

mg/mL (p<0,05). Para a ETL, eugenol apresentou diferenga do controle a partir da

concentracdo de 1,25 mg/mL (p<0,05). Ambas as substancias apresentaram eficacia de

tratamento de 100% a partir da concentracdo e 5 mg/mL (p<0,05).

Tabela 2.1: Média (+ desvio padrdo) da mortalidade larval (ML), mortalidade de pupas recuperadas
(MPR) e eficacia do tratamento larval (ETL) de larvas de Musca domestica tratadas com diferentes
concentragdes dos fenilpropanoides eugenol e (E)-cinamaldeido em condi¢des de laboratorio (28+2 °C

e umidade relativa de 60+£10%).

Substancia Concentracoes ML (%) MPR (%0) ETL (%)
(mg/mL)

Controlel 0,0°+0,0 3,0°+4,8 3,0°+4,8

Controle2 1,0°+3,2 4,052 5,0%°+5 3
0,625 1,0°+3,2 07,2*+8,6 8,0%°+10,3
1,25 7,8°+7.6 16,9°+11,8 23,6"+10,7

Eugenol 2,5 75,0°+11,8 85,7°+23,9 95,0°+9,7
5,0 97,9°+4,5 100,0°+0,0 100,0°40,0
10,0 99,0°+3,2 100,0°+0,0 100,0°40,0
15,0 100,0°+0,0 * 100,0°+0,0
20,0 100,0°+0,0 * 100,0°+0,0
30,0 98,0°+4,2 100,0°+0,0 100,0°+0,0

Controlel 0,0%+0,0 5,0%47,1 5,0%47,1

Controle2 2,0+4.2 5,1%+5 4 7,046,7

0,625 1,0°+3,2 6,0%+7,0 7,0°46,7
1,25 3,0°+4,8 7,3%+87 10,0%+10,5
(E)-cinamaldeido 2,5 73,0°+9,5 48,3"+42 8 87,0°+11,6
5,0 98,0°°+4,0 100,0°+0,0 100,0°+0,0
10,0 100,0°+0,0 * 100,0°+0,0
15,0 100,0°+0,0 * 100,0°+0,0
20,0 100,0°+0,0 * 100,0°+0,0
30,0 100,0°+0,0 * 100,0°+0,0

Meédias seguidas por diferentes letras na mesma coluna diferem significativamente (p < 0,05); N =
100. Controle 1: agua destilada; Controle 2: Acetona 50%.*: Todas as larvas morreram antes de

empupar na primeira avaliagéo.
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Experimento com pupas

Os resultados da avaliacdo pupicida dos fenilpropanoides eugenol e (E)-cinamaldeido
encontram-se na Tabela 2.2. Observa-se que (E)-cinamaldeido diferiu do controle a partir da
concentracdo de 10mg/mL (p<0,05), apresentando a maior mortalidade pupal absoluta
(49,3%) na concentracdo de 30 mg/mL (p<0,05). Eugenol apresentou maior mortalidade
pupal absoluta (18%) na concentracdo de 30 mg/mL (p<0,05). Ambos os fenilpropanoides
provocaram mal desenvolvimento de adultos nos grupos tratados com concentragdes igual ou
superiores a 10 mg/mL; no entanto, apenas os grupos tratados com (E)-cinamaldeido nas
concentracdes de 20 e 30 mg/mL diferiram significaticamente do controle (26,5% e 43%

respectivamente) (p<0,05) (Figura 7).

Tabela 2.2: Média (+ desvio padrdo) da mortalidade pupal (MP), percentual de ma formagdo (PMF) e
eficacia do tratamento pupal (ETP) de pupas de Musca domestica tratadas com diferentes
concentragdes dos fenilpropanoides eugenol e (E)-cinamaldeido em condic6es de laboratério (28+2 °C
e umidade relativa de 60+10%).

