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RESUMO

Apesar de sua importancia ecologica, a espécie de diptero muscoide denominada
Chrysomya megacephala é capaz de produzir miiases e veicular patdogenos aos homens e
animais. Por possuir a capacidade de se adaptar a diferentes ambientes, esta espécie se
distribui por todo o territério brasileiro, tornando necessario o controle de sua populacgéo.
Apesar de este controle ser realizado principalmente com o uso de inseticidas sintéticos, 0s
estudos voltados para o uso de produtos naturais como alternativa a estes compostos quimicos
tém apresentado resultados satisfatorios. As plantas e os insetos coexistem a milhares de anos.
Esta longa coevolucéo selecionou plantas que produzem substancias inseticidas naturais como
mecanismo de defesa contra o ataque destes artropodes. Além de ndo causarem danos ao
ecossistema, essas substancias naturais podem apresentar atividades inseticidas, larvicidas,
ovicidas e repelentes com grande potencial. Os 06leos essenciais extraidos de plantas
pertencentes ao género Piper tém mostrado grande potencial para controlar a populacédo de
diversos insetos. Apesar disso, até o presente momento, poucos testes com esse género foram
realizados contra moscas. Assim, 0 presente estudo objetivou verificar os possiveis efeitos do
6leo essencial extraido de Piper aduncum e Piper sp. (P1-02) sobre o desenvolvimento pés-
embrionario de C. megacephala. A colénia de C. megacephala foi estabelecida a partir da
coleta de adultos em armadilhas do tipo Shannon, instaladas no campus do Instituto Oswaldo
Cruz (IOC/FIOCRUZ), Rio de Janeiro. O interior da mesma continha peixe em estado de
putrefacdo como atrativo. Carne bovina putrefata foi oferecida as colnias para estimular a
oviposicdo. Apds a postura, 980 neolarvas foram separadas para os testes com P. aduncum e
para os testes com Piper sp. (P1-02), totalizando 1960 neolarvas. Cada teste continha sete
grupos: controle puro, controle dimetilsulféxido (DMSO) e cinco grupos com concentracdes
25, 50, 100, 200 e 300%. Cada grupo conteve 140 neolarvas (quatro repetices de 35 larvas
por grupo). As diferentes concentracBes dos Oleos essenciais, bem como o DMSO foram
aplicadas sobre as neolarvas de forma topica (1uL/neolarva), sendo que no grupo controle ndo
houve aplicacdo. As larvas foram transferidas para recipientes contendo 35g de carne
putrefata (1g/larva). Esses recipientes foram alocados dentro de um pote maior contendo
vermiculita e identificados de acordo com o grupo ao qual pertenciam. Os recipientes,
vedados com tecido escaline, foram mantidos em estante ventilada com temperatura e
umidade regulada a 27 + 1 °C, 60 + 10 % URA e 12 h de fotofase. Ao abandonarem a dieta, as
larvas maduras foram coletadas, pesadas e individualizadas em tubos de ensaio e observadas
diariamente para aferir a duracdo do desenvolvimento larval, pupal e de neolarva a adulto.
Além disso, foi calculada a mortalidade para cada uma das concentracfes e para 0S grupos
controles. Todas as concentracdes tiveram indices de mortalidade maior do que aqueles
encontrados nos grupos controles. A maior mortalidade larval, pupal e de neolarva-adulto foi
encontrada na concentracdo de 200 mg de PI-02 e 200 mg de P. aduncum, respectivamente.
No presente estudo foi observado um peso maior em machos do que em fémeas, contudo,
todas as concentracdes testadas contendo as substancias mostraram ser capazes de reduzir o
peso larval de C. megacephala. A maioria das concentragdes apresentou algum efeito sobre a
proporcéo obtida na razdo sexual de C. megacephala, e a concentragdo 200 mg de Piper sp.
(P1-02) foi aquela que mais diferenciou dos resultados obtidos nos grupos controles. No
presente trabalho foi constatada uma maior porcentagem de atrofias em fémeas do que em
machos. A concentracdo 25 mg de P. aduncum foi aquela em que se obteve uma maior
porcentagem de mortalidade total (machos e fémeas).

Palavras-chave: Controle bioldgico; mosca varejeira; Piperaceae



ABSTRACT

Despite its ecological importance, the muscoid dipterous species Chrysomya megacephala is
capable of producing myiases and vehicular pathogens to humans and animals. Because it has
the capacity to adapt to different environments, this species is distributed throughout the
Brazilian territory, making it necessary to control its population. Although this control is
carried out mainly with the use of synthetic insecticides, studies aimed at the use of natural
products as an alternative to these chemical compounds have presented satisfactory results.
Plants and insects coexist for thousands of years. This long coevolution has selected plants
that produce natural insecticidal substances as a defense mechanism against the attack of these
arthropods. In addition to not causing damage to the ecosystem, these natural substances may
exhibit insecticidal, larvicidal, ovicidal and repellent activities with great potential. Essential
oils extracted from plants belonging to the genus Piper have shown great potential to control
the population of several insects. However, until now, just a few tests has been performed
against flies. Thus, the present study aimed to verify the possible effects of the essential oil
extracted from Piper aduncum and Piper sp. (P1-02) on the post-embryonic development of
C. megacephala. The C. megacephala colony was established from the collection of adults in
Shannon-type traps, installed at the campus of the Oswaldo Cruz Institute (IOC / FIOCRUZ),
Rio de Janeiro. The interior of it contained putrefying fish as attractive. Putrefied beef was
offered to the colonies to stimulate oviposition. After the laying, 980 neolarvas were separated
for the tests with P. aduncum and for the tests with Piper sp. (P1-02), totaling 1960 neolarvas.
Each test contained seven groups: pure control, dimethylsulfoxide control (DMSO) and five
groups with concentrations of 25, 50, 100, 200 and 300%. Each group contained 140
neolarvas (four replicates of 35 larvae per group). The different concentrations of the essential
oils as well as the DMSO were applied on the neolarvas topically (1uL / neolarva), and in the
control group there was no application. The larvae were transferred to containers containing
35g of rotten flesh (1g / larvae). These containers were placed inside a larger pot containing
vermiculite and identified according to the group to which they belonged. The containers,
sealed with escaline tissue, were kept in ventilated shelves with temperature and humidity
regulated at 27 + 1 °C, 60 = 10% URA and 12 h of photophase. Upon leaving the diet, mature
larvae were collected, weighed and individualized in test tubes and observed daily to assess
the larval, pupal and neolarva development to adult development. In addition, mortality was
calculated for each of the concentrations and for the control groups. All concentrations had
higher mortality rates than those found in the control groups. The highest larval, pupal and
neolarva-adult mortality was found in the concentration of 200 mg of P1-02 and 200 mg of P.
aduncum, respectively. In the present study a greater weight was observed in males than in
females, however, all the concentrations tested containing the substances showed to be able to
reduce the larval weight of C. megacephala. Most of the concentrations had some effect on
the proportion obtained in the sexual ratio of C. megacephala, and the concentration 200 mg
of Piper sp. (P1-02) was the one that most differentiated from the results obtained in the
control groups. In the present study, a higher percentage of atrophies was observed in females
than in males. The 25 mg concentration of P. aduncum was the one that gave a higher
percentage of total mortality (males and females).

Key words: Biological control; blowfly; Piperaceae
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1 INTRODUCAO

Tendo surgido no inicio do Devoniano (Grimaldi e Engel 2005), os insetos
correspondem ao maior e mais bem-sucedido grupo de organismos terrestres ja existentes
(Trautwein et al. 2012). Possuem o corpo dividido em cabeca, torax e abdome e séo
conhecidos por apresentar exoesqueleto de quitina, trés pares de pernas articuladas, pecas
bucais do tipo ectognata, asas, inumeras cerdas, um par de olhos compostos e um par de
antenas (Resh e Cardé 2003; Macedo 2010). A classe Insecta € constituida por
aproximadamente 80 milhdes de espécies (Gullan e Cranston 2008) e compreende 53% do

total de organismos existentes no planeta (Halffter et al. 2001).

A riqueza taxonémica desse grupo € atribuida principalmente as suas associacfes com
as plantas, que datam do Carbonifero, ha 300 milhGes de anos atrds. Ao longo da historia
evolutiva, plantas e insetos provocaram uma série de interacdes e interdependéncias de carater
coevolutivo (Jansen 1980; Ricklefs 2003). As modificacbes morfoldgicas e estruturais que as
plantas sofreram, por exemplo, beneficiaram sua adaptacdo a diversos ambientes. Isso
desencadeou um aperfeicoamento dos habitos alimentares dos insetos que possuiam
interacdes especificas com essas plantas (Jolivet 1992). A descoberta de fosseis de plantas
contendo marcas de diferentes tipos de mandibula evidencia os variados comportamentos
fitofagicos dos insetos, corroborando a teoria de coevolugdo inseto-planta. Assim, esses
invertebrados se tornaram cada vez mais complexos e adaptados a diversas regides e héabitat

(Thomanzini e Thomanzini 2002).

Embora as caracteristicas de cada familia sejam variaveis, alguns fatores comuns estéo
relacionados com o sucesso evolutivo dessa classe, tais como: tamanho reduzido, plasticidade
genética, alta capacidade sensorial e neuromotora, diversidade de interacdes evolutivas com
outros organismos, desenvolvimento de metamorfose completa, adultos alados, conquista do

ambiente terrestre, eusocialismo e selecdo sexual (Gullan e Cranston 2008; Engel 2015).

Por estarem relacionados a reciclagem de nutrientes, polinizacdo e dispersdo de
sementes, controle de pragas, producdo de materiais utilizados pelo homem, e servirem como
fonte alimento, esses organismos apresentam grande importancia ecoldgica e econdmica.
Somado a isso, algumas espécies podem atuar como excelentes modelos experimentais para a
pesquisa (Silva 2009; Finkler 2013).

18



Apesar dos aspectos positivos que a presenca dos insetos traz ao meio ambiente,
alguns podem transmitir agentes patogénicos e causar doencas (Aguiar-Santos et al. 2013;
Kappagoda e lonnidis 2014; Fonseca 2016; Rocha 2016; Puccioni-SOHLER et al. 2017),
desencadear processos alérgicos (Pitchon 2014), se tornarem pragas em plantacdes (Silva et
al. 2001; Barrigossi, 2002; Barrigossi 2006; Andrade et al. 2016), em é&reas urbanas
(Zorzenon 2002) e em florestais (Hernandez e Jaffe 1995; Penteado et al. 2000; Freitas et al.
2002; Penteado 2009). Assim, o conhecimento sobre a bionomia desses invertebrados € de

fundamental importancia para a implementacéo de medidas de controle.

Moscas, mosquitos, borrachudos e mosquito palha séo alguns exemplos que ameagam
0 bem-estar do homem e dos animais (Camargo 2008). Esses individuos fazem parte da
ordem Diptera, uma das cinco ordens de insetos com maior riqueza de espécies e que
compreende aproximadamente 15% da biodiversidade mundial. O fato de serem encontrados
em diferentes locais (Gullan e Cranston 2008) mostra a incrivel capacidade de adaptacéo
desse grupo e ressalta a dificuldade em estabelecer medidas de controle eficazes contra o
mesmo (Maia et al. 2014; Zara et al. 2016; VVon-Zuben e Donalisio 2016).

1.1 Ordem Diptera

Estudos apontam a origem dos dipteros como provenientes do Permiano, ha cerca de
250 milhdes de anos (Yates e Wiegmann 2005). A ordem Diptera € constituida por
aproximadamente 160 familias (Pape et al. 2011) e inclui os insetos conhecidos popularmente
como moscas, mosquitos, mutucas, borrachudos, maruins dentre outros (Lima e Serra 2008;
Ahid 2009).

Esses invertebrados correspondem a um dos grupos de insetos mais diversos que
existe, ocupando todos os continentes e quase todos os habitats (Courtney e Merritt 2008). Os
dipteros apresentam o segundo par de asas modificados em estruturas responsaveis pela
manutencdo do equilibrio durante o voo, conhecidas como halteres ou balacins. Dessa forma,
0 nome da ordem faz mencdo ao nimero de suas asas funcionais (di = duas, pteron = asa)
(Borror e De Long 2011).

Classicamente essa ordem é dividida em duas subordens, Brachycera e Nematocera. A
subordem Nematocera € constituida pelos mosquitos, pernilongos e outros dipteros que
possuem flagelo antenal fino, composto de muitos segmentos e multiarticulado. Estudos

filogenéticos sugerem que as relagcbes existentes entre as seis infraordens presentes em
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Nematocera sejam incertos (Yates e Wiegmann et al. 1999; Wiegmann et al. 2003).
Brachycera constitui um grupamento monofilético. Esse monofiletismo é sustentado por
algumas caracteristicas da larva e da forma adulta. A forma imatura desses insetos possuli
cabeca alongada, inclusa no protorax e mandibula dividida. O adulto possui até oito articulos
no flagelo antenal, podendo conter uma arista, dois nos palpos e apresenta a genitalia dividida
em epandrio e hipandrio (Yates e Wiegmann et al. 1999; Gullan e Cranston 2008).

A subordem Brachycera é composta pelas infraordens Tabanomorpha,
Stratiomyomorpha, Xylophagomorpha e Muscomorpha (Yeates et al. 2007). Tabanomorpha
abriga aqueles insetos conhecidos popularmente por mutucas, estes apresentam grandes olhos
compostos e pecas bucais robustas com um clipio convexo (Santos 2008). Os individuos que
correspondem a infraordem Stratiomyomorpha apresentam de cinco a seis segmentos
antenais, asas membranosas e possuem habito sapréfago em sua fase imatura (Rozkosny
1991). Xylophagomorpha é um pequeno grupo composto por espécimes que apresentam o
terceiro segmento antenal alongado e larvas predadoras (Baladan e Baladan 2004). A
infraordem Muscomorpha é sustentada pela presenca do espiraculos posterior, das formas
imaturas, no ultimo segmento abdominal (Da-Silva-Xavier 2016). Essa infraordem abriga os
chamados dipteros muscoides, insetos que estdo entre os grupos de maior importancia

econdmica e médica-veterinaria.

O ciclo de vida desses organismos varia em torno de 30 dias até muitos anos. Seus
ovos possuem diferentes formatos e podem ser postos na agua, em locais proximos a ela,
sobre matéria organica em decomposi¢do ou em diversos outros substratos (Ahid 2009). As
larvas ndo possuem pernas verdadeiras, apresentando normalmente aspecto vermiforme. Suas
capsulas cefalicas podem ser do tipo completa, parcialmente ndo-desenvolvida ou ausente.
Essas formas imaturas podem ser de vida livre, ter habito parasitoide ou parasita (Gullan e
Cranston 2008; Rafael et al. 2012), e estar presentes em diversos habitat como pedras, plantas,
sobre o sedimento, e até mesmo em lagos, rios e zonas marinhas (Courtney e Merritt 2008;
Pinho 2008).

Suas pupas podem ser do tipo adéctica, obtecta ou exarata. As pupas exaratas Sao
aquelas cujos apéndices ndo se encontram aderidos ao corpo, enquanto que, as pupas obtectas
sdo aquelas que apresentam cuticula esclerotizada e apéndices unidos ao corpo. Aqueles
dipteros que se transformam em pupas do tipo exaratas, apresentam mandibulas néo-

articuladas, ou adécticas (Rafael et al. 2012).
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Os adultos possuem pecas bucais principalmente do tipo picador-sugador ou lambedor
(Gullan e Cranston 2008), seu tamanho varia de 0,5 mm até 60 mm e apresentam prototdrax e
metatérax muito reduzidos. A maioria se alimenta de néctar e pdlen, mas em algumas

espeécies as fémeas podem ser hematofagas ou predadoras (Rafael et al. 2012).

1.2 Dipteros muscoides

A infraordem Muscomorpha é composta pelas se¢cBes Aschiza e Schinozophora. A
secdo Aschiza possui duas superfamilias, sendo caracterizada pela auséncia da sutura ptilinial.
A secdo Schinozophora apresenta 13 superfamilias, sendo caracterizada pela presenca da
sutura ptilinial. Esta secdo se divide em duas subsecOes: Acalyptratae e Calyptratae. A
denominacdo destes dois grandes grupos se baseia no tamanho da caliptra inferior, contudo
por ser um carater variavel ndo é o indicado para caracteriza-los completamente. Acalyptratae
ndo possui uma monofilia bem suportada, assim ha dificuldade em delimitar suas familias.
Calyptratae corresponde a um grupo bem suportado filogeneticamente, apresentando
caracteristicas especificas como um sulco na base do pedicelo, sutura transversal completa no

mesonoto, dentre outras (Rafael et al. 2012).

A subsecdo Calyptratae € composta pelas superfamilias Hippoboscoidea, Muscoidea e
Oestroidea. A superfamilia Hippoboscoidea é caracterizada, dentre outras coisas, pelo seu
desenvolvimento por viviparidade adenotréfica, enquanto que a Muscoidea se caracteriza por
possuir a abertura anal do macho localizada acima dos cercos e a Oestroidea por uma série
vertical de cerdas no mero (McAlpine e Wood 1989; Amorim e Yeates 2006; Yeates et al.
2007).

A superfamilia Oestroidea é composta pelas familias Sarcophagidae, Calliphoridae,
Oestridae, Mesembrinellidae, Mystacinobiidae, Rhiniidae, Rhinophoridae, Tachinidae e mais
recentemente Ulurumyiidae (Cerretti et al. 2017; Michelsen e Pape 2017). Esta superfamilia
apresenta grande importancia ecoldgica por seus individuos possuirem a capacidade de
degradar a matéria organica animal e vegetal (Linhares 1979), atuarem como indicadores de
impacto ambiental (Martins 2001; Wink et al. 2005), polinizadores (Nascimento et al. 2012),
e servirem como fonte de alimento (Halloran e Vantomme 2015). Além disso, 0s
conhecimentos sobre a biologia desses insetos podem ser aplicados em diversos campos de
estudo, como o da entomologia forense e terapia larval (Rafael et al. 2012; Ansueto 2015).
Dentro da superfamilia Oestroidea, a familia Calliphoridae corresponde a uma das familias
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mais importantes para o ramo da entomologia médica por possuir espécies com grande

importancia sanitéaria (Rafael et al. 2012).

Apesar dos beneficios para 0 meio ambiente e a sociedade, estes organismos podem
causar danos severos a saude. Além de serem capazes de abrigar e veicular diversos agentes
causadores de doenca (bactérias, virus, fungos, protozoarios, larvas e ovos de helmintos), 0s
dipteros muscoides ainda sao responsaveis pela producéo de miiases no homem e nos animais
(Greenberg 1971 e 1973; Paiva 1994).

Tanto as moscas como 0Ss potenciais patdgenos que elas possam vir a carrear
encontram condicGes favoraveis de proliferacdo em locais de clima quente, com condicGes de
higiene precérias. Assim, os fatores climaticos e socioambientais da regido Neotropical
aceleram seu ciclo de vida e permitem a intensificacdo de sua dispersdo populacional,
favorecendo a transmissdo de agentes etiologicos de doencas (Mello et al. 1997; Rey 2001).
Dessa forma, a Organizagdo Mundial de Salde busca alternativas para controlar a proliferagdo
desses insetos e impedir a disseminacdo dos patdgenos carreados por eles. O controle destes
dipteros é feito quase que exclusivamente com a utilizacdo de inseticidas sintéticos
(organofosforados e piretroides) que podem acarretar sérios danos ambientais, tanto por serem
toxicos aos seres Vvivos, quanto por aumentarem a frequéncia de insetos resistentes na
populagéo (Faria 2003; Eyer et al. 2004). Desta forma, surge a necessidade de investimento
em pesquisas que objetivem uma metodologia segura a0 homem sem prejuizos para o

ecossistema.

1.2.1 Familia Calliphoridae

Os califorideos apresentam uma fauna mundial composta de 1.525 espécies e 97
géneros, divididos em oito subfamilias (Pape et al. 2011). Esses insetos possuem o mesotdrax
alargado, protérax e metatorax reduzidos e um par de asas membranosas curtas, porém fortes.
Os constituintes dessa familia possuem um porte que varia de médio a grande (em média
1,5cm de comprimento), uma grande variacdo de cores metalicas com tons azulados,
violaceos ou esverdeados, apesar de algumas espécies possuirem cores opacas, caliptra bem
desenvolvida, uma fileira de cerdas na margem posterior do meron, duas cerdas (raramente
trés) na notopleura e arista geralmente plumosa além da metade basal (Furusawa e Cassino
2006; Amat et al. 2008).
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As varejeiras, como sdo popularmente conhecidos 0s insetos dessa familia, sdo
responsaveis pela veiculacdo de uma serie de enteropatdgenos, principalmente porque muitas
de suas especies possuem habito enddfilo, o que aumenta o contato desses dipteros com

alimentos de consumo humano (Mariluis 1999).

Além disso, esses dipteros sdo causadores de miiases primérias e secundarias e
também podem atuar como vetores forético dos ovos da espécie Dermatobia hominis
(Linnaeus Jr., 1781) (Diptera: Oestridae). Esta espécie é também causadora de miiase
furuncular cuja larva é conhecida popularmente por “berne”. A dermatobiose, como também ¢
conhecida, é uma patologia que afeta diversos hospedeiros como o0 homem, bovinos, suinos,
ovelhas e outros, sendo responsaveis por danos econdmicos a agropecuaria (James 1947;
Zumpt 1965).

O padréo de ocorréncia geogréafico das espécies que compdem a familia Calliphoridae
estd bem definido, mas ainda ndo se sabe claramente quais fatores ambientais determinam a

estrutura dessas espécies (Azevedo et al. 2013).

Dentro desta familia, o género Chrysomya € um dos que mais se destacam por abrigar
espécies de grande importancia epidemioldgica e econémica, tanto do ponto de vista benéfico,
quando participa da cadeia alimentar como insetos detritivoros e do processo de polinizacao
de algumas plantas, quanto prejudiciais, atuando como veiculadores de patégenos ao homem
e animais (Furlanetto et al. 1984; Catts e Goff 1992; Carvalho et al. 2000; Li e Zhang 2007).
As espécies deste género sao robustas, apresentam espiraculos toracicos anteriores podendo
ter a coloragé@o branca, marrom escura ou amarela e corpo esverdeado, azul escuro ou violeta
(Irish 2014).

1.2.1.1 Género Chrysomya

O género Chrysomya Robineau-Desvoidy, 1830 é constituido por 12 espécies e possuli
origem nas regides geograficas que compreendiam o chamado Velho Mundo. Conhecidas
vulgarmente como moscas varejeiras, sua invasdo acidental no Brasil, principalmente na
regido sudeste, foi causada pelo grande fluxo de comércio entre a América do Sul e Europa e

pela chegada de navios com refugiados provenientes de Angola (Guimaraes et al. 1978).

A proliferacdo e desenvolvimento bem-sucedido de diferentes espécies do género
Chrysomya, em nosso territorio, foi aparentemente causada pelo deslocamento de

Cochliomyia macellaria (Fabricius, 1775), uma espécie nativa das Américas, por ocupar seu
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nicho. Essa capacidade de adaptacdo permite que as espécies pertencentes a este género
causem grande desequilibrio ambiental (Guimardes et al. 1978 ;1979; Mariconi et al. 1999;
Sdo-Paulo 2013).

Imbiriba et al. (1977) foram responsaveis pelos primeiros registros de Chrysomya no
pais ao identificar Chrysomya putoria (Wiedemann, 1818) no Parana. Posteriormente,
Guimarées et al. (1978) relataram a ocorréncia de Chrysomya albiceps (Wiedemann, 1819),

Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794), e C. putoria em S&o Paulo.

Por apresentarem alto grau de sinantropia, disperséo e adaptacdo, o estudo ecoldgico
da espécie C. megacephala mostra-se importante para o controle da disseminagdo de doengas
e agentes patogénicos e apresenta um papel fundamental para estudos visando a vigilancia

epidemioldgica dessas epizootias (Batista-da-Silva et al. 2010; Baltazar et al. 2011).
Espécie Chrysomya megacephala

A espécie C. megacephala teve sua origem na Austrélia e regido Oriental, sendo
amplamente distribuida na Africa do Sul, nas regides Orientais e Paleérticas (Zumpt 1965).
Essa espécie foi introduzida de forma acidental no continente americano provavelmente pela
chegada de navios, que consequentemente traziam grande quantidade de lixo em seu interior
(Guimaraes et al. 1978).

Essa varejeira apresenta grande importancia ecolégica e forense, por ser capaz de
degradar a matéria organica animal e vegetal (Greenberg 1992). Possui também um papel de
destague na entomologia médica-veterinaria e sanitaria por produzir miiases no homem e nos
animais. Santos (2005) ressalta que por se tratar de um vetor de enteropatdgenos, a presenca e
abundancia dessas moscas influenciaria também o aumento de casos de diarreia infantil, e
consequentemente, mortalidade infantil. Esse cenario se agrava principalmente em locais com
deficiéncia sanitéria.

Por ser considerada cosmopolita e criar-se facilmente no meio urbano, essa espécie é
dificil de ser controlada quimicamente, o que atribui a ela um risco a0 ambiente como um
todo (Carvalho et al. 2004). Atualmente o controle destes dipteros é feito quase que
exclusivamente com a utilizacdo de inseticidas sintéticos (organofosforados e piretroides) que
podem acarretar sérios danos ambientais, tanto por serem tdxicos aos seres vivos, quanto por
aumentarem a frequéncia de insetos resistentes na populacdo (Faria 2003; Eyer et al. 2004).
Desta forma, surge a necessidade de investimento em pesquisas que objetivem uma

metodologia segura ao homem sem prejuizos para o ecossistema.
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1.3 Controle quimico e biologico

O crescimento populacional somado a presenca de pragas na agricultura tornou-se um
fator limitante na producdo de alimentos. Além disso, algumas espécies exoticas de insetos
conseguem sobreviver no ambiente em que se encontram devido a um clima mais favoravel,
auséncia ou pequeno numero de predadores naturais e boas condigdes para reproducdo. A
degradacdo ambiental e a caga indiscriminada de animais predadores de insetos intensificam o
desequilibrio ecossistémico, aumentando, dentre outras coisas, o0 indice de doencas vetoradas

e causadas por insetos.

Dessa forma, para satisfazer principalmente a demanda de alimentos, diversas
empresas utilizam fertilizantes e diversos produtos quimicos para o crescimento das
plantacdes e reducdo dos danos gerados pelas pragas, respectivamente (Menezes 2005;
Medina 2001). Os inseticidas quimicos sdo as principais substancias usadas com o intuito de
afastar e matar insetos. Até a década de 40 eram utilizados produtos naturais (de origem
organica e inorganica) com atividades inseticidas, porém, estes foram quase que
completamente substituidos com a chegada de produtos sintéticos a partir de pesquisas de

biocidas realizadas durante Il Guerra Mundial.

Por mais que compostos quimicos como o hexacloroexano, diclorodifeniltricloretano
(DDT), aldrin, dieldrin e clordano tenham contribuido para uma maior oferta de alimentos,
seu uso indiscriminado durante 0os anos causou grave impacto ao meio ambiente. Além de
perderem a atividade ao longo do tempo, o uso exacerbado de inseticidas provoca danos
severos ao meio ambiente, tais como: o intenso acimulo de residuos toxicos nos alimentos,
nos animais (por meio da bioacumulagdo), contaminagdo da agua e do solo, aparecimento de
pragas resistentes e danos aos produtores rurais pelo contato direto com essas substancias e

ainda a destruicdo da camada de ozdnio (Kim et al. 2003; Costa et al. 2004).

Diferentes iniciativas de protecdo ambiental, como o lancamemto do livro “Silent
Spring” de Rachel Carson em 1962, motivaram comunidades académicas a estudarem e

compreenderem melhor a relacéo inseto-planta, respeitando o equilibrio ecossistémico.

A dificuldade encontrada para a utilizagdo de inseticidas naturais deve-se ao fato de
gue alguns deles podem apresentar inconstancia em sua eficiéncia por conta de seu baixo
efeito residual, demandando constantes aplicacGes (Costa et al. 2004). Essa caracteristica
dificulta sua comercializacdo, devido ao baixo interesse que geram nos produtores agricolas e

investidores de uma forma geral, por se tornar de um produto mais oneroso.
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O uso de extratos de plantas pelo homem tem ocorrido desde a Idade Antiga,
persistindo até os dias atuais. Ultimamente, h& um aumento significativo em pesquisas
voltadas para a utilizacdo de produtos botanicos para o controle bioldgico, para a geracéo de
alimentos saudaveis, livres de agrotoxicos e diminuicdo da incidéncia de insetos resistentes
(Kim et al. 2003).

Algumas plantas possuem mecanismos naturais contra insetos, os chamados
metabolitos secundarios, que podem gerar uma acdo repelente, inseticida, inibidora da
alimentacdo ou bloqueadora do desenvolvimento pds-embrionario (Stoka 1987). O Brasil
possui uma flora com grande abundéncia e diversidade, o que fornece subsidio para as
pesquisas de controle biolégico que utilizam compostos naturais extraidos de plantas (Pletsch
e Santana 1995).

De acordo com Miranda (2002), as espécies pertencentes a familia Piperaceae
apresentam grande potencial inseticida, podendo ser uUteis no combate a insetos pragas-
agricolas, bem como, no controle de insetos vetores e causadores de doengas.

1.4 Familia Piperaceae

E uma familia de plantas Magnoliideas que possui as pimentas como produto
comercial mais utilizado. Englobando dez géneros e aproximadamente 2000 espécies, essa
familia encontra ampla distribuicdo na regido Neotropical e apresenta grande diversidade de
espécies principalmente nas Américas Central e do Sul (Yuncker 1958, Medeiros e Guimaraes
2007, Bardelli et al. 2008).

Sdo consideradas fosseis vegetais vivos por pertencerem as angiopermas basais. No
Brasil ocorrem cerca de 450 espécies distribuidas entre os géneros Ottonia Spreng.,
Peperomia Ruiz e Pav., Piper L., Pothomorphe Miq. e Sarcorhachis Trel (Tebbs 1989,
Bardelli et al. 2008).

As espécies pertencentes a estes géneros apresentam diferentes aplicagcbes na
medicina, na culinéria e na ciéncia (Guimaraes et al. 1978). Uma importante qualidade dessas
plantas é a presenca de Oleos essenciais que sdo caracteristicos de cada espécie (Nigam e
Purohit 1962), tornando diversos os constituintes quimicos que podem ser utilizados dessa
familia, sendo os mais comuns os alcaloides, terpenos, flavonoides, piperidina, entre outros
(Delgado et al. 2007).
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O género Piper apresenta papel de destaque dentro da familia Piperaceae por
apresentar importantes metabdlitos secundarios, como as lignanas e amidas, utilizados pela
planta em sua defesa contra insetos predadores. O controle bioldgico utilizando os
componentes quimicos presentes nessas angiospermas vem se tornando cada vez mais

estudado, por se tratar de uma aplicacdo ainda inexplorada dessas substancias.

1.4.1 Género Piper

Com mais de 700 espécies distribuidas entre os hemisférios (Lawrence 1951), esse
género conta com diversos metabdlitos como alcaloides, hidrochalconas (Parmar et al. 1997),
propenilfendis (Benevides et al. 1999), &cidos benzoicos prenilados (Lago et al. 2004),
terpenos (Andrade et al. 1998), flavonoides etc. Essas caracteristicas permitem que as
espécies deste género possuam diferentes aplicacbes como seu uso para fins terapéuticos e

alimenticios.

A espécie Piper umbellata (conhecida popularmente no Brasil como pariparoba), por
exemplo, apresenta efeitos positivos no combate a doencas do figado. Folhas, sementes e
raizes da pimenta-do-reino (Piper nigrum) também podem ser usadas como medicamento
para tratar doencas como alergias, bronquites, doencas venéreas e reumatismo, além de sua

importancia como condimento (Amorim 1988; Blitz e Simpson 1995).

Além destas aplicacfes, pesquisas voltadas para o uso de plantas deste género contra
insetos vém sendo amplamente realizadas (Miranda 2002). Em 1961, Irvine constatou
atividades inseticidas nas sementes de P. nigrum, enquanto que Matsui e Munskata (1975)
observaram a capacidade das folhas de Piper tutokatsura de reduzir a alimentacdo da espécie
Spodoptera litura (Fabricius, 1775) (Lepidoptera). As folhas de Piper hispidum também
mostraram uma acéao significativa contra o coledptera Hypothenemus hampei Ferrari, 1867 em

estudos realizados por Santos et al. 2010.

Ivbijaro e Bolaji (1990) estudaram os efeitos inseticidas das espécies africanas,
Piper rotundistipulum e Piper guineense, sobre as pragas que acometem a espécie vegetal
Vigna unguiculata. Miyakado et al. (1989) também observaram esses efeitos em extratos de

Piper longum, Piper beetle, Piper peepuloides e Piper cubeba contra Coleoptera e Diptera.

Diversas espécies de Diptera mostraram serem susceptiveis aos compostos

provenientes de espécies do género Piper. Dessa maneira, ha a possibilidade de usar extratos
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provenientes destas plantas para combater insetos de importancia médica-veterinaria, além

daqueles tidos como praga.

Em 1993, Olsen et al. constataram atividades inseticidas em extratos provenientes de
Piper falconeri contra Musca domestica Linnaeus, 1758 (Muscidae) e Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762) (Culicidae). Em 2009, Gomes et al. relataram os efeitos toxicos que 0s
extratos de Piper maeginatum e Piper purusanum desencadeavam em dipteros pertencentes a
familia Tephritidae. Outras espécies como A. aegypti e Anopheles pseudopunctipennis
Theobald 1901 (Culicidae) também se mostraram susceptiveis as atividades inseticidas de

Piper tuberculatum (Bazan-Calderon et al. 2011).

