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RESUMO

Introducéo: O uso de plantas como inseticidas podem substituir muitos produtos
sintéticos por apresentarem baixa toxicidade para os animais e biodegradacdo no
ambiente. A espécie Lantana montevidensis (Spreng.) Brig. (Verbenaceae),
chumbinho, é um vegetal subarbustivo rico de compostos secundérios para a sua
defesa. O modelo experimental com Drosophila melanogaster tem sido usada para
estudos, por apresentar vantagens, pois tem facil manuseio e rapida taxa de
reprodugao.

Objetivo: Avaliar a composicdo quimica e efeito inseticida do éleo essencial (OE)
de L. montevidensis contra D. melanogaster.

Metodos: O OE das folhas secas provenientes do Crato-CE, Brasil, foi extraido por
hidrodestilacao e foi analisado por CG/EMS para identificacdo dos constituintes. No
ensaio foi avaliada a mortalidade e geotaxia negativa das moscas, em que elas
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foram expostas a diferentes concentragées do OE (3-30,5 pug/mL do dleo
essencial/ar). Um total de vinte moscas adultas foram submetidas a diapausa por
meio de resfriamento e em seguidas foram colocadas em frascos de 300 mL, cuja
parte inferior havia papel filtro impregnado com 1 mL de sacarose a 20 % em agua
destilada. Na parte superior (tampa) foi afixado um papel filtro para a aplicacao do
produto a ser testado, nesse caso o OELM. As leituras foram realizadas a cada 3, 6,
12 e 24 h.

Resultados: Os resultados mostraram que o OE apresentou o B-Cariofileno (34,96
%), o Germacreno D (25,49 %) e o Biciclogermacreno (9, 78 %) como
componentes majoritarios, no ensaio inseticida houve uma CLso na concentracao de
15,14 pg/mL em 3 h de exposicdo, e houve um efeito significativo nos danos do
aparelho locomotor das moscas.

Concluséo: Este estudo fornece evidéncias que esse OE apresenta-se como um
potencial bioinseticida.

Palavras chave: Mosca da fruta; Lantana montevidensis; Chumbinho; dleo
essencial; bioinseticida.

RESUMEN

Introduccién: el uso de plantas como insecticidas puede sustituir muchos
productos sintéticos porque tienen baja toxicidad para los animales y son
facilmente biodegradables en el medio ambiente. La especie Lantana montevidensis
(Spreng.) Briq. (Verbenaceae), Chumbinho, es una planta sub-arbustiva rica en
metabolitos secundarios para su defensa. El modelo experimental en Drosophila
melanogaster se ha utilizado para varios tipos de estudios, presenta algunas
ventajas como: facil manejo y tasa de reproduccion rapida.

Objetivo: evaluar la composicidon quimica y el efecto insecticida de aceite esencial
(OE) de L. montevidensis contra las D. melanogaster.

Métodos: el OE de hojas secas del Crato-CE, Brasil, se extrajo por hidrodestilacion
y se analizé por GC/EMS para identificar los constituyentes. En el test se evalud la
mortalidad y geotaxia negativas de las moscas, donde fueron expuestos a
diferentes concentraciones de OE (3-30,5 pg/mL de aceite esencial/aire). Un total
de veinte moscas adultas se sometieron a diapausa por enfriamiento y seguido se
colocaron en botellas de 300 mL, la parte inferior contenido papel de filtro
impregnado con 1 mL de 20 % de sacarosa en agua destilada. En la parte superior
(tapa) se haya colocado un papel de filtro para la aplicacion del producto a ensayar,
la OELM. Las lecturas se realizaron cada 3, 6, 12 y 24 h.

Resultados: Los resultados mostraron que el OE presenta la B-cariofileno (34,96
%), el germacreno D (25,49 %) y bicyclogermacrene (9,78 %) como componentes
principales en el ensayo insecticida habia una CLso de la concentracién de 15,14
Hg/mL en 3 h de exposicidn, y habia un un efecto significativo en el dano del
aparato locomotor de las moscas.

Conclusion: este estudio proporciona evidencia de que este OE o se presenta
como un biopesticida potencial.