Substancia Concentragdes MP (%) PMF (%) ETP (%)
(mg/mL)
Controlel 2,0%+4,2 0,0°+0,0 2,0°+4,2
Controle2 2,0%+4,2 0,0°+0,0 2,0°+4,2
0,625 4,0%+5 2 0,0%+0,0 4,0°+5,2
1,25 4,0%+5 2 0,0+0,0 4,0°%45,2
Eugenol 2,5 6,0°°+8,4 0,0%0,0 6,0°+8 4
5,0 2,042 0,0°+0,0 2,0%+4,2
10,0 10,0%°+9.4 4,3*+135 13,0%°+17,7
15,0 13,0°+12,5 14,9°+17,3 26,0°+17,8
20,0 17,0°+13,4 5,7°+18,1 21,0+21,3
30,0 18,0°+16,2 20,5%+35,8 32,0°+34,9
Controlel 4,1* 453 0,0°+0,0 41%453
Controle2 3,0+4,8 0,0%+0,0 4,0°+5,5
0,625 2,0%44,2 0,0%0,0 2,0%4,5
1,25 3,1%45,0 0,0%+0,0 3,1%45,0
(E)-cinamaldeido 2,5 0,0°+0,0 0,0°+0,0 0,0°+0,0
5,0 4,0%7,0 0,0%0,0 4,0°+7,0
10,0 32,0°+16,9 3,6%+8,3 34,0°+17,8
15,0 30,0°+18,3 9,6°+23,1 37,0°+23,6
20,0 49,0°+25,6 26,5°°424,2 64,0°421,2
30,0 49,3°+225 43,0°+31,2 67,2°427,4

Meédias seguidas por diferentes letras na mesma coluna diferem significativamente (p < 0,05); N =
100. Controle 1: agua destilada; Controle 2: Acetona 50%.
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Para a eficidcia do tratamento pupal, (E)-cinamaldeido apresentou eficiencia
significativa a partir da concentracdo de 10 mg/mL (p<0,05), enquanto eugenol foi eficiente a
partir de 15 mg/mL (p<0,05). O maior valor absoluto para esta avaliacdo foi observado para

(E)-cinamaldeido na concentracao de 30 mg/mL (67,2%) (p<0,05).

A - Larva normal Larvas deformadas

- 5 mm

B - Pupa normal Pupas mal formadas

5 mm

C - Adulto normal Adultos mal formados

Figura 2.3. Efeitos morfologicos secundarios observados apds pupas de Musca domestica serem
exposta ao contato com os fenilpropanoides eugenol e (E)-cinamaldeido. A: Larva normal em
comparagdo com larvas tratadas apresentando enegrecimento, inchago e morte antes de empuparem.
B: Pupa normal em comparagdo a pupas mal formadas provenientes do tratamento de larvas,
apresentando forma larviforme e pupério incompleto e com estreitamento de uma das extremidades.
C: Adulto normal em comparacdo com adultos mal formados resultantes do tratamento pupal,
apresentando atrofia alar, tamanho corporal reduzido e ptilinum exposto.
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Determinacdo das concentracdes letais

Os valores obtidos para as concentragcOes letais de ambas as substancias avaliadas
sobre larvas e pupas estdo representados na Tabela 2.3 e Tabela 2.4, respectivamente. As
menores concentracdes letais para mortalidade larval foram obtidas por (E)-cinamaldeido, que
apresentou CLsp e CLgy de 2,20 e 4,73 mg/mL, respectivamente. Quando avaliados o0s
resultados para a eficacia de tratamento larval, eugenol obteve menores valores de CLsg €
CLgo, sendo 1,5 e 3,75 mg/mL respectivamente. Para o tratamento pupal, (E)-cinamaldeido
apresentou CLsp e CLgo de 27,46 e 173,77 mg/mL, respectivamente para mortalidade pupal;
para a eficacia do tratamento pupal os valores foram de, respectivamente, 18,08 e 78,83
mg/mL. O fenilpropanoide eugenol apresentou CLg elevadas, de modo que essas ndo foram

incluidas na tabela, visto que seus intervalos de confianca (IC) ndo puderam ser calculados.

Tabela 2.3: Concentragdes letais (CLsy e CLgo) dos fenilpropanoides (E)-cinamaldeido e eugenol
sobre larvas L3 pré-pupa de Musca domestica calculadas sobre a mortalidade larval e eficacia do
tratamento larval, em condigdes de laboratorio (28+2°C e UR 60£10%).