Apesar dos efeitos inseticidas dos extratos provenientes das espécies do género Piper
serem mundialmente conhecidos (Oliveira 2010), poucos sdo os estudos voltados para 0 uso
destas plantas contra dipteros muscoides. Os trabalhos existentes na literatura, até o presente
momento, utilizaram somente 6leos essenciais extraidos de P. falconeri contra M. domestica
(Parmar et al. 1997), como ja mencionado, P. nigrum contra M. domestica e Lucilia cuprina
(Wiedeman, 1830) (Calliphoridae) (Junior et al. 2007), P. nigrum contra M. domestica (Lopes
et al. 2010), P. aduncum, P. hispidum, P. sanctum, P. diandrum, P. amalago, P.udum,
P. psilorhachis, P. auritum, P. umbelatum contra Drosophila melanogaster (Meigen, 1830)
(Carmona-Hernandez et al. 2014) e P. tuberculatum contra Haematobia irritans Linnaeus,
1758 (Muscidae) (Braga et al. 2017).

A espécie P. aduncum se distribui por varias regides brasileiras e sdo conhecidas
principalmente por suas propriedades medicinais (Revilla 2000; Navickiene et al. 2000;
Guimardes e Valente 2001) e inseticidas (Asprey e Thornton 1954; Alécio et al. 1998). Por
possuirem atividades letais contra insetos, os estudos voltados para seus usos como alternativa

ao controle quimico sdo primordiais para a manutencao do equilibrio ecossistémico.

1.4.1.1 Piper aduncum e Piper sp. (P1-02)

A espécie Piper aduncum L. € conhecida por diversos nomes no Brasil como
jaborandi-do-mato, pimenta-de-fruto-ganchoso, pimenta-de-macaco, dentre outros (Pio-
Corréa 1926; Botsaris 1997; Maia et al. 1998), sendo comumente encontrada na Amazénia.
Presente em diferentes paises tropicais e subtropicais, este arbusto possui ricas propriedades
medicinais, sendo utilizado como diurético, antimalarico, sedativo, laxante, para curar dores

estomacais etc. (Ciccio e Ballestro 1997; Revilla 2000).

28



Apesar de suas propriedades inseticidas serem conhecidas, s6 existe um trabalho na
literatura que utiliza esta espécie contra dipteros muscoides (Carmona-Hernéndez et al. 2014),

0 que ressalta a necessidade de mais estudos nesta area.

A segunda espécie de Piperaceae utilizada no presente estudo ainda nédo foi
identificada pelo bot&nico responsavel, por conta disso, a mesma sera referida por Piper sp.,

bem como pelo codigo PI-02.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos ap0s a aplicacdo tdpica dos 6leos essenciais obtidos a partir das
espéecies Piper aduncum e Piper sp. (P1-02) (Piperaceae) sobre o desenvolvimento pos-

embrionario de Chrysomya megacephala (Calliphoridae), em condigdes de laboratdrio.

2.2 Objetivos especificos

1. Descrever os possiveis efeitos das diferentes concentracdes destes 6leos essenciais
no processo de alimentacdo dos imaturos de Chrysomya megacephala utilizando
como parametro os valores de massa corporal das larvas no instar L3 no momento do

abandono da dieta.

2. Determinar os possiveis efeitos das diferentes concentracfes dos 6leos essenciais
sobre a duracdo do periodo pds-embrionéario: larval, pupal e de neolarva a adulto de

Chrysomya megacephala.

3. Determinar os possiveis efeitos das diferentes concentracGes dos 6leos essenciais

sobre a mortalidade larval, pupal e de neolarva a adulto de Chrysomya megacephala.

4. Descrever os possiveis efeitos das diferentes concentragdes testadas sobre a
estabilidade da colénia de Chrysomya megacephala utilizando como parametro o

calculo da razdo sexual dos adultos.

5. Descrever  possiveis  alteracdes  morfologicas  provocadas a  espécie
Chrysomya megacephala como resultado da aplicacdo tdpica dos Gleos essenciais

através do estereomicroscopio.
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencao e preparacdo dos 6leos essenciais

3.1.1 Material vegetal

Os materiais botanicos, relacionados as duas espécies distintas de Piper, foram
coletados no Campus da Universidade Federal do Amazonas — UFAM em setembro de 2015.
As plantas frescas foram fragmentadas antes da hidrodestilacdo para extracdo dos Oleos
essenciais. As exsicatas de cada planta foram preparadas e depositadas no Herbario da UFAM
- HUAM, Manaus, AM. Uma das exsicatas foi identificada como Piper aduncum, numero

HUAM 7295. A segunda esta aguardando a identificacdo botéanica.

3.1.2 Extragéo dos 0leos essenciais

As folhas frescas fragmentadas de P. aduncum e Piper sp. (P1-02) foram submetidas a
hidrodestilagdo, utilizando aparelhagem do tipo “Clevenger” com algumas modificagdes
conforme preconiza a Farmacopeia Brasileira (2010). Neste método, os materiais frescos
fragmentados foram adicionados a agua destilada em baldo de fundo redondo com volume
suficiente para que esta encobrisse totalmente o material vegetal. Esta mistura foi, entdo,
aquecida durante trés horas. Os Oleos essenciais obtidos foram separados da agua por
centrifugacdo, com rotagdo 15000 rpm/min, durante cinco minutos. A extracdo destes dleos
foi realizada pela Dra. Ana Amaral e sua equipe.

3.1.3 Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo (CGAR) acoplada a espectrometria de

massas (EM)

As andlises qualitativas dos 0leos essenciais destas espécies foram realizadas por
Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo (CGAR), acoplada a espectrometria de massas
(EM). Para isso, foi utilizado um cromatografo gasoso modelo HP7590 A (Agilent
Technologies, USA) equipado com coluna capilar DB-5MS, de dimensfes 30 m x 0,32 mm e
0,25 um de espessura de filme. As condigdes de analise em Cromatografia Gasosa
consistiram em uma temperatura inicial de 40 C e final de 290 C, a 4 C por minuto com
isoterma de 5 minutos. O volume de injecdo da amostra foi de 1 pL utilizando-se Hélio como
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gas de arraste, com fluxo de 0,5 mL por minuto. As analises por espectrometria de massas
foram realizadas utilizando espectrometro de massas modelo HP5972 A, com analisador de

ions quadrupolo e ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV.

A identificacdo de cada constituinte foi realizada com base comparativa de tempos e
indices de retencdo (Kovats). Estes dados foram calculados a partir das anélises de dois
padrGes de séries homologas de hidrocarbonetos: C8-C20 (Fluka Analitical) e C10-C40
(Sigma-Aldrich), obtidos nas mesmas condi¢es dos Oleos essenciais. Os fragmentos no
espectro de massas e 0 indice de retencdo de cada sinal foram comparados com o espectro de
massa existente nos bancos de dados do equipamento e com os indices de retencdo descritos
na literatura (Adams 2001).

3.2 Estabelecimento das colonias de Chrysomya megacephala

As colbdnias foram estabelecidas a partir da coleta dos adultos no campus do Instituto
Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ), Rio de Janeiro (22°51'06"S 43°14'27"W). As moscas foram
coletadas ativamente por tubos Falcon no interior de armadilhas do tipo Shannon (Da-Silva-
Xavier et al. 2015), contendo carcacas de ratos albinos (Mus musculus L.) em estagio inicial

de putrefacdo (Figura 1).

Os insetos coletados foram transportados ao Laboratério de Entomologia Médica e
Forense (LEMEF/IOC), onde foram identificados através de chave especifica para o grupo e
criados por metodologia estabelecida por Queiroz e Milwald-De-Azevedo (1991), alterando
apenas a dieta oferecida aos mesmos (Figura 2). As col6nias tiveram suas posturas induzidas por

meio da oferta de carne bovina moida em estado de putrefagdo (Figura 3).

As carnes foram compradas previamente e mantidas em freezers até 0 momento em que
foram utilizadas para a realizagdo do experimento. Estas foram retiradas do freezer, deixadas
descongelando por dois dias em temperatura ambiente e por fim, mantidas durante cinco dias na

geladeira.
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Figura 1 - Armadilha do tipo Shannon posicionada no campus do Instituto Oswaldo Cruz
(IOC/FIOCRUZ), Rio de Janeiro, para a coleta de Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae).

Figura 2 - Placa de identificacdo do Laboratdrio de Entomologia Médica e Forense (LEMEF/1OC).

3.3 Aplicacéo dos 0leos essenciais nas neolarvas e anélise dos dados obtidos

Uma dieta a base de carne bovina moida em estagio inicial de putrefacdo foi oferecida
as colbnias para estimular a oviposicdo (Figura 3). Desta maneira, 0 experimento foi

realizado com a geragéo F2 de C. megacephala.
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Figura 3 - Coldnia de Chrysomya megacephala recebendo carne bovina em estado de putrefacéo para
estimular a oviposicao e solucdo agucarada.

Apbs a obtencdo das posturas, 280 neolarvas foram separadas e divididas em dois
grupos: controle puro e controle com DMSO (Dimetilsulféxido). Posteriormente, 1960
neolarvas foram separadas e divididas em sete grupos com as concentragcfes de 25, 50, 100,
150, 200, 250 e 300 mg dos 6leos essenciais, de maneira que ficassem 980 neolarvas para 0s
testes com P. aduncum e 980 neolarvas para os testes com Piper sp. (P1-02). Cada grupo
conteve quatro repeticdes com 35 larvas cada, totalizando 140 larvas por grupo. Assim, estas
foram retiradas das posturas por meio de pincéis e transferidas para uma placa de Petri
contendo um pedaco de papel filtro (0,5 x 0,5 cm) para garantir a permanéncia das mesmas

neste local (Figura 4).

Figura 4 - Placa de Petri contendo um papel filtro de 0,5 x 0,5 cm para garantir a permanéncia das larvas
neste local enquanto sdo submetidas a aplicacao topica dos 6leos essenciais de Piper.
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As diferentes concentracdes dos 6leos, bem como o diluente DMSO foram aplicadas
diretamente sobre as neolarvas de forma topica (0,5 puL/neolarva) (Figura 5). Ndo se fez
necessario usar touca ou mascara para a realizacdo deste processo, pois o material manipulado

ndo se tratava de medicamentos ou substancias toxicas e alergogénicas.

Figura 5 - Aplicacéo topica das diferentes concentragdes dos 6leos essenciais de Piper sobre as larvas de
Chrysomya megacephala, depositadas em papel filtro.

Ap0s a aplicacéo topica, as larvas foram transferidas para os recipientes contendo
359 de dieta a base de carne bovina putrefata em cada um deles, obtendo-se entdo a
propor¢do de 1 g/1 larva, de acordo com estudo preconizado por Queiroz e Milwald-de-
Azevedo (1991) (Figura 6 e Figura 7). Estes recipientes foram alocados dentro de um pote
plastico maior contendo vermiculita (utilizado como substrato de pupacdo das larvas) e
identificados de acordo com o grupo ao qual elas pertencem (Figura 8, Figura 9 e Figura
10).
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Figura 7 - Transferéncia das larvas de Chrysomya megacephala que receberam as diferentes concentracdes
dos dleos essenciais de Piper para um pote plastico contendo 35 g de carne bovina putrefata.
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Figura 8 - Potes de plastico com as larvas de Chrysomya megacephala que foram submetidas a aplicagédo
dos dleos essenciais de Piper em 35 g de dieta (pote menor) e vermiculita no fundo do pote maior.

Figura 9 - Esquema dos itens presentes no pote plastico maior: Pote plastico menor contendo 35 g de dieta
e as larvas de Chrysomya megacephala que receberam os dleos de Piper aduncum e Piper sp. (P1-02)
(localizadas anteriormente sobre papel filtro na placa de Petri).
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Figura 10 - Recipiente plastico com os testes de controle bioldgico com Chrysomya megacephala em seu
interior, devidamente identificado.

Os recipientes foram tampados com um tecido de nailon tipo escaline, presos por
elasticos e mantidos em estante ventilada com temperatura e umidade regulada a 27 + 1°C,
60 = 10 % URA e 12 h de fotofase (Figura 10 e Figura 11).

Figura 11 - Estante ventilada com temperatura e umidade regulada a 27 + 1 °C, 70 + 10 % URA e 12 h de
fotofase onde o experimento foi mantido.
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Ao abandonarem a dieta, as larvas maduras foram coletadas, pesadas e
individualizadas em tubos de ensaio contendo vermiculita e foram, também, tampados com
tecido escaline preso por elastico (Figura 12). As larvas permaneceram acondicionadas nos
tubos de ensaio e foram observadas diariamente com o intuito de aferir a duracdo de cada
fase do desenvolvimento larval, pré-pupal, pupal e de neolarva até emergéncia do adulto,
obtendo-se, assim suas viabilidades. As anotagOes foram realizadas na tabela de registros
de dados primérios preconizada por Queiroz (1991) e atualizada e modificada por Dutok

(2015) (Anexo).

A viabilidade larval foi calculada através da seguinte formula:

Numero de larvas que avandonou a dieta

Viabilidade larval = x 100%
Numero de larvas definido para cada tratamento ‘

A viabilidade pupal foi calculada através da seguinte férmula:

Ntiumero de pupas das quais emergiram adultos
x 100%

Viabilidad 1=
iabitidade pupa Numero total de pupas formadas

A viabilidade de neolarva a adulto foi calculada através da seguinte férmula:

Numero de adultos que emergiram

Viabilidade neolarva a adulto = x 1009%
Numero de larvas definido para cada tratamento ’

Figura 12 - Tubos de ensaio mostrando as etapas que foram observadas no ciclo de vida de
Chrysomya megacephala. Contendo respectivamente: larva, pupa e adulto na vermiculita.
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Os adultos recém-emergidos foram sexados e analisados morfologicamente por meio

de microscdpio estereoscépico (Figura 13, Figura 14 e Figura 15).

Figura 13 - Microscopio estereoscopico presente no Laboratdrio de Entomologia Médica e

Forense (LEMEF) onde os espécimes foram devidamente identificados.

Figura 14 - Espécime de Chrysomya megacephala alfinetado para ser observado ao microscépio

estereoscépio.

Figura 15 - Espécime de Chrysomya megacephala registrado no microscopio estereoscopio.
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A razéo sexual dos adultos foi calculada através da seguinte formula:

. Nimero de fémeas emergidas
Razdo sexual =

(Numero de fémeas emergidas + Nimero de machos emergidos)

As alteracbes morfoldgicas foram caracterizadas através de um estereomicroscopio
localizado na Colecdo Malacolégica do Instituto Oswaldo Cruz (CMIOC) com o objetivo de

investigar quais estruturas teriam sido afetadas pelo uso dessas substancias (Figura 16).

Figura 16 - Estereomicroscopio acoplado a uma camera fotografica digital e ao computador localizado na
Colecéo Malacoldgica do Instituto Oswaldo Cruz (CMIOC).

Os espécimes registrados neste experimento foram depositados na colegdo
entomoldgica presente no Laboratério de Entomologia Médica e Forense (LEMEF) (Figura
17).
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Figura 17 - Cole¢do entomoldgica didatica do Laboratdrio de Entomologia Médica e Forense (LEMEF/
10C).
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As informacdes coletadas ao longo dos testes foram transferidas para o programa
Microsoft® Excel® para a posterior construcéo de tabelas e graficos. A mortalidade dos testes
foi corrigida utilizando a féormula de Abbot (1925):

Mortalidade do teste - Mortalidade do grupo controle x 100
Viabilidade do grupo controle

Para a interpretacdo da varidvel massa corporal foi utilizado o programa estatistico
Stadgraphy versdo 5.1. Foi realizada uma prova estatistica através do Contraste Multiplo de
Faixas com o Teste de Comparacdo Multipla de Médias de Tukey das Minimas Diferencas

Significativas (LSD) a 95% de nivel de confianga.

Os resultados da atividade inseticida foram analisados através da anélise de variancia
(ANOVA: P < 0,05), foi utilizado o Teste de Comparacdo Multipla de Médias de Tukey para
analise da significancia estatistica, e o desvio padrdo foi calculado através da média dos
experimentos. O pacote estatistico Graphpad® Prism foi utilizado na realizacdo destes
calculos estatisticos, assim como para a obtencdo dos valores minimos e maximos

encontrados.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise quimica dos 6leos essenciais

Os oOleos essenciais de Piper sp. e P. aduncun obtidos por hidrodestilacdo foram
analisados por CGAR/EM e os cromatogramas obtidos apresentaram boa resolucdo entre os
componentes dos 6leos essenciais, expressando a eficiéncia do método cromatografico
aplicado. A andlise quimica dos extratos foi realizada a partir da comparagéo dos indices de
retencdo de cada substancia com os valores encontrados na literatura (Adams 2001) e pela

comparagdo com os espectros de massa da biblioteca do equipamento (Tabela 1 e Tabela 2).

Tabela 1 - Resultados da andlise por Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo (CGAR), acoplada a
espectrometria de massas (EM) do 6leo essencial de Piper aduncum.

Constituintes Abundancia Relativa (%0)
a-Copaeno 0,47
trans — Cariofileno 6,45
o — Humuleno 0,79
Germacreno D 0,51
A — Cadineno 0,66
Dilapiol 86,20
Total identificado 95,08

Tabela 2 - Resultados da analise por Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo (CGAR), acoplada a
espectrometria de massas (EM) do 6leo essencial de Piper sp. (P1-02).

Constituintes Abundancia Relativa (%)
a-Terpineno 1,30
0-Cimeno 15,02
y-Terpineno 1,22
a-Terpinoleno 0,48
4-Terpineol 1,11
a-Cubebeno 2,85
(E) — Cariofileno 6,71
10s,11s-Himachala-3(12),4-diene 411
4,11-Selinadieno 5,23
B — Selineno 22,74
o — Selineno 22,78
y-cadineno 1,42
A — Cadineno 2,88
1S, (Z) — calamenene 1,75
Oxido de cariofileno 0,90
N.I. 1,13
a — Cadinol 0,90
N.I. 2,98
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4.2 Efeito do 6leo extraido de Piper aduncum sobre o desenvolvimento pds-embrionério
de Chrysomya megacephala

4.2.1 Massa larval de Chrysomya megacephala apds tratamento topico com o 6leo essencial

de Piper aduncum

A Tabela 3 expressa as diferentes massas das larvas encontradas nos testes com cada
concentracdo. A massa larval média do grupo controle puro foi de 73,2 + 11,5 mg e do grupo
controle DMSO foi de 61,2 + 11,7 mg. A concentracdo 200 mg apresentou a menor media de
massa larval, com 46,6 + 18,0 mg. A concentracdo 150 mg mostrou a maior média de massa
larval dos grupos tratados com o 6leo, com um valor de 65,6 + 10,94 mg (Tabela 3).

Tabela 3 Massa, em miligramas, das larvas de Chrysomya megacephala quando submetida a aplicacéo de
diferentes concentragdes do 6leo essencial de Piper aduncum, comparadas ao grupo controle puro e
controle com DMSO.

Concentragdo Massa (mg)

(17,5 mL/35mg de dieta / 35 neolarvas) Média + DP
Controle 732+1152

Controle DMSO 61,2+11,7°
Concentracdo 25 60,8 +13,7°

Concentragdo 50 64,5+9,8°
Concentragdo 100 62,7+10,4°
Concentragdo 150 65,6 +10,94°
Concentragdo 200 46,6 +18,0¢
Concentragdo 250 64,5+8,85°"
Concentragédo 300 552+ 14,5¢
DP: Desvio padrdo; a, b, ¢, d: Teste de Comparagdo Mdultipla de Médias de

Tukey

422 Duragdo dos estagios do  desenvolvimento  pds-embrionario  de
Chrysomya megacephala ap6s tratamento topico com o 6leo essencial de Piper aduncum

A Tabela 4 apresenta a duracdo obtida de todas as etapas do ciclo de vida de
C. megacephala quando submetida & aplicacdo de diferentes concentracdes do 6leo extraido

de P. aduncum.

A duracdo media do periodo larval foi de 4,2+ 0,5 dias no grupo controle e de
3,5 0,7 dias no controle DMSO. As concentracdes 50 e 100 mg apresentaram 0 menor

tempo de duracdo deste estdgio, com uma media de 3,1 dias e 0,6 e 0,4 de desvio padréo,
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respectivamente. A concentracdo 250 mg apresentou o maior tempo de duragdo deste estégio,
com 4,3 £ 0,5 dias (Tabela 4).

No grupo controle, o estagio de pré-pupa durou 1,2 + 0,4 dias, enquanto que no grupo
controle DMSO durou 1,1 £ 0,3 dias. Os experimentos realizados com a concentracao 50,
200, 250 e 350 mg obtiveram a media de 1,0 + 0,0 dias, equivalendo aos menores valores
encontrados para esta etapa. Os maiores valores obtidos foram aqueles registrados para 0s
testes das concentracdes 25, 100 e 300 mg (1,1 £ 0,2 dias) (Tabela 4).

O periodo pupal durou 5,0 + 0,8 dias nos testes do grupo controle e 4,4 £ 1,2 dias no
controle DMSO. Foi constatado o menor tempo de duragcdo na concentracdo 200 mg
(2,7+1,3dias) e o maior tempo de duracdo na concentragdo 100 mg (6,4 +0,8 dias)
(Tabela 4).

No periodo de neolarva a adulto, a média de dias para o grupo controle foi de
9,4+ 0,6 dias e para o grupo controle DMSO foi de 8,0+ 1,1 dias. O grupo tratado que
apresentou a menor média de duracdo deste estagio foi o com a concentracdo 200 mg
(7,5+15dias), a medida que a concentracdo 100 mg apresentou a maior média
(10,4 £ 0,6 dias) (Tabela 4).

Tabela 4 - Tempo de desenvolvimento, em dias, das etapas do ciclo de vida de Chrysomya megacephala
guando submetida a aplicagdo de diferentes concentragdes do 6leo essencial de Piper aduncum.

Estagio larval Estagio pré-pupa Estagio pupal  Neolarva-adulto
Concentracéo (dias) (dias) (dias) (dias)
(17,5mL/ 35mg de
dieta/ 35 neolarvas) Média + DP Meédia + DP Média = DP Média = DP
Controle 42+052b 12+04°2 50+0,8° 9,4+06"
Controle DMSO 35+£0,7°¢ 1,1+0,32° 44+12° 8,0+1,1¢d
Concentracéo 25 36+0,7°¢ 1,1+0,2° 59+1,1° 9,1+09°
Concentragéo 50 3,1+0,6¢ 1,0+0,0° 42+05¢ 8,2+05¢d
Concentracdo 100 3,1+0,4¢ 1,1+0,23° 6,4+£08¢2 104+06°
Concentragéo 150 3,2+0,5¢ 1,0+0,0° 52+0,6°" 94+05"
Concentragéo 200 39+04°2 1,0+0,0° 2,7+13¢ 75+15¢
Concentragéo 250 43+0,5°2 1,0+0,0° 51+1,3° 10,3+ 2432
Concentragéo 300 39+055¢ 1,1+0,2° 43+06° 9,1+05"

DP: Desvio padrdo; a, b, ¢, d: Teste de Comparagdo Mltipla de Médias de Tukey
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4.2.3 Mortalidade de Chrysomya megacephala ap6s tratamento topico com o 6leo essencial

de Piper aduncum

A Tabela 5 apresenta a mortalidade obtida de todas as etapas do ciclo de vida de
C. megacephala quando submetida a aplicacdo de diferentes concentracGes do 6leo extraido

de P. aduncum.

A mortalidade larval observada no grupo controle foi de 2,86 % e no grupo DMSO foi
de 11,80 %. O grupo tratado com o Oleo que obteve menor mortalidade larval foi a
concentracdo 50 mg (10,29 %), ao passo que, 0 grupo tratado com a maior mortalidade larval
foi a concentragdo 200 mg (61,03 %) (Tabela 5).

A mortalidade pupal constatada no grupo controle puro foi de 9,56 %, enquanto que
no grupo controle com DMSO foi de 8,34 %. A concentracdo que apresentou a menor
porcentagem de mortalidade deste estadgio foi a 150 mg (3,67 %), enquanto que a

concentracdo 200 mg apresentou a maior mortalidade deste estagio (30,01 %) (Tabela 5).

A mortalidade de neolarva-adulto do grupo controle puro foi de 12,15 % e do grupo
DMSO foi de 10,6 %. A concentracdo 25 mg obteve a menor porcentagem de mortalidade
deste estagio (25,4 %). A concentracdo 200 mg teve a maior porcentagem de mortalidade do

estagio de neolarva a adulto, com um valor de 72,38 % (Tabela 5).

Tabela 5 - Mortalidade, em porcentagem, das larvas de Chrysomya megacephala quando submetida a
aplicacdo de diferentes concentracdes do 6leo essencial de Piper aduncum, comparadas ao grupo controle
puro e controle com DMSO.

Concentracao Mortalidade (%)
(17,5 mL/35mg de dieta/35 neolarvas) Estagio larval Estagio pupal Estagio neolarva-adulto

Controle 2,86 9,56 12,15
Controle DMSO 11,80 8,34 10,60
Concentragéo 25 14,70 13,50 25,40
Concentragéo 50 10,29 27,56 34,14
Concentracdo 100 37,50 8,88 34,30
Concentracgdo 150 30,88 3,67 32,52
Concentracgéo 200 61,03 30,01 72,38
Concentracgéo 250 56,47 9,88 51,89
Concentracéo 300 33,00 7,59 41,40
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4.2.4 Razdo sexual de Chrysomya megacephala apoOs tratamento topico com o 6leo

essencial de Piper aduncum

A Tabela 6 retrata a razdo sexual encontrada nos experimentos com C. megacephala
quando submetida a aplicacdo de diferentes concentracbes do Oleo P. aduncum, em
comparagdo com 0s grupos controle. A razdo sexual do grupo controle puro foi de 0,4,
enquanto que a razdo sexual do grupo controle com DMSO foi de 0,5. Os grupos que
obtiveram o menor percentual foram as concentragfes 25 e 100 mg, com 0,4 ambos. As
concentracdes 100, 150 e 250 mg obtiveram os maiores valores referentes a razdo sexual
(0,6).

Tabela 6 - Razao sexual encontrada nos experimentos com Chrysomya megacephala quando esta foi
submetida a aplicagdo de diferentes concentracdes do 6leo essencial de Piper aduncum.

Concentracéo (mg) Raz&o sexual

Controle 0,4
Controle DMSO 0,5
Concentragéo 25 0,4
Concentragéo 50 0,5
Concentragédo 100 0,4
Concentracdo 150 0,6
Concentragédo 200 0,6
Concentragéo 250 0,6
Concentragédo 300 0,5

4.2.5 Massa larval de machos e fémeas de Chrysomya megacephala apo6s tratamento

topico com o bleo essencial de Piper aduncum

A Tabela 7 apresenta a massa larval dos machos e a massa larval média das fémeas
quando submetidos aos testes com P. aduncum. A média de massa larval dos insetos adultos
machos foi de 76,82 + 8,86 mg, no grupo controle e de 63,89 £ 10,62 mg no grupo controle
DMSO. A média de massa larval dos insetos adultos fémeas foi de 70,72 + 7,35 mg, no grupo

controle e de 61,88 + 10,58 mg no grupo controle DMSO.

A concentracdo 200 mg apresentou a menor média de massa larval dos machos e a
menor média de massa larval das fémeas dos grupos tratados com o 6leo: 53,20 £ 17,22 mg e

55,23 + 12,67 mg, respectivamente. A concentragdo 150 mg apresentou a maior média de
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massa larval dos machos (70,21 + 9,26 mg), enquanto que a concentracdo 50 mg apresentou a
maior média de massa larval de fémeas (65,21 £ 8,18 mg).

Tabela 7 — Massa larval média dos machos e das fémeas de Chrysomya megacephala quando submetida a
aplicacdo de diferentes concentracdes do 6leo essencial de Piper aduncum, em comparagdo com 0S grupos
controle.

Massa machos (mg)  Massa fémeas (mg)

Concentragdo (mg)

Meédia + DP Meédia + DP

Controle 76,82 £ 8,86 70,72 £7,35
Controle DMSO 63,89 + 10,62 61,88 + 10,58
Concentragéo 25 64,85+ 12,43 62,66 £ 7,81
Concentragéo 50 68,93 + 5,96 65,21 + 8,18
Concentragéo 100 67,00 = 6,50 61,55+ 7,02
Concentragéo 150 70,21 £ 9,26 63,70 £ 10,72
Concentragéo 200 53,20+ 17,22 55,23 + 12,67
Concentragéo 250 67,97 £ 7,74 62,64 £ 6,60
Concentragéo 300 59,09 + 12,17 55,72 + 11,09

DP: Desvio padrao

4.2.6 Atrofias de Chrysomya megacephala apds tratamento topico com o 6leo essencial de

Piper aduncum

A Tabela 8 apresenta a porcentagem de machos e fémeas atrofiados que emergiram
dos experimentos feitos com as sete concentracdes do 6leo extraido de P. aduncum. O grupo
controle apresentou 22,22 % de atrofia em machos, 28,45 % de atrofia em fémeas e 37,25 %

de insetos adultos atrofiados no total.

O grupo controle DMSO apresentou 18,86% de atrofia em machos, 14,03 % de atrofia
em fémeas e 16,36 % de insetos adultos atrofiados no total. A concentracdo 300 mg
apresentou a menor porcentagem de atrofias em machos (24,32 %) e em fémeas (12,50 %). A
concentracdo 25 mg apresentou a maior porcentagem de atrofias em machos (62,26 %) e a

concentra¢do 100 mg apresentou a maior porcentagem de atrofias em fémeas (77,77 %).

Em relacdo ao total de atrofias (machos e fémeas) com as diferentes concentractes do
Oleo extraido de P. aduncum, a concentracdo 300 mg apresentou a menor porcentagem de
atrofias, com 18,18 %, enquanto que a concentragdo 25 mg apresentou a maior porcentagem,
com 59,34 %.
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Tabela 8 - Porcentagem de machos e fémeas atrofiados quando submetidos a aplicacao de diferentes
concentragdes do 6leo essencial de Piper aduncum, em comparagédo com os grupos controle.

c trac Atrofia (%)
oncentragao (mg) Machos atrofiados Fémeas atrofiadas Total
Controle 22,22 28,45 37,25
Controle DMSO 18,86 14,03 16,36
Concentragéo 25 62,26 55,26 59,34
Concentragéo 50 51,21 42,50 46,91
Concentracéo 100 34,09 77,77 50,70
Concentracgéo 150 22,50 33,33 28,23
Concentracdo 200 38,46 21,05 28,12
Concentracgéo 250 31,81 30,30 30,90
Concentragéo 300 24,32 12,50 18,18

Ap6s a emergéncia dos adultos, os espécimes foram divididos em trés grupos:
Espécimes sem atrofia, espécimes com apenas as asas atrofiadas e espécimes totalmente
atrofiados. O calculo da porcentagem de atrofias levou em consideracao tanto os adultos que
possuiam apenas as asas atrofiadas quanto aqueles que eram totalmente atrofiados. A
Tabela 9 mostra 0 nimero exato de espécimes que continham apenas as asas atrofiadas e
aqueles que estavam completamente atrofiados, bem como a relacdo destes tipos de atrofia

com 0 sexo dos mesmos.

Tabela 9 - Tipos de atrofias de machos e fémeas quando submetidos a aplicacao de diferentes
concentracdes do 6leo essencial de Piper aduncum, em comparagdo com 0s grupos controle.

Tipo de atrofia

Concentracéo - -
Apenas as asas atrofiadas Totalmente atrofiados Total

Controle 19/24 189/16 4 199/187
Controle DMSO 09/248 8§9/843 8Q/1048
Concentragdo 25 29/448 199/294 219/334
Concentragdo 50 02/048 179/2148 179/2148
Concentragédo 100 02/048 219/1548 219/1548
Concentragédo 150 02/048 1592/948 1592/948
Concentragédo 200 02/18 42/473 42/548
Concentracéo 250 12/18 92/648 102/78
Concentracédo 300 02/04 590/948 59/94

Apesar de ter sido realizada a fotografia de todos os adultos que emergiram ao longo
do experimento, no presente trabalho foram incluidas apenas as fotos das concentracfes de

P. aduncum e P. gaudichaudianum com maior taxa de atrofia, ou seja, a concentracdo 25 mg
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e 200 mg, respectivamente. A Figura 18, Figura 19 e Figura 20 mostram exemplos de
espécimes do grupo controle que se encaixam nos trés grupos. A Figura 21, Figura 22 e
Figura 23 mostram exemplos de espécimes da concentracdo 25 mg de P. aduncum que se

encaixam nos trés grupos.

Fotos por Alexandre Xavier e.RaqueI Nascimento

Figura 18 - Espécimes de Chrysomya megacephala sem atrofia do grupo controle puro.

50



Alexandre Xavier e Mukm

Figura 19 - Espécimes de Chrysomya megacephala com apenas as asas atrofiadas do grupo controle puro.
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Fotos por Alexandre Xavier e Raquel Nascimento

Figura 20 - Espécimes de Chrysomya megacephala totalmente atrofiados do grupo controle puro.
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Figura 21 - Espécimes de Chrysomya megacephala sem atrofia da concentragéo 25 mg de 6leo essencial de
Piper aduncum.
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Figura 22 - Espécimes de Chrysomya megacephala com apenas as asas atrofiadas da concentragdo 25 mg
de 6leo essencial de Piper aduncum.
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Fotos por Alexandre Xavier e Raquel Nascimento

Figura 23 - Espécimes de Chrysomya megacephala totalmente atrofiada da concentragédo 25 mg de 6leo
essencial de Piper aduncum.