Palabras clave: mosca de la fruta; Lantana montevidensis; Chumbinho; aceite
essencial; insecticida.

http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales 2017;22(1)

ABSTRACT

Introduction: The use of plants as insecticides may be an alternative to many
synthetic products because their toxicity to animals is low and they are easily
biodegradable in the environment. The species Lantana montevidensis (Spreng.)
Brig. (Verbenaceae), chumbinho, is a subshrub rich in secondary metabolites it
uses for its own defence. The experimental model for Drosophila melanogaster has
been used in several types of studies. Some of its advantages are its easy
management and its fast rate of reproduction.

Objective: Evaluate the chemical composition and insecticidal effect of the
essential oil (EO) of L. montevidensis against D. melanogaster.

Method: EO of dry leaves from Crato-CE, Brazil, was extracted by hydrodistillation
and analyzed by GC/EMS to identify its constituents. As part of the test, evaluation
was conducted or the mortality and negative geotaxis of the flies, to attain which
they were exposed to different concentrations of the EO (3-30.5 pg/mL essential
oil/air). A total 20 adult flies were subjected to cold diapause and placed in 300 mL
bottles with filter paper in their lower section impregnated with 1 mL of 20 %
saccharose in distilled water. Filter paper was also attached to the upper section
(lid) to apply the test product OELM. Readings were taken every 3, 6, 12 and 24 h.
Results: Results showed that the principal components of the EO are ?-
caryophyllene (34.96 %), germacrene D (25.49 %) and bicyclogermacrene (9.78
%). In the insecticide test there was a CL50 for the concentration of 15.14 pg/ml in
3 h exposure, and significant damage to the locomotor system of the flies.
Conclusion: The study provides evidence that the EO analyzed is a potential
biopesticide.

Keywords: fruit fly; Lantana montevidensis; chumbinho; essential oil; insecticide.

INTRODUCAO

De acordo com a legislacdo brasileira os agrotoxicos sao produtos resultantes de
processos, sejam eles fisicos, quimicos ou bioldgicos, que sdo utilizados em setores
de producdo agropecuaria. Esses produtos tem como finalidade a preservacdo de
danos causados por pragas a pecuaria.! Os agrotdxicos podem ter efeitos negativos
sobre a salde humana quanto ao meio ambiente, no mesmo ano o IBGE destacou o
Brasil como sendo o maior consumidor de agrotoxicos do mundo.2#

Esses produtos sdo utilizados para o combate de pragas, os quais constituem na
grande maioria, artropodes. Uma praga frutivora em regides tropicais e subtropicais
em todo o mundo é o diptero pertencente a familia Tephritidae, a mosca do
mediterraneo, Ceratitis capitata (Wiedemann). Esta é uma praga bastante
conhecida por poder se alimentar de pelo menos 250 espécies frutivoras diferentes
e acarretar enormes prejuizos econémicos as industrias alimenticias.>®

Desde o século XX o combate de pragas tem se intensificado, o uso dos inseticidas
sintéticos ocasionou resisténcia nos organismos alvos e toxicidade para organismos
nao alvos”-®. Uma alternativa que vem se trabalhando no inicio do século XXI é

inseticidas derivados dos componentes secundarios das plantas, por exemplo éleos
essenciais. A escolha desses derivados deve-se a dois fatores, o primeiro € por que
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a constituicdo quimica dos vegetais é variavel, sendo assim as pragas nao
apresentariam resisténcia a longo tempo, e o segundo é por os vegetais
apresentarem baixa toxicidade a humanos, rapida degradagao e impacto ambiental
reduzido.8°

Uma planta rica em componentes secundarios é a espécie Lantana montevidensis
(Spreng.) Brig., conhecida popularmente como "chumbinho", & nativa tanto no
Brasil como no Uruguai, e em outras partes do mundo é considerada uma espécie
invasora. 19!t H3 na literatura relatos de que o d6leo essencial de L. montevidensis
(OELM) apresenta atividades bioldgicas tais como moduladora de antibidticos e
atividade antibacteriana.?!3 Entretanto ndo ha registros na literatura evidenciando
0 seu potencial inseticida.