Mortalidade Larval Eficacia do Tratamento Larval
Tratamentos
CL50(95% IC)  CLg(95% IC) CLs(95% IC) CLg(95% IC)
Eugenol 3,33 7,01 1,50 3,75
g (2,97-3,74) (5,95-9,81) (1,32-1,72) (3,07-5,63)
(E)-cinamaldeido 2,20 473 221 573
(1,96-2,48) (3,97-6,79) (2,00-2,59) (4,75-8,41)

IC: Intervalo de confianga, a atividade da substancia é considerada significativamente diferente
guando o IC de95% néo se sobrepde.
Valores da CLsye CLgo em mg/mL.

Tabela 2.4: Concentragdes letais (CLsy e CLgo) dos fenilpropanoides (E)-cinamaldeido e eugenol
sobre pupas de 1-2 dias de Musca domestica calculadas sobre a mortalidade larval e eficacia do
tratamento larval, em condigdes de laboratério (28+2°C e UR 60£10%).

Mortalidade Pupal Eficacia do Tratamento Pupal
Tratamentos
CL5(95% I1C) CLg(95% IC) CL50(95% I1C) CLg (95% IC)
1220,42
Eugenol ' * 178328 *
g (85,28-17464,29) (37,66-84435,30)
E)-cinamaldeido 27,46 173,77 18,08 78,83
(E) (20,81-36,24) (91,20-648,69) (15,14-21,60) (52,67-179,71)

IC: Intervalo de confianga, a atividade da substancia é considerada significativamente diferente
quando o IC de95% ndo se sobrepbe. Valores da CLs, e CLgy em mg/mL. * N&o foi possivel calcular a
concentracdo letal.
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DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a atividade inseticida dos fenilpropanoides eugenol e (E)-
cinamaldeido sobre larvas pré-pupa e pupas de M. domestica. Ambas as substancias
apresentaram atividade inseticida sobre os estagios imaturos do diptero, com (E)-
cinamaldeido causando impacto direto na mortalidade de larvas a partir de 1,25 mg/mL
enquanto o eugenol apresentou atividade semelhante a partir de 2,5 mg/mL. As larvas que
morreram antes de empuparem tinham aparéncia escurecida, inchada e com manchas (Figura
7-A). Ainda, foi observado impacto secundario, ocasionando mal desenvolvimento de pupas
recuperadas (Figura 7-B), o que levou a ndo emergéncia do adulto. Este fato pode ser
observado principalmente para a concentracdo de 1,25 mg/mL de eugenol, o que contribuiu
para um aumento da eficacia do tratamento larval desta substancia.

Os resultados para os tratamentos sobre pupas mostram que (E)-cinamaldeido também
apresentou atividade direta na mortalidade pupal em menores concentragfes (10mg/mL) do
que o eugenol (20 mg/mL), porém o efeito secundario apresentado pelos tratamentos resultou
na eficacia do tratamento pupal a partir de 10 mg/mL para (E)-cinamaldeido e de 15 mg/mL
para eugenol. Estes efeitos secundarios observados no tratamento pupal ndo interromperam o
processo de metamorfose em adultos, que emergiram com alteracdes morfolégicas como asas
atrofiadas ou ndo distendidas completamente, tamanho corporal menor e deformacdo do
abdome e, em alguns individuos, ndo retracdo do ptilinum ap6s esclerotizacdo do corpo
(Figura 7-C).

Outros autores ja relataram a atividade inseticida do eugenol através de aplicacdo
topica sobre adultos de M. domestica, com a CLs, variando entre 1,8 e 124 pg/mosca (Isman,
2000; Samarasekera et al., 2006; Pavela, 2011). Dentre estes estudos, Samarasekera et al.
(2006) foi o unico que avaliou a atividade de eugenol e cinamaldeido (ndo discriminando qual
isbmero), e o0s 6leos essenciais dos quais sao constituintes, encontrando os valores de CLs, de
1,8 e 1,04 pg/mosca para eugenol e cinamaldeido, respectivamente, e propondo que a
atividade dos 0Oleos de casca e folhas de Cinnamomum zeylanicum deve-se a atividade de
eugenol e cinamaldeido, principalmente. Estes estudos diferem no método de aplicacdo, na
dosagem e concentragdes utilizadas, o que pode explicar a grande variacdo nos resultados
obtidos. Esses mesmos fatores, além da diferenca de estagios utilizados, dificulta que
comparacOes mais aprofundadas sejam feitas entre os estudos e em relagdo ao presente

estudo. No entanto, através dos resultados obtidos por Samarasekera et al. (2006), pode-se
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perceber que cinamaldeido apresentou atividade levemente superior ao eugenol, o que
coincide com os resultados obtidos em nosso estudo ao avaliarmos o impacto direto destas
substancias na mortalidade larval.