55



4.3 Efeitos do 6leo essencial extraido de Piper sp. (P1-02) sobre o desenvolvimento poés-

embrionéario de Chrysomya megacephala

4.3.1 Massa larval de Chrysomya megacephala apds tratamento topico com o 6leo essencial
de Piper sp. (P1-02)

A Tabela 10 expressa as diferentes massas larvais encontradas nos testes com cada
concentracdo. A massa média das larvas do grupo controle puro foi de 73,2 + 11,5 mg e do
grupo controle DMSO foi de 61,2 = 11,7 mg. A concentragdo 50mg apresentou a menor
média de massa larval, com 55,2 £ 9,7 mg. A concentracdo 250 mg mostrou a maior média de

massa larval dos grupos tratados com o 6leo, com um valor de 66,6 + 8,43 mg (Tabela 10).

Tabela 10 - Massa, em miligramas, das larvas de Chrysomya megacephala quando submetida a aplicagdo
de diferentes concentracfes do 6leo essencial de Piper sp., comparadas ao grupo controle puro e controle

com DMSO.

Concentracao Massa (mg)
(17,5 mL/35 mg de dieta / 35 neolarvas) Média + DP
Controle 732+115¢
Controle DMSO 61,2+11,7°
Concentragdo 25 63,3 +10,3°P

Concentragdo 50 552+9,7°b

Concentragdo 100 63,5+9,2°b
Concentragdo 150 63,3+6,59°
Concentragdo 200 574+20,0°
Concentragdo 250 66,6 + 8,43 2P
Concentragéo 300 58,1+17,7"

DP: Desvio padrdo; a, b: Teste de Comparagdo Mdltipla de Médias de Tukey

4.3.2 Duracao das etapas do desenvolvimento pés-embrionario de Chrysomya megacephala
apos tratamento topico com o 6leo essencial de Piper sp. (P1-02)

A Tabela 11 apresenta a duragdo obtida de todas as etapas do ciclo de vida de
C. megacephala quando submetida & aplicacdo de diferentes concentragdes do dleo extraido
de Piper sp. (P1-02).

A duracdo media do periodo larval foi de 4,2+ 0,5 dias no grupo controle e de
3,5+ 0,7 dias no controle DMSO. A concentracdo 100 mg apresentou 0 menor tempo de
duracdo deste estagio, com uma média de 3,1 + 0,3 dias. A concentra¢do 250mg apresentou 0

maior tempo de duracdo deste estagio, com 4,5 + 0,5 dias (Tabela 11).
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No grupo controle, o estagio de pré-pupa durou 1,2 + 0,4 dias, enquanto que no grupo
controle DMSO durou 1,1 £0,3 dias. Os experimentos realizados com a concentragdo 25,
100, 150, 200, 250 e 350 mg obtiveram a média de 1,0 dias, com desvio padrdo de 0,0, 0,3,
0,3, 0,4, 0,2 e 0,0 dias, respectivamente, equivalendo aos menores valores encontrados para
esta etapa. O maior valor obtido foi aquele registrado para os testes da concentragdo 50 mg
(1,1 £0,5 dias) (Tabela 11)

O periodo pupal durou 5,0 + 0,8 dias nos testes do grupo controle e 4,4 £ 1,2 dias no
controle DMSO. Foi constatado o menor tempo de duracdo na concentragdo 200 mg
(3,5+1,2 dias) e o maior tempo de duragdo na concentracdo 100 mg (6,1 £0,4 dias)
(Tabela 11).

No periodo de neolarva a adulto, a média de dias para o grupo controle foi de 9,4 + 0,6
dias e para o grupo controle DMSO foi de 8,0 £1,1 dias. O grupo tratado que possuiu a
menor média de duracdo deste estagio foi a concentragcdo 25 mg (7,5 + 0,64), a medida que a
concentragdo 250 mg apresentou a maior média (10,6 + 1,2 dias) (Tabela 11).

Tabela 11 - Tempo de desenvolvimento, em dias, das etapas do ciclo de vida de Chrysomya megacephala
guando submetida & aplicagdo de diferentes concentragdes do 6leo essencial de o Piper sp. (P1-02),
comparadas ao grupo controle puro e controle com DMSO.

Estéagio larval Estagio pré- Estagio pupal Neolarva-adulto
Concentracao (dias) pupa (dias) (dias) (dias)
(17,5 mL/35 mg de dieta/35
neolarvas) Meédia £ DP Média + DP Média + DP Média + DP
Controle 42+05° 12+0/4¢ 50+£08¢ 9,4+06°
Controle DMSO 35+0,7¢ 1,1+0,32b 44+12¢ 80x11¢
Concentracgdo 25 35+05¢ 1,0+0,0°" 40+08¢ 75+0,64°
Concentragéo 50 32+05¢ 1,1+£0,52 3,7+04¢f 7,7+04¢f
Concentragdo 100 3,1+03¢ 1,0+0,32" 6,1+04° 10,2+ 0,52"
Concentragdo 150 42+05" 1,0+£0,32b 48 +0,9¢d 993+1,1°b
Concentragdo 200 35+0,6¢ 1,0+0,42b 35+12f 80+16¢
Concentragdo 250 45+052 1,0+0,22b 5,2+0,8b¢ 106+1,22
Concentragdo 300 3,8+0,6¢ 1,0+0,0° 44+0,649¢ 8,7+051¢

DP: Desvio padréo; a, b, ¢, d, e, f: Teste de Comparacao Multipla de Médias de Tukey

4.3.3 Mortalidade de Chrysomya megacephala ap6s tratamento topico com o 6leo essencial
de Piper sp. (P1-02)

A Tabela 12 apresenta a mortalidade obtida de todas as etapas do ciclo de vida de

C. megacephala quando submetida a aplicagdo de diferentes concentragdes do Oleo extraido
de Piper sp. (P1-02).
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A mortalidade larval observada no grupo controle foi de 2,86 % e no grupo DMSO foi
de 11,80 %. O grupo tratado com o 6leo que obteve menor mortalidade larval foi a
concentracdo 25 mg (7,35 %), ao passo que, O grupo que apresentou a maior mortalidade
larval foi a concentracdo 250 mg (58,82 %) (Tabela 12).

A mortalidade pupal constatada no grupo controle puro foi de 9,56 %, enquanto que
no grupo controle com DMSO foi de 8,34 %. A concentragdo que apresentou a menor
porcentagem de mortalidade deste estagio foi a 25 mg (3,97 %), enquanto que a concentracdo

200 mg apresentou a maior mortalidade deste estagio (30,59 %) (Tabela 12).

A mortalidade de neolarva-adulto do grupo controle puro foi de 12,15 % e do grupo
DMSO foi de 10,6 %. A concentracdo 25 mg obteve a menor porcentagem de mortalidade
deste estagio (1,62 %). A concentracdo 250 mg teve a maior porcentagem de mortalidade do

estagio de neolarva a adulto, com um valor de 68,29 % (Tabela 12).

Tabela 12 - Mortalidade, em porcentagem, das larvas de Chrysomya megacephala quando submetida a
aplicacao de diferentes concentracdes do dleo essencial de Piper sp., comparadas ao grupo controle puro e
controle com DMSO.

Concentracao Mortalidade (%0)
(17,5mL/ 35mg de dieta/ 35 neolarvas) Estéagio larval Estagio pupal Estagio neolarva-adulto

Controle 2,86 9,56 12,15
Controle DMSO 11,80 8,34 10,60
Concentragéo 25 7,00 3,97 1,62
Concentragéo 50 25,10 9,08 30,89
Concentragéo 100 44,12 5,25 46,34
Concentragdo 150 27,20 18,45 39,84
Concentragéo 200 33,00 30,59 45,53
Concentracgdo 250 59,00 24,02 68,29
Concentragéo 300 37,60 8,89 38,21

4.3.4 Razdo sexual de Chrysomya megacephala apoOs tratamento topico com o 6leo

essencial de Piper sp. (P1-02)

A Tabela 13 retrata a razdo sexual encontrada nos experimentos com C. megacephala
quando submetida a aplicacdo de diferentes concentragdes do 6leo Piper sp. (PI-02), em
comparacdo com o0s grupos controle. A razdo sexual do grupo controle puro foi de 0,4,
enquanto que a razdo sexual do grupo controle com DMSO foi de 0,5. Os grupos que
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obtiveram o menor percentual foram as concentragdes 25 e 100 mg, com 0,4 ambos. A
concentracdo 200 mg obteve o maior valor referente a razdo sexual (0,7).

Tabela 13 - Razédo sexual encontrada nos experimentos com Chrysomya megacephala quando esta foi
submetida a aplicacéo de diferentes concentrac6es do 6leo essencial de Piper sp. (P1-02).

Concentragdo (mg) Razéo sexual

Controle 0,4
Controle DMSO 0,5
Concentragéo 25 0,4
Concentragéo 50 0,5
Concentragédo 100 0,4
Concentragédo 150 0,6
Concentracédo 200 0,7
Concentragéo 250 0,5
Concentragédo 300 0,6

4.3.5 Massa larval de machos e fémeas de Chrysomya megacephala apos tratamento topico

com o 6leo essencial de Piper sp. (P1-02)

A Tabela 14 apresenta as massas larvais médias dos machos e as massas larvais
médias das fémeas quando submetidos aos testes com Piper sp. (P1-02). A média de massa
larval dos insetos adultos machos foi de 76,82 +8,86 mg, no grupo controle e de
63,89 + 10,62 mg, no grupo controle DMSO. A média de massa larval dos insetos adultos
fémeas foi de 70,72 £ 7,35 mg, no grupo controle e de 61,88 + 10,58 mg no grupo controle
DMSO.

A concentracdo 50 mg apresentou a menor media de massa larval dos machos e a
menor média de massa larval das fémeas dos grupos tratados com o 6leo, proporcionando
59,49 + 8,31 mg e 54,53 £ 8,13 mg, respectivamente. A concentracdo 100 mg apresentou a
maior média de massa larval dos machos (67,05 + 6,21 mg), enquanto que a concentracdo
250 mg apresentou a maior média de massa larval de fémeas (65,02 £ 6,70 mg).
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Tabela 14 — Massa larval média dos machos e das fémeas de Chrysomya megacephala quando submetida a
aplicacao de diferentes concentracées do 6leo essencial de Piper sp. (P1- 02), em comparagio com 0s
grupos controle.

Massa macho (mg) Massa fémea (mg)

Concentracao (mg)

Média + DP Média + DP

Controle 76,82 + 8,86 70,72 + 7,35
Controle DMSO 63,89 £+ 10,62 61,88 £ 10,58
Concentracéo 25 64,51 + 9,93 62,19 + 10,42
Concentragéo 50 59,49 + 8,31 54,53 + 8,13
Concentragédo 100 67,05+ 6,21 63,45 + 5,84
Concentracdo 150 65,64 + 6,28 62,01 £ 6,33
Concentragédo 200 65,48 + 15,99 62,56 + 10,72
Concentragéo 250 66,93 + 10,25 65,02 + 6,70
Concentragédo 300 62,34+ 12,24 61,89 + 13,96

DP: Desvio padrdo

4.3.6 Atrofias de Chrysomya megacephala apds tratamento topico com o 6leo essencial de
Piper sp. (P1-02)

A Tabela 15 apresenta a porcentagem de machos e fémeas atrofiados que emergiram
dos experimentos feitos com as sete concentracdes do Oleo extraido de Piper sp. (P1-02). O
grupo controle apresentou 22,22 % de atrofia em machos, 28,45 % de atrofia em fémeas e
37,25 % de insetos adultos atrofiados no total. O grupo controle DMSO apresentou 18,86 %
de atrofia em machos, 14,03 % de atrofia em fémeas e 16,36 % de insetos adultos atrofiados

no total.

A concentracdo 100 mg apresentou a menor porcentagem de atrofias em machos
(9,75 %) e em fémeas (12,50 %). A concentracdo 150 mg apresentou a maior porcentagem de
atrofias em machos (43,33 %) e a concentracdo 200 mg apresentou a maior porcentagem de

atrofias em fémeas (44,44 %).

Em relacdo ao total de atrofias (machos e fémeas) com as diferentes concentracdes do
Oleo extraido de Piper sp. (PI-02), a concentracdo 100 mg apresentou a menor porcentagem
de atrofias, com 10,76 %, enquanto que a concentracdo 200 mg apresentou a maior
porcentagem, com 43,07 %.
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Tabela 15 - Porcentagem de machos e fémeas de Chrysomya megacephala atrofiados quando submetidos a
aplicacao de diferentes concentracées do 6leo essencial de Piper sp. (P1-02), em comparagédo com 0S grupos

controle.

Atrofia (%)
Concentracdo (mg)

Machos atrofiados Fémeas atrofiadas Total

Controle 22,22 28,45 37,25
Controle DMSO 18,86 14,03 16,36
Concentragéo 25 35,82 37,03 35,48
Concentragéo 50 19,04 25,58 22,35
Concentracéo 100 9,75 12,50 10,76
Concentragédo 150 43,33 23,25 31,50
Concentragédo 200 40,00 44,44 43,07
Concentracgdo 250 38,88 42,85 41,02
Concentragéo 300 16,66 14,28 15,27

A Tabela 16 mostra 0 nimero exato de espécimes que continham apenas as asas

atrofiadas e aqueles que estavam completamente atrofiados, bem como a relacdo destes tipos

de atrofia com o sexo dos mesmos.

As Figuras 24, 25 e 26 mostram exemplos de espécimes da concentra¢do 25 mg de

Piper sp. (P1-02) que se encaixam nos grupos: espécimes sem atrofia, espécimes com apenas

as asas atrofiadas e espécimes totalmente atrofiados.

Tabela 16 - Tipos de atrofias de machos e fémeas de Chrysomya megacephala quando submetidos a
aplicacao de diferentes concentracdes do 6leo essencial de Piper sp., em comparagédo com 0s grupos

controle.

Concentracdo (mg)

Tipo de atrofia

Apenas as asas atrofiadas ~ Totalmente atrofiados Total

Controle 12/28 189/16 3 192/1848
Controle DMSO 09/248 82/84 8§2/104
Concentragdo 25 5/08 159/24 73 209/24 8
Concentracdo 50 02/03 119/838 1192/838
Concentracdo 100 02/04 32/4438 32/448
Concentracédo 150 09/048 109/138 109/133
Concentracdo 200 42/13 169/2738 209/28 4%
Concentragéo 250 19/048 89/748 99/74
Concentracdo 300 02/04 62/53 69/53
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Figura 24 - Espécimes de Chrysomya megacephala sem atrofias tratadas com a concentragéo 200 mg de
oOleo essencial de Piper sp. (P1-02).
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uel Nascimento

Figura 25 - Espécimes de Chrysomya megacephala com apenas as asas atrofiadas tratadas com a
concentracgdo 200 mg de bleo essencial de Piper sp. (P1-02).
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: Raquel Nascimento

Figura 26 - Espécimes de Chrysomya megacephala totalmente atrofiadas tratadas com a concentragéo 200
mg de 6leo essencial de Piper sp. (P1-02).
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5 DISCUSSAO

5.1 Metodologia empregada no presente estudo

Apesar de apresentarem grande importancia para a terapia larval (Moreira et al. 2014;
Patarroyo 2015), as larvas de dipteros pertencentes principalmente a familia Calliphoridae,
precisam ser controladas. Além dos danos econdmicos que as miiases primarias e secundarias
causam a agropecuaria, estas podem ainda prejudicar a saude humana e dos animais por serem
extremamente invasivas (Greenberg 1971 e 1973; James 1947; Zumpt 1965; Paiva 1994).

Assim, a aplicacdo de extratos naturais diretamente sobre as neolarvas, como foi
realizado no presente estudo, poderia fornecer subsidios para a criacdo de um farmaco capaz
de minimizar os danos causados pelas miiases, ou até mesmo elimina-la. Além disso, esse
método de teste também proporciona uma observacdo mais apurada dos efeitos destas
substancias sobre o ciclo de vida do inseto, pois consegue determinar o estagio de

desenvolvimento que sofreu alteragdes e quais foram elas.

A quantidade de larvas por repeticdo, assim como a quantidade de repeti¢des que ira
se utilizar, deve ser estabelecida visando a significancia estatistica dos testes. Campos et al.
(2000) ao dissertarem sobre essa questdo comentam que a escolha de trés repeticdes é a mais
comum por “evitar a invariabilidade do niimero 1 e foge ao perigo da repeticdo coincidente
representado pelo numero 2”. Contudo, ndo existe um nimero de repetigdes especifico e

padronizado para esses tipos de experimento.

A metodologia experimental empregada neste estudo vem sendo utilizada desde 2007
em trabalhos cujo objetivo foi a investigacdo das possiveis alteracdes que diferentes
concentragfes de extratos de planta teriam sobre determinada espécie de inseto. Ao total,
somam-se sete trabalhos que a utilizam. Todos realizaram seus testes em insetos pertencentes
a ordem Diptera, dos quais cinco abordavam a familia Calliphoridae, um a familia Muscidae e
um a familia Phoridae. As familias de plantas testadas variaram, contudo, nenhum dos estudos

realizou testes com a familia Piperaceae.

Cabral et al. (2007) testaram a lignina yangambina extraida de Ocotea duckei
(Lauraceae) contra C. megacephala. Mello et al. (2010) testaram o latex extraido de
Euphorbia splendens var. hislopii (Euphorbiaceae) contra Megaselia scalaris (Phoridae).
Mendonca et al. (2011) testaram o latex extraido de Parahancornia amapa (Apocynaceae)
contra C. megacephala.
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LOPES et al. (2014) testaram Plumbago scandens L. (Plumbaginaceae) contra
C. putoria. Carrico et al. (2014) testaram Pouteria sapota (Sapotaceae) também contra
C. putoria. Pinto et al. (2015a) testaram Cymbopogon citratus (Poaceae) em M. domestica e
posteriormente repetiram estes testes em C. megacephala, C. putoria e Lucilia cuprina (Pinto
et al. 2015b).

Até o presente momento, o Unico trabalho de controle bioldgico existente na literatura
no qual foram aplicados 6leos do género Piper sobre a larva do inseto foi o de Gomes et al.
(2009). Estes autores aplicaram topicamente diferentes concentracdes de extratos obtidos de
Piper marginatum e Piper purusanum em larvas de Anastrepha sp. (Diptera: Tephritidae).
Estas aplicacdes foram feitas utilizando um borrifador (capacidade de 100 mL) de 24 em 24

horas durante quatro dias.

Para a realizacdo dos testes do presente estudo foram utilizadas quatro repeticdes de
cada grupo (dois grupos controles e sete grupos com diferentes concentragdes de cada um dos
6leos essenciais) contendo 35 larvas cada. Cabral et al. (2007) utilizaram trés repetices de
cada grupo (dois grupos controles e um grupo contendo yangambina) com 30 larvas cada.
Gomes et al. (2009) utilizaram uma repeticdo por grupo, sendo dois grupos controle (P.
marginatum se solubilizou em Tween 20 e o0 extrato aquoso de P. purusanum se solubilizou
em agua) e quatro grupos com diferentes concentraces. Cada tratamento conteve 10 larvas

pertencentes aos Ultimos instares larvais.

Mello et al. (2010) utilizaram quatro repeticdes de cada grupo (trés grupos com
diferentes concentracfes do latex e um grupo controle) com 50 larvas cada. Os testes
realizados por Mendonga et al. (2011) contaram com trés repeticBes por grupo (um grupo
controle e cinco grupos com diferentes concentracdes do latex) com 50 larvas cada. Lopes et
al. (2014) utilizaram também trés repeticGes de cada grupo (um grupo controle e trés grupos

contendo concentracdes diferentes de P. scandens) contendo 50 larvas cada.

Carrigo et al. (2014) fizeram uso de quatro repeticbes de cada grupo (um grupo
controle e trés grupos com diferentes concentracdes de P. sapota) contendo 50 larvas cada.
Pinto et al. (2015a) também utilizaram 50 larvas em cada uma das quatro repeti¢cGes de cada
grupo (dois grupos controles e seis grupos com diferentes concentracbes de C. citratus
proveniente do Brasil e dois grupos controles e seis grupos com diferentes concentracfes de

C. citratus proveniente de Cuba). Posteriormente, esses mesmos autores repetiram as
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condigdes deste teste em C. megacephala, C. putoria e L. cuprina utilizando a mesma
metodologia (Pinto et al. 2015b).

Dos artigos levantados que utilizam esta metodologia, Gomes et al. (2009) foram os
que trabalharam com um menor nimero amostral de neolarvas. Estes autores utilizaram 10
larvas por grupo, totalizando 50 larvas por 6leo essencial testado. Como realizaram seus testes

com dois extratos de 6leo, os mesmos utilizaram um total de 100 larvas.

Cabral et al. (2007) foram o segundo grupo de pesquisa que utilizaram a menor
quantidade de larvas por grupo, uma vez que fizeram uso de 90 neolarvas por grupo,
totalizando 270 neolarvas. Carrigo et al. (2014), Pinto et al. (2015% 2015b) e Mello et al.
(2010) constituem os trabalhos que fizeram uso dos maiores nimeros amostrais de larvas (200

neolarvas por grupo).

No presente trabalho foram separadas 140 neolarvas por grupo, valor préximo as 150
larvas utilizadas por Mendonga et al. (2011) e Lopes et al. (2014). Estes autores fizeram uso
de 900 e 600 neolarvas no total do experimento, respectivamente, se assemelhando a
quantidade trabalhada por Carrico et al. (2014) e Mello et al. (2010), que utilizaram 800

neolarvas no total.

Para os experimentos com P. aduncum e Piper sp. (P1-02) foram utilizadas no total
2240 neolarvas, se assemelhando as 1600 neolarvas totais usadas por Pinto et al. (2015a) e
Pinto et al. (2015b) em seus experimentos com C. citratus provenientes do Brasil e 1600
neolarvas totais em seus experimentos com C. citratus provenientes de Cuba (para cada
espécie de mosca). Comparado aos trabalhos citados, o presente estudo conteve a maior
quantidade de concentragdes dos 6leos testada. Por conta disso, se estabeleceu a menor
guantidade de larvas possiveis, sem que se alterasse a significancia estatistica, para que 0s

experimentos fossem realizados em conjunto.

O presente estudo utilizou a proporcdo de 0,5 uL das diferentes concentragdes dos
oleos por larva, assim como de DMSO. Com excecdo do trabalho realizado pelo grupo de
Gomes et al. (2009), o restante dos artigos mencionados utilizou a proporcao de 1 ul/larva.
Fazer uso de inseticidas naturais para controlar populagdes de insetos néo torna essa medida
de controle mais segura ou menos tdxica ao homem e aos animais. Inclusive, alguns
inseticidas botanicos séo toxicos a peixes, mamiferos, insetos e outros organismos, apesar de

0 serem em menor escala do que os sintéticos (Picango e Martins 2007).
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Por conta disso, apesar dos inseticidas botanicos apresentarem uma rapida degradagéo,
uma relativa baixa toxicidade e uma réapida agdo, eles ainda precisam ser manuseados e
utilizados com cautela (Pican¢o e Martins 2007). Em teoria, quanto maior for concentracao
aplicada sobre a larva, maior a probabilidade de esta causar alteracdes no ambiente. Assim,
foi convencionada a metade da concentracdo habitual utilizada na literatura com o intuito de
verificar se esta relativa baixa concentragcdo poderia ter efeitos positivos da mesma forma que

a concentragao 1 pl/larva.

Amatuzzi et al. (2006) ao reunirem siglas, palavras e titulos de extrema importancia
que sejam compreendidos para o estabelecimento de critérios metodoldgicos de qualidade,
ressaltam a importancia de se realizar um controle negativo e um controle positivo. Segundo
estes autores, o controle positivo seria “o grupo usado para comparagdo que usa o tratamento
convencional - padrao ouro”, enquanto que o controle negativo seria “o grupo usado para

comparagao que recebe apenas placebo”.

O dimetilsulféxido (DMSQO) foi sintetizado pelo quimico Alexander Saytzeff e
descrito como um potente solvente. Esse composto foi utilizado comercialmente apenas com
este fim a partir da década de 1940 até o final de 1959. No inicio dos anos 1960, este
composto passou a ser introduzida no mercado como uma droga medicinal, apresentando
diferentes utilidades até os dias atuais (Brayton 1986). Esse composto quimico apresenta a
formula C2HeSO (Rosenbaum 1965), peso molecular 78,13 g/mol (Carpenter 1994) e 18,5 °C

de temperatura de congelamento (Brayton 1986).

Diferentes estudos mostraram que o DMSO apresenta mais de 30 propriedades
farmacoldgicas e terapéuticas, por conta de sua elevada capacidade de interagir com éacidos
nucléicos, carboidratos, lipideos e outros compostos sem alterar suas configuracdes
moleculares (Sojka et al. 1990). Além disso, esse composto quimico possui grande habilidade
de atravessar tecidos, difundindo-se através do organismo. Muitas substancias quando
associadas a0 DMSO sdo capazes de ser carreadas através das membranas (Brayton 1986;
Blythe et al. 1986; Rose e Hodgson 1993; RAND-Luby et al. 1996).

Assim, utilizar o dimetilsulfoxido como solvente para os Oleos extraidos de
P. aduncum e Piper sp. (P1-02) poderia auxiliar a penetracdo dos mesmos sobre o tecido da
larva, garantindo sua absorcdo. Alem disso, este composto apresenta resultados satisfatorios
para diluir substancias apolares, como 0s 0Oleos essenciais, por apresentar esta mesma

caracteristica.
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Martins et al. (2013) elaboraram um artigo sobre a solubilidade das substancias
organicas, e ressaltaram a veracidade da regra geral “semelhante dissolve semelhante”. Estes
autores relatam que “geralmente, os compostos apolares ou fracamente polares sdo sollveis
em solventes apolares ou de baixa polaridade, enquanto que compostos de alta polaridade sao
soliveis em solventes também polares (...)”. Como o0 presente estudo objetivou conhecer as
reagdes que diferentes concentracbes dos 6Oleos poderiam causar no desenvolvimento de
C. megacephala, foi adotado apenas o grupo controle negativo (DMSO), além do controle

puro.

Ao longo do presente estudo, se utilizou apenas carne bovina moida em estado de
putrefacdo por constituir o substrato de alimentacdo que mais se assemelha ao encontrado por
estes organismos na natureza. Cabral et al. (2007), Lopes et al. (2014), Carrico et al. (2014) e
Pinto et al. (2015a; 2015b) utilizaram também carne bovina putrefata, enquanto que Mello et
al. (2010) e Mendonca et al. (2011) utilizaram carne equina para a realizagdo de seus

experimentos.

No ambiente, as larvas destes dipteros se desenvolvem sobre materiais ricos em
proteina animal, como carcacas de veterbrados (d’Almeida 2000). Apesar do uso de carne
bovina como dieta para a criacdo de moscas necrofagas ainda ser a metodologia mais utilizada
(Ullyett 1950), estudos voltados para a busca por dietas artificiais ou alternativas a carne

bovina sdo de extrema importancia.

Barbosa et al. 2004 relataram que o uso de carne bovina na criacdo de dipteros
muscoides poderia comprometer a assepsia do ambiente em que as colonias se encontram,
uma vez que durante o processo de putrefacdo ha a liberacdo de gases contendo cairomonios.
Ferraz et al. (2011) ressaltam ainda que determinadas dietas alternativas a carne teriam a
vantagem de ndo precisar de refrigeracdo para serem mantidas, otimizando o espaco

laboratorial (Chaudhry et al. 2000) e facilitando sua estocagem (Parra 2011).

A capacidade de gerar “dipteros muscoides de qualidade”, como menciona Ferraz et
al. (2011), esta diretamente relacionada as caracteristicas da dieta e sua capacidade de formar
um micro habitat propicio para o desenvolvimento larval. Parra (1990) também ressalta a
importancia de se considerar aspectos como a dureza, textura, homogeneizagéo e contetdo de

agua dos materiais ao se escolher a melhor dieta para criacdo de insetos.

Todos os trabalhos citados utilizaram algoddes hidrofobicos para tampar os tubos de

ensaio que continham as larvas L3. No presente trabalho se optou pelo uso de tecido do tipo
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escaline, pois em testes anteriores foi verificado que utilizar este material para selar os tubos
facilita a saida das larvas do mesmo. Além disso, algumas ndo conseguem retornar para 0

tubo, ficando presas entre o algodao, adquirindo, assim, atrofias ndo-naturais.

Em seu trabalho sobre fatores que influenciariam o desenvolvimento dos insetos,
Rodrigues (2004) ressalta que a temperatura € um dos principais fatores ambientais que
podem interferir no ciclo de vida desses artrépodes. Por se tratarem de organismos
pecilotérmicos, ou seja, que ndo possuiriam um sistema de termo regulacéo, a temperatura do

ambiente regularia diretamente o metabolismo do inseto.

Segundo Rodrigues (2004), a faixa de temperatura 6tima dos insetos pode variar de 15
a 38 °C. Contudo, aproximadamente 25 °C seria a temperatura considerada a melhor para o
desenvolvimento do inseto. Esta corresponderia a temperatura em que os artropodes se

desenvolveriam com mais rapidez e gerariam uma maior quantidade de descendentes.

De 38 a 48 °C os insetos entram em um estado de torpor, podendo retornar as suas
atividades caso a temperatura baixe novamente para a “faixa 6tima”. De 48 a 52 °C esses
organismos adquirem um estado de “estivagdo permanente”, de maneira que ndo conseguem
readquirir suas atividades quando a temperatura retorna ao normal. Acima dos 52 °C o inseto

é levado a morte (Rodrigues 2004).

Caso a temperatura seja reduzida para abaixo dos 15 °C, a maioria desses artrépodes
iniciam um processo de hibernacdo temporaria. Quando esta se aproxima de 0°C ou um
pouco abaixo disto ocorre o super resfriamento e congelamento dos fluidos, respectivamente.
Os insetos atingem a morte em temperaturas abaixo de -20 °C. A variacdo de temperatura esta
diretamente relacionada com a variacdo de umidade, de maneira que estes fatores ndo possam

ser avaliados separadamente (Rodrigues 2004).

Rodrigues (2004) ainda relata que a quantidade de agua presente no corpo dos insetos
estd diretamente ligada ao tipo de alimento e ao ambiente em que 0 mesmo vive. Substratos
com uma umidade desfavoravel podem causar a morte de imaturos, por conta da caréncia de
umidade, ou a geracdo de fungos sobre o mesmo, pelo excesso de umidade. A faixa
considerada favoravel de umidade para o desenvolvimento, longevidade e fecundidade os

insetos seria entre 40 e 80 %.

De acordo com o Instituto Nacional de Meteorologia, de 1961 até o presente
momento, a média anual de temperatura maxima meédia para o Rio de Janeiro foi de 27,3 °C,

enquanto que a temperatura minima média foi de 21 °C. A umidade relativa durante este
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periodo foi de 79,1 %. Cada vez mais ha o aumento das temperaturas minimas globais
(Camara et al. 2009), por conta disso, para a realizagdo dos experimentos, se convencionou a

temperatura de 27 £ 1 °C e a umidade relativa de 70 £ 10 %.

As discussdes a cerca dos trabalhos de Gomes et al. (2009), Mello et al. (2010), Lopes
et al. (2014), Carrico et al. (2014) e Pinto et al. (2015b) realizadas neste trabalho s&o

generalistas, uma vez os autores ndo utilizaram a mesma espécie do presente estudo.

5.2 Efeitos sobre o estagio larval

5.2.1 Massa larval

Assim como € importante aferir a mortalidade larval, a massa larval indicaria
claramente se a larva ndo conseguiu se adequar ao substrato alimentar, apos receber o 6leo a
ser testado. Se for este o caso, esta forma imatura ndo conseguira se alimentar direito e

consequentemente se desenvolver (Silveira et al. 1997; Lomonaco e Germanos 2001).

Cabral et al. (2007) encontraram 67,6 £ 9,9 mg na média de massa larval de suas
larvas no grupo controle, 69,8 £ 8,0 mg no grupo controle com acetona e 67,9 + 11,2 mg na
concentracdo 25 mg de yangambina. Apesar das larvas de C. megacephala terem se mostrado
sensivel a este Oleo, por terem tido alteracGes em seu tempo de desenvolvimento, o peso das

mesmas ndo foi afetado pela aplicacdo do mesmo Cabral et al. (2007).

No presente estudo, o0 grupo controle obteve 73,2 + 11,5 mg de peso larval, enquanto
que o grupo testado com DMSO obteve 61,2 + 11,7 mg. A diferenca estatistica entre o grupo
controle e o grupo controle com DMSO foi confirmada através do Teste de Tukey (p<0,01%),
de maneira que é notavel a capacidade do diluente de alterar a massa das larvas. Assim,
estudos voltados para o uso de diluentes alternativos, ou estudos que visem investigar o

motivo pelo qual as larvas sdo afetadas por estes compostos, sdo necessarios.

Na concentracdo 25 mg de P. aduncum se obteve 60,8 + 13,7 mg de peso larval,
enquanto gque nesta mesma concentracdo de Piper sp. se obteve 63,3 = 10,3 mg. O extrato
obtido de P.aduncum, diluido nesta concentracdo, consegue afetar mais as larvas de
C. megacephala. Apesar da discussdo a respeito dos compostos presentes em ambos 0s 6leos
precisar ser mais aprofundada, P. aduncum apresentou mais sesquiterpenos em sua
composigdo quimica do que PI-02. Por estas substancias estarem incluidas em amostras que

plantas que mostraram anteriormente alguma atividade inseticida (Kapadia et al. 1933; Santos
71



et al. 2013; Oliveira et al. 2016), o fato de P. aduncum ter causado mais toxicidade as larvas
desta varejeira poderia ser justificado.

O valor obtido na concentracdo 25 mg do extrato proveniente de O. duckei se
aproxima mais daquele encontrado nos testes com Piper sp., contudo, yangambina claramente
apresentou uma atividade larvicida maior do que os 0leos testados no presente estudo. Este
6leo ja vem mostrando grandes potenciais larvicidas em larvas de D. melanogaster
(Miyazawa et al.1994; Miyazawa et al. 1998), S. litura (Gonzales-Coloma et al. 1994),
diferente de P. aduncum e PI- 02 que estdo sendo testados pela primeira vez em larvas de

algum inseto.