Modelos alternativos sdo utilizados para a deteccdo de produtos quimicos e
bioldgicos eficientes contra pragas, uma espécie bastante estudada como modelo
alternativo, é o diptero Drosophila melanogaster. Devido a D. melanogaster ser
evolutivamente préoxima a muita das pragas da agricultura, pesquisas de
bioinseticidas estdo sendo voltados a esse modelo, como é relatado com o dleo
essencial de espécies da Familia Myrtaceae, tais como Eugenia jambolana Lam 14,
Eugenia uniflora L.'> ePsidium guajava L.!° Além disso, a D. melanogaster,
apresenta baixo custo de manutengdo, ndao tem mitose em sua fase adulta, com
excecao de algumas células no estdbmago e nas génadas e rapida taxa de
reproducdo permitindo varios ensaios.!®

Considerando uma grande procura por inseticidas alternativos, este estudo teve
como objetivo avaliar os possiveis efeitos inseticidas do 6leo essencial das folhas de
L. montevidensis contra o artropodo-modelo D. melanogaster, bem como
caracterizar por cromatografia gasosa, os constituintes quimicos do 6leo essencial.

METODOS

Material Botanico

As folhas de Lantana montevidensis (Spreng.) Briq. (Verbenaceae) foram coletadas
no Horto de Plantas medicinais da Universidade Regional do Cariri-URCA, Crato-CE
Brasil, em janeiro de 2014 no horario de 09:00 h, com as coordenadas de 7- 22'S;
39- 28'W e 492 m acima do nivel do mar, as folhas foram secas a sombra. O
horario de coleta foi escolhido por haver uma maior producdo de 6leo essencial
pelas folhas. O espécime vegetal foi identificado pela Dra Maria Arlene Pessoa da
Silva, apods a identificagdo, uma exsicata foi depositada no Herbario Caririense
Dardano de Andrade Lima-HCDAL da URCA com Voucher #7518.

Coleta do 6leo essencial

A extragao de dleo essencial foi baseada na metodologia de Matos,!’ foi utilizado
um sistema de hidrodestilacao, em que 150 g das folhas secas trituradas, foram
imersas em 2 L de dgua destilada em um baldo de vidro com capacidade de cinco
litros e foram submetidas a ebulicdo por duas horas. O éleo foi coletado com a
ajuda de uma pipeta pasteur de vidro, posteriormente foi calculado o rendimento e
o 6leo foi armazenado em frascos ambar e refrigerado a -10 °C.
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Estoque e criacdo de Moscas

A criacao das moscas D. melanogaster (estirpe Harwich), foi realizada de acordo
com Cunha et al.'> foi feita no Laboratdrio de Microscopia (LABOMIC) da
Universidade Regional do Cariri-URCA. Elas foram adquiridas da Universidade
Federal de Santa Maria-UFSM, a partir de estirpes originarias do National Espécies
Stock Center, Bowling Green, OH. As moscas foram criadas em garrafas de vidro de
2,5 x 6,5 cm, contendo aproximadamente 5 mL de meio padrao (1 % w/v de
levedura de cerveja, 2 % w/v de sacarose, 1 % w/v de leite em po, 1 % w/v de
agar; 0,08 % w/v de nipagin), criadas a temperatura e umidade constantes (25 £+ 1
°C, 60 % de umidade relativa, respectivamente). Todos os testes foram realizados
com a mesma estirpe.

Ensaio inseticida

A metodologia utilizada foi a de Cunha et al.'> Um total de vinte moscas adultas
foram submetidas a diapausa por meio de resfriamento e em seguidas foram
colocadas em frascos de 300 mL, cuja parte inferior havia papel filtro impregnado
com 1 mL de sacarose a 20 % em agua destilada. Na parte superior (tampa) foi
afixado um papel filtro para a aplicacdo do produto a ser testado, nesse caso o
OELM. Os frascos receberam diferentes concentragdes (3,03, 7,57, 15,5, 22,72 e
30,3 ug de 6leo/mL de ar), ja o grupo controle ndo foi tratado com OELM, mas
apenas a sacarose a 20 %. Os fracos foram mantidos em Estufa de Fotoperiodo,
Modelo-Q315F, com condigdo de ambiente com ciclo claro/escuro de 12 h,
temperatura controlada a 25 £ 1°C e umidade relativa do ar de 60 %.