Sinthusiri e Soonwera (2013) testaram a atividade de varios 6leos essenciais em
relacdo a tempo de exposicdo sobre adultos de M. domestica. Os autores encontraram que,
dentre os 20 Oleos essenciais testados, o 6leo de Cinnamomon verum foi 0 que apresentou
atividade em menor concentracdo e em menos tempo de exposicao, paralisando (efeito “knock
down”) 24% das moscas apés 30 minutos de exposicdo, assim como atingindo 24% de
mortalidade a concentragdo de 1%. Porém, esse efeito ndo se repetiu para concentragfes mais
elevadas do 6leo, com outros 6leos mostrando-se mais eficientes. No presente estudo o
fenilpropanoide (E)-cinamaldeido, presente no O6leo de C. verum, mostrou toxicidade
semelhante ao eugenol nas concentracdes testadas sobre larvas, porém eugenol causou mais
efeitos secundérios, levando a maior mortalidade de pupas recuperadas, 0 que contribuiu para
que o eugenol apresentasse CLsy menor que (E)-cinamaldeido neste teste. Essas observacbes
podem sugerir que o efeito do (E)-cinamaldeido ocorre mais rapido que o eugenol, perdendo a
atividade de modo a diminuir o efeito secundério a longo prazo.

Em estudo recente, Melo (2014) avaliou a atividade de outros dois monoterpenos,
timol e carvacrol, e do dleo de L. sidoides sobre larvas e pupas de M. domestica, mensurando
0s impactos secundarios no desenvolvimento dos estagios tratados. Os resultados obtidos para
as substancias aplicadas sobre larvas de terceiro instar sdo semelhantes aos do presente
estudo, apresentando atividade larvicida a partir da concentracdo de 2,5 mg/mL. O autor
encontrou valores de CLs menores para o carvacrol na eficacia do tratamento larval (CLso de
0,26 mg/mL e CLgo de mg/mL) quando comparados aos nossos resultados para 0 mesmo
tratamento com eugenol e (E)-cinamaldeido. Apesar de que todas as quatro substancias sdo
monotoerpenos, 0s resultados para o tratamento pupal mostram que (E)-cinamaldeido, em
nosso estudo, apresentou valores de CLg para a eficacia de tratamento pupal inferiores aos
encontrados para timol, carvacrol e 6leo de L. sidoides pelo referido autor. Essa diferenca
pode estar relacionada & presenca da cadeia de trés carbonos (propila) ligada ao anel
aromatico do eugenol e (E)-cinamaldeido. Vale ressaltar, porém, que o valor da ClLg
encontrado para (E)-cinamaldeido estd parcialmente englobado pelo intervalo de confianca
dos valores CLgy de timol e carvacrol do referido estudo. Em ambos os estudos a
contabilizacao dos resultados secundarios do tratamento de larvas e pupas na eficiéncia do

tratamento contribuiu para a reducéo das CLs das substancias testadas.
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Efeitos secundarios no desenvolvimento de larvas e pupas de M. domestica ja foram
relatados na literatura para outras substancias. Kumar et al. (2013) testaram seis
monoterpenos sobre larvas de segundo instar e pupas de 2-3 dias, acompanhando o seu
desenvolvimento, e observaram efeitos secundarios no desenvolvimento de pupas tratadas
com mentol e mentona, com adultos ndo emergindo completamente do pupério ou adultos
emergindo com anomalias. Da mesma forma, Naqvi et al. (2007) observaram anomalias no
desenvolvimento de larvas tratadas com extrato de nim (N-9), acompanhadas até a idade
adulta, com a presenca de pupas mal formadas e adultos que ndo emergiram completamente
do pupério. Ambos os estudos ndo estimaram o impacto dessas anomalias na mortalidade e
eficiéncia do tratamento como mensurado no presente estudo; no entanto, as descri¢fes das
anomalias encontradas pelos autores correspondem ao que foi encontrado em nossos estudos,
principalmente nos adultos provenientes do tratamento de pupas com os fenilpropanoides
eugenol e (E)-cinamaldeido.