Ao trabalhar com esta mesma espécie, Mendonca et al. (2011) obtiveram 61 mg no
grupo controle, se aproximando do obtido no presente estudo. Apesar dos testes com
P. aduncum e PI1-02 terem encontrado 73,2 mg de peso larval, houve um desvio padrdo grande
(11,5 mg). Mendonca et al. (2011) obtiveram aproximadamente 65,0 mg no grupo tratado
com 50 mg do latex, 60,2 mg de peso larval no grupo tratado com 100 e 150 mg, 76 mg no

grupo tratado com 200 mg do latex e 70 mg no grupo tratado com 300 mg.

Na concentracdo 50 mg de P. aduncum as larvas adquiriram uma média de
64,5+ 9,8 mg de peso, enquanto que nos testes com PI-02 obtiveram 55,2 £9,7 mg. Os
resultados obtidos nos testes com P. aduncum se aproximam mais daqueles encontrados por
Mendonca et al. (2011). Assim como foi encontrado por estes autores, a concentra¢do 100 mg
e 150mg de PI-02 obtiveram valores similares (respectivamente, 63,5%+9,2 e
63,3 £ 6,59 mg). Os resultados encontrados para estes grupos nos testes com P. aduncum, por
outro lado, variaram. Estas concentracOes obtiveram, respectivamente, 62,7 +10,4 e
65,6 £ 10,94 mg.

A concentracdo 200 mg de P. aduncum obteve 46,6 + 18,0 mg de peso larval,
enguanto que esta mesma concentracdo nos testes com Piper sp. obteve 57,4 + 20,0 mg. Os
resultados obtidos por Mendonca et al. (2011) foram menos significativos para estas
concentracdes, mostrando que os 6leos testados no presente estudos possuem uma capacidade

maior de afetar as formas imaturas de C. megacephala sob estas concentragdes.

Na concentracdo 300 mg de P. aduncum o peso aumenta, em comparagdo com a
concentracdo 200 mg (55,2 + 14,5mg). Diferente do que foi encontrado para estas
concentragdes em PI-02 (58,1 + 17,7 mg na concentracdo 300 mg). Resultados com mais

potencial larvicida do que aqueles obtidos por Mendoncga et al. (2011).
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O fato dos desvios padrdes encontrados para o peso larval deste diptero no presente
estudo terem sido altos dificultou a comparagéo exata com os trabalhos mencionados nesta
monografia. Enquanto que algumas larvas tiveram seu peso afetado diretamente pelos 6leos,
outras nao, reforcando assim a necessidade de investigar de maneira mais aprofundada quais

caracteristicas estariam envolvidas na resisténcia larval aos 6leos.

Pinto et al. (2015b) em seus testes com C. megacephala, encontraram 74,5 + 4,1 mg
no grupo controle e 74,3 £ 4,1 mg no grupo controle com DMSO de peso larval. Constituindo
o trabalho cujo peso larval das larvas de C. megacephala mais se aproximou dos resultados
encontrados no presente estudo. Em seus testes com C. putoria e L. cuprina, estes autores
obtiveram, respectivamente, 40,1+ 6,7 mg no grupo controle e 453 + 4,4mg no grupo

DMSO e 33,2 £+ 3,4 mg no grupo controle e 32,5 + 2,5 mg no grupo controle com DMSO.

Em outro trabalho, estes mesmos autores encontraram 21,2+ 1,6 mg de peso larval
para M. domestica, 22,2 +1,3mg no grupo DMSO e 25,7 £5,4 mg no grupo testado com
citral (Pinto et al. 2015a). Esses resultados mostram que a familia Muscidae apresenta um
peso larval menor do que a familia Calliphoridae. A comparacdo dos dados obtidos no
presente estudo com aqueles encontrados em trabalhos que tenham estudado a mesma familia

de mosca precisa ser feita com cautela.

Como Muscidae apresenta um peso larval menor do que a familia Calliphoridae,
avaliar se o 6leo ministrado sobre M. domestica causou um efeito larvicida ou ndo, deve ser
feito levando sempre em consideracdo os dados encontrados para 0s grupos controle. Esse
cuidado deve ser tido até mesmo em resultados encontrados entre as espécies de
Calliphoridae, uma vez que o género Lucilia apresentou, naturalmente, peso larval inferior ao

género Chrysomya.

Em nenhum dos testes com os 6leos de Piper houve peso larval tdo baixo quanto nos
testes com L. cuprina e M. domestica feitos pelos autores. Por conta disso, os resultados
obtidos para estas espécies nas concentracfes dos 6leos testados foram apenas citados, mas

ndo puderam ser comparados.

Nos testes com C. megacephala, estes autores encontraram para a concentragdo 5 mg,
57,6 £ 2,6 mg nos testes com o 6leo proveniente do Brasil e 57,4 + 2,8 mg nos testes com o
Oleo proveniente de Cuba. Os experimentos com C. putoria mostraram para essa
concentracdo, 47,4 £ 3,6 e 48,3 + 2,3 mg, respectivamente. Os experimentos com L. cuprina

mostraram para essa concentragdo, 353 +3,7 e 34,8+ 3,9mg, respectivamente. Para
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M. domestica, estes autores encontraram 19,6 + 1,4 mg nos testes com o 6leo proveniente do
Brasil e 19,5 + 1,3 mg nos testes com o 6leo proveniente de Cuba.

O presente estudo, como foi mencionado anteriormente, ndo trabalhou com a
concentracdo 5 mg. A concentracdo 200 mg de Piper sp. foi a que mais se aproximou dos
resultados obtidos nos testes com C. megacephala, nesta concentragdo, feita por Pinto et al.
(2007b), uma vez que obteve 57,4 £+ 20,0 mg.

A concentracdo 200 mg de P. aduncum foi a que obteve peso larval mais similar aos
resultados obtidos nos testes destes autores com C. putoria (46,6 + 18,0 mg). Nesse caso, é
dificil opinar qual seria o melhor 6leo a se utilizar, pois ndo se trata da mesma espécie de
mosca. Apesar dos resultados obtidos serem similares e apontarem assim que o melhor seria
escolher o C. citratus pela sua baixa concentracdo, esta espécie apresentou naturalmente um
peso larval menor do que C. megacephala. Isso indica que P. aduncum foi capaz de impactar

mais as larvas do que C. citratus.

Nos testes com C. megacephala, estes autores encontraram para a concentragdo
10 mg, 60,1 = 5,9 mg nos testes com o 06leo proveniente do Brasil e 59,8 + 5,9 mg nos testes
com o Oleo proveniente de Cuba. Os experimentos com C. putoria mostraram para essa
concentragdo, 53,0 £ 5,1 e 52,3 + 54 mg, respectivamente. Os experimentos com L. cuprina
mostraram para essa concentracdo, 26,9+29 e 7,5+£3,0mg, respectivamente. Para
M. domestica, estes autores encontraram 17,5 + 1,2 mg nos testes com o 6éleo proveniente do

Brasil e 17,5 + 1,3 mg nos testes com o 6leo proveniente de Cuba.

A concentracdo 25 mg de P. aduncum foi a que obteve um peso larval mais parecido
com os resultados obtidos por estes autores em seus testes também com C. megacephala com
0 6leo proveniente do Brasil (60,8 + 13,7 mg). Em relacdo aos resultados encontrados para
esta mesma espécie nos testes com o 6leo proveniente de Cuba, a concentracdo 300 mg de
Piper sp. foi a que mais se assemelhou aos valores obtidos por Pinto et al. (2007b)
(58,1 + 17,7 mg).

Com relagdo aos dados obtidos em seus testes com C. putoria para os dois 0leos
testados, a concentragcdo 300 mg de P. aduncum e 50 mg de Piper sp. foram a que obtiveram
peso larval mais parecido com os resultados obtidos por estes autores (55,2 + 14,5 e

55,2 + 9,7 mg, respectivamente).

Nos testes com C. megacephala, estes autores encontraram para a concentragio

25 mg, 50,3 = 5,3 mg nos testes com o éleo proveniente do Brasil e 55,9 + 5,8 mg nos testes
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com o Oleo proveniente de Cuba. Os experimentos com C. putoria mostraram para essa
concentragéo, 46,1 + 6,9 e 45,5 + 6,3 mg, respectivamente. Os experimentos com L. cuprina
mostraram para essa concentracdo, 31,9 + 4,6 mg e 2,2 £ 4,8 mg, respectivamente. Para
M. domestica, estes autores encontraram 20,4 £ 1,0 mg nos testes com o 6leo proveniente do

Brasil e 20,4 + 0,9 mg nos testes com o dleo proveniente de Cuba.

A concentracdo 25 mg de P. aduncum e de P1-02 apresentaram um peso larval maior
ao encontrado por Pinto et al. (2015b). Novamente, a concentracdo 300 mg de P. aduncum e
50 mg de Piper sp. foram a que obtiveram peso larval mais parecido com os resultados
obtidos por estes autores em seus testes também com C. megacephala com o 6leo proveniente
do Brasil e de Cuba. A concentracdo 200 mg de P. aduncum obteve 46,6 + 18,0 mg de peso
larval, se tornando aquela que gerou resultados mais parecidos com os testes feitos em

C. putoria na concentracao 25 mg (dos dois 6leos essenciais).

Nos testes com C. megacephala, estes autores encontraram para a concentragdo
50 mg, 59,9 + 3,5 mg nos testes com o 6leo proveniente do Brasil e 59,5 + ,35 mg nos testes
com o Oleo proveniente de Cuba. Os experimentos com C. putoria mostraram para essa
concentracdo, 46,1 £ 2,1 e 45,6 + 2,1 mg, respectivamente. Os experimentos com L. cuprina
mostraram para essa concentracdo, 27,3+2,8 e 6,7%2,7mg, respectivamente. Para
M. domestica, estes autores encontraram 27,0 + 2,2 mg nos testes com o 6leo proveniente do

Brasil e 27,0 + 2,4 mg nos testes com o 6leo proveniente de Cuba.

A concentracdo 50 mg de P. aduncum obteve um peso larval maior do que o previsto
por estes autores (64,5 + 9,8 mg). Contudo, a concentragdo 50 mg de PI-02 obteve um peso
larval semelhante (55,2 £ 9,7 mg). A concentracdo 300 mg de Piper sp. foi a que obteve um
peso larval mais parecido com os resultados obtidos por estes autores em seus testes também
com C. megacephala com o 6leo proveniente do Brasil e de Cuba. Com relacdo aos dados
obtidos em seus testes com C. putoria para os dois 0leos testados, a concentracdo 200 mg de
P. aduncum foi a que obtive peso larval mais parecido com os resultados obtidos por estes

autores.

Nos testes com C. megacephala, estes autores encontraram para a concentragdo
75 mg, 61,7 + 8,9 mg nos testes com o Gleo proveniente do Brasil e 52,5 + 9,6 mg nos testes
com o Oleo proveniente de Cuba. Os experimentos com C. putoria mostraram para essa
concentracdo, 47,6 £5,0 e 48,7 + 4,9 mg, respectivamente. Os experimentos com L. cuprina

mostraram para essa concentragdo, 27,3+2,8 e 26,7 +2,7 mg, respectivamente. Para
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M. domestica, estes autores encontraram 21,5 + 2,7 mg nos testes com o 6leo proveniente do
Brasil e 21,4 + 2,7 mg nos testes com o 6leo proveniente de Cuba.

O grupo DMSO dos dois 6leos de Piper foi a que obteve um peso larval mais parecido
com os resultados obtidos por estes autores em seus testes também com C. megacephala com
0 6leo proveniente do Brasil (61,2 + 11,7 mg). Com relacdo aos resultados obtidos para esta
mesma espécie no Gleo proveniente de Cuba, a concentracdo 300 mg de P. aduncum e 50 mg
de Piper sp. foram as que mais se pareceram. Com relacdo aos dados obtidos em seus testes
com C. putoria para os dois 0leos testados, a concentracdo 200 mg de P.aduncum foi

novamente a que obtive peso larval mais parecido com os resultados obtidos por estes autores.

Nos testes com C. megacephala, estes autores encontraram para a concentragdo
100 mg, 56,6 = 9,1 mg nos testes com o 6leo proveniente do Brasil e 56,9 + 9,2 mg nos testes
com o Oleo proveniente de Cuba. Os experimentos com C. putoria mostraram para essa
concentracdo, 50,4+57mg e 51,2+54 mg, respectivamente. Os experimentos com
L.cuprina mostraram para essa concentragdo, 31,0+x3,1mg e 31,9%35mg,
respectivamente. Para M. domestica, estes autores encontraram 22,0 = 1,7 mg nos testes com

0 Oleo proveniente do Brasil e 22,4 + 2,2 mg nos testes com o 6leo proveniente de Cuba.

A concentracdo 100 mg de P. aduncum e de PI-02 obtiveram um peso larval maior do
que o previsto por estes autores (62,7 10,4 e 63,5%9,2mg, respectivamente). A
concentracdo 300 mg de P. aduncum e 50 mg de PI-02 foram as que obtiveram um peso larval
mais parecido com os resultados obtidos por estes autores em seus testes também com

C. megacephala e com C. putoria com o 6leo proveniente do Brasil e de Cuba.

Os dados referentes ao peso larval das espécies encontrados no presente estudo foram
similares aqueles encontrados pelas espécies de Chrysomya trabalhadas por Pinto et al.
(2015b). Apesar de algumas concentracBes terem encontrado resultados semelhantes, de uma
forma geral, os 6leos de Piper testados precisam ser usados em altas concentracGes para
desencadear o mesmo efeito do éleo de C. citratus. De maneira que seria mais indicado

utilizar o C. citratus, uma vez que fornece o mesmo efeito, mas em uma concentragédo menor.

Lopes et al. (2014) em seus estudos com C. putoria encontraram 55,0 £ 6,4 mg de
peso larval no grupo controle, 55,0 + 6,2 mg na concentracdo 25 mg, 52,0 +5,1mg na
concentracdo 50 mg e na concentracdo 75 mg. No presente estudo também foram encontradas
concentragdes diferentes que proporcionaram 0 mesmo peso larval. A concentragcdo 50 mg de

P.aduncum obteve 64,5+98mg, enquanto que a concentracdo 250 mg obteve
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64,5 + 8,85 mg. A concentragdo 25 mg de Piper sp. obteve 63,3 + 10,3 mg, enquanto que a
concentragdo 150 mg obteve 63,3 + 6,59 mg.

Todos os resultados encontrados por estes autores se assemelham mais aqueles
encontrados na concentracdo 50 mg de PI1-02 do presente estudo (55,2 + 14,5 mg). De uma
forma geral, os valores encontrados por estes autores foram menores do que aqueles
encontrados no presente estudo, porém o fato de se tratarem de espécies de moscas diferentes
poderia justificar esta discrepancia nos resultados. Diferente do que Lopes et al. (2014)
constataram, os 0Oleos essenciais de Piper testados apresentaram toxicidade significativa nas

larvas de C. megacephala.

Carrigo et al. (2014) ao estudarem também C. putoria, encontraram aproximadamente
45 mg de peso larval no grupo controle e na concentracdo 5 e 25 mg de P. sapote e 55 mg na
concentracdo 10 mg desse mesmo 6leo. Assim como ocorreu a0 comparar 0s resultados de
Lopes et al. (2014), todos os resultados encontrados por estes autores se assemelham mais
aqueles encontrados na concentracdo 50 mg de PI-02 do presente estudo, possivelmente por

se tratar de espécies de Chrysomya diferente.

Mello et al. (2010) ao estudarem E. splendens var. hislopii (Euphorbiaceae) contra
M. scalaris ndo avaliaram o peso larval obtido por esta espécie nas diferentes concentracdes
do 6leo, impossibilitando a comparacgéo entre os trabalhos.

Concluiu-se entdo que a concentracdo 200mg de P. aduncum foi a que mais diferiu do
grupo controle puro, possuindo a capacidade de diminuir a massa média das larvas, seguida
da concentracdo 300mg. No que diz respeito aos testes com PI-02, todas as concentragdes
diferiram do grupo controle puro, com excecdo da concentracdo 250mg. Essas constatacoes

foram estatisticamente confirmadas através do Teste de Tukey (p<0,01%),

5.2.2 Duracéo do estagio larval dos grupos controle

Aferir a duracdo do estagio larval destes dipteros quando submetidos a extratos de
plantas, € de fundamental importancia para estudos de controle. Segundo alguns autores, 0
prolongamento da fase larval do inseto, sob estas circunstancias, poderia indicar uma baixa
adequacdo ao substrato alimentar (Silveira et al. 1997; Lomonaco e Germanos 2001), uma vez
que a larva permaneceria buscando alimento o suficiente para adquirir peso para sua

empupacéo (Roper et al. 1996).
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Alguns autores sugerem ainda que compostos extraidos de plantas sdo capazes de
modificar fisiologicamente os sistemas neuroendocrinos do inseto, dificultando seu
crescimento (Cabral et al. 2007; Carrico et al. 2014). Por conta disso, substancias que
retardam a duracdo do estagio larval poderiam ser diretamente responsaveis por desencadear
alteracbes nos processos endocrinos destes organismos (Cabral et al. 2007). Dessa forma, a
mensuracdo da duragdo deste estagio permitiria, assim, uma melhor verificacdo do tipo de
substancia, e sua concentracdo, que causaria resisténcia larval (Silveira et al. 1997) e

desregulacdo hormonal (Cabral et al. 2007).

A duracdo média obtida no periodo larval dos testes com P. aduncum e PI-02 a
27+1°C e 70£10% de umidade foi de 4,2 £0,5 dias no grupo controle. Cabral et al.
(2007), Mendonca et al. (2011) e Pinto et al. (2015b) ao realizarem seus experimentos com

C. megacephala também fizeram uso desta mesma temperatura e umidade.

Cabral et al. (2007) obtiveram 5,51 + 0,86 dias no grupo controle, enquanto Mendonca
et al. (2011) obtiveram 4,3 dias de duragéo. Pinto et al. (2015b) encontraram 4,4 + 0,5 dias de
duracdo deste estagio no grupo controle. Estes valores representam a maior duracao para este
periodo encontrada em todos os artigos levantados que trabalharam com o controle biolégico

de C. megacephala utilizando extratos de plantas.

Os valores encontrados para o grupo controle do presente estudo se aproximam mais
daqueles obtidos por Mendonca et al. (2011) e Pinto et al. (2015b). Contudo, a faixa de
valores possiveis para essa etapa (de acordo com o desvio padrdo encontrado pelos autores em
seus experimentos) ainda prevé os resultados obtidos por Cabral et al. (2007), mostrando uma

margem relativamente padréo de duracdo deste estagio a 27 °C.

Na literatura existem diversos trabalhos que procuram conhecer a duracdo das etapas
do desenvolvimento p6s-embrionario dos dipteros muscoides sobre diferentes temperaturas.
Além da possibilidade de determinar os padrbes de ocorréncia das espécies sobre diferentes
fatores, compreender a biologia dos insetos é essencial para complementar os estudos de
entomologia forense (Pujol-Luz et al. 2008; Yang e Shiao 2012). Este tipo de dado,
juntamente com estudos de levantamento de fauna cadavérica, biologia e ecologia

forneceriam subsidios para auxiliar a estimativa de IPM (Pujol-Luz et al. 2008).

Estudos indicam que a taxa de desenvolvimento dos dipteros muscoides,
consequentemente a duracdo de suas etapas de vida, se aceleram com o aumento de

temperatura, assim como a qualidade da dieta utilizada é alterada (Kamal 1958; Minkenberg e
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Helderman 1990; Milward-De-Azevedo et al. 1996; Sukontason et al. 2008, Thevan et al.
2010). Milward-de-Azevedo et al. (1996) ao realizarem este tipo de estudo com
C. megacephala, obtiveram 5,05 dias de duracdo de seu estagio larval a 24 graus e 4,0 dias de

duracgéo a 30 °C.

Gabre et al. (2005) obtiveram 5,4 dias de duracdo deste estagio para C. megacephala a
26 °C, enquanto Barros-Cordeiro e Pujol-Luz (2010) obtiveram 4,08 dias. Barcellos (2014)
obteve 5,58 dias de duracdo deste estagio, quando trabalhou com C. megacephala a 25 °C,

corroborando esta teoria.

Bourel et al. (2003) ressaltam que os protocolos experimentais estdo diretamente
relacionados com possiveis alteragdes no ciclo de desenvolvimento dos insetos. Questfes
como o tipo de substrato a ser utilizado podem influenciar a duracdo do periodo de vida dos
imaturos (Kamal 1958). O fato de Cabral et al. (2007) e Pinto et al. (2015b) terem utilizado
também vermiculita como substrato para pupacdo pode ter favorecido o encontro de valores
semelhantes para a duracdo do estagio larval a 27 °C.

Lopes et al. (2014) ao avaliarem os efeitos dos extratos provenientes de P. scandens
sobre o desenvolvimento pos-embrionario de C. putoria a 27 £ 1 °C e umidade de 70 £ 10 %,
observaram uma duracdo de 3,4 + 0,5 dias deste estadgio no grupo controle. Ao trabalharem
com esta mesma espécie e condi¢bes de temperatura e umidade, Carrico et al. (2014)
obtiveram uma média de 4,8 = 0,5 dias no grupo controle, enquanto Pinto et al. (2015b)

obtiveram uma média de 3,3 + 0,5 dias.

Trabalhos realizados por outros autores, que ndo visaram o controle bioldgico,
constataram duracGes equivalentes as encontradas por Lopes et al. (2014), Carrico et al.
(2014) e Pinto et al. (2015b). Oliveira et al. (2007), por exemplo, ao realizarem estudos a
cerca da morfologia e duracdo dos instares larvais de C. putoriaa 27 +1°C, 60+ 10 % U.R. e

fotofase de 14 horas, encontraram uma duracao de 3,8 dias.

Como mencionado anteriormente, o ciclo de desenvolvimento de uma mesma espécie
pode sofrer uma margem de variagdo natural. Os valores encontrados nos trabalhos
mencionados demonstram isto. Assim sendo, é plausivel supor que as espécies pertencentes a
familia Calliphoridae terdo diferentes duracGes de suas etapas do desenvolvimento pos-

embrionario, apesar de apresentar certa proximidade.

O trabalho realizado por Estrada et al. (2009) comprova este fato. Ao estudar o

desenvolvimento de C. albiceps em dieta artificial acrescida de tecido animal, estes autores
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obtiveram 5,5 dias de duracdo do periodo larval. Ao comparar os resultados encontrados por
estes autores, com aqueles obtidos pelos demais citados neste trabalho, vemos que C. putoria
apresenta 0 menor tempo de duragéo do estagio larval, seguida de C. megacephala e por fim,
C. albiceps. Isso mostra que existe variagdo na duracdo desta etapa do ciclo de vida até

mesmo dentro género Chrysomya.

PINTO et al. (2015b) obtiveram uma média de 3,2 + 0,4 dias no grupo controle, ao
trabalharem também com L. cuprina. Cordeiro (2014), ao estudar o tempo de
desenvolvimento desta espécie em camara climatizada (B.0.D.) regulada para 23,0 £ 1,0 °C,
60 = 10 % UR e fotoperiodo de 12 horas, obteve 5,4 dias para seu periodo larval. Greenberg e
Szyska (1984) ao realizarem este mesmo tipo de estudo em uma floresta chuvosa no Peru e
sob condicBes ndo controladas (temperatura variando entre 26 +3,1 e 21,7+ 1,9 °C),

obtiveram 5,54 - 6,96 dias de duracdo do periodo larval.

Em experimentos realizados com temperatura controlada, O’Flynn (1983), encontrou a
20 e 28°C, 3,8 dias de duracao do desenvolvimento larval desta espécie, enquanto que Paes et
al. (2001) obtiveram 5,9 dias a 25 °C e 7,8 dias a 27 °C. Os resultados obtidos no trabalho de
Pinto et al. (2015b) se assemelham daqueles encontrados por Greenberg e Szyska (1984) e
O’Flynn (1983) a 25 °C.

Como mencionado, a duracdo do desenvolvimento pds-embrionéario de dipteros
muscoides pode variar ndo apenas entre 0s géneros, mas entre a mesma espécie. Os fatores
bioticos e abioticos envolvidos no momento do teste, assim como as condicdes experimentais
em que o mesmo foi realizado, sdo 0s responsaveis pela variacdo encontrada entre as

informagdes (Bourel et al. 2003).

Pinto et al. (2015b) ao testarem a bioatividade de C. citratus sobre o desenvolvimento
pos-embrionario de M. domestica, obtiveram 6,7 + 0,5 dias de duracdo no grupo controle.
Mello et al. (2010) encontraram 4,5+0,5 dias de duracdo do periodo larval de
Megaselia scalaris. Até o presente momento, ndo existem trabalhos que tenham tido como
objetivo estudar a duracdo das etapas do desenvolvimento pds-embrionario desta espécie de
diptera, impossibilitando a comparacdo dos resultados obtidos por Mello et al. (2010) com a

literatura.

Mello et al. (2010), Lopes et al. (2014) e Carrico et al. (2014) atribuiram apenas um
grupo controle ao experimento, que seria 0 controle puro, enquanto que Mendonga et al.

(2011) utilizou um grupo controle com agua destilada. Assim, a comparacdo dos resultados
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encontrados no grupo controle negativo, ou controle com diluente quimico, foi realizada
apenas com o trabalho de Cabral et al. (2007), Gomes et al. (2009) e Pinto et al. (2015a;
2015b).

O intuito de se utilizar um grupo tratado com DMSO seria de verificar se as possiveis
alteragBes que iriam surgir nos especimes estariam relacionadas com o diluente ou com 0s
6leos ministrados. O grupo controle puro € imprescindivel para comparar os resultados

obtidos nos grupos tratados com o que seria a duragdo “natural” do ciclo desta espécie.

A duracdo média obtida no periodo larval dos testes com P. aduncum e PI-02 a
27 £1°C e 70 = 10 % de umidade foi de 4,2 + 0,5 dias no grupo controle e de 3,5+ 0,7 dias
no grupo controle com DMSO. A variacdo de 0,7 dias entre 0s dois grupos mostra que este

diluente supostamente aceleraria o desenvolvimento das larvas de C. megacephala.

Os trabalhos realizados por Pinto et al. (2015a, 2015b) também apontam essa possivel
reacdo. Em seus testes com C. megacephala, estes autores encontraram 4,4 £ 0,5 dias de
duracdo do estagio larval no grupo controle e 4,3 + 0,4 dias no grupo controle com DMSO.
Os experimentos com C. putoria mostraram uma média de 3,3 + 0,5 dias no grupo controle e

3,3 + 0,4 dias no grupo controle com DMSO.

Os experimentos com L. cuprina apresentaram uma média de 3,2 £+ 0,4 dias no grupo
controle e 3,2+ 0,4 dias no grupo controle com DMSO. Em outro trabalho, feito com
M. domestica, este grupo encontrou 6,7 + 0,5 dias de duracdo no grupo controle, 5,3 +0,6

dias no grupo controle com DMSO e 3,2 + 0,4 no grupo controle com citral.

Os resultados encontrados no presente trabalho e nos trabalhos citados acima diferem
daqueles obtidos por Cabral et al. (2007). Apesar de se tratar de outro composto quimico,
estes autores encontraram 3,4 + 0,6 dias no grupo controle e 4,1 £ 0,5 dias no grupo controle
com acetona. A diferenca também de 0,7 dias entre ambos 0s grupos mostra um

desenvolvimento larval mais lento naquelas incluidas no grupo com o diluente.

Nestes artigos, os autores ndo justificam os possiveis motivos para ocorrerem estas
alteracdes no ciclo do inseto. Contudo, por se tratarem de compostos quimicos que ndo sao
naturais ao organismo, é plausivel supor que o simples contato do inseto com estes diluentes

poderia causar grandes alteragdes em seus sistemas.

Outra explicacdo para as alteracdes que estes compostos causaram no ciclo dos insetos
testados poderia ser a forma como 0s mesmos sdo manuseados. O DMSO, por exemplo,
apresenta grande capacidade higroscopica, por conta de sua intensa relagdo com o hidrogénio.
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Dessa forma, essa substancia pura é capaz de passar rapidamente para a concentragdo entre

66 — 67 % caso seja deixada exposta ao ambiente (Brayton 1986).

Essa mudanca de concentracdo pode influenciar diretamente a resposta do inseto ao
composto ministrado. Substancias como o DMSO que apresentam uma incrivel capacidade

carreadora e de penetracéo e difusdo, devem ser manipuladas com cautela (Brayton 1986).

O DMSO utilizado no presente estudo foi mantido em frasco hermeticamente fechado
e proprio para 0 mesmo, como € o recomendado (Alsup e Debowes 1984), excluindo a
possibilidade de ter sofrido variagbes em sua concentracdo. Além disso, este diluente
apresenta uma toxicidade reconhecidamente baixa (Brayton, 1986; Soyka 1990; ROSE e
Hodgson 1993; Stone 1993), o que torna dificil acreditar que tenha causado danos ao

metabolismo de C. megacephala.

Gomes et al. (2009) avaliaram somente a mortalidade larval encontrada nos testes,
inviabilizando a discussdo e comparacdo sobre a duracdo deste estdgio no grupo controle e
nos grupos tratados.

5.2.3 Duracao do estagio larval dos grupos tratados com diferentes concentragdes dos 6leos

Para a realizacdo de seus testes, Cabral et al. (2007) dissolveram a lignina yangambin
em 100 mg/mL de acetona e depois diluiram esta amostra em 0,8 % de NaCl, criando a
proporcdo de 1:4 do composto. Para facilitar a discussdo dos resultados obtidos, as
porcentagens dos extratos de plantas adotados nos artigos levantados foram convertidas para a
linguagem utilizada no presente trabalho. Assim, a propor¢do utilizada por Cabral et al.

(2007) corresponderia a 25 mg de yangambina.

Estes autores obtiveram 5,5 £ 0,9 dias no grupo controle e 6,7 = 1,11 dias no grupo
tratado com 25 mg do composto extraido de O. duckei. Essa informagdo mostra que o grupo
experimental que recebeu esta concentracdo do extrato teve seu periodo larval mais longo,
quando comparado ao grupo controle. Esse tipo de reagdo ndo foi observado na concentragéo

25 mg das duas especies de Piper testadas no presente estudo.

Enquanto que grupo controle puro teve 4,2 0,5 dias de duragdo, a concentracéo
25 mg do grupo tratado com P. aduncum teve 3,6 + 0,7 dias e a concentragdo 25 mg do grupo
tratado com PI-02 teve 3,5+ 0,5 dias. Quando comparamos os dados obtidos no grupo
controle com DMSO (3,5 £0,7), notamos uma maior semelhanca entre os valores obtidos
para as concentracoes 25 mg.
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A yangambina ja havia mostrado ser toxico para larvas de outros insetos (Miyazawa et
al. 1998; Gonzales-Coloma et al. 1994), assim, se esperava que 0 mesmo causasse alteracoes
no desenvolvimento de C. megacephala. Cabral et al. (2007) sugeriram que a yangambina
interfere indiretamente no sistema endocrino dessa mosca varejeira, ndo permitindo que a
mesma tenha controle sobre seu crescimento, ou diretamente, blogqueando sua producdo de
horménios (Cabral et al. 1999).

Apesar da planta utilizada por Cabral et al. (2007) pertencer a familia Lauraceae e
aquelas utilizadas no presente estudo pertencerem a familia Piperaceae, estas se incluem na
Super-Ordem Magnolianae. Esse grupo € caracterizado por apresentar flores trimiferas, polen

com um poro e, geralmente, folhas ramificadas (Raven 2007).

Podemos imaginar, assim, que por pertencerem a mesma Super-Ordem, as espécies
P.aduncum e Piper sp. (PI-02) também provocariam alteracbes no crescimento de
C. megacephala e bloqueariam sua producdo do horménio protoracicotrépico, ecdisona
(Cabral et al. 1999) ou diurético (Cabral et al. 2000b).

O fato destes autores terem testado apenas uma concentracdo da amostra de planta ndo
permitiu determinar quais seriam as concentracdes em que houve o maior e menor periodo do
estagio larval. Os resultados encontrados por Cabral et al. (2007) na concentragdo 25 mg
foram quase idénticos aqueles obtidos no grupo controle puro de ambos os 6leos utilizados no
presente estudo e na concentracdo 150 mg de PI-02 (4,2 = 0,5 dias). As concentracdes 250 mg
de P.aduncum e de PI-02 também geraram resultados semelhantes aos obtidos por estes
autores. Enquanto aquela proporcionou 4,3 + 0,5 de duragdo deste estagio, esta proporcionou
4,5 £ 0,5 dias (Tabela 3 e Tabela 10).

As informacdes levantadas nos experimentos com os 6leos mostraram que 0S mesmos
ndo possuem dose-dependéncia sobre inseto, ou seja, as aplicacdes topicas das maiores
concentracdes dos Oleos essenciais sobre as larvas ndo provocaram maior indice de
mortalidade das mesmas. Assim, o fato da concentracdo 150 mg de P1-02 ndo ter provocado
nenhum efeito deletério sobre a duragdo do estagio larval de C. megacephala, quando

comparado ao grupo controle, precisa ser melhor investigado.

Em estudos de controle biologico ndo é esperado que as concentracdes dos 6leos
aplicados topicamente (especialmente as altas) tenham resultados semelhantes aos do grupo
controle. E necessario investigar também se as duracdes do estagio larval encontradas nas

concentragOes sdo aleatorias ou se podem ser justificadas de alguma forma.