Ensaio de geotaxia

Para o ensaio de geotaxia negativa foi empregada a metodologia de Coulom &
Birman & Birman!® com algumas modificagdes. Seguiu-se a metodologia da segdo
"Teste de inseticida". Apds as leituras de mortalidade, as moscas foram submetidas
a voos verticais nos frascos do teste. Para as moscas que nado ultrapassaram uma
altura de 6 cm do frasco em 5 segs foi consideradas como o OELM sendo ativo. Os
ensaios foram repetidos cinco vezes (quintuplicata) para cada frasco, (n= 20 de
moscas por frasco) em intervalos de 5 min e comparados com o controle.

Composicao do 6leo essencial (CG/EM)

A composicado quimica do dleo essencial foi realizada por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM), utilizando um equipamento
Shimidzu, Série QP2010. A coluna capilar usada foi do tipo Rtx-5MS medindo 30
mm de comprimento por 0,25 mm de diametro e 0,25 mm de espessura do filme.
O gas hélio foi usado como carreador a uma velocidade de 1,5 mL/min. A
temperatura do injetor foi de 250 °C e no detector foi de 290 °C. A temperatura da
coluna variou inicialmente de 60 a 180° aumentando 5 °C/min, em seguida variou
de 180 a 280 °C aumentando 10 °C/min.

O dleo essencial foi diluido na proporcdo de 1:200 em cloroférmio sendo 1 pL
injetado. O espectrofotébmetro de massas foi ajustado para uma energia de
ionizacao de 70eV. A identificacdo dos componentes individuais foi baseada na sua
fragmentacdo de espectro de massa de acordo com a sua biblioteca espectral NIST
Mass 08, indices de retencdo e comparagdo com dados publicados.'?
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Analise estatistica

Os dados sdo expressos como médias = desvio padrdo, em quintuplicata, com 3
experimentos independentes usando o programa software GraphPad Prism 6,
empregando (Two Way-ANOVA), seguida do teste de Tukey (P < 0,0001). No
ensaio de letalidade, foi realizada o calculo da CLso.

RESULTADOS
Composicao do 6leo essencial

Por meio do CG/EM, foi possivel identificar um total de 22 constituintes quimicos no
oleo essencial, representando 99,12 % de todos os constituintes. Os componentes
majoritarios do OE foram o B-Cariofileno (34.96%), o Germacreno D (25,49 %) e o
Biciclogermacreno (9,78 %) (tabela 1). O d6leo essencial apresentou um rendimento
de 0,109 %.

Teste de inseticida

Os nossos resultados preliminares mostraram que a exposicao das moscas contra o
OELM causou mortalidade apds as primeiras horas de exposicdo, apresentando CLso
baixas em todos os horarios de exposicao (tabela 2). Mostrando que houve uma
atividade inseticida significativa, pois quando comparada com o controle houve uma
alta mortalidade (fig. 1). Além disso, foi possivel identificar que houve uma
mortalidade (atividade inseticida) de modo dose-dependente e do tempo de
exposicao do OELM.

Teste de geotaxia

Para o teste de geotaxia foi possivel observar que o 6leo essencial de L.
montevidensis apresentou atividade contra o aparelho locomotor das moscas.
Houve significancia em todos os grupos tratados (p< 0,0001) apresentando-se
como um composto bioativo (fig. 2).
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Tabela 1. Composicdo quimica do oleo essencial das folhas
de L. montevidensis. Proporgdo relativa dos constituintes
do oleo essencial foi expressa em porcentagem