Os impactos secundarios do tratamento com substancias de origem vegetal observados
neste e nos demais estudos discutidos previamente representam um dado positivo para 0 uso
dessas substancias no controle de populacbes de moscas, visto que individuos com ma
formagdo podem ndo concluir seu desenvolvimento, além do que adultos mal formados
apresentariam dificuldade para sobreviver e se reproduzir no ambiente. Esses resultados
tornam interessante a realizacdo de mais estudos que avaliem os impactos secundarios no

desenvolvimento e na biologia de estagios imaturos de M. domestica.

CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou o potencial dos fenilpropanoides eugenol e (E)-
cinamaldeido no controle de larvas e pupas de M. domestica por meio da aplicacdo tdpica,
representando uma possivel alternativa para o desenvolvimento de futuros inseticidas mais
seguros ambientalmente e menos toxicos para animais, auxiliando no controle da populacao
deste diptero através do Manejo Integrado de Pragas. Visto que (E)-cinamaldeido apresentou
melhor atividade larvicida, ao passo que eugenol foi mais eficiente no controle de pupas, s
ugere-se ainda a avaliacdo da atividade combinada destas substancias, com o proposito de
aumentar a eficiéncia do controle deste diptero, devido as propriedades complementares
destes fenilpropanoides no controle dos estagios imaturos de M.domestica. Mais estudos séo
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necessarios para compreender melhor os mecanismos de agdo destas substancias e seus efeitos

na biologia destes insetos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nossos estudos mostraram resultados inéditos sobre a toxicidade de quatro solventes e
um surfactante sobre estdgios imaturos de Musca domestica, evidenciando o surfactante
Tween 80 a 5% como a unica substancia que ndo apresentou toxicidade para ambos os
estagios. No entanto, ao permitir a volatilizacdo dos demais solventes, é possivel utiliza-los de
forma segura para larvas. O modo de aplicagdo sobre pupas deve ser revisto com o intuito de
evitar o contato direto do solvente sobre as pupas, de forma a certificar que estes nao
interferirdo nos resultados de testes com outras substancias.

Apesar de o surfactante Tween 80, em concentracdes iguais ou inferiores a 5%, ndo
apresentar toxicidade para larvas e pupas de M. domestica, é incapaz de homogeneizar
apropriadamente algumas substancias, como os fenilpropanoides utilizados no nosso segundo
estudo. Tal fato nos levou a escolha do solvente acetona a 50% para a diluicdo dos
fenilpropanoides testados, visto que testes preliminares mostraram que ao diluir a acetona, o
efeito toxico anteriormente observado sobre pupa foi anulado.

Os resultados obtidos pelos experimentos com eugenol e (E)-cinamaldeido
demonstram o potencial inseticida destas substancias no controle de larvas e pupas de M.
domestica submetidas ao teste de contato. Ao contabilizar os efeitos secundérios causados
pelo contato com essas substancias em larvas (mortalidade de pupas recuperadas) e em pupas
(mé-formacdo de adultos), evidenciamos a potencializacdo da atividade inseticida de eugenol
e (E)-cinamaldeido sobre esses estagios. Nos resultados sobre pupas, quando o0s
fenilpropanoides apresentaram menor potencial inseticida, esse percentual de méa formacéo
avaliado mostrou importancia significativa ao ser contabilizado juntamente a mortalidade
pupal direta, proporcionando um aumento na eficécia do tratamento pupal. Ainda, vimos que
eugenol apresentoumelhores resultados sobre larvas, enquanto cinamaldeido foi mais eficiente
no controle de pupas, de modo que se faz interessante investigar a possibilidade de utilizar
ambas as substancias em conjunto, buscando uma atividade sinérgica para o controle de
imaturos de M. domestica.

Desta forma, concluimos que eugenol e (E)-cinamaldeido apresentam potencial
inseticida sobre estagios imaturos de M. domestica, enfatizando a necessidade de mais
investigacGes com essas substancias combinadas que possam levar ao desenvolvimento de
produtos ambientalmente mais seguros e ndo toxicos, como alternativa aos inseticidas

sintéticos ou sua aplicacdo em técnicas de Manejo Integrado de Pragas.

72