83



Além disso, quando incluimos o grupo controle DMSO na analise dos resultados,
observamos que ha a possibilidade desse diluente ser o causador da diminui¢do do periodo
larval, uma vez que os resultados encontrados nas concentracdes 25 mg dos 6leos se igualam
aos obtidos por este grupo. Para explicar melhor todos esses tipos de reacdes sdo necessarios
estudos voltados para a investigacdo morfoldgica das formas imaturas por meio de

microscopia (eletronica de varredura /ou transmissao /ou de luz=dptica).

Caso fosse do interesse de algum grupo de pesquisa que o estagio larval de
C. megacephala tivesse 4,2 dias de duragdo, o mais recomendado seria utilizar a yangambina.
A concentragdo 25 mg deste 6leo foi capaz de gerar a mesma duracao do estégio larval que as
concentracOes de P. aduncum e P1-02 mencionadas. Quanto maior for & concentragdo do 6leo,

mesmo que tenha origem natural, maior sera a chance de causar danos a saude e ao ambiente.

Contudo, se tratando apenas do interesse de encontrar um inseticida natural que cause
alteracOes endocrinas nas formas imaturas destes dipteros, de maneira a reduzir seu estagio
larval, ambos os Oleos poderiam ser utilizados. Nesse caso, os resultados encontrados no
grupo controle de todos os testes precisam ser levados em consideracdo. Cabral et al. (2007)
obtiveram uma duracdo do estagio larval no grupo controle maior do que aquela obtida no
presente estudo, mas isto ndo indica que tenham obtido melhores resultados para este grupo
do que aqueles encontrados aqui.

Como mencionado anteriormente, a duracdo do desenvolvimento pds-embrionario das
espécies varia constantemente, mesmo sobre condi¢cbes de temperatura e umidade
semelhantes. Nos testes com as espécies de Piper, as concentra¢cdes com 25 mg das amostras
das plantas tiveram um menor tempo de duracdo do periodo larval, exatamente como Cabral

et al. (2007) encontraram.

Mendonca et al. (2011) diluiram o latex de P. amapa em agua destilada para obter as
concentracdes 0,5 % (50 mg), 1,0% (100 mg), 1,5% (150 mg), 2,0 % (200 mg) e 3,0 %
(300 mg). Estes autores encontraram a duracao de 4,0 dias na concentracdo 50 mg, 3,9 dias na
concentracdo 100 mg, 4,1 dias na concentracdo 150 mg, 4,2 dias na concentragdo 200 mg, 4,3
dias na concentragdo 300 mg. Como os mesmos obtiveram 4,8 dias de duragdo no grupo
controle, consideraram que a concentracdo 100 mg apresentou 0 menor periodo de duragdo e a

concentracdo 300 mg apresentou 0 maior periodo de duracéo.

Nos testes realizados com P. aduncum foram obtidos 3,1 £ 0,6 dias de duragdo na

concentragdo 50 mg, 3,1+0,4 dias na concentracdo 150 mg, 3,2+ 0,5 dias na duragdo
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150 mg, 3,9+0,4 dias na duragdo 200mg e 3,9+0,5 dias na duracdo 300 mg. A
concentracdo 50 mg de Piper sp. obteve 3,2 £ 0,5 dias de duracdo deste estagio, a 100 mg
obteve 3,1 £ 0,3 dias, a 150 mg obteve 4,2 + 0,5 e a 200 mg obteve 3,5 £ 0,6 dias (tabela 3 e
tabela 10).

Como o grupo controle puro do presente estudo teve 4,2 £ 0,5 dias de duracdo para o
estagio larval e o grupo controle com DMSO teve 3,5+ 0,7 dias, as concentracfes que
geraram 0s menores valores de duragédo deste estagio foram: 50 e 100 mg (P. aduncum) e 100
e 50 mg (Piper sp.). As concentracfes que geraram 0s maiores valores de duracdo deste

estagio foram: 200 e 300 mg (P. aduncum) e 150 e 200 mg (Piper sp.).

A concentracdo 50 e 100 mg de P. aduncum e PI-02 geraram o menor valor de
duracdo do estagio larval de todo o experimento (tabela 3 e tabela 10). Resultado encontrado
também por Mendonca et al. (2011) em seus testes com P. amapa. Levando em consideracdo
todas as concentracOes testadas, a concentracdo 250 mg de P. aduncum apresentou o maior
tempo de duracdo deste estagio (4,3 + 0,5 dias), seguido das concentraces de 200 e 300 mg
(3,9 e 0,4 e 0,5 de desvio padrdo, respectivamente). Mendonca et al. (2011) também
obtiveram resultados semelhantes, pois encontraram os maiores valores de duracdo para este

estagio na concentracdo 300 e 200 mg, em ordem decrescente.

Mendonca et al. (2011) ndo discutem o motivo para as concentragdes do extrato de
P. amapa aplicada topicamentes terem provocado estas rea¢fes. Contudo, assim como latex
utilizado por estes autores, as menores concentracdes dos Oleos de P. aduncum e Piper sp.
possivelmente causaram alguma alteracdo no organismo das larvas, por influenciarem
diretamente o crescimento das mesmas, de maneira que obtiveram uma menor duragédo deste
estagio (Cabral et al. 2007a). O fato das maiores concentracdes desencaderarem periodos
larvais longos, quando comparados ao controle, pode estar relacionado a uma baixa

adequacao ao substrato alimentar (Silveira et al. 1997; Lom6naco e Germanos 2001).

Ao decorrer do estudo se observou um ressecamento da dieta, porém os niveis de
ressecamento das mesmas ndo foram aferidos e/ou relacionados com a duracdo do
experimento e a qual grupo (concentracdo) dos Oleos pertencia. Esse tipo de informacéo
poderia auxiliar na interpretacdo dos resultados obtidos, pois caso fosse comprovado, por
exemplo, que as baixas concentragdes dos 0leos provocam um ressecamento na dieta, o rapido

abandono das larvas do substrato poderia ser justificado. Assim, surge necessidade de se levar
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em consideragédo estes tipos de informag0es para interpretar de maneira mais aprofundada os
resultados obtidos nos préximos estudos de controle biolégico.

Apesar desse dado nao ter sido coletado, se constatou nos experimentos que algumas
larvas empupavam na carne, mostrando de certa forma uma baixa adequacdo ao substrato
alimentar. Mendonca et al. (2011) também observaram estas reacGes em seus testes. Estes
autores sugerem que este efeito seja uma caracteristica positiva de um inseticida botanico,
pois aquelas larvas dispersas no ambiente natural que ndo deixam as carcacas de vertebrados
gue se encontram, estdo mais susceptiveis a predadores e parasitoides (Vinson e Iwantsch
1980). Faz-se necessario, assim, em proximos estudos, relacionar a porcentagem de larvas que
foram incapazes de deixar a dieta com o tipo de concentracdo que lhes foi aplicada

topicamente.

Em compara¢do com o grupo controle, o grupo que recebeu topicamente o DMSO
teve seu periodo larval mais proximo daquele obtido nestes grupos tratados. Esse resultado
ressalta a possibilidade de que este diluente tenha capacidade, mesmo que minima, de causar

alteracdes no ciclo desta mosca varejeira.

El-Shazly et al. 1996 ja haviam testado outra espécie de Apocynaceae contra dipteros
muscoides obtendo resultados satisfatorios. O extrato testado pelos mesmos mostrou ser capaz
de reduzir a duracdo do periodo larval e pupal, suprimir a oviposi¢cdo e impactar

negativamente a longevidade dos adultos sobreviventes.

Piperaceae e Apocynaceae pertencem a classe Magnoliopsidas. As plantas
pertencentes a essa divisdo apresentam flor, cujo embrido contém dois ou mais cotilédones
(Raven 2007). Por pertencerem a este mesmo grupo, estas duas familias podem apresentar
reacOes similares nos insetos. Ambas podem causar uma diminuicdo nos nutrientes
disponiveis na dieta, fazendo com que as larvas migrem da mesma para buscar alimento,
ocasionando em um periodo larval mais curto, ou permanecam mais tempo na mesma para
compensar 0s baixos valores nutricionais disponiveis. Somado a estas questbes, 0
comportamento destas formas imaturas também deve ser mais bem investigado. Estudar de
maneira aprofundada o grau de competicdo entre as larvas, por exemplo, poderia explicar a

saida mais rapida das mesmas da dieta (Santos e Borja 1997).

Pinto et al. (2015b) diluiram os oOleos essenciais de C. citratus em DMSO para
obterem as concentragdes: 5% (5 mg), 10 % (10 mg), 25 % (25 mg), 50 % (50 mg), 75 %

(75mg) e 100 % (100 mg, referente ao Oleo puro). Seus testes foram realizados em
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C. megacephala, C. putoria e L.cuprina. Estes autores obtiveram para as respectivas
concentracdes citadas de C. citratus provenientes do Brasil: 48 +0,4, 4,7+0,8, 48 0,6,
56%05, 47+0,3 e 4,7+£0,8 dias de duracdo no periodo larval para C. megacephala,
2,4+05,26+05,31+0,2,29+0,7,25+£0,5e 3,0£0,5 dias de duracdo no periodo larval
para C. putoriae4,2+0,4,4,1+0,2,41+0,3,41+04,41+0,6e4,2+0,5dias de duracdo
no periodo larval para L. cuprina.

Enquanto que para as respectivas concentracdes citadas de C. citratus provenientes de
Cuba, obteve-se: 4,8 +0,4,4,7+0,8,48+0,6,4,6+0,5,4,8+0,3e4,7£0,8 dias de duracao
no periodo larval para C. megacephala, 2,5+0,5, 26+0,5, 3,1+£0,2,29+04,25+05 e
3,0 £ 0,6 dias de duracdo no periodo larval para C. putoria e 4,3+0,4, 4,1+£0,3, 41+0,4,

4,1+0,5,4,2+0,6¢e4,2+0,6 dias de duracdo no periodo larval para L. cuprina.

Comparado com seus grupos controle puro (4,4 £ 0,5 dias no periodo larval para
C. megacephala, 3,3 + 0,5 dias no periodo larval para C. putoria e 3,2 + 0,4 dias no periodo
larval para L. cuprina), os grupos que receberam DMSO tiveram seu periodo larval reduzido
(4,3+05, 3,2+0,4 e 3,1£0,4 dias de duracdo, respectivamente), assim como ocorreu no

presente estudo.

Nos experimentos com P. aduncum e Piper sp., ndo foram realizados testes com a
concentracdo 5, 10 e 75mg. Apesar de ter sido utilizada a concentracdo 100 mg, esta ndo se
referia ao 6leo bruto da planta, como Pinto et al. (2015b) fizeram uso. As concentracdes
25 mg e 50 mg de P. aduncum tiveram, respectivamente, 3,6 e 3,1 dias de estagio larval. Nas
concentracfes 25 e 50 mg de Piper sp. encontrou-se 3,5 e 3,2 dias para este mesmo estagio
(tabela 3 e tabela 10).

Diferente do que foi constatado nos testes com P. aduncum e Piper sp., 0S
experimentos com C. citratus contra C. megacephala e L. cuprina provocaram um aumento
em seu periodo larval, tanto nos grupos tratados com a espécie proveniente do Brasil quanto

aqueles tratados com a espécie proveniente de Cuba.

Nos experimentos realizados com o C.citratus proveniente do Brasil contra
C. megacephala, a concentragdo 10mg correspondeu ao menor valor (4,7 dias) e a
concentragdo 50mg correspondeu aquela com maior valor (5,6 dias). Nos experimentos
realizados com o C. citratus proveniente de Cuba contra C. megacephala, a concentracao
50mg correspondeu ao menor valor (4,6 dias) e a concentragdo 5 mg correspondeu aquela

com maior valor (5,6 dias). Apenas os resultados com o C. citratus proveniente do Brasil
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diferem daqueles encontrados no presente estudo com P. aduncum e Piper sp., uma vez que
entre a concentracdo 25 e a 50 mg, aquela em que houve um maior valor de dias foi a 25 mg
(tabela 3 e tabela 10).

Nos experimentos realizados com o C. citratus, proveniente tanto do Brasil quanto de
Cuba, contra L. cuprina, as concentragdes que corresponderam ao menor valor foram a de
10 mg (4,1 dias em ambas as espécies) e a concentracdo 5 mg correspondeu aquela com maior
valor (4,6 e 4,3 dias, respectivamente). A comparacdo dos resultados encontrados no presente
estudo com estes obtidos por Pinto et al. (2015b) ndo pode ser realizada de forma mais
aprofundada, por se tratarem de concentragdes diferentes. Contudo, assim como nos testes
com P. aduncum e Piper sp., a menor concentracdo do 6leo foi aquela que gerou uma maior

duracdo de dias no estagio larval (tabela 3 e tabela 10).

Semelhante ao que foi observado nos testes com P. aduncum e Pipersp., 0s
experimentos com C. citratus contra C. putoria provocaram uma diminui¢do no periodo larval
desta espécie, tanto nos grupos tratados com a espécie proveniente do Brasil quanto aqueles
tratados com a espécie proveniente de Cuba. Nestes experimentos, a concentracdo de
C. citratus, proveniente tanto do Brasil quanto de Cuba, que correspondeu ao menor valor foi
a de 5mg (2,4 e 2,5 dias, respectivamente) e a concentragdo de 25 mg correspondeu aquela
com maior valor (3,0 e 3,1 dias, respectivamente). Assim como nos testes com P. aduncum e
Piper sp., a concentracdo 25 mg foi aquela que proporcionou um tempo maior do estagio
larval (tabela 3 e tabela 10).

Pinto et al. (2015b) ndo constataram diferencas significativas entre os 6leos. Apesar
dos 6leos utilizados no presente estudos pertencerem a espécies diferentes, pode-se observar
diferencas significativas entre os dados levantados. Nos testes realizados neste trabalho
concluiu-se que a espécie P. aduncum foi capaz de provocar uma diminui¢do maior no estagio

larval, quando comparada a P1-02 (tabela 3 e tabela 10).

Ao fazer uso destas mesmas condi¢des experimentais, Pinto et al. (2015a), ao
realizarem testes com M. domestica, obtiveram para as respectivas concentracdes citadas de
C. citratus provenientes do Brasil: 7,2+04, 72+04, 72+04, 52+04, 52+04 e
12,2 £ 0,4 dias de duracdo no periodo larval. Para estas mesmas concentracdes citadas de
C. citratus provenientes do Cuba, foram encontrados: 7,1 £0,4, 7,2+ 0,4,7,2+ 0,4, 5,2 £ 0,4,
52*0,4e12,2+ 0,4 dias de duragéo.
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Em ambas as plantas, a concentragdo que gerou o menor valor foi a de 50mg e a
concentracdo que gerou o maior valor foi a de 100 mg. Esses resultados diferem daqueles
obtidos no presente estudo, uma vez que a menor concentracdo dos 6leos de P. aduncum e

Piper sp. (25 mg), geraram uma maior duracdo de dias no estagio larval (tabela 3 e tabela 10).

A maior parte dos resultados obtidos no trabalho de Pinto et al. (2015a; 2015b)
diferem daqueles encontrados no presente estudo. Estes autores ndo justificaram o porqué do
o0leo essencial testado ter provocado as reagdes mencionadas. Contudo, a utilizacdo deste 6leo,
juntamente com o citral, ja vem sendo utilizada na literatura para combater outras espécies de
dipteros (Yang et al. 2005). Pertencentes a familia Poaceae, o C.citratus é uma
monocotileddnea, e é conhecido como capim, grama ou relva (Raven 2007).

O fato da planta utilizada por estes autores ndo pertencer a familia Piperaceae pode
justificar as discrepancias encontradas entre os resultados de Pinto et al. (2015a; 2015b) e
aqueles encontrados no presente estudo. Contudo, esta espécie apresenta 0 composto cadineno
em sua composicao, assim como P. adundum e PI-02 (tabela 1 e tabela 2). Cadineno se refere
a uma série de hidrocarbonetos que ocorrem nas plantas produtoras de Oleo essencial. A

presenca desse composto poderia justificar os resultados semelhantes encontrados.

Este nome € derivado da espécie Juniperus oxycedrus L., cuja madeira € capaz de
produz um Gleo a partir do qual os isomeros de cadineno foram isolados pela primeira vez.
N&o existe na literatura associacao direta deste composto com a atividade inseticida do 6leo.
Apesar disso, diferentes trabalhos cujos 6leos mostraram atividades inseticidas potenciais
apresentaram este componente em sua composi¢do, apesar de pertencer a isomeros diferentes
(Lima et al. 2010; Santos et al. 2013).

Lopes et al. (2014) em seus testes com C. putoria, dissolveram o extrato de
P. scandens em agua quente até obterem as concentracdes 0,25, 0,5 e 0,75 mg do extrato seco
por mL. As solucBes foram referidas como 25 % (25 mg), 50 % (50 mg) e 75 % (75 mg),
obtendo, respectivamente 3,5+ 0,5, 3,4+ 0,6 e 3,3+ 0,6 dias de duracdo do estagio larval.
Comparado com o grupo controle (3,4 + 0,5 dias), a concentracdo 25 mg foi a que apresentou
0 maior valor de dias, enquanto que a concentragdo 75 mg apresentou o menor valor de dias.
Apesar do presente estudo ndo ter incluido a concentracdo 75 mg, foi encontrado esse mesmo

tipo de reac@o (menor concentracdo do 0leo ocasionando na maior duracdo do estagio larval).

A especie P. scandens pertence a familia Plumbaginaceae pertencente a

ordem Caryophyllales, tratando-se de eudicotiledéneas. Estas apresentam, contudo, a mesma
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divisdo (Magnoliophyta), de maneira que a semelhanga entre os resultados encontrados
poderia estar relacionada ao fato de ambas as espécies apresentarem, até certo ponto, aspectos
parecidos quimicamente. Lopes et al. (2014) ressaltaram apenas que esta espécie ja havia sido
reportada na literatura como potencial atividade inseticida (Gala et al. 2012), contudo néo

justificam os resultados encontrados em suas concentragoes.

Carrico et al. (2014) ao testarem P. sapota também contra C. putoria, pesaram 25 g
desta espécie de planta e adicionaram 100 mL de agua destilada sobre a mesma. Foram
utilizadas as concentracdes 5% (5 mg), 10% (10 mg) e 25 % (mg) para a realizacdo dos
testes. Estes autores encontraram para estas concentracfes 4,0 £ 0,2, 4,1 £ 0,4 e 4,1 £ 0,4 dias
de duracdo do estdgio larval, respectivamente. Comparado com seu grupo controle
(4,8 £ 0,5 dias), todas as concentracOes testadas reduziram o periodo desta etapa do

desenvolvimento pds-embrionario de C. putoria, como se constatou no presente estudo.

A concentragdo 5 mg foi a que apresentou o menor valor de dias deste periodo, de
maneira que as outras concentragdes representaram 0s maiores valores. Diferente do
observado no presente estudo, estas concentracdes de P. sapota apresentaram uma relacdo de
dose-dependéncia para este estagio, visto que quanto maior a concentracdo do 6leo essencial

aplicado topicamente, maior é a duracdo de dias do mesmo.

Esta espécie pertence a familia Sapotaceae, tratando-se de uma eudicotileddnea. Por
fazerem partes de grupos diferentes da familia Piperaceae, a discussao a respeito dos motivos
pelos quais as espécies de Piper geraram os resultados encontrados nao pode ser aprofundada.
Carrico et al. (2014) atribuem a presenca de metabdlitos, tais como os flavonoides (Salunke et
al. 2005), na composi¢do quimica do Oleo testado a fonte da atividade inseticida, como é
discutido também por outros autores (Dayan et al. 2009; Bilal e Hassan 2012). Apesar de ndo
possuirem flavonoides em sua composicdo (tabela 1 e tabela 2), os 6leos testados no presente

estudo mostraram potenciais atividades inseticidas.

Mello et al. (2010) dissolveram em A&gua destilada o latex extraido de
E. splendens var. hislopii para testar as concentragdes 5, 10, 20 mg/mL contra M. scalaris.
Estes obtiveram, respectivamente, 4,3+ 0,5, 4,3+ 0,5 e 4,2 £ 0,4 dias de duragdo do estagio
larval. Quando comparado ao grupo controle (4,5 + 0,5 dias), nota-se uma reducdo na duragédo

deste estagio, assim como foi observado no presente estudo.

Os autores atribuem a essa reacéo a capacidade de certas plantas de modular o sistema

enddcrino do inseto, causando alteracfes (Cabral et al. 2007). Como os testes com
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P.aduncum e Piper sp. ndo envolvem nenhuma das concentra¢Oes utilizadas por estes
autores, a discussdo feita em cima dos resultados encontrados pelos mesmos foi apenas

generalista.

Gomes et al. (2003) testaram os efeitos deste latex sobre o desenvolvimento de
Peckia (Peckia) chrysostoma (Diptera: Sarcophagidae), em concentracGes diferentes das
utilizadas no presente estudo, e observaram uma aceleracdo do periodo larval destes dipteros.
Por pertencerem a familias de dipteros muscoides diferentes, assim como o fato de que
Gomes et al. (2003) aplicaram sobre a dieta as diferentes concentracfes do latex, o inverso do
que foi constatado por Mello et al. (2010) e nos resultados obtidos no presente estudo pode

ser justificado.

Euphorbiaceae, a familia de E. splendens var. hislopii, também pertence a classe
Magnoliopsida. O fato dos resultados obtidos terem sido semelhantes aqueles obtidos para a
familia Piperaceae precisa ser avaliado. Por estas familias pertencerem a mesma divis&o,
sugere-se que haja alguma semelhanca na forma como seus compostos quimicos reagem

sobre 0s insetos, mesmo que de outra espécie.

Concluiu-se que nao houve uma diferenca significativa entre o grupo controle puro e a
concentracdo 250mg de P. aduncum. O grupo que mais discrepou destes resultados foi o
grupo tratado com 50mg deste 6leo, obtendo um menor tempo de duracdo para o0 estagio
larval. Nos testes com PI-02, a concentracdo 250mg foi a que obteve um maior tempo de
desenvolvimento larval, enquanto que a concentracdo 100 e 50mg obtiveram um menor
tempo. Essas interpretacdes puderam ser feitas através da confirmacédo da diferenca estatistica
encontrada entre tais valores no Teste de Tukey (p<0,01%).

5.2.4 Mortalidade do estagio larval

Conhecer a porcentagem de mortalidade que o 6leo testado é capaz de provocar na
larva destes insetos é fundamental para determinar se 0 mesmo é um bom biopesticida ou néo.
Incluir este tipo de informacédo auxilia a detectar qual seria a reagcdo que o0 extrato proveniente
de determinada planta desencadeia no inseto. Em muitos casos, o 0Oleo testado ndo mata
diretamente a larva, contudo por atuar diretamente sobre seu sistema enddcrino, pode impedir
a alimentacdo da mesma, adquirindo assim baixa adequacéo ao substrato alimentar (Silveira et

al. 1997; Lomonaco e Germanos 2001).
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Cabral et al. (2007) obtiveram 13 % de mortalidade no grupo controle, 16% no grupo
controle com acetona e 21 % no grupo testado com yangambin. Além dessa lignina, outros
lignoides foram isolados. Os lignoides sdo macromoléculas formadas por grupos fenil-
propanico que se depositam nas paredes das células vegetais, lhes fornecendo rigidez. Estes se
divididem em lignanas (dimeros ou trimeros de unidades C6 - C3 de acoplamento oxidativo
de fendis) e ligninas (polimeros de lignanas que formam uma estrutura rigida) (Dignani
2009).

No estudo realizado por Cabral et al. (2007) pode-se observar claramente a capacidade
toxica da yangambina sobre as larvas de C. megacephala. Gonzales-Coloma et al. (1994) ja
havia constatado que determinadas neolignanas eram capazes de causar uma inibicdo no
crescimento larval de Spodoptera litura (Lepidoptera), assim como Miyazawa et al. (1994)
também encontraram ao trabalhar com as larvas de D. melanogaster. Esses mesmos autores,
posteriormente observaram que as lignanas também eram capazes de causar certa toxicidade

nas larvas de D. melanogaster (Miyazawa et al. 1998).

Cabral et al. (2007) analisaram seus dados com os testes de qui-quadrado e Tukey,
com 5% de significancia. No presente estudo, a mortalidade dos testes foi corrigida
utilizando a férmula de Abbot (1925) e analisada também com Tukey (p<0,01%). Nos testes
com P. aduncum e PI-02, se obteve 2,9 % de mortalidade no grupo controle, 11,8 % no grupo
controle com DMSO, 14,7 % na concentracdo 25 mg de P. aduncum e 7 % na concentracdo

25 mg de Piper sp. (tabela 5 e tabela 12).

Analisando os resultados obtidos no presente estudo, vemos que as concentracfes
25 mg de P. aduncum e Piper sp., assim como ocorre nos testes com o extrato proveniente de
O. duckei, desencadearem maior mortalidade do que os grupos controle puro e controle com o
diluente. Esse resultado mostra que apesar de parte da mortalidade obtida nos grupos tratados
estar relacionada com a mortalidade natural encontrada no grupo controle, ou com a
mortalidade que o diluente causou, ainda assim, os 0Oleos testados sdo capazes de provocar

uma alteracdo no estéagio larval de C. megacephala.

Diversas espécies de planta apresentam ligninas em sua composi¢do, inclusive
especies de Piperaceae. Alguns exemplos de trabalhos em que foram encontradas lignanas em
Piper, foram os de Baldoqui et al. (2009) que trabalharam com P. umbellata e Mullally et al.
(2016) que trabalharam com P. amalago. A principio, se suspeitou de que a capacidade

larvicida dos 0Oleos de Piper pudesse estar relacionada a presenca desta substancia quimica.
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Entretanto, os testes a respeito da composi¢do quimica dos 6leos ndo mostraram essa
substancia na composicdo de P. aduncum e Piper sp. (tabela 1 e tabela 2), de maneira que
uma possivel explicacdo para a mortalidade encontrada nas concentracdes 25 mg destes

trabalhos permanece inconclusiva.

No presente estudo, observamos claramente que grande parte da mortalidade
encontrada nos grupos com os 6leos pode ser atribuida ao DMSO, uma vez que comparado ao
grupo controle, este apresentou uma porcentagem bem maior (tabela 5 e tabela 12). Esse
resultado também pode ser observado nos testes com yangambin realizados por Cabral et al.
(2007). Estes autores encontraram uma porcentagem maior de mortalidade no estagio larval
nos grupos tratados com o 6leo para C. megacephala, daquela encontrada no presente estudo.
Porém, encontraram maior mortalidade também no grupo controle puro e no grupo controle
com o diluente. Dessa maneira, possivelmente parte da mortalidade larval encontrada por
estes autores no grupo testado com yangambin se deve ou a porcentagem de mortalidade
natural j& encontrada para a coldnia de C. megacephala utilizada ou a toxicidade da acetona.

Caso fossemos comparar aos resultados obtidos apenas nos grupos que receberam as
concentragdes 25 mg de Piper e de yangambina, vemos que a concentracdo 25 mg de
yangambina pode ser considerada aquela com a melhor atividade larvicida, seguida da
concentragdo 25mg de P. aduncum e da concentracdo 25 mg de Piper sp. Apesar de
pertencerem a mesma Super-Ordem (Magnolianae), apresentando, consequentemente,
algumas caracteristicas parecidas (que podem causar reacdes inseticidas parecidas também),
O. duckei e estas espécies de Piper testadas, ndo pertencem a mesma familia, o que dificulta a
comparacgdo dos dados obtidos. Se faz necessario, assim, recorrer a trabalhos com espécies
pertencentes ao género Piper para melhor compreender as informacdes obtidas nos

experimentos com P. aduncum e Piper sp.

Mendonca et al. (2011) também analisaram seus resultados utilizando o programa
ANOVA (P <0,05) e o teste de Tukey—Kramer com 0,5 % de significAncia. Esses autores
obtiveram aproximadamente 20 % de mortalidade no grupo controle, 5% na concentracdo
50 mg, 20 % na concentragdo 100 mg, 30 % na concentra¢do 150 mg, 35 % na concentragdo
200 mg e 40 % na concentracdo 300 mg do latex. No presente estudo, se encontrou nos testes
de P. aduncum e Piper sp. para cada uma dessas concentracOes, respectivamente, 10,3 % e
25,1 %, 37,5% e 44,1 %, 30,9 % e 27,2 %, 61,0 % e 33,0 % e 33,0 % e 37,6 % (tabela 5 e
tabela 12).
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A concentracdo 25 mg de P1-02 foi a que gerou uma mortalidade larval mais parecida
com a concentragdo 50 mg do latex de P. amapa (7,35 %), enquanto que a concentracao
50 mg de PI-02 foi a que mais se assemelhou aos resultados encontrados para a concentragao
100 mg do latex (25,1 %). A concentracdo 150mg de P. aduncum obteve 30,9 % de
mortalidade larval, se assemelhando dos resultados obtidos pela concentracdo 150 mg
também de P.amapa, mostrando que possivelmente em alguns 6leos essa concentracdo

poderia provocar um grau de mortalidade especifico (tabela 5 e tabela 12).

A concentracdo 100 mg (37,5 %) e 300 mg (33,1 %) de P. aduncum e 200 mg
(33,1 %) e 300 mg (37,6 %) de PI-02 foram as que se pareceram mais com a concentracdo
200 mg de P. amapa (35 %). A concentracdo 300 mg do latex gerou 40 % de mortalidade,
valor aproximadamente encontrado na concentracdo 100 mg de Piper sp. (44,1 %) (tabela 5 e
tabela 12).

Como no grupo controle do presente estudo se encontrou 2,9 % de mortalidade larval,
e no grupo controle com DMSO se obteve 11,8 %, as concentragcdes que obtiveram maior
mortalidade deste estagio foram 200 mg da P. aduncum e 100 mg na Piper sp. A
concentracdo 200 mg de P. aduncum, representou, na realidade, a maior mortalidade das sete
concentracgdes testadas, 61 %. Por outro lado, foi a concentragdo 250 mg de PI-02 que obteve
a maior mortalidade para o estagio larval (58,8 %), dentro do seu grupo de concentracdes

testadas.

Diferente do que foi encontrado por Mendongca et al. (2011), os grupos tratados com as
diferentes concentracdes dos o6leos desencadearem maior mortalidade do que o grupo
controle. Das concentracOes testadas por estes autores, a de 300 mg foi aquela em que se

obteve maior mortalidade larval, diferindo dos resultados obtidos para as espécies de Piper.

No trabalho realizado por Mendonca et al. (2011), vemos que o latex extraido de
P. amapa é capaz de gerar uma reacdo dose-dependente nos insetos, de maneira que quanto
maior é a concentracdo aplicada topicamente, maior é o indice de mortalidade. Isso faz com
que entre os estes 0leos citados, seja mais vantajoso usar o extrato proveniente de P. amapa.

Com ele é possivel controlar suas concentracfes até se obter uma resposta desejada.

Aqui, ndo se observou esse tipo de reagédo. Inclusive, algumas concentragfes menores
desencadearem uma mortalidade larval mais elevada do que as maiores concentragfes. A
concentracdo 100 e 150 mg de P. aduncum ilustram esse fato. Enquanto aquela obteve % de

mortalidade, esta obteve 30,9 %. Nos testes com Piper sp. também se observou essa
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discrepancia entre as porcentagens, podendo ser exemplificada também com a concentracdo
100 e 150 mg. Enquanto aquela obteve 44,1 % de mortalidade larval, esta obteve 27,2 %
(tabela 5 e tabela 12).

Para melhor compreender este tipo de resposta, precisam ser realizados estudos
voltados para quais mecanismos quimicos estdo envolvidos na reagdo das larvas a diferentes
tipos de concentracdo. Apesar de pertencerem a classe Magnoliopsidas, P. aduncum e
Piper sp. pertencem a familia Piperaceae, enquanto que P. amapa pertence a familia
Apocynaceae. O fato das concentracdes testadas terem desencadeado niveis de mortalidade
diferentes pode estar relacionado as caracteristicas quimicas especificas das familias. Por
Mendonga et al. (2011) ndo terem discriminado 0s compostos quimicos presentes em

P. amapa, se torna mais dificil comparar os testes realizados.

Pinto et al. (2015a; 2015b) utilizaram o teste de analise de variancia denominado
(ANOVA) (P <0,0001), como no presente estudo, contudo, fizeram uso também do teste de
Tukey—Kramer com o nivel de significancia a 5%. Pinto et al. (2015b) ndo encontraram

diferenca significativa entre os espécimes de C. citratus proveniente do Brasil e de Cuba.

A mortalidade larval obtida no grupo controle e no grupo com DMSO para as trés
espécies de moscas permaneceram abaixo dos 20 %. Assim, como nos testes realizados com
P.aduncum e Piper sp. Esses mesmos autores, ao repetirem este experimento com
M. domestica, utilizando apenas o C. citratus proveniente do Brasil, encontraram no grupo
controle puro e controle com DMSO uma mortalidade abaixo de 20 %, assim como foi

verificado no presente estudo (tabela 5 e tabela 12).

Nos testes feitos por Pinto et al. (2015b), a concentragcdo 5mg de C. citratus
proveniente destes dois paises, gerou uma mortalidade na faixa dos 30% para as larvas de
C. megacephala, assim como foi observado para esta mesma concentracdo nos testes com
C. citratus proveniente do Brasil para C. putoria. A concentra¢do 150 mg de P. aduncum foi a
que mais se aproximou destes resultados, por ter apresentado 30,9 % de mortalidade larval
(tabela 5 e tabela 12).

Nos testes feitos por Pinto et al. (2015b) com C. citratus proveniente de Cuba contra
C. putoria, a faixa de mortalidade larval da concentragdo 5mg aproximou da faixa dos 40 %.
A concentracdo 100 mg de Piper sp. foi a que teve um indice de mortalidade mais parecido
com esta concentracdo (44,2 %). Nos testes com L. cuprina, a taxa de mortalidade larval de

ambas as plantas se aproximou da faixa dos 60 % na concentracdo 5 mg. A concentragdo
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200 mg de P. aduncum e a concentragdo 250 mg de Piper sp. foram as que mais tiveram
resultados semelhantes a concentragdo 5mg dos testes com L. cuprina, apresentando,
respectivamente 61,0 e 59 % (tabela 5 e tabela 12).