Porcentagem
o de compostos
Constituintes RI= ‘ RIE ‘ quimicos (%)
| L. montevidensis
| Canfeno | 953 | 951 | 0,56
| Sabineno | 976 | 675 | 1,09
| p-Cimeno | 1026 | 1026 | 0,67
| Terpinoleno | 1088 | 1079 | 1,15
| Oxido de cis-Linalol | 1074 | 1074 | 0,53
| Linalol | 1008 | 1199 | 3,40
| Canfora | 1143 | 1141 | 0,78
| Terpin-4-ol | 1177 | 1174 | 0,17
| Hidrato de t-Sabineno | 1254 | 1257 | 0,56
| a-Copaene | 1376 | 1376 | 5,05
| B-Elemeno | 1301 | 1389 | 2,61
| B-Cariofileno | 1404 | 1401 | 34,96
| (E)-Cariofileno | 1418 | 1423 | 0,08
| Aromandendreno-allo | 1461 | 1460 | 1,35
| a-Humuleno | 1454 | 1451 | 2,56
| Germacreno D | 1480 | 1480 | 25,49
| Valenceno | 1401 | 1489 | 1,58
| Biciclogermacreno | 1494 | 1497 | 9,78
| 5-Cadineno | 1512 | 1509 | 0,13
| a-Cadideno | 1538 | 1538 | 0,45
| Espatulenol | 1576 | 1573 | 2,23
| Oxido de Cariofileno | 1581 | 1585 | 3,04
| Total identificado (%) | | | 99,12

2 Indice de Retengdo Relativo. P indice de Reteng3o Experimental
{com base na série homdloga de n-alkane C7-Cap).
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Tabela 2. Concentragdo do 6leo essencial das folhas
de L. montevidensis responsavel por ocasionar 50 %
da mortalidade das moscas em diferentes tempos de exposigdo.

| Tempo (h) | CLso (pg/mL)
.3 | 15,14
.6 | 24,63
L1z | 18,65
| 24 | 17,01
| 48 | 13,21

Clsp — Concentragde letal capaz de ocasionar 50 %
de mortalidade das moscas.

Taxa de mortalidade (%)

HEE
100- S —
f__,—f’ -& Controle
80 & 3 pg/mL
A & 7,5pg/mL
60 : ¥+ 15,5 pg/mL
_f,/’f/ -4 23 pg/mL
404 — . -8 30,5 pg/mL
20 - ,_ﬁf"': .
{f'__gfi:#:[_____; W
n l_ I-: I 1

20 2545 50
Tempo (h)

Fig. 1. Efeito biocida do OELM (pg/mL) contra D. melanogaster.
(Two Way-ANOWA), seguida do Post hoc de Tukey **%* P < 0.0001.
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Porcentagem de moscas no topo
1004

EEMED [ Controle
£s 3 pg/mL
80+ } B 7.5 pg/mL
§ * Mm 15,5 pg/mL
604 ﬁ Bl 23 pg/mL
3 4% [ 30,5 yg/mL
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201 | i | €
o LLEEHII [EE
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Tempo (h)

Fig. 2. Efeito do dleo essencial de L. montevidensis na atividade locomotora
(geotaxia negativa) de D. melanogaster. Os resultados s8o0 expressos como média
+ DP. * P <0,0001 comparado com o controle em cada tempo de exposicao.
(Two Way - ANOWVA), sequida do Post hoc de Tukey *** P < 0.0001.

DISCUSSAO

Os inseticidas produzidos sinteticamente podem ser perigosos para os seres
humanos, tanto na forma citotéxica como na forma genotdxica. Além disso, podem
ocasionar problemas ambientais tais como a extingdo de espécies que ndo sao
alvos, isso pode ocorrer principalmente com os organismos da Ordem
Hymenoptera, em que os representantes sao abelhas e formigas. Os primeiros
organismos estdo relacionados a polinizagcdo das plantas.20:2!

As alternativas para os inseticidas comuns sdo os produtos derivado de plantas,
principalmente as medicinais aromaticas, pois apresentam baixa toxicidade e
apresentam grande abundancia de 6leo.?? Esses 6leos essenciais sdo compostos
vegetais sintetizados pelos metabdlitos secundarios das plantas para a protecdo
contra pragas e herbivoros, eles podem apresentar um gosto ruim ao paladar dos
animais que se alimentam de vegetais e/ou apresentarem compostos toxicos contra
artropodes que sdo pragas. Esses mecanismos de defesa sdo utilizados para uma
maior perpetuacdo da espécie evitando a sua extingdo.23:243t

No ensaio realizado foi possivel observar que o dleo essencial apresenta efeito
bioinseticida frente ao organismo testado. Quando comparamos nossos resultados
com ensaios de mortalidade anteriores, 0 OELM (CLso de 13.21 ug/mL em 48 h)
apresentou-se mais potente que o OE de Psidium guajava em 48 h (CLso de