Pinto et al. (2015b) ao realizarem testes com C. citratus proveniente do Brasil e de
Cuba contra C. megacephala, obtiveram para a concentragdo 10 mg uma mortalidade larval
de aproximadamente 25 %, assim como foi constatado nos testes com C. putoria. As
concentracdes 50 mg e 150 mg de Piper sp. apresentaram 25,1 % e 27,2 %, respectivamente,
sendo as que mais se aproximaram dos resultados obtidos por Pinto et al. (2015b). A
mortalidade larval encontrada nos testes com L. cuprina para a concentragdo 100 mg atingiu
mais de 40% de mortalidade. Esses resultados se assemelham aqueles obtidos na

concentracdo 250 mg de P. aduncum e de Piper sp., 56,5 % para ambas (tabela 5 e tabela 12).

Pinto et al. (2015b) encontraram para concentracdo 25 mg de C. citratus, proveniente
do Brasil e de Cuba contra C. megacephala, uma mortalidade larval na faixa dos 20 %,
fazendo com que as concentragdes 50 e 150 mg de Piper sp. sejam aquelas cujos valores mais
se aproximem. Nos testes com C. putoria e L. cuprina, a porcentagem referente a mortalidade
larval permaneceu na faixa dos 30 %, de maneira que a concentracdo 150 mg de P. aduncum
foi a que mais se aproximou dos resultados obtidos por estes autores. Esses mesmos autores
em seus testes com a espécie M. domestica, obtiveram para as concentragdes 5, 10 e 25 mg,
uma mortalidade na faixa dos 60 %, de maneira que apenas a concentracdo 200 mg de

P. aduncum tenha se aproximado deste valor (tabela 5 e tabela 12).

A concentragdo 50 mg de C. citratus proveniente do Brasil e de Cuba contra
C. megacephala e contra C. putoria dos experimentos feitos por Pinto et al. (2015b)
provocaram uma mortalidade na faixa dos 30 %, assim como foi visto para a concentracao
5mg. Assim, a concentracdo 150 mg de P. aduncum também foi a que mais se aproximou

destes resultados, por ter apresentado 30,9 % de mortalidade larval.

A concentracdo 50 mg de ambos os 6leos nos testes realizados com L. cuprina
levaram a uma faixa acima dos 40 % de mortalidade larval, resultado semelhante ao
encontrado nos testes com L. cuprina para a concentragdo 100 mg. Esses resultados se
assemelham também aqueles obtidos na concentracdo 250 mg de P. aduncum e de Piper sp.
(56,5 %) (tabela 5 e tabela 12).

Pinto et al. (2015b) ao realizarem testes com a concentracdo 75 mg de C. citratus

proveniente do Brasil e de Cuba contra C. megacephala e contra C. putoria encontraram 40 %
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de mortalidade larval, exatamente como nos testes com C. citratus proveniente de Cuba
contra C. putoria. A concentracdo 100 mg de Piper sp. também foi a que teve um indice de
mortalidade mais parecido com esta concentracdo (44,12 %). Ja nos testes com a concentracao
75 mg de C. citratus proveniente do Brasil e de Cuba contra L. cuprina, o valor se aproximou
dos 60 % de mortalidade larval, assim como a sua concentracdo 5 mg. A concentracdo
200 mg de P. aduncum e a concentragdo 250 mg de Piper sp. novamente foram as que mais

tiveram resultados semelhantes a esta concentracao (58,82 %) (tabela 5 e tabela 12).

Pinto et al. (2015a) em seus testes com M. domestica, encontraram na concentracao 50
e 75mg um percentual de mortalidade larval superior a 60 %, de maneira que apenas a
concentracdo 200 mg de P. aduncum conseguiu se aproximar deste valor. A concentragdo
100 mg de C. citratus proveniente do Brasil e de Cuba contra C. megacephala e contra
M. domestica testada por estes autores, ultrapassou a faixa dos 60 % de mortalidade, de
maneira que apenas a concentragdo 200 mg de P. aduncum se aproximou deste valor. Nos
testes com as demais espécies de moscas, a concentracdo 100 mg dos dois 6leos se manteve
na faixa dos 50 %. Assim, a concentracdo 250 mg de P. aduncum por ter atingido 56,5 % de

mortalidade larval, foi a que mais se aproximou (tabela 5 e tabela 12).

Pinto et al. (2015b) constataram que de uma forma geral, a espécie M. domestica foi
aquela que foi mais susceptivel aos 6leos testados, seguida por L. cuprina. Por apresentarem
alto grau de dispersdo e adaptacdo era de se esperar que as espécies pertencentes ao género
Chrysomya fossem menos atingidas pela toxicidade dos 6leos (Batista-Da-Silva et al. 2010;
Baltazar et al. 2011). Contudo, a concentragdo 100 mg dos testes com C. citratus em
C. megacephala e M. domestica foi a que mais resultou em mortalidade larval, mostrando que
possivelmente a solucdo para impactar drasticamente a populacdo larval desta espécie seja

fazer uso do extrato bruto.

Como o presente estudo ndo incluiu o extrato bruto nos testes, a comparagcdo com 0s
resultados obtidos por Pinto et al. (2015a; 2015b) para este grupo foi impossibilitada. De uma
forma geral, os Oleos obtidos do C. citratus mostraram ser mais toxicos as larvas do que
aqueles extraidos de P. aduncum e PI-02. Apesar de apresentarem cadineno em sua
composicgdo, C. citratus e as espécies de Piper ndo pertencem & mesma familia, o que poderia

justificar a discrepancia encontrada entre os resultados.

Lopes et al. (2014) ao trabalharem com C. putoria, encontraram 8 % de mortalidade

larval no grupo controle e na concentragdo 75 % de Plumbago scandens. A concentracao
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25 mg deste 6leo causou uma mortalidade larval de 21 %, enquanto que a concentragcdo 50 mg
obteve 19 %. Segundo os autores, o extrato testado ndo apresenta atividades larvicidas

satisfatorias, contudo ndo pode ser rejeitado como inseticida natural.

Um bom biopesticida seria aquele capaz de causar danos ao desenvolvimento apenas
do inseto-alvo (Cabral et al. 2007; Mendonca et al. 2011; Lopes et al. 2014). Como este
extrato j& se mostrou eficaz contra as larvas de mosquitos das espécies Anopheles gambiae e
Aedes aegypti (Kishore et al. 2011) o fato de ndo causar danos a C. putoria atribui a ele um

bom agente inseticida contra mosquitos.

Apesar de no presente trabalho ndo ter sido realizados testes com a concentragéo
75 mg, nenhuma das concentracdes testadas se assemelharam aos resultados obtidos no grupo
controle, mostrando que os 6leos apresentam certo grau de toxicidade a C. megacephala. A
concentracdo 25 mg dos testes feitos por Lopes et al. (2014) nao obtiveram resultados

semelhantes aos do presente estudo.

Das concentra¢cdes 50 mg dos 6leos de Piper testadas, apenas aquela dos experimentos
com Piper sp. se assemelharam aos 19 % de mortalidade obtidos por estes autores (25,1 %).
De uma forma geral, os 6leos obtidos de P. scandens mostraram ser mais toxicos as larvas do

que aqueles extraidos de P. aduncum e PI1-02 (tabela 5 e tabela 12).

Apesar de apresentarem a mesma divisdo (Magnoliophyta), os 6leos testados provém
de espécies de plantas diferentes. Além disso, a composi¢do quimica descrita por Lopes et al.
(2014) ndo mostra nenhum componente quimico em comum as espécies de Piper testadas.
Por conta disso, o fato dos estudos apresentarem algum grau de similaridade em determinados

resultados, permanece inconclusivo.

Carrico et al. (2014) ao testaram de P. sapota também contra C. putoria, obtiveram
20,5 % de mortalidade no grupo controle e na concentracdo 25 mg do 6leo. A concentracao
50 mg de PI-02 foi a que apresentou uma mortalidade larval mais semelhante ao valor
encontrado para esta concentracdo (25,1 %). Esses autores obtiveram também 52,5 % de
mortalidade larval na concentragdo 5 mg e 35 % na concentragdo 10 mg.

A concentracdo 250 mg de P. aduncum é a que mais se aproxima dos resultados
obtidos na concentracdo 5 mg de P.sapota (56,47 %). Em contrapartida, a concentragdo
200 mg de PI-02 foi a que mais se aproximou dos resultados encontrados na concentragdo
10 mg desta espécie de planta (33,1 %) (tabela 5 e tabela 12).
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Assim como os resultados encontrados no presente estudo, aparentemente esta amostra
ndo provocou dose-dependéncia no inseto-alvo. Estes autores constataram que P. sapota é
capaz de causar alteracdes no desenvolvimento pos-embrionario de C. putoria, mas ndo causa
significativa mortalidade larval. Em contrapartida a estes resultados, os testes realizados no
presente estudo mostraram que os Oleos utilizados sdo capazes de causar alto indice de
mortalidade em C. megacephala. O fato do presente trabalho néo ter testado esses tipos de
concentracdes, assim como o0s Oleos testados pertencerem a familias diferentes, poderia

justificar uma discrepancia nos resultados encontrados por estes autores.

Mello et al. (2010) ao testaram o latex extraido de E. splendens var. hislopii contra
M. scalaris, encontraram 5 % de mortalidade no grupo controle. Este valor foi 0 que mais se
aproximou do constatado no presente trabalho. Esses autores encontraram ainda, 21,5 % de
mortalidade para a concentracdo 5mg, 12 % para a concentracdo 10 mg e 7 % para a
concentracdo 20 mg. A concentragdo 5 mg do latex obteve mortalidade larval similar a obtida
na concentragdo 50 mg dos testes com Piper sp. (tabela 5 e tabela 12).

O controle com DMSO feito no presente trabalho obteve 11,8 % de mortalidade, se
tornando o grupo que mais se aproximou dos resultados obtidos por Mello et al. (2010),
seguido da concentragdo 25 mg de P. aduncum que obteve 14,7 % de mortalidade larval. A
concentragdo 25 mg de P1-02 obteve 7,4 % de mortalidade larval, assim como a concentragdo
20 mg de E. splendens (tabela 5 e tabela 12). O fato dos 6leos utilizados pertencerem a plantas
da mesma classe (Magnoliopsida) poderia justificar a semelhanca entre alguns resultados

encontrados.

Gomes et al. (2009) até o presente momento foi o0 Unico grupo que trabalhou também
com a aplicacdo direta de 6leos obtidos do género Piper sobre dipteros. Ao trabalharem com
P. marginatum e P. purusanum, estes autores prepararam uma solugdo padrdo (com o0s
respectivos diluentes) em uma concentracdo de 10 mg/mL e a partir desta as demais
concentracfes foram diluidas em agua destilada. Estes autores usaram a propor¢do de 5:1,
10:1, 15:1 e 20:1 mg/mL, ou seja, 5, 10, 15 e 20mg, respectivamente. Cada tratamento
conteve 10 larvas pertencentes aos Ultimos instares larvais. Os mesmos ndo relataram sobre

qual temperatura e umidade seus experimentos foram realizados.

Apesar de a metodologia ter sido diferente (borrifaram as amostras sobre as larvas e
ndo aplicaram topicamente), estes autores também observaram alguns resultados semelhantes

daqueles obtidos no presente estudo. Gomes et al. (2009) também encontraram em seus testes
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com Piper purusanum e Piper marginatum menor mortalidade nos grupos controle com agua

destilada e com &gua destilada mais Tween, respectivamente.

Os testes realizados com diferentes concentragbes de P. purusanum, por exemplo,
mostraram a concentracdo 50mg como o segundo grupo com menor mortalidade em geral.
Estes resultados diferem daqueles encontrados no presente trabalho para Piper sp., uma vez
que o0 segundo grupo com menor porcentagem de mortalidade foi 25 mg. Contudo, se
assemelham aqueles encontrados nos testes de P. aduncum, que encontraram menor

mortalidade também na concentracdo 50 mg.

No primeiro dia de observagdo nos testes com P. purusanum, Gomes et al. (2009)
observaram que a mortalidade encontrada na concentragdo 50 mg permaneceu equivalente
aquela encontrada na concentracdo 100 mg. Esses dados diferem daqueles encontrados no
presente trabalho, uma vez que as mortalidades destas duas concentracdes ndo assemelharam

entre si em nenhum dos testes.

No segundo e terceiro dia, a concentracdo 50 mg obteve maior mortalidade do que a
concentracdo 100 mg. Os resultados encontrados nestes dois Gltimos dias se diferem dos
resultados obtidos no presente trabalho, pois tanto P. aduncum quanto Piper sp. obtiveram
menor mortalidade na concentracdo 50 mg do que a concentracdo 100 mg. Nesse contexto,
apenas os resultados encontrados no quarto dia de experimento de P. purusanum refletem os

dados obtidos no presente trabalho (50 mg com maior menor mortalidade que 100 mg).

Nos testes com P. marginatum, Gomes et al. (2009) encontraram no primeiro e
terceiro dia uma maior mortalidade larval para a concentracdo 50 mg do que para a
concentragdo 100 mg, diferindo dos resultados encontrado no presente estudo, como exposto
anteriormente. No segundo e quarto dia, a concentracdo 50 mg apresentou uma mortalidade
larval menor do que a concentracdo 100 mg, corroborando os resultados obtidos nos testes

com P. aduncum e Piper sp.

Para facilitar uma “discussao geral” deste trabalho, os resultados do ultimo dia obtidos
por Gomes et al. (2009) foram aqueles levados em consideracdo na comparacédo final. Esses
autores obtiveram para cada uma das concentracdes citadas, aproximadamente 35 % de
mortalidade para a concentragdo 50 mg, 45 % para a concentragdo 100 mg e 150 mg e 65 %
para a concentracdo 200 mg nos testes com P. purusanum. Os experimentos realizados com

P. marginatum obtiveram também para estas respectivas concentracdes, aproximadamente
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50 % de mortalidade larval nas concentragdes 50 e 100 mg, 55 % na concentragdo 150 mg e
65 % na concentracdo 200 mg.

A concentracdo 100 mg de P. aduncum e 200 mg de PI-02 sdo as que mais se
aproximam dos valores obtidos na concentracdo 50 mg de P. purusanum. A concentracdo
100 mg de PI-02 apresentou a mortalidade larval mais semelhante a concentragcdo 100 e
150 mg de P.purusanum (44,2 %). Pela concentracdo 200 mg de ter apresentado a
mortalidade larval de 61,0 %, os testes feitos no presente estudo, esta foi a que mais se
aproximou dos valores de mortalidade obtidos para a concentracdo 200 mg nos testes com

P. purusanu (tabela 5 e tabela 12).

Como a concentragcdo 250mg de P. aduncum e Piper sp. resultaram em 56,5 e 58,8 %
de mortalidade larval, respectivamente, estas foram as concentra¢fes cujos valores mais se
aproximaram das concentracdes 50, 100 e 150 mg. Apesar da concentracdo 200 mg dos testes
com P. aduncum terem tido uma porcentagem de mortalidade mais semelhante ao valor
encontrado na concentragcdo 200 mg dos testes com P. marginatum (61,03 %) (tabela 5 e
tabela 12).

O trabalho de Gomes et al. (2009) conteve um teste preliminar com os extratos de
P. purusanum e P. marginatum para verificar quais seriam as concentragdes com atividade
larvicida. Por conta disso, estes autores descartaram as concentragfes menores que 50 mg.
Diferente deste trabalho, a proposta dos testes desenvolvidos aqui ndo foi obter éxito
experimental, mas sim, conhecer as reagdes que 0s extratos provenientes de P. aduncum e de
P1-02 provocariam na espécie C. megacephala. Essas consideracdes explicariam a diferenca
entre os resultados obtidos nos testes com P. purusanum (Gomes et al. 2009) e Piper sp.

Apesar dos autores ndo terem justificado os resultados obtidos, ao que tudo indica,
este se tratou de um bioensaio de resposta binaria, ou seja, 0s espécimes foram avaliados
como “vivos” ou “mortos” (sim ou ndo). Este tipo de bioensaio tem como premissa a escolha
de um produto com base no grau de letalidade deste sobre determinado alvo. Assim, a
tendéncia seria aumentar o nimero de individuos mortos conforme a concentracdo do produto
utilizado aumentasse também (Robertson e Preisler 1992). Por conta disso, 0s uUnicos dados
do presente trabalham que puderam ser comparados com aqueles levantados por Gomes et al.

(2009) envolviam a mortalidade das larvas testadas.

Oliveira et al. (2006) constataram que o 60leo essencial extraido de P. marginatum, de

ocorréncia em Pernambuco apresentava monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides, em
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sua composicdo. Este perfil quimico é semelhante ao perfil encontrado em outras espécies
congéneres de Gomes et al. (2009).

Os sesquiterpenos encontrados em P. adundum foram: cadineno, copaeno, cariofileno
e germacrenos. O copaeno € um hidrocarboneto comum de se encontrar em plantas produtoras
de dleos essenciais. Seu nome é originario da arvore copaiba, Copaifera langsdorfii, por ter
sido isolada nela pela primeira vez (Kapadia et al. 1933). Diversos 0leos essenciais que
mostraram atividades inseticidas potenciais apresentaram esta substancia em sua composicao
(Santos et al. 2013; Oliveira et al. 2016).

O cariofileno ocorre na natureza normalmente associado com isocariofileno e com a-
humuleno. Essa substancia se destaca por apresentar um anel de ciclobutano, constituindo
uma composicdo rara entre 0os compostos naturais (Ormefio et al. 2008). Essa substancia
também ja foi relatada na literatura como presente em compostos que geraram atividade
inseticida contra os insetos (Lima et al. 2010). Os germacrenos constituem uma classe de
hidrocarbonetos organicos volateis que apresentam atividades inseticidas naturais (Deguerry
et al. 2006; Santos et al. 2013).

O levantamento a respeito da composicao quimica de P. aduncum permitiu detectar
também o dilapiol. O dilapiol é um composto organico do grupo dos fenilpropanoides
encontrado em diversas plantas. Esse composto constitui 0 componente majoritario desta
espécie e apresenta, dentre varias caracteristicas, capacidade antimicrobiana (Figueiredo et al.
2014; Ferreira et al. 2015).

Os sesquiterpenos encontrados em Piper sp. foram: cadineno e selinenos. Os
selinenos sdo compostos quimicos do tipo isométricos presentes em diversas plantas que
apresentam atividades inseticidas em potencial (Attokaran et al. 2011; Santos et al. 2013). Em
Piper sp. também se encontrou 0s monoterpenos: terpinenos, ocimenos, terpinoleno. Os
terpinenos sdo um grupo de hidrocarbonetos que se incluem no grupo dos terpenos (Simdes et
al. 1999). Esses isdbmeros apresentam atividade inseticida comprovada, sendo amplamente
estudados para substituir os compostos quimicos utilizados em estudos de controle (Junior et
al. 2003).

Os ocimenos sdo hidrocarbonetos isoméricos que pertencem ao grupo dos
monoterpenos. Estes compostos podem ser encontrados numa grande variedade de plantas e
frutos (Karl-Georg et al. 2002) e apresentam ricas atividades inseticidas (Santos et al. 2013;

Golcanves et al. 2013). O terpinoleno é considerado uma substancia altamente volatil. Alguns
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trabalhos como o de Karin et al. (2014) e Lima et al. (2014) ressaltam sua importancia como
inseticida.

O terpineno-4-ol é um terpeno que apresenta grandes atividades antifingicas e
antibactericidas (Hammer et al. 2012). Na literatura existe uma gama de trabalhos com
Melaleuca alternifolia que relatam a importancia deste composto na atividade inseticida desta
planta, como o de Hart et al. (2000).

Alguns compostos minoritarios foram dificeis de encontrar estudos na literatura que o
abrangiam, consequentemente, sua categorizacao quimica foi prejudicada. De qualquer forma,
a grande capacidade biopesticida detectada nos 6leos de P. aduncum e PI-02 podem estar
diretamente relacionadas com essa gama de compostos. Estudos voltados para o isolamento e
testes individuais dos mesmos sdo necessarios para melhor compreender o tipo de reacdo que

€sses componentes causam nos insetos-alvo.

Todos os trabalhos citados envolviam plantas cujas caracteristicas particulares
variavam daqueles presentes em P. aduncum e Piper sp. (P1-02) (mesmo a P. marginatum e
P. purusanu trabalhada por Gomes et al. 2009). Além disso, a maioria dos trabalhos nédo
tinham C. megacephala como inseto-alvo. Assim, boa parte da discrepancia encontrada entre

os resultados poderia ser justificada por estas questdes.

Até o presente momento, o Unico trabalho existente na literatura que se aplicou
extratos de P. aduncum sobre as larvas de alguma espécie de diptero foi o de Leyva et al.
(2009). Esses autores testaram diferentes concentracdes (de 80 mg/L até 600 mg/L) de 6leos
essenciais extraidos de P. racemosa, P. aduncum, P. auritum e Chenopodium ambrosioide
contra A. aegypti. Para a realizacdo de seus testes foram separados um grupo controle
(contendo 1 mL de etanol para 99 mL de agua) e quatro réplicas para cada concentracao, estas
continham 25 larvas de terceiro instar, totalizando 125 larvas por concentracdo. O

experimento foi realizado na temperatura de 28-30 °C.

Para P. aduncum se estabeleu as concentracfes 50, 60, 70 e 80 mg como as provaveis
concentracdes letais para A. aegypti. Foi obtido para cada uma destas concentracdes, 25, 53,
91 e 98 % de mortalidade larval, respectivamente. No presente estudo, a concentracdo 25%
também foi a que obteve a menor mortalidade larval, com 10,29%, porém nenhuma das
concentragcdes testadas encontrou um percentual de mortalidade tdo alto quanto a

concentracdo 80 mg dos testes de Leyva et al. (2009). A concentracdo 250 mg foi a que mais
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se aproximou dos 53 % obtidos por estes autores na concentracdo 60 %, uma vez que
encontrou 56,47 %.

Apesar do presente estudo nédo ter trabalhado com a concentracdo 60, 70 e 80 mg,
ainda foi possivel observar que esta espécie de planta é capaz de causar maior mortalidade em
larvas de A. aegypti do que em larvas de C. megacephala. O fato da metodologia utilizada por
estes autores ter sido diferente daquela empregada neste trabalho, assim como o inseto-alvo,
ndo permitiu uma discussdo mais detalhada a cerca dos resultados obtidos. Contudo, da
mesma maneira como foi visto no presente trabalho, os estudos de Leyva et al. (2009)
apontaram atividades larvicidas promissoras oriundas dos extratos de P. aduncum. S&o
necessarios pesquisas mais aprofundadas sobre o uso de extratos de P. aduncum contra

dipteros, uma vez que 0s organismos estudados apresentaram respostas biologicas distintas.

5.3 Efeito sobre o estagio de pré-pupa

5.3.1 Duracdo do estagio de pré-pupa do grupo controle e dos grupos tratados com
diferentes concentracdes dos 6leos

Apesar de Fraenkel e Bhaskaran (1973), Cepeda-Palacios e Scholl (2002), Barros-
Cordeiro et al. (2010), Barros-Cordeiro et al. (2014) e Nascimento et al. (2014) terem
realizados estudos a respeito dos termos e definiches relacionados ao desenvolvimento
intrapuparial dos dipteros muscoides, existem muitas lacunas a serem preenchidas nessa area.
Segundo estes autores, 0 estagio de pré-pupa trata a respeito do periodo em que a larva

madura encerra sua alimentacao e realiza sua imobilizacéo.

Até o presente momento, foi encontrado apenas um artigo na literatura que incluiu
em seus resultados, a observacdo deste estagio apds as formas imaturas terem sofrido
aplicacdo de algum d4leo. Contudo, estes autores levaram em consideracdo apenas a
viabilidade deste estagio e o0 seu peso, enquanto que no presente trabalho foi levada em
consideracdo a duracdo deste estagio. Assim, os resultados obtidos pelos autores foram

apenas mencionados.

No presente trabalho, os testes realizados com os 0leos de Piper obtiveram no grupo
controle uma média de 1,2+ 0,4 dias, enquanto que no grupo controle DMSO durou
1,1 £ 0,3 dias. Nos experimentos realizados P. aduncum, a concentragdo 50, 200, 250 e

350 mg obtiveram a média de 1,0 £ 0,0 dias, equivalendo aos menores valores encontrados
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para esta etapa. Os maiores valores obtidos foram aqueles registrados para os testes das
concentragdes 25, 100 e 300 mg (1,1 + 0,2 dias) (tabela 3).

Nos testes realizados com Piper sp., a concentracdo 25, 100, 150, 200, 250 e 350 mg
obtiveram a média de 1,0 dias, com desvio padrdo de 0,0, 0,3, 0,3, 0,4, 0,2 e 0,0 dias,
respectivamente, equivalendo aos menores valores encontrados para esta etapa. O maior valor

obtido foi aquele registrado para os testes da concentragdo 50 mg (1,1 + 0,5 dias) (tabela 10).

Silva et al. (2010) testaram diferentes concentracGes do extrato etanolico do caule de
Croton linearifolius sobre C. macellaria. Esses autores utilizaram as concentragdes 20, 40 e
60 mg/mL, estas foram obtidas a partir de uma solucdo estoque de 100 mg/mL. O solvente
utilizado para a solubilizacdo o (DMSO) e agua destilada na proporcao de 1:4.

Este bioensaio foi conduzido em camara climatizada, regulada a 30 °C e 12 horas de
fotofase. Os autores ndo relataram a umidade utilizada. Como estimulo para a realizacdo de
posturas foi fornecida carne bovina putrefata aos adultos. Apés o abandono das pré-pupas da
dieta, estas foram pesadas e separadas em quatro repeticbes por concentracdo, contendo 20
pré-pupas em cada. As pré-pupas foram imersas nas respectivas concentracdes, assim como

na agua destilada e no DMSO, constituindo os grupos controle.

Em seguida estas foram colocadas em tubos de ensaios (18 x 150 mm) em grupos de
duas pré-pupas por tubo. Os autores observaram os tubos no intervalo de oito horas por dez
dias consecutivos, com o intuito de verificar sua viabilidade. Neste experimento os autores

utilizaram 80 pré-pupas, totalizando 240 pré-pupas.

Silva et al. (2010) encontraram 87,5 % na concentragdo 20 mg e 83,75 % tanto na
concentragdo 40 mg, quanto na concentracdo 60 mg. Com relacdo ao peso desta forma
imatura, 0s autores encontraram para estas mesmas concentra¢bes 3,0, 2,9 e 2,6 mg,
respectivamente. Comparadas aos 93,8 % de viabilidade e 2,7 mg obtidos para este estagio no
grupo controle, podemos observar que apesar do peso das pré-pupas terem se mantido
semelhantes aos do grupo controle, sua viabilidade foi diretamente afetada pelo Gleo

ministrado.

Os valores encontrados nos testes realizados no presente estudo mostram que a
duracdo deste estagio influencia diretamente na contagem geral de dias que o ciclo de vida
deste inseto possui, assim como o tempo em que ele passa em cada um destes estagios.
Acrescentar este tipo de informacdo poderia solucionar uma série de duvidas a respeito de

qual seria a etapa do desenvolvimento pds-embrionario das moscas mais afetada pelo 6leo e
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porqué. Também ¢é importante incluir a viabilidade e o peso das pré-pupas apés a aplicacdo do
extrato, por auxiliar na escolha do que seria um bom biopesticida.

Por mais que os termos e definicdes relacionados ao desenvolvimento intrapuparial
dos dipteros muscoides tenham sido amplamente discutidos por Fraenkel e Bhaskaran (1973)
e Cepeda-Palacios e Scholl (2002) e revisados por Pujol-Luz e Barros-Cordeiro et al. (2010),
Barros-Cordeiro et al. (2014) e Nascimento et al. (2014), alguns autores ainda encontram
dificuldade na caracterizacdo desta etapa. Silva et al. (2010) nao deixaram claro quais foram
0s critérios que utilizaram para caracterizar a etapa de pré-pupa, o que gera duvidas a respeito

de qual etapa do desenvolvimento os mesmos estavam se referindo.

Nos testes com P. aduncum, a concentracao 50, 150, 200 e 250mg deste 6leo foram as
que geraram um menor tempo de duracdo do estdgio de pré-pupa quando comparadas ao
grupo controle. Nos testes com PI1-02, apenas a concentracdo 25mg e 300mg que mais
discreparam dos resultados encontrados no grupo controle, também reduzindo o tempo de
duracdo deste estagio. Essa anélise pode ser feita através da comprovagdo de uma diferenca
estatistica dada pelo Teste de Tukey (p<0,01%).

5.4 Efeitos sobre o estagio pupal

5.4.1 Duracdo do estagio pupal dos grupos controle

Como foi citado anteriormente, diversos fatores estdo envolvidos na duracéo do ciclo
de vida dos dipteros muscoides, tais como temperatura e dieta (Kamal 1958; Minkenberg e
Helderman 1990. Assim, alguns artigos na literatura voltados para o estudo do ciclo de vida
deste grupo de inseto, podem apresentar resultados diferentes daqueles encontrados no
presente estudo, seja por apresentar uma metodologia diferente, ou por conta da complexidade

que envolve mensurar a duracao destas etapas.

No topico 5.2 deste trabalho (resultados encontrados no periodo larval), foram citados
diversos artigos cujos autores obtiveram duracdes diferentes para o periodo larval daquelas
encontradas no presente estudo e nos artigos de controle de dipteros muscoides levantados.
Esses artigos foram citados para exemplificar que o tempo de duracéo do periodo dos dipteros
muscoides ndo apresenta um valor fixo definido, assim como ocorre em outras etapas de seu

desenvolvimento.
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Por conta disso, ndo se faz necessario comparar os resultados do periodo pupal e de
neo-larva a adulto do grupo controle do presente estudo com todos os trabalhos existentes
sobre isso na literatura. Assim, as informacdes disponiveis nos trabalhos de controle bioldgico

que utilizaram moscas como inseto-alvo foram as Unicas levadas em consideracao.

Aferir a duracdo do estagio pupal dos insetos, apos suas larvas terem sido submetidas
a aplicacdo de diferentes extratos de plantas, € crucial para determinar quais as espécies de
planta e concentracdes testadas que geraram um efeito pupicida significativo. Por mais que
algumas larvas nao tenham conseguido se alimentar o suficiente, muitas conseguem empupar.
Contudo, podem n&o conseguir passar pelo processo de empupacédo corretamente (Roper et al.
1996), ndo emergindo, em alguns casos.

Como ja foi mencionado, alguns compostos de plantas sdo capazes de causar
alteracdes nos sistemas neuroendocrinos do inseto, dificultando seu desenvolvimento (Cabral
et al. 2007a; Carrico et al. 2014). A maioria destas substancias atuam retardando ou
acelerando a duracdo do estagio pupal destes organismos (Cabral et al. 2007a).

A duracdo média obtida no periodo pupal dos testes com P. aduncum e Piper sp. (PI-
02) foi de 5,0 £ 0,8 dias no grupo controle. Cabral et al. (2007) obtiveram 4,4 + 0,6 dias no
grupo controle, enquanto Mendonca et al. (2011) obtiveram aproximadamente 5,5 dias de
duracdo. Pinto et al. (2015b) encontraram 5,2 + 0,4 dias de duracdo deste estagio no grupo

controle.

Os valores encontrados para o grupo controle do presente estudo se aproximam mais
daqueles obtidos por Pinto et al. (2015b). Contudo, a faixa de valores possiveis para essa
etapa (de acordo com o desvio padréo encontrado pelos autores em seus experimentos) ainda
prevé os resultados obtidos por Cabral et al. (2007), mostrando uma margem relativamente
padrdo de duracdo deste estagio para a 27 °C. Como Mendonca et al. (2011) ndo indicou o
desvio padrdo para a duracdo desta etapa, ndo foi possivel comparar os resultados obtidos no

presente estudo com o destes autores.

Lopes et al. (2014) ao avaliarem os efeitos dos extratos provenientes de P. scandens
sobre o desenvolvimento pds-embrionério de C. putoria observaram uma duragéo de 4,0 £ 0,2
dias deste estagio no grupo controle. Ao trabalharem com esta mesma espécie e condi¢fes de
temperatura e umidade, Carrico et al. (2014) obtiveram uma media de 3,3 + 0,5 dias no grupo
controle, enquanto Pinto et al. (2015b) obtiveram uma meédia de 4,3 £ 0,5 dias.
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Pinto et al. (2015b) obtiveram uma média de 4,7 + 0,6 dias no grupo controle, ao
trabalharem com L. cuprina e 5,4 £ 0,5 dias de duragdo no grupo controle em seus estudos
com M. domestica. Mello et al. (2010) encontraram 8,9 £ 0,8 dias de duracdo do periodo

larval de M. scalaris.

A duragdo média obtida no periodo larval dos testes com P. aduncum e Piper sp. (PI-
02) no grupo controle com DMSO foi 4,4 + 1,2 dias. A variagdo de 0,7 dias entre os dois
grupos mostra que este diluente supostamente aceleraria o desenvolvimento intrapuparial de

C. megacephala.

Os resultados encontrados no presente trabalho se assemelham daqueles obtidos por
Cabral et al. (2007). Estes autores encontraram 4,3 + 1,2 dias no grupo controle com acetona.
A diferenca de 0,04 dias entre ambos 0s grupos mostra também um desenvolvimento larval

mais rapido no grupo com o diluente.

Os trabalhos realizados por Pinto et al. (2015a, 2015b) também apontam essa possivel
reacdo. Em seus testes com C. megacephala e C. putoria, estes autores encontraram
518+0,5 e 4,30+0,46 dias, respectivamente, no grupo controle com DMSO. Os
experimentos destes autores com espécies pertencentes a outro género também mostram esse

tipo de resposta.

Os testes feitos por eles com L. cuprina apresentaram uma média de 4,7 + 0,6 dias no
grupo controle com DMSO, enguanto que os experimentos com M. domestica apresentaram,
para este grupo, uma média de 5,3 £ 0,5 dias de duracdo no grupo controle, com DMSO e

4,9 + 0,3 no grupo controle com citral.

Como mencionado anteriormente, nestes artigos, os autores ndo justificam os possiveis
motivos para estas alteracdes no ciclo do inseto ocorrerem. Contudo, por se tratarem de
compostos quimicos ndo-naturais ao inseto, é plausivel supor que o simples contato com estes
diluentes poderia causar alteracdes em seus sistemas. Os demais autores ndo fizeram uso de
teste com diluente, de maneira que estes resultados ndo puderam ser comparados com outros,

se ndo com os artigos citados.

5.4.2 Duracéo do estagio pupal dos grupos tratados com diferentes concentragdes dos 6leos

As lignanas e neolignanas sdo compostos capazes de causar alteragdes no
desenvolvimento de varias espécies de insetos (Harmatha e Dinan 2003). Cabral et al. (2007)
ao estudarem a atividade da lignana yangambin em C. megacephala obtiveram 5,5 + 0,9 dias
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de duracdo no estigio pupal na concentracdo 25 mg de deste 6leo. Esses resultados se
assemelham aqueles obtidos na concentragdo 150 mg de P.aduncum (5,2+0,6 dias) e

250 mg de Piper sp. (5,2 £ 0,8 dias) do presente estudo.

Na concentracdo 25 mg de P. aduncum se obteve uma média de 5,9 £ 1,1 dias de
duracdo deste estagio, enquanto que esta mesma concentracdo dos testes com PI-02
proporcionou 4,0 + 0,8 dias de duragdo. Comparado ao grupo controle (5,0 £ 0,8 dias) e grupo
controle com DMSO (4,4+1,2 dias) do presente estudo, podemos observar que a
concentracdo 25 mg de P. aduncum foi capaz de retardar o desenvolvimento da pupa de
C. megacephala, enquanto que a concentracdo 25 mg de Piper sp., acelerou o processo. A
concentracdo 25 mg de P. aduncum foi a que mais se aproximou dos resultados obtidos por
Cabral et al. (2007).

Mendonca et al. (2011) obtiveram aproximadamente 5,5 dias de duracdo na
concentracdo 50 mg, 5,0 dias na concentragdo 100 mg, 5,7 dias na concentragdo 150 mg, 6,0
dias na concentracdo 200 mg e 5,8 na concentragdo 300 mg de P. amapa. No presente estudo,
a concentracdo 50 mg e P. aduncum obteve 4,2+ 0,5 dias de duracdo, enquanto que a de
Piper sp. obteve 3,7 + 0,4 dias. Esses resultados mostram que a concentracdo 50 mg do 6leo
de Piper sp. consegue retardar mais o desenvolvimento pupal de C. megacephala do que esta
mesma concentracdo de P. aduncum. A concentracdo 150 mg de P. aduncum e a concentracao
250 mg de Piper sp. sdo as que mais se aproximam dos valores obtidos por estes autores

(5,2 + 0,6 e 5,2 + 0,8 dias, respectivamente).

O resultado obtido no grupo controle do presente estudo foi 0 que mais se aproximou
dos valores encontrados por Mendonga et al. (2011) na concentragcdo 100 mg. A concentragédo
25 mg de P. aduncum obteve 5,9 + 1,1 dias de duracdo para o estagio pupal, se assemelhando
aos resultados encontrados por Mendonca et al. (2011) na concentracdo 150 e 300 mg. A
concentracdo 100 mg de Piper sp. obteve 6,1 + 0,4 dias de duracdo para este estagio, sendo
aquela que mais se aproximou aos resultados obtidos por estes autores para a concentracao
200 mg.

Os Gleos essenciais de Piper testados mostraram a mesma atividade do latex extraido
de P. amapa, porém sobre concentra¢fes menores. Mendonga et al. (2007) constataram que a
concentracdo 200 mg era aquela que mais estendia o estagio pupal da mosca varejeira. Neste
trabalho esta concentracdo foi aquela que desencadeou um periodo pupal menor, quando

comparado as demais.
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Pinto et al. (2015b) encontraram para as concentracgdes 5, 10, 25, 50, 75 e 100 mg (ao
6leo essencial puro) de C. citratus provenientes do Brasil, respectivamente, 6,1+ 0,2,
6,0+0,3, 62+0,6, 57+0,8, 57+0,4 e 6,1+0,3 dias de duracdo no estagio pupal para
C. megacephala. Nos testes realizados com C. citratus provenientes de Cuba, nesta mesma
espécie de mosca, obteve-se para estas mesmas concentracdes: 6,1 + 0,3, 6,1 + 0,4, 6,2 + 0,6,
58+0,8,58+0,3¢e6,1+0,3 dias para o estagio pupal. Os resultados encontrados por estes
autores na concentracdo 5, 10, 25 e 100 mg se aproximam daqueles obtidos na concentragédo
100 mg de Piper sp. (6,1 £ 0,4 dias). Enquanto que a concentracdo 50 e 75 mg testadas por
estes autores obtiveram resultados semelhantes ao encontrado na concentragdo 25 mg de
P. aduncum (5,9 + 1,1 dias).

Esses autores, ao testarem C. citratus provenientes do Brasil contra C. putoria,
encontraram para estas concentracoes, 4,6 £0,5, 45+0,5, 42+0/4, 45+0,6, 4,904,
45+0,5 dias de duracdo para o estagio pupal, respectivamente. Em seus testes com
C. citratus provenientes de Cuba para esta mesma espécie de diptero encontraram: 4,7 = 0,5,
45+05, 42+04, 45+0,7, 49+0,3 e 45+0,5 dias de duracdo no estadgio pupal. Os
resultados obtidos para C. citratus, de ambos 0s paises, na concentracao 5, 10, 50 e 100 mg se
aproximam daqueles encontrados no grupo DMSO (4,4 + 1,2 dias) e na concentracdo 300 mg
de Pipersp. (4,4+0,6 dias). Os resultados obtidos por Pinto et al. (2015b) para a
concentracdo 75mg se aproximam daqueles encontrados na concentracdo 50 mg de
P. aduncum (4,2 + 0,5 dias).

Pinto et al. (2015b) ao testarem C. citratus provenientes do Brasil contra L. cuprina,
encontraram para estas concentracgdes, 8,6 +0,8, 10,1+0,9, 98+1,0, 9,7+£0,9, 8,4+0,9,
9,8 +0,8 dias de duracdo para o estagio pupal, respectivamente. Em seus testes com
C. citratus provenientes de Cuba para esta mesma espécie de diptero encontraram: 8,7 £ 0,9,
10,1+0,8,99+0,9, 98+£0,9, 84+0,9 e 9,7+0,9 dias de duracdo no estagio pupal. Os
resultados obtidos para C. citratus, de ambos os paises ndo se aproximaram de nenhum valor
obtido no presente estudo, por terem apresentado um tempo de desenvolvimento pupal mais

longo.

Pinto et al. (2015a) ao testarem C. citratus provenientes do Brasil contra
M. domestica, encontraram para estas concentragdes, 7,1+0,34, 7,1+0,3, 7,2+0,4,
7,1+0,3,7,2+0,4e7,2+0,4 dias de duracdo para o estagio pupal, respectivamente. Em seus
testes com Cy. citratus provenientes de Cuba para esta mesma espécie de diptero
encontraram: 7,12+ 0,32, 7,1+0,3,7,1+£0,3, 7,1+ 0,3, 7,2+ 0,4 e 7,2 £ 0,4 dias de duragéo
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no estagio pupal. Os resultados obtidos para C. citratus, de ambos os paises ndo se
aproximaram de nenhum valor obtido no presente estudo, por terem apresentado um tempo de

desenvolvimento pupal mais longo.

Como mencionado anteriormente, apesar dos resultados encontrados por estes autores
ndo terem mostraram diferenca entre os extratos provenientes do Brasil e o0s extratos
provenientes de Cuba, a espécie de planta utilizada mostrou grandes potenciais inseticidas. A
espécie L. cuprina e M. domestica mostram ser mais susceptiveis aos 6leos do que aquelas
pertencentes ao género Chrysomya. No geral, as concentracbes de C. citratus que
apresentaram a mesma resposta do que as concentraces de P. aduncum e Piper sp. foram

menaores.

Em seus testes com C. putoria, Lopes et al. (2014) encontraram 3,7 £0,5, 3,8+ 0,5 e
3,9+0,8 dias de duracdo para o estagio pupal na concentragdo 25 mg, 50 e 75 mg de
P} scandens. Esses valores se aproximam daqueles encontrados nos testes com Piper sp. na
concentracdo 50 mg (3,7 £ 0,4 dias). Estes autores afirmaram que o Oleo testado ndo
apresentou alta toxicidade contra C. putoria, mas foi capaz de causar pequenas alteracdes em
seu ciclo de vida. Essa caracteristica faz do extrato testado um bom biopesticida, uma vez que
basta uma alteracdo em algum dos estagios para todo o ciclo de vida do inseto ficar
comprometido (Lopes et al. 2014).

Carrico et al. (2014) ao realizarem testes com esta mesma espécie de Chrysomya,
encontraram 4,0+£0,2, 44+04 e 44+04 dias de duracdo do periodo larval nas
concentragdes 5, 10 e 25 mg de P. sapota. Esses resultados se assemelham, respectivamente,
aqueles obtidos na concentracdo 25mg de Piper sp. do presente estudo (4,0 + 0,8 dias) e no
grupo controle com DMSO (4,4 + 1,2 dias). Os 0leos de Piper e de P. Sapota parecem ser
capazes de causar grandes alteracbes no desenvolvimento pds-embrionario de dipteros
muscoides. Contudo, podemos observar que a espécie C. putoria parece ter uma tendéncia
maior a sofrer retardamento em seu desenvolvimento pds-embriondrio do que

C. megacephala.

Mello et al. (2010) ao trabalharem com a concentragdo 5, 10 e 25 mg de E. splendens
contra M. scalaris encontraram, respectivamente, 8,2+ 0,4, 82+0,4 e 8,2+ 0,4 dias de
duracéo do estagio pupal. Nenhum resultado encontrado no presente estudo se assemelhou aos
valores encontrados por estes autores. Essa discrepancia nos valores pode ser justificada pelo

fato das espécies de dipteros testadas pertencerem a familias diferentes. Esses autores ndo
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observaram diferencas significativas entre as concentragdes testadas, apesar de em todas as
concentrages, a duracdo do estagio pupal desse diptero ter sido mais lento.

Esses resultados diferem daqueles observados no presente estudo. Algumas
concentragdes, como 200 mg de P. aduncum, obtiveram um periodo pupal menor quando
comparado ao grupo controle (2,7 £ 1,3 dias), enquanto outras obtiveram um periodo pupal
maior, tais como a concentragdo 100 mg de P. aduncum (6,4 £ 0,8 dias).

Como Gomes et al. (2009) avaliaram apenas a mortalidade larval das moscas das
frutas, estes ndo obtiveram resultados quanto a seus demais estagios. Nao foi possivel, assim,

comparar seus resultados com aqueles obtidos no presente estudo.

Nos experimentos feitos com ambos os 6leos, a concentracdo 100 mg foi a que obteve
um maior tempo de duracédo, enquanto que a concentracdo 200 mg foi a que obteve um menor
tempo de duracdo. Essa diferenca significativamente estatistica pode ser realizada através dos

resultados obtidos no Teste de Tukey (p<0,01%).

Para melhor compreender as formas de atuacao destes 6leos, € necessario realizar mais
estudos sobre suas bioatividades. Conhecer detalhadamente as propriedades quimicas dos
mesmos, bem como a capacidade que cada uma delas possui em gerar alguma atividade

inseticida, é primordial para interpretar melhor os resultados obtidos.

5.4.3 Mortalidade no estagio pupal

Conhecer a porcentagem de mortalidade que o 6leo testado é capaz de provocar na
pupa destes insetos € essencial para determinar a capacidade biopesticida do mesmo. Incluir
este tipo de informacdo auxilia a detectar qual o efeito que aquele extrato causa no inseto:
larvicida, pupicida ou inseticida. Em muitos casos, o 0leo testado ndo mata diretamente a
larva, contudo pode atuar diretamente sobre seu sistema enddcrino de maneira que seu

processo de empupacdo é prejudicado.

Cabral et al. (2007) obtiveram 18 % de mortalidade no grupo controle, 16 % no grupo
controle com acetona e 21 % no grupo testado com yangambin. No trabalho destes autores
pode-se observar claramente a capacidade toxica de yangambin sobre as pupas de
C. megacephala. Assim como a concentragdo 25 de P. aduncum teve (13,5 % de mortalidade
pupal), quando comparado ao grupo controle (9,56 % de mortalidade pupal) (tabela 5 e tabela
12).
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Nos testes com PI-02, se obteve 8,34 % de mortalidade no grupo controle com DMSO,
mostrando que este diluente ndo foi tdo tdxico para as pupas como foi para as larvas. O indice
de mortalidade pupal do grupo controle de C. megacephala se mostrou naturalmente alto. Por
algum motivo, a concentracdo 25 mg de P1-02 mostrou ndo causar mortalidade pupal elevada,
uma vez que resultou em apenas 3,97 % de mortalidade. Os motivos pelos quais esta amostra
facilitou o desenvolvimento das pupas desta espécie precisa ser investigado (tabela 5 e tabela
12).

Analisando os resultados obtidos no presente estudo, vemos que a concentracdo 25 mg
de P. aduncum e de yangambina, desencadearam maior mortalidade do que os grupos controle
puro e controle com o diluente. Esse resultado mostra que apesar de parte da mortalidade
obtida nos grupos tratados estar relacionada com a mortalidade natural encontrada no grupo
controle, ou com a mortalidade que o diluente causou, ainda assim, os Oleos testados sdo

capazes de provocar uma alteragdo no estagio pupal de C. megacephala.

Caso fossemos comparar o0s resultados obtidos apenas nos grupos que receberam as
concentragdes 25 mg de Piper e de yangambina, vemos que a concentracdo 25 mg de
yangambin pode ser considerada aquela com a melhor atividade pupicida, seguida da

concentragdo 25 mg de P. aduncum e da concentragéo 25 mg de Piper sp.

Como diversas espécies de plantas que apresentam atividade inseticida apresentam
ligninas em sua composicdo, inclusive espécies de Piperaceae (Baldoqui et al. 2009; Mullally
et al. 2016), se suspeitou, a principio de que a capacidade pupicida dos 6éleos de Piper pudesse
estar relacionada a presenca desta substancia quimica. Entretanto, os testes a respeito da
composicdo quimica dos 6leos ndo mostraram essa substancia na composi¢do de P. aduncum
e Piper sp. (tabela 1 e tabela 2), de maneira que a explicacdo para a mortalidade permanece

inconclusiva.

Mendonca et al. (2011) obtiveram aproximadamente 15 % de mortalidade no grupo
controle e nas concentragdes 50 e 300 mg, 10 % na concentragdo 100 mg e 150mg e quase
100 % de mortalidade pupal na concentracdo 200 mg do latex. Extraido de P. amapa. No
presente estudo, se encontrou nos testes de P. aduncum e Piper sp. para cada uma dessas
repeticdes, respectivamente, 27,56 e 9,08 %, 8,88 e 5,25 %, 3,67 e 18,45 %, 30,01 e 30,59 %
e 7,59 e 8,89 % (tabela 5 e tabela 12).

A concentracdo 25 mg de P. aduncum foi a que obteve uma mortalidade pupal mais

parecida com o grupo controle e com as concentragdes 50 e 300 mg do latex (13,5 %). A
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concentragdo 250 mg de P. aduncum foi a que mais se assemelhou aos resultados encontrados
para a concentracdo 100 mg do latex (9,88 %) (tabela 5 e tabela 12). Nenhuma concentragédo
levantada no presente estudo atingiu uma porcentagem de mortalidade pupal tdo alta quanto a

concentracdo 200 mg do latex.

Como no grupo controle do presente estudo se encontrou 9,56 % de mortalidade
pupal, e no grupo controle com DMSO se obteve 8,34 %, as concentracdes que obtiveram
maior mortalidade deste estdgio foram 200 mg da P. aduncum (30,01 %) e 200 mg da
Piper sp. (30,59 %).

Diferente do que foi encontrado por Mendonga et al. (2011), os grupos tratados com as
diferentes concentracdes dos o6leos desencadearem maior mortalidade do que o grupo
controle. Das concentracdes testadas por estes autores, a 200 mg foi aquela em que se obteve

maior mortalidade pupal, semelhante os resultados obtidos para as espécies de Piper.

No trabalho realizado por Mendonca et al. (2011), ndo vemos uma reacdo dose-
dependente nos insetos por conta do latex. Assim como nédo se pode detectar isso no presente
estudo. Assim como aconteceu na mortalidade larval, algumas concentragdes menores
desencadearem maior mortalidade pupal do que as maiores concentracfes. A concentracdo 50
e 100 mg de P. aduncum ilustra essa questdo. Enquanto aquela obteve 27,56 % de
mortalidade, esta obteve 8,88 %. Nos testes com Piper sp. também se observou essa
discrepancia entre as porcentagens, podendo ser exemplificada também com a concentracao
50 e 100 mg. Enquanto aquela obteve 9,08 % de mortalidade pupal, esta obteve 5,25 %
(tabela 5 e tabela 12).

Como comentado anteriormente, para melhor compreender este tipo de resposta,
estudos voltados para quais mecanismos quimicos estdo envolvidos na reacdo das larvas a
diferentes tipos de concentracdo precisam ser realizados. Conhecer como as larvas respondem
ao contato dos 6leos ministrados poderia esclarecer as reacdes que as mesmas desencadearam

durante o processo de pupariagéo.

O fato das concentracgdes testadas terem desencadeado niveis de mortalidade diferente
pode estar relacionado as caracteristicas quimicas especificas das familias, uma vez que as
plantas citadas pertencem a familias diferentes. Por Mendonca et al. (2011) ndo terem
levantado os compostos quimicos presentes em P. amapa, se torna mais dificil ainda

comparar os testes realizados.
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Pinto et al. (2015a; 2015b) encontraram para as quatro espécies de mosca trabalhada
uma mortalidade pupal abaixo dos 20 % no grupo controle puro e no grupo controle com
DMSO. Assim, como nos testes realizados com P. aduncum e Piper sp. (tabela 5 e tabela 12).
Nos testes feitos por Pinto et al. (2015b), a concentracdo 5 e 25 mg de C. citratus proveniente
destes dois paises (Brasil e Cuba), geraram uma mortalidade abaixo dos 20 % para as pupas
de C. megacephala. A concentracdo 10 mg de C. citratus proveniente destes dois paises
obtiveram uma mortalidade na faixa dos 20%, enquanto que as concentra¢6es 50, 75 e 100 mg

ultrapassaram essa faixa.

Nos testes com C. citratus proveniente do Brasil e de Cuba para C. putoria, além
destas duas concentracdes citadas, as concentragdes 10, 50 e 100 mg também se mantiveram
com uma mortalidade pupal abaixo dos 20 %. Nos testes com L. cuprina a concentracdo 5 e
75 mg também se mantiveram abaixo dos 20 % de mortalidade pupal. Pinto et al. (2015a) em
seus testes com M. domestica, encontraram para todas as concentragcfes um percentual de
mortalidade pupal inferior a 20 %. A concentragdo 150 mg de Piper sp. foi a que mais se
aproximou destes resultados, por ter apresentado 18,45 % de mortalidade pupal (tabela 5 e
tabela 12).

Nos testes feitos por Pinto et al. (2015b) com C. citratus proveniente destes dois paises
contra C. putoria e L. cuprina, a mortalidade larval da concentragdo 75 e 50 mg,
respectivamente, ultrapassou um pouco a faixa dos 20 %, de maneira que a concentracao
250 mg de Piper sp. foi a que teve um indice de mortalidade mais parecido com esta

concentragéo (24,02 %).

Nos testes com L. cuprina para ambos os 6leos, a concentragdo 10 mg atingiu uma
taxa de aproximadamente 30 % de mortalidade, de maneira que a concentracdo 200 de
P. aduncum e 200 mg de Piper sp. tenham se aproximado mais destes valores (30,01 % e
30,59 %, respectivamente). Ainda no teste com esta espécie, a concentracdo 25 e 100 mg, de
ambos os 6leos, apresentaram uma taxa de mortalidade maior que 40 %, de maneira que

nenhum resultado encontrado no presente estudo tenha se assemelhado (tabela 5 e tabela 12).

Pinto et al. (2015b) constataram que de uma forma geral, a espécie M. domestica foi
aquela menos susceptivel aos 6leos testados, seguida por C. putoria. A concentra¢do 100 mg
dos testes com C. citratus em todas as especies de moscas testadas foram uma das que mais
desencadeou mortalidade pupal, mostrando que possivelmente a solugdo para impactar

drasticamente a populacéo larval desta espécie seja fazer uso do extrato bruto.
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Como o presente estudo ndo incluiu o extrato bruto nos testes, a comparagdo com 0s
resultados obtidos por Pinto et al. (2015a; 2015b) para este grupo foi impossibilitada. De uma
forma geral, os 6leos obtidos do C. citratus mostraram ser tdo toxicos as pupas quanto aqueles
extraidos de P. aduncum e PI-02. Possivelmente por apresentarem substancias similares em

sua composicao, tais como o cadineno em sua cComposicao.

Lopes et al. (2014) ao trabalharem com C. putoria, encontraram 6 % de mortalidade
pupal no grupo controle. Nas concentracfes 25 e 50 mg a mortalidade pupal foi de
aproximadamente 10 %, enquanto que na concentragdo 75 mg essa porcentagem quase
chegou a 100 %.

No presente trabalho ndo foi realizado teste com a concentracdo 75 mg. Os grupos
controles dos experimentos com P. aduncum e Piper sp. apresentaram uma mortalidade pupal
bem maior do que o grupo controle do trabalho de Lopes et al. (2014). Isto poderia indicar

que a espécie C. putoria apresenta uma mortalidade pupal natural inferior a C. megacephala.

A concentragdo 25 mg dos testes feitos com P. aduncum foi a que mais se aproximou
dos 10 % obtidos por Lopes et al, (2014) para esta mesma concentracdo e para a concentragdo
50 mg (13,5 %). N@o houve concentracdo cuja mortalidade pupal se aproximasse dos 100 %.
De uma forma geral, os 6leos obtidos de P. scandens mostraram ser mais toxicos as pupas do
que aqueles extraidos de P. aduncum e PI-02 (tabela 5 e tabela 12), uma vez que a

concentracdo 75 mg quase impossibilitou todas as pupas de emergirem.

Contudo, muitas concentracdes dos Oleos de Piper testados mostraram efeitos
pupicidas satisfatérios. Uma concentracdo capaz de eliminar as pupas de uma populacdo de
insetos ndo é tida como um bom biopesticida, uma vez que poderia causar a extingdo dos

mesmos e gerar um desequilibrio ecol6gico (Lopes et al. 2014).

Apesar de apresentarem a mesma divisdo (Magnoliophyta), os éleos testados provém
de espécies de plantas diferentes. Além disso, a composi¢cdo quimica levantada por Lopes et
al. (2014) ndo mostra nenhum componente quimico em comum as espécies de Piper testadas,

0 que poderia justificar a falta de similaridade dos resultados.

Carrico et al. (2014) ao testaram P. sapota também contra C. putoria, obtiveram
aproximadamente 10% de mortalidade pupal no grupo controle e na concentracdo 10 mg do
0leo. O grupo controle puro dos Oleos de Piper testados foi 0 grupo que apresentou uma
mortalidade pupal mais semelhante ao valor encontrado para esta concentragéo (9,56 %).
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Esses autores obtiveram aproximadamente 5,0% de mortalidade pupal na
concentracédo 5 e 25 mg. A concentragcdo 100 mg de Piper sp. foi a que mais se aproximou dos
resultados obtidos destas concentracdes de P. sapota (5,25 %). Assim como 0s resultados
encontrados no presente estudo, aparentemente esta amostra ndo provocou dose-dependéncia
no inseto-alvo. Contudo, os 6leos de Piper testados mostraram ter mais ativida pupicida
contra C. megacephala do que o 6leo de P. sapota testado por Carrico et al. (2014) sobre o

desenvolvimento de C. putoria.

Estes autores constataram que P.sapota é capaz de causar alteracbes no
desenvolvimento pés-embrionario de C. putoria, mas ndo causa significativa mortalidade
pupal. O fato do presente trabalho néo ter testado esses tipos de concentragfes, assim como 0S
Oleos testados pertencerem a familias diferentes, poderia justificar uma discrepancia nos

resultados encontrados por estes autores.

Carrico et al. (2014) atribuiram uma alta viabilidade pupal ao peso das larvas. De
acordo com Von-Zuben (1998), a espécie C. megacephala consegue empupar se obtiver um
peso minimo de 30,1 mg. Como estes autores encontraram esse peso minimo em C. putoria
em todos 0s seus tratamentos, uma espécie dentro do mesmo género, as pupas conseguiram

ser viaveis.

Mello et al. (2010) ao testaram o latex extraido de E. splendens var. hislopii contra
M. scalaris, encontraram 32,5 % de mortalidade pupal no grupo controle. Este valor se
aproximou da concentracdo 200 mg de P. aduncum e PI-02 no presente trabalho. Este alto
valor encontrado no grupo controle mostra que esta espécie de diptero também apresenta uma

alta taxa natural de mortalidade durante o periodo pupal.

Esses autores encontraram ainda, 63,5 % de mortalidade para a concentracdo 5 mg,
51,7 % para a concentracdo 10 mg e 55,4 % para a concentracdo 20 mg. No presente estudo
ndo foram constatados valores tdo altos de mortalidade pupal, o que indica uma maior
atividade pupicida de E. splendens. O fato dos 6leos utilizados pertencerem a plantas da
mesma classe (Magnoliopsida) ndo exclui o fato de que as plantas utilizadas pertencem as

familias diferentes, o poderia justificar a diferenca entre alguns resultados encontrados.

Por a maioria dos trabalhos estudarem plantas cujas caracteristicas particulares
variavam daquelas presentes em P. aduncum e PI-02 (mesmo a P. marginatum e P. purusanu
trabalhada por Gomes et al. 2009), foram encontradas grandes discrepancias entre 0s

resultados. Além disso, como mencionado anteriormente, a maioria dos trabalhos ndo tinham
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a C. megacephala como inseto-alvo, o que dificulta mais ainda a discussdo dos resultados
obtidos.

5.5 Efeitos sobre o periodo de neolarva-adulto

5.5.1 Duracéo do periodo de neolarva-adulto dos grupos controle

De acordo com d’Almeida et al. (2001), aferir a duracéo e viabilidade do periodo de
neolarva a adulto dos insetos é primordial para avaliar a eficicia da substancia testada. Essas

observacdes permitem a deteccdo de distorcGes existentes no periodo larval e pupal.

A duracdo média obtida no periodo de neolarva-adulto dos testes com P. aduncum e
Pl - 02 foi de 9,4 = 0,6 dias no grupo controle. Cabral et al. (2007) obtiveram 8,3 £ 0,6 dias no
grupo controle, enquanto Mendonca et al. (2011) obtiveram aproximadamente 9,4 dias de
duracdo. Pinto et al. (2015b) encontraram 9,6 £ 0,6 dias de duracdo deste estagio no grupo

controle em seus testes com C. megacephala.

Os valores encontrados para o grupo controle do presente estudo se aproximam mais
daqueles obtidos por Mendonga et al. (2011) e Pinto et al. (2015b).

Lopes et al. (2014) em seus testes com C. putoria observaram uma duracdo de
8,3+ 0,5 dias deste estagio no grupo controle. Ao trabalharem com esta mesma espécie e
condicGes de temperatura e umidade, Carrico et al. (2014) obtiveram uma média de 9,1 + 0,5a
dias no grupo controle, enquanto Pinto et al. (2015b) obtiveram uma média de 7,6 + 0,8 dias.

Pinto et al. (2015b) obtiveram uma média de 8,0 £ 0,7 dias no grupo controle, ao
trabalharem com L. cuprina e 11,9 + 0,3 dias de duracdo no grupo controle em seus estudos
com M. domestica. Mello et al. (2010) encontraram 12,9 + 0,8 dias de duracdo do periodo
larval de M. scalaris.

A duracdo média obtida no periodo de neolarva a adulto dos testes com P. aduncum e
P1-02 no grupo controle com DMSO foi 8,0 + 1,1 dias. A variacdo de dias entre os dois
grupos mostra que este diluente supostamente aceleraria o desenvolvimento intrapuparial de

C. megacephala.

Os trabalhos realizados por Pinto et al. (2015a, 2015b) também apontam essa possivel
reacdo. Em seus testes com C. megacephala e C. putoria, estes autores encontraram 9,5 + 0,6
e 7,5+ 0,6 dias, respectivamente, no grupo controle com DMSO. Os experimentos destes
autores com espécies pertencentes a outro género também mostram esse tipo de resposta.
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Os testes feitos por eles com L. cuprina apresentaram uma média de 7,8 £ 0,5 dias no
grupo controle com DMSO, enquanto que os experimentos com M. domestica apresentaram,
para este grupo, uma media de 10,6 + 1,2 dias de duracdo no grupo controle, com DMSO e

7,9 = 0,3 no grupo controle com citral.

Os resultados encontrados no presente trabalho diferem daqueles obtidos por Cabral et
al. (2007). Estes autores encontraram 9,0 £ 0,5 dias no grupo controle com acetona. A
diferenca de dias entre ambos os grupos mostra também um desenvolvimento larval mais

lento no grupo com o diluente.

Os demais trabalhos ndo puderam ser comparados, pois ndo utilizaram controle
negativo em seus experimentos, ou seja, ndo utilizaram grupo controle usando diluente. Pode-
se perceber que os diluentes testados sdo capazes de causar algum grau de alteracdo no ciclo
de vida dos insetos-alvo. Essa caracteristica dos diluentes precisa ser mais estudada para
diferenciar o grau de alteracdo causado nos insetos pela ministracdo do diluente daquelas

causadas pelo éleo.

5.5.2 Duracdo do periodo de neolarva-adulto dos grupos tratados com diferentes

concentracdes dos 6leos

Cabral et al. (2007) ao estudarem a atividade da lignana yangambin em
C. megacephala obtiveram 9,3+ 0,5 dias de duracdo no estagio de neolarva-adulto na
concentracdo 25 mg de deste Oleo. Esses resultados se assemelham aqueles obtidos na

concentracdo 150 mg de P. aduncum (9,4 £ 0,5 dias) do presente estudo.

Na concentracdo 25 mg de P. aduncum se obteve uma média de 9,1+ 0,9 dias de
duracdo deste estagio, enquanto que esta mesma concentracdo dos testes com PI-02
proporcionou 7,5+ 0,6 dias de duracdo, representando a concentracdo com o menor valor
encontrado. Comparado ao grupo controle (9,4 + 0,6 dias) e grupo controle com DMSO
(8,0+1,1 dias) do presente estudo, podemos observar que a concentracdo 25 mg de
P. aduncum foi capaz de retardar o desenvolvimento total de C. megacephala, enquanto que a
concentracdo 25 mg de Piper sp., acelerou o processo. A concentracdo 25 mg de P. aduncum
foi a que mais se aproximou dos resultados obtidos na concentracdo 25 mg do 6leo testado
por Cabral et al. (2007).

Mendonga et al. (2011) obtiveram aproximadamente 9,3 dias de duragdo na
concentracdo 50 mg, 9,0 dias na concentracdo 100 mg, 9,5 dias na concentracdo 150 mg,
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10,0 dias na concentracdo 200 mg e 10,3 dias na concentracdo 300 mg de P. amapa. No
presente estudo, a concentragdo 50 mg e P. aduncum obteve 8,2+ 0,5 dias de duragéo,

enquanto que a de Piper sp. obteve 7,7 = 0,4 dias.

Esses resultados mostram que a concentracdo 50 mg do 6leo de Piper sp. consegue
retardar mais o desenvolvimento pupal de C. megacephala do que esta mesma concentracao
de P.aduncum. A concentracdo 150 mg de P. aduncum € a concentragdo que mais se
aproximou dos valores obtidos por Mendonca et al. (2011) para a concentracdo 50 mg

(9,4 £ 0,5 dias, respectivamente).

O resultado obtido no grupo controle e na concentracdo 150 mg de P.aduncum do
presente estudo foram 9,4 £ 0,6 e 9,4 + 0,5 dias, respectivamente. Estes grupos foram os que
mais se aproximaram dos valores encontrados por Mendonga et al. (2011) na concentracao
100 e 150 mg. A duracdo deste estdgio encontrada na concentracdo 200 e 300 mg de
P. amapa se assemelha aquela encontrada na concentracdo 100 e 250 mg de P. aduncum e
Piper sp. (10,4 £ 0,6 € 10,3 £ 24,3 dias e 10,2 £ 0,5 e 10,6 + 1,2 dias, respectivamente).

Mendonca et al. (2007) constataram que a concentracdo 300 mg era aquela que mais
estendia o0 estagio de neolarva-adulto de C. megacephala, enquanto que a concentracdo
100 mg era a que mais retardava. Diferente do que foi observado por estes autores, nos testes
com P. aduncum, a concentra¢do 100 mg foi a que apresentou maior tempo de duracdo para
este estagio (10,4 £0,6 dias). Nos testes com PI-02, a concentracdo 250 mg foi a que

apresentou maior periodo de duracédo para este estagio, com uma média de 10,6 + 1,2 dias.