13,8 ug/mL).1°

De fato é possivel perceber que o OELM é uma alternativa para o combate de
pragas da agricultura, principalmente os dipteros. Entretanto para se validar esse
produto sdo necessarios estudos avaliando a toxicidade dos compostos vegetais,
tanto dos 6leos como dos extratos. Pois uma espécie pertencente ao mesmo género
que a L. montevidensis, é conhecida em muitos paises por ser toxica, a espécie L.
camara. O efeitos toxicos a L. camara é atribuido a presenca de um composto
denominado de lantadene que se apresentam em trés tipos a A, B e D.2>:26:30
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Tais testes podem ser realizados utilizando organismos modelos como, por
exemplo, Caenorhabditis elegans um acelomado, Artemia salina um crustaceo que
apresenta uma correlagao de sua CL so com a DLso de roedores.?’

Por mais que alguns componentes bioldgicos ndo sejam capazes de ocasionar a
mortalidade, eles possuem propriedades que afetam o aparelho locomotor das
moscas. O aparelho locomotor das moscas se localiza no mesotérax, apresentando
apenas um par de asas, além das asas, elas tém uma estrutura denominada de
haltere, localizada no terceiro segmento do térax, o metatérax, em que essa
estrutura é responsavel por auxiliar o animal no véo, tal como equilibrio e
estabilizagdo.?° Por mais que os insetos voadores ndo estejam mortos apos a
aplicacao de um bioinseticida, sem a sua locomocdo eles nao serdo capazes de
chegar e atacar as partes interessadas na agropecuaria, como é o caso dos frutos.

Além dos dleos essenciais utilizados como alternativas bioinseticidas, outros
derivados botanicos estdo sendo utilizados como alternativas, é o caso de extratos.
No estudo de Araujo-Pinho et al.?® 0 extrato hidroetandlico de Duguetia furfuracea €
avaliado contra D. melanogaster como alternativa inseticida, em que apresentou
resultados positivos, tanto na mortalidade das moscas quanto na sua atividade
locomotora. Além disso, ndo sé os vegetais denominados superiores, por serem
embriodfitas sdo utilizados como bioinseticidas, Zemolin et al.'® evidencia atividade
inseticida do extrato metandlico de uma alga verde, a Prasiola crispa frente aD.
melanogaster e outro artropode-modelo a barata Nauphoeta cinerea. Evidenciando
assim, que outros derivados botanicos também sdo propensos como alternativas
inseticidas.

O efeito inseticida do éleo essencial pode ser atribuido a acdo dos componentes
majoritarios do éleo essencial, tanto de modo isolados como de modo sinérgicos.
Os nossos resultados da composicdo quimica do 6leo essencial deL. montevidensis
concordam com a avaliagdo por Sousa et al,'* mostrando o B-caryophyllene

(31,5 %), germacrene D (27,5 %) e o biciclogermacrene (13,93 %) como
constituintes majoritarios. O que se tem encontrado na literatura é que sempre ha
variagdes quanto a composicdo dos déleos essenciais, com os componentes
majoritarios diferentes e as porcentagens apresentando altas diferencas, em que
isso deve-se ao modo de coleta, a regido que foi coletado, o modo de preparo do
material botanico, o periodo fenoldgico e também o modo de extracdo do dleo
essencial. Concordamos com Deschamps et al.?° quando afirma que uma
alternativa para evitar uma grande oscilacdo na composicao quimica é que o
mesmo deve ser extraido sob as mesmas condicdes, ocasionando uma composicao
mais constante. Pois 0 método de extracdo de Sousa et al.'3 foi similar ao do nosso
trabalho.

Sendo assim, o 6leo essencial de L. montevidensis mostrou uma acdo fumigante
por comprometer a geotaxia das moscas, assim como também evidenciou uma alta
mortalidade. Sendo assim os nossos resultados mostram esse 6leo essencial como
uma fonte alternativa de inseticida. Novos ensaios visando a toxicidade sdo
necessarios para assegurar o uso desse tipo de composto.
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