A concentragdo 200 mg de P. aduncum foi a que apresentou menor valor de duragao
para este estagio, com 7,5 + 1,5 dias de média. Nos testes com PI-02, a concentracdo 25 mg
foi a que apresentou menor periodo de neolarva-adulto (7,5% 0,6 dias). Esses resultados
mostram que os 6leos de Piper testados, como mencionado antes, ndo apresentam efeito dose-

dependente no inseto.

Pinto et al. (2015b) encontraram para as concentracdes 5, 10, 25, 50, 75 e 100 mg (ao
Oleo essencial puro) de C. citratus provenientes do Brasil, respectivamente, 10,8 + 0,4,
10,7+£0,9,10,9+£0,9,9,6 £ 0,8, 9,8 £ 0,4 e 10,6 + 0,9 dias de duracdo estagio de neolarva a
adulto para C. megacephala. Nos testes realizados com C. citratus provenientes de Cuba,
nesta mesma espécie de mosca, obteve-se para estas mesmas concentragdes: 10,9 + 0,5,
10,7+0,9, 11,0 £ 0,8, 9,8 £ 0,8, 9,9 £ 0,4 e 10,6 + 0,7 dias para 0 estagio de neolarva a

adulto.
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Os resultados encontrados por estes autores na concentracdo 5, 10, 25 e 100 mg se
aproximam daqueles obtidos na concentracdo 100 mg de P. aduncum (10,4 +0,6 dias) e
250 mg de PI-02 (10,6 + 1,2 dias). Enquanto que a concentracdo 50 e 75 mg testadas por estes
autores obtiveram resultados semelhantes ao encontrado na concentracdo 150 mg de Piper sp.
(9,9 £ 1,1 dias).

Esses autores, ao testarem C. citratus provenientes do Brasil contra C. putoria,
encontraram para estas concentragdes, 7,1+0,2, 7,1+0,8, 7,2+0,5, 7,4+0,9, 7,4+0,6 e
7,4 £ 0,8 dias de duracdo para o estagio de neolarva-adulto, respectivamente. Em seus testes
com C. citratus provenientes de Cuba para esta mesma espécie de diptero encontraram:
71+03,71+0,7, 7,3+0,4, 74+0,8, 7,4+ 0,6 e 7,4+ 0,8 dias de duracdo no estagio de
neolarva-adulto. Todos resultados encontrados por estes autores em seus testes com
C. putoria se assemelham mais aos 7,5 = 1,5 dias encontrados na concentracdo 200 mg de

P. aduncum.

Pinto et al. (2015b) ao testarem C. citratus provenientes do Brasil contra L. cuprina,
encontraram para estas concentracdes, 1,8 +1,1,141+0,9,139+1,1,139+1,1,136+1,1
e 14,1+1,2 dias de duracdo para o estdgio pupal, respectivamente. Em seus testes com
C. citratus provenientes de Cuba para esta mesma espécie de diptero encontraram: 12,9 + 1,5,
142+09,141+1,1,140+11,136+1,2e 14,0 £ 1,2 dias de duragdo no estagio neolarva-
adulto. Os resultados obtidos para C. citratus, de ambos 0s paises ndo se aproximaram de
nenhum valor obtido no presente estudo, por terem apresentado um tempo de

desenvolvimento de neolarva a adulto mais longo.

Pinto et al. (2015a) ao testarem C. citratus provenientes do Brasil contra
M. domestica, encontraram para estas concentracGes, 14,5+0,5, 145+0,5 14,4+0,5,
12,6 +0,5, 12,6 +05 e 19,5+0,5 dias de duracdo para o estagio de neolarva- adulto,
respectivamente. Em seus testes com C. citratus provenientes de Cuba para esta mesma
espécie de diptero encontraram: 14,4 +0,5, 144+0,5, 144+0,5, 125+0,5, 125+05 e
19,5 + 0,5 dias de duracdo no estagio pupal. Os resultados obtidos para C. citratus, de ambos
0s paises ndo se aproximaram de nenhum valor obtido no presente estudo, por terem

apresentado um tempo de desenvolvimento pupal mais longo.

Como mencionado anteriormente, os resultados encontrados por estes autores nédo
mostraram diferenca entre os extratos. As espécies L. cuprina e M. domestica mostram ser

mais susceptiveis aos 6leos do que aquelas pertencentes ao género Chrysomya. No geral, as
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concentragdes de C. citratus que apresentaram a mesma resposta do que as concentragdes de

P. aduncum e Piper sp. foram menores.

Lopes et al. (2014) encontraram 8,3 + 0,5, 8,3+ 0,5 e 8,3 £ 0,5 dias de duracdo total
do ciclo de C. putoria na concentracdo 25, 50 e 75 mg de P. scandens. Esses valores se
aproximam daqueles encontrados nos testes com P. aduncum na concentragdo 50 mg
(8,2 0,5 dias). Carrico et al. (2014) ao realizarem testes com esta mesma espécie de
Chrysomya, encontraram 9,0+£0,2, 94+0,4 e 9,4+0,4 dias de duracdo do periodo de
neolarva a adulto nas concentracbes 5, 10 e 25mg de P.sapota. Esses resultados se
assemelham, respectivamente, aqueles obtidos nas concentragdes de 25 e 150 de P. aduncum
do presente estudo (9,1 £ 0,9 dias e 9,4 0,5 dias, respectivamente).

Podemos observar que a espécie C. putoria, apesar de pertencer ao mesmo género que
C. megacephala, parece ter uma tendéncia maior a sofrer uma diminuicdo de dias de seu

desenvolvimento pos-embrionario do que esta espécie.

Mello et al. (2010) ao trabalharem com a concentracao 5, 10 e 25 mg de E. splendens
contra M. scalaris encontraram, respectivamente, 12,2 + 0,4, 12,2+ 0,5 e 12,2 £ 0,5 dias de
duracdo do estagio de neolarva-adulto. Nenhum resultado encontrado no presente estudo se
assemelhou aos valores encontrados por estes autores. Essa discrepancia nos valores pode ser

justificada pelo fato das espécies de dipteros testadas pertencerem a familias diferentes.

Como Gomes et al. (2009) avaliaram apenas a mortalidade larval das moscas das
frutas, estes ndo obtiveram resultados quanto a seus demais estagios. Nao foi possivel, assim,

comparar seus resultados com aqueles obtidos no presente estudo.

Nos experimentos feitos com o 6leo extraido de P. aduncum, concluiu-se que a
concentracdo 100mg foi aquela que proporcionou um maior tempo de duracdo do ciclo de
vida de C. megacephala, enquanto que a concentracdo 200mg foi aquela capaz de provocar
um encurtamento deste ciclo. Nos testes com PI-02, na concentracdo 250mg se obteve uma
maior duracédo do periodo de neolarva a adulto, ao passo que a concentragcdo 25mg obteve um
menor tempo de duracdo deste estagio. Esses resultados puderam ser confirmados através da

diferenca estatistica encontrada no Teste de Tukey (p<0,01%).
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5.5.3 Mortalidade do periodo de neolarva-adulto e outras observacdes constatadas neste
estagio

Cabral et al. (2007) obtiveram 32 % de mortalidade total no grupo controle, 30 % no
grupo controle com acetona e 61 % na concentracdo 25 mg de yangambina. Esses autores
observaram diferentes alteracdes nas etapas do ciclo de C. megacephala em seus testes com 0
6leo extraido de O. duckei. A toxicidade de lignanas ja havia sido registrada para insetos, em

trabalhos como o de Miyazawa et al. (1998) utilizando Drosophila melanogaster.

Assim, Cabral et al. (2007) puderam confirmar que além desta substancia ter se
mostrado toxica para C. megacephala, como foi para outros insetos, esta ainda foi capaz de
interferir em seu sistema endocrino, causando modificagbes em seu metabolismo e
morfologia. De todos os trabalhos levantados, este grupo foi o Unico que registrou as
alteracdes morfoldgicas presentes nos adultos. Esse tipo de registro é primordial para uma
analise mais apurada dos tipos de alteracfes que os 6leos ministrados sdo capazes de causar
no ciclo de vida do inseto.
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Figs. 2-4. C. megoophala adudt flies, as seen with
stereamicrascopy- (2) Control fly. (3) Adult By presenting
Tight xr‘.:‘.q:émlluirnl alterations in the head. Note the re-
duction in eye size and the enlargement of the gena (4)
Adult fly presenting severe morphological alterations. Note
the reduced wings and the deformation in the body and
mouthparts. Furthermore, the insect sill presents a grayish

color.

Figura 27 - Alteracbes morfologicas registrada por Cabral et al. (2007) em testes feitos com a
concentragdo 25 mg do dleo esscencial extraido de Ocotea duckei contra Chrysomya megacephala.

Os autores dividiram as alteraces morfolégicas em dois tipos: Leve, na qual se
observou uma reducdo no tamanho dos olhos dos insetos adultos e um alargamento de seus
genas, e severa, onde se constatou uma reducdo das asas dos insetos e uma deformagdo no
corpo. No presente estudo, foram utilizadas as categorias: Apenas asas atrofiadas, de maneira
que o resto do corpo do inseto permaneceu sem atrofia e totalmente atrofiados, que se

assemelharia a categoria “alteragdes morfologicas severas” de Cabral et al. (2007).

No presente estudo, a maioria dos espécimes atrofiados ndo conseguiram desinflar o
ptilineo (figuras 23, 24, 26 e 27). Dos espécimes registrados por Cabral et al. (2007), esta

caracteristica so € possivel de ser observada no adulto pertencente a categoria “com alteragdes

morfoldgicas severas”.
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Assim como foi constatado por esses autores em seus testes com yanganbina, no
presente estudo foi observada uma alteracdo na coloracdo dos espécimes adultos atrofiados,
qguando comparados ao grupo controle. A determinacdo da coloracao dos espécimens foi feita
em no maximo 3 horas apds emergéncia do adulto, assim como foi feito por Cabral et al.
(2007).

Apesar dos tipos de coloracdo observados, bem como a porcentagem dos adultos que
tiveram as mesmas (em cada concentracdo) terem sido mensuradas, esses valores ndo foram

incluidos no presente trabalho.

Por o presente estudo ter trabalhado com sete concentragdes, houve uma grande
quantidade de adultos que emergiram no total. Ndo houve possibilidade de todos os espécimes
terem sido fotografados em um curto periodo de tempo. Por conta disso, muitos espécimes

que ndo foram registrados ainda, escureceram com o passar do tempo.

O registro dos mesmos poderia inviabilizar uma anélise verdadeira dos resultados
obtidos, uma vez que o nimero de insetos com coloracdo mais escura iria sobressair sobre 0s
demais. Levar em conta esses fatores é essencial para estabelecer, em préximos estudos, uma
metodologia que permita o registro de todos os espécimes atrofiados antes dos mesmos

escurecerem.

Cabral et al. (2007) constataram 20 % de atrofia geral nos espécimes adultos que
emergiram de seus experimentos com a concentracdo 25 mg do 6leo. No trabalho de Cabral et
al. (2007), se observou 20 % de mortalidade total em seus testes com 25 mg yangambina.
Esses resultados se assemelham daqueles obtidos para a concentracdo 50 mg de PI-02
(22,35 % de mortalidade total).

Esses autores ndo fizeram uma relacdo de qual seria a porcentagem de atrofia por
categoria atribuida, bem como a relacdo de machos e fémeas atrofiados. No presente estudo, a
concentracdo 25mg de P. aduncum obteve 62,26 % de machos e 55,26 % de fémeas
atrofiadas, totalizando 59,34 % atrofiados. Enquanto que esta mesma concentragdo nos testes
com PI1-02 encontrou 35,48 % de machos e 37,03 % fémeas atrofiadas, totalizando 35,48%

atrofiados.

Nos testes com a concentracdo 25 mg de P1-02, as fémeas foram mais atingidas pelo
oleo aplicado topicamente. Essa reacdo poderia indicar que o extrato testado desta espécie de
planta apresenta grandes potenciais inseticidas. Apesar de machos e fémeas serem

responsaveis pela veiculagdo de enteropatdgenos, um dleo capaz de causar mais atrofias em
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fémeas poderia indicar um bom biopesticida, uma vez que iria reduzir a quantidade de casos

de miiases.

Apesar disso, a concentracdo 25 mg de P. aduncum foi capaz de causar uma
mortalidade maior de adultos totais, 0 que ndo exclui essa amostra como um bom biopesticida
também. Como os espécimes adultos atrofiados ndo conseguiriam sobreviver na natureza, este
extrato poderia ser capaz de reduzir a populacdo destes dipteros muscoides (Greenberg 1971 e
1973; Paiva 1994).

Cabral et al. (2007) ndo levaram em consideracdo as atrofias existentes no grupo
controle. Mensurar o indice natural de atrofias existente entre os insetos poderia auxiliar
melhor a calcular a toxicidade do éleo ministrado. No presente estudo se obteve 22,22 % de
mortalidade em machos e 28,45 % mortalidade em fémeas, totalizando uma média de 37,25 %
atrofiados, no grupo controle. No grupo controle com DMSO, se obteve 18,86 % de
mortalidade em machos e 14,03 % mortalidade em fémeas, totalizando uma media de 16,36 %
atrofiados.

Os resultados encontrados mostram que aparentemente existe uma tendéncia natural as
fémeas serem mais susceptiveis a atrofias do que os machos, o que poderia explicar altos
indices de atrofias para este sexo em diferentes concentragdes. Além disso, apesar do DMSO
ter mostrado ser capaz de causar alteraces na duracdo do ciclo de vida de C. megacephala,
este diluente ndo é necessariamente toxico as mesmas. Foi constatado um indice de atrofias

maior no grupo controle do que no grupo controle com DMSO.

A concentragdo 300 mg de P. aduncum apresentou a menor porcentagem de atrofias
em machos (24,32 %) e em fémeas (12,50 %). A concentracdo 25 mg apresentou a maior
porcentagem de atrofias em machos (62,26 %) e a concentracdo 100 mg apresentou a maior
porcentagem de atrofias em fémeas (77,77 %). Em relacdo ao total de atrofias (machos e
fémeas) com as diferentes concentracdes do 6leo extraido de P. aduncum, a concentracdo
300 mg apresentou a menor porcentagem de atrofias, com 18,18 %, enquanto que a
concentracdo 25 mg apresentou a maior porcentagem, com 59,34 %.

A concentracdo 100 mg de Piper sp. apresentou a menor porcentagem de atrofias em
machos (9,75 %) e em fémeas (12,50 %). A concentragdo 150 mg apresentou a maior
porcentagem de atrofias em machos (43,33 %) e a concentracdo 200 mg apresentou a maior
porcentagem de atrofias em fémeas (44,44 %). Em relacdo ao total de atrofias (machos e

fémeas) com as diferentes concentracfes do 6leo extraido de PI-02, a concentracdo 100 mg
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apresentou a menor porcentagem de atrofias, com 10,76 %, enquanto que a concentracao
200 mg apresentou a maior porcentagem, com 43,07 %.

Esses resultados ressaltam a importancia de se realizar testes com diferentes
concentracdes de extratos, pois pequenas alteracdes na concentracdo (como de 100 para
150 mg de PI1-02) poderiam mudar drasticamente os resultados encontrados. Estudos voltados
para o porqué de algumas concentragdes altas dos 6leos ndo serem capazes de impactar tanto

o ciclo de C. megacephala, como as concentracGes mais baixas precisam ser realizados.

No presente estudo se obteve 12,15 % de mortalidade do estagio de neolarva-adulto no
grupo controle, 10,6 % no grupo controle com DMSO, 25,4 % na concentragcdo 25 mg de
P. aduncum e 1,62 % na concentracdo 25 mg de PI-02. Apesar de o grupo controle apresentar
uma mortalidade total alta, os testes com P. aduncum indicam que este Oleo é capaz de

impedir que os espécimes adultos emerjam de suas pupas.

Os motivos pelos quais os testes com a concentracdo 25 mg de PI-02 terem
proporcionado uma alta emergéncia dos adultos precisam ser mais bem investigados. Esta
concentracdo foi uma das que mais tiveram indices de atrofia (35,48 % atrofiados totais), o

que poderia indicar que apesar dos adultos terem emergido, estes ndo eram viaveis.

Cabral et al. (2007) obteve 0,4 de razdo sexual no grupo controle, 0,8 no grupo
controle com acetona e 0,4 na concentracdo 25 mg de yangambina. No presente estudo
também se obteve 0,4 no grupo controle, contudo, no grupo controle com o diluente (DMSO)
foi encontrado 0,5 de razdo sexual. Esses resultados sugerem que em uma populacdo de

C. megacephala ha mais fémeas do que machos.

A concentragdo 25 mg de yangambina obteve resultados diferentes desta mesma
concentracdo nos testes com P. aduncum e P1-02. Ambas as espécies de Piper obtiveram 0,4
de razdo sexual, indicando um ndmero maior de fémeas. Enquanto que o valor encontrado
para a concentracdo 25mg de yangambina sugere um maior nimero de machos. A
concentracdo 200 mg de PI-02 foi a que obteve valor semelhante ao teste com yangambina
(0,7).

Mendonca et al. (2011) obtiveram aproximadamente 30 % de mortalidade no estagio
de neolarva-adulto no grupo controle, 20 % de mortalidade na concentragdo 50 mg, 25 % de
mortalidade na concentragdo 100 mg, 35 % de mortalidade na concentragdo 150 e 200 mg e
47 % de mortalidade na concentracdo 300 mg. No presente estudo, se encontrou nos testes de
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P. aduncum e PI-02 para cada uma dessas concentragdes, respectivamente, 34,14 e 30,89%,
34,3 e 46,34%, 32,52 e 39,84%, 72,38 e 45,53% e 41,46 e 38,21% (tabela 5 e tabela 12).

Como no grupo controle do presente estudo se encontrou 12,15 % de mortalidade de
neolarva-adulto, e no grupo controle com DMSO se obteve 10,6 % as concentracdes que
obtiveram maior mortalidade deste estagio foram 200mg da P. aduncum (72,38 %) e 250 mg
da Piper sp. (68,29 %).

Os resultados encontrados no grupo controle do trabalho de Mendonga et al. (2011) se
assemelham aqueles encontrados para a concentracdo 50 mg de PI-02 (30,89 % mortalidade
total). A concentracdo 25mg de P. aduncum obteve 25,4 % de mortalidade total, se
assemelhando aos resultados encontrados por estes autores para as concentracdes 50 e
100 mg.

A concentragdo 100 mg de P. aduncum foi a que mais se aproximou dos resultados
encontrados por Mendonga et al. (2011) para as concentracdes 150 e 200 mg. Esta obteve
34,3 % de mortalidade total. Os 47 % de mortalidade total encontrados na concentracdo
300 mg do latex testado por Mendonca et al. (2011) se aproximam dos valores encontrados
nos testes com a concentracdo 100 mg de PI1-02 (46,34%). Diferente do que foi encontrado
por Mendonga et al. (2011), a maioria dos grupos tratados com as diferentes concentracfes

dos 6leos desencadearam maior mortalidade do que o grupo controle.

Pinto et al. (2015a; 2015b) encontraram para as quatro espécies de mosca testadas,
uma mortalidade de neolarva-adulto abaixo dos 20 % no grupo controle puro e no grupo
controle com DMSO. Assim, como nos testes realizados com P. aduncum e Piper sp. (tabela
5 e tabela 12).

A mortalidade desse estagio encontrada para C. megacephala e C. putoria nos testes
feitos com as concentragdes 5, 10 e 25 mg de C. citratus proveniente do Brasil e de Cuba foi
de aproximadamente 40 %. A concentracdo 300 mg de P. aduncum foi a que teve uma
mortalidade de neolarva-adulto que mais se aproximou desta, uma vez que apresentou
41,46 % de mortalidade total.

A concentracdo 50 mg dos dois 6leos gerou aproximadamente 45 % de mortalidade
para este estagio em ambas as espécies de mosca, se assemelhando dos resultados obtidos na
concentra¢do 200 mg de PI1-02 (45,53 %). A concentracdo 75 mg dos 6leos obteve uma média

de 50 % de mortalidade no estagio de neolarva a adulto, de maneira que a concentracdo
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250 mg de P.aduncum seja a que mais se aproxima dos valores obtidos por Pinto et al.
(2015b) (51,89 %).

A concentracdo 100 mg dos 6leos mostrou uma média de 80% de mortalidade no
estagio de neolarva-adulto dos testes com C. megacephala e C. putoria, sendo o maior valor
encontrado por estes autores. A concentracdo 200 mg de P. aduncum foi a que mais se
aproximou deste valor, pois obteve uma mortalidade de 72,38 %.

O presente estudo obteve para as concentracbes 25 mg, 25,4 % de mortalidade no
estagio de neolarva-adulto nos testes com P. aduncum e 1,62 % de mortalidade no estagio de
neolarva-adulto nos testes com Piper sp. A concentracgdo 50 mg destes Oleos gerou,
respectivamente 34,14 e 30,89 % de mortalidade. Como o presente estudo ndo incluiu o
extrato bruto nos testes, a comparacdo com os resultados obtidos por Pinto et al. (2015a;
2015b) para este grupo foi impossibilitada.

Nos testes realizados por estes autores com L. cuprina e M. domestica nas
concentracdes 5, 10 e 25 mg, dos Oleos provenientes dos dois paises, foi encontrado uma
média de 60 % de mortalidade total. Se assemelhando a concentragdo 250 mg de PI-02
(68,29%). As concentracfes 50 e 75mg de C.citratus contra L. cuprina encontraram
aproximadamente 45 % de mortalidade para esse estagio, se assemelhando a concentracédo
200 mg de PI1-02 (45,53 %). Essas mesmas concentracdes contra M. domestica apresentaram
uma média de 70 %, se assemelhando do valor obtido para a concentracdo 200 mg de
P. aduncum (72,38 %).

De uma forma geral, os 6leos obtidos do C. citratus mostraram causar uma diminuicao
na emergéncia dos adultos, assim como aqueles extraidos de P. aduncum e PI-02. O fato de
estas trés espécies apresentarem composto similares em sua composicdo como o cadineno,

poderia justificar essas reagoes.

Lopes et al. (2014) ao trabalharem com C. putoria, encontraram 15 % de mortalidade
de neolarva-adulto no grupo controle, 25 % nas concentracfes 25 e 50 mg e 20 % na
concentragdo 75 mg. No presente trabalho ndo foi realizado teste com a concentracdo de

75 mg.

Os grupos controles dos experimentos com P. aduncum e Piper sp. apresentaram uma
mortalidade deste estagio bem menor do que o grupo controle do trabalho de Lopes et al.
(2014). Isto poderia indicar que a espécie C. putoria apresenta uma mortalidade total natural

superior a C. megacephala.
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A concentragdo 25 mg dos testes feitos com P. aduncum foi a que mais se aproximou
dos valores obtidos por Lopes et al. (2014) para todas as concentragdes (25,4 %). De uma
forma geral, os dleos obtidos no presente estudo mostraram dificultar mais a emergéncia dos

adultos do que aqueles extraidos de P. scandens.

Esses autores encontraram 0,5 de razdo sexual em todos os grupos de seus
experimentos, mostrando que a substancia testada ndo é capaz de interferir no sexo dos
adultos. Esses resultados diferem daqueles obtidos no presente estudo. ConcentracGes como a
100, 200 e 250 mg de P. aduncum foram capazes de gerar uma maior porcentagem de machos

(0,6), quando comparadas ao grupo controle (0,4).

Os Unicos trabalhos que levaram em consideracdo a razdo sexual dos adultos que
emergiram de seus testes na analise dos resultados foram o de Cabral et al. (2007) e Lopes et
al. (2014). Incluir este tipo de informacdo em estudos de controle poderia fornecer mais
informacdes a respeito da maneira como o 6leo tratado age nos individuos testados, uma vez

que o mesmo poderia afetar mais fémeas do que machos, ou vice-versa.

Carrico (2014) ao testaram de P. sapota também contra C. putoria, obtiveram
aproximadamente 35 % de mortalidade de neolarva a adulto no grupo controle, 55 % de
mortalidade na concentracdo 5 mg, 30 % de mortalidade na concentragdo 10 mg e 25 % de
mortalidade na concentracdo 25 mg. No presente estudo nao foi realizado teste com a
concentracdo 5 e 10 mg dos 0leos testados. A concentracdo 25 mg de P. aduncum (25,4%) foi

a que obteve um valor mais parecido com a concentracdo 25 mg de P. sapota.

A concentragdo 250 mg de P. aduncum foi a que obteve um valor de mortalidade mais
parecido com a concentracdo 5 mg testada por Carrico et al. (2014), uma vez que esta obteve
51,89 % de mortalidade. A concentracdo 50 mg de PI-02 obteve 30,89 % de mortalidade, se

assemelhando aos resultados obtidos por estes autores para sua concentra¢do 10 mg.

Assim como os resultados encontrados no presente estudo, aparentemente esta amostra
ndo provocou dose-dependéncia no inseto-alvo. Contudo, os Oleos de Piper testados
mostraram ter mais ativida inseticida contra C. megacephala do que o oleo testado por
Carrico et al. (2014).

Mello et al. (2010) ao testaram o latex extraido de E. splendens var. hislopii contra
M. scalaris, encontraram 36,0 % de mortalidade de neolarva-adulto no grupo controle. Este
valor se aproximou da concentracdo 100 mg de P. aduncum (34,3 %). Este alto valor
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encontrado no grupo controle mostra que esta espécie de diptero também apresenta uma alta
taxa natural de mortalidade durante o periodo pupal.

Esses autores encontraram ainda, 63,5 % de mortalidade para a concentracdo 5 mg,
sendo a concentracdo 250 mg de P1-02 a que mais se aproximou destes resultados (68,29 %).
Mello et al. (2010) encontraram 57,5% para a concentragdo 10 mg e 58,5% para a
concentracdo 20 mg, de maneira que a concentracdo 250 mg de P. aduncum foi a que mais se

aproximou dos valores obtidos (51,89 %).

Gomes et al. (2009) ndo avaliaram os efeitos que os Oleos de P.purusanum e
P. marginatum apresentaram nas etapas adiante da larval. Assim, os resultados obtidos no
periodo de neolarva a adulto de C. megacephala ndo puderam ser comparados com o trabalho

destes autores.

Até o presente momento, 0s unicos trabalhos existentes na literatura que utilizaram
extratos provenientes de P. aduncum contra alguma espécie de diptero muscoide foi 0 de Mee
et al. (2009) e Carmona-Hernandez et al. (2014). Em ambos os estudos o objetivo foi verificar
uma possivel atividade inseticida proveniente de extratos de P. aduncum, por conta disso,

ambos os trabalhos fizeram uso apenas de insetos adultos.

Mee et al. (2009) ao trabalharem com a espécie M. domestica, aplicaram 1 mL de
diferentes concentragdes de P. aduncum diretamente sobre o térax desta mosca. Estas foram
observadas por uma hora para avaliar os efeitos dos extratos sobre as mesmas. A mortalidade
foi aferida 24 horas ap0s a aplicacdo dos extratos. Apesar dos autores ndo relatarem quais
concentracfes foram testadas, sua metodologia consistiu de 6 réplicas com 25 moscas para
cada concentragdo. Os resultados obtidos foram comparados com o grupo controle, cujas
moscas recebiam topicamente Resigen®. Os testes foram realizados na temperatura de
26 £ 2°C.

Estes autores constataram uma maior susceptibilidade a alteracfes comportamentais e
fisioldgicas em machos do que em fémeas. Apesar do presente estudo ndo ter realizado este
tipo de analise, foi constatado um maior percentual de atrofias em fémeas do que em machos.
Isso poderia indicar que as fémeas sdo mais afetadas por estes extratos quando possuem
contato com 0 mesmo ao longo de seu ciclo do que quando possuem contato com 0 mesmo

apenas na fase adulta.

Contudo, como este tipo de analise ndo foi levada em consideracdo, sendo assim se

torna dificil comparar os resultados obtidos entre os dois trabalhos. Apesar disso, estes
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autores registraram resultados promissores com as diferentes concentra¢Ges de P. aduncum
testadas, 0 que sugere que mais estudos a respeito da potencial atividade inseticida desta

espeécie de planta devem ser feitos.

Carmona-Hernandez et al. (2014) testaram extratos provenientes das espécies de
planta P.aduncum, P. hispidium, P. sanctum, P. diandrum, P. amalago, P. nudum,
P. psilorhachis, P. auritum e P. umbellatum contra D. melanogaster. Foram utilizados, para
cada ensaio, 10 adultos de 2 a 5 dias de vida, sem serem sexados. Estes foram postos em
frascos que continham discos de contato (4 cm de didmetro) impregnados com 200 mL dos
extratos. Para P. aduncum foram utilizadas as concentragfes: 100, 200, 300, 400 e
500 mg/mL.

Das espécies estudadas, P. aduncum foi considerada como a terceira mais toxica e
uma das mais promissoras para ser utilizada como bioinseticida, uma vez que apresentou alto
grau de mortalidade em concentracdes baixas. Apesar do presente estudo nédo ter incluido
testes nos insetos adultos, P. aduncum apresentou maior mortalidade no estagio de neolarva-

adulto do que PI - 02, ressaltando seu potencial biopesticida.

5.6 Observac0es gerais sobre os resultados obtidos até o presente momento

Como foi mencionado ao longo da discussdo, o fato de que algumas das concentracfes
baixas de P. aduncum e Piper sp. terem sido capazes de causar maior mortalidade do que as
mais altas, este fato precisa ser melhor investigado. Esse tipo de resultado foi encontrado em

quase todos os trabalhos citados que utilizaram a mesma metodologia do presente estudo.

Abdel-Shafy et al. (2009) realizaram testes com diferentes extratos brutos contra
larvas de C. albiceps e também observaram essa resposta. Segundo 0s autores, essa reacdo
provavelmente estaria relacionada a capacidade que as larvas de dipteros muscoides terem de
empupar mais rapidamente quando sdo submetidas a estresses, tais como a aplicacdo de uma
alta concentragdo de extrato. Por conta disso, estas seriam capazes de “se livrar” dos danos
causados por estas concentragdes, sendo capazes de gerar, assim, adultos mais normais do que

aqueles provenientes das baixas concentragoes.

Por a maioria dos trabalhos terem estudado plantas cujas caracteristicas particulares
variavam daquelas presentes em P. aduncum e Piper sp. (mesmo a P. marginatum e
P. purusanu trabalhada por Gomes et al. 2009), foram encontradas grandes discrepancias

entre os resultados. Além disso, a maioria dos trabalhos, além de ndo ter trabalhado com
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C. megacephala, ndo incluiram em suas discussGes o estagio de pré-pupa, razdo sexual dos
adultos e atrofias existentes entre os adultos, o que dificultou a discussdo dos resultados
obtidos.

De uma forma geral, os Oleos testados no presente estudo mostraram atividades
larvicidas, pupicidas e inseticidas potenciais, caracteristicas que fazem uma substancia ser
considerada um bom biopesticida. O fato dos testes terem sido realizados com a proporcao de
0,5 mL/larva torna os resultados obtidos ainda mais satisfatorios. Isso demonstra que mesmo
guando ministrado sobre as larvas em baixas concentracbes (para o padrdo adotado nos
demais artigos), os Oles de P. aduncum e Piper sp. apresentam toxicidade e capacidade de

alterar as etapas do desenvolvimento pds-embrionario de C. megacephala.

Para coletar mais informacbes sobre estes Oleos, estudos voltados para a
implementacdo de um controle positivo na metodologia dos experimentos (onde poderiam ser
utilizados inseticidas comerciais) precisam ser realizados. Além disso, utilizar ferramentas
complementares, como a microscopia eletrénica, poderia auxiliar a detec¢do de maneira mais

aprofundada das alteracGes morfoldgicas geradas.

No presente estudo os Oleos foram aplicados diretamente sobre as neolarvas, de
maneira que todo o ciclo do inseto pudesse ser observado. Apesar disso, estudar os efeitos
destas substancias sobre outras etapas do ciclo de vida de C. megacephala poderia ajudar a
compreender melhor a maneira como os 6leos essenciais afetam fisiologicamente os dipteros

muscoides.
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6 CONCLUSOES

1. Evidenciou-se que a massa larval em individuos emergidos do sexo masculino foi
maior do que nas fémeas, contudo, todas as concentragdes testadas mostraram ser
capazes de gerar larvas mais leves de Chrysomya megacephala, sendo a concentracéo
200 mg de P. aduncum e de P1-02 a mais efetivas.

2. Ambos os 0leos essenciais tiveram um efeito acelerador no tempo de desenvolvimento
pos-embrionario de Chrysomya megacephala, provocando uma reducdo em ateé 2 dias
com um maior efeito no estagio pupal nos tratamentos com as doses de 200 mg/mL

para as duas espécies de Piper testadas.

3. Todas as concentracdes mostraram indices de mortalidade maior as dos grupos
controle, sendo que as maiores percentagens de mortalidade larval, pupal e de
neolarva-adulto foram encontradas na concentracdo de 200 mg/mL de ambas as

espécies de Piper testadas.

4. O estudo da estabilidade da descendéncia proveniente da colonia de
Chrysomya megacephala tratada com os 6leos de espécies de Piper, baseado na razéo
sexual, evidenciou que a maioria dos grupos tiveram um indice na faixa da
normalidade (ao redor de 0,5), porém a concentracdo 200 mg/mL de Piper sp. (P1-02)

foi aquela onde houve emergéncia de um maior nimero de individuos machos.

5. O estudo microscopico da morfologia externa dos adultos emergidos mostrou que
ambos os 6leos das espécies de Piper induzem o aparecimento de malformacdes no
fendtipo dos individuos tratados, principalmente em machos, sendo a concentracéo de

25 mg/mL de P. aduncum a de maior efeito indutor atingindo 0 59% do grupo.
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8 ANEXO
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