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RESUMO

A pesquisa objetivou: (i) obtencéo e identificacdo dos 6leos essenciais das espécies de Piper
corcovadensis, Piper marginatum e Piper arboreum, avaliacdo da toxicidade por contato topico
em lagartas de Spodoptera frugiperda, além da influéncia das doses letais e subletais (DL30-50-70)
sobre parametros nutricionais; (ii) investigar o efeito da DLsg, apds o tempo de exposicdo de 48h
sobre a histologia, morfometria, histoquimica e imunohistoquimica do intestino médio e corpo
gorduroso e (iii) verificar a toxicidade dos compostos o-pineno, B-pineno, o-felandreno,
terpinoleno e E-cariofileno suas misturas binarias e efeito sinérgico. Nos 6leos das folhas frescas
obtidos por hidrodestilacdo foram identificados 85 compostos por CG-EM, o E-cariofileno foi o
componente majoritario em comum as trés espécies. P. corcovadensis apresentou melhor
rendimento (0,232+0,01%), menores DLso(3,58 mg/g) e DLgy(6,34mg/g), maiores razbes de
toxicidade DLso(3,04) e DLg(8,64), além de alterar as quantidades de proteina, glicogénio e
acucar total nas doses subletal (DLj3) e letais (DLso.70). Os Oleos essenciais promoveram
alteracdes deletérias no intestino médio das lagartas de S. frugiperda, sendo o Oleo de P.
corcovadensis 0 que proporcionou maior toxicidade, promovendo alteracdes histopatoldgicas,

reducdo na quantidade de carboidratos no intestino médio, aumento do indice apoptotico (25%) e



menor proliferacdo celular, diferente do P. arborerum, que apesar de ocasionar alteragdes
histopatoldgicas semelhantes a P. corcovadensis, apresentou maior indice de proliferacdo celular
e aumento das células regenerativas, indicando regeneracdo acelerada do epitélio. As misturas
binarias assumiram o modelo de Probit com valores de DLsge DLgg variando de 1,66 a 7,75mg/g e
12,78 a 62,98mg/g, respectivamente. Misturas binarias com o terpinoleno apresentaram
sinergismo, destacando-se o terpinoleno+B-pineno que além do efeito sinérgico, apresentou alta
toxicidade. A combina¢do do a-felandreno+E-cariofileno apresentou efeito antagonista e o f-
pineno+E-cariofileno apresentou efeito aditivo. Essas observacdes oportunam a investigacao dos

efeitos potenciais que os 6leos essenciais podem ocasionar em insetos-praga.
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digestivo.



EVALUATION OF PIPERACEAE ESSENTIAL OILS ON TOXICITY AND
PHYSIOLOGICAL PARAMETERS IN Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) AND THE SYNERGISTIC EFFECT OF ITS MAJORITY COMPONENTS
by
KAMILLA DE ANDRADE DUTRA
(Under the Direction of Professor Valéria Wanderley Teixeira - UFRPE)
ABSTRACT

The objective of this research was: (i) to obtain and identify the essential oils of Piper
corcovadensis, Piper marginatum and Piper arboreum, and evaluation of topical contact toxicity
in Spodoptera frugiperda, in addition to the influence of lethal and sublethal doses (LD3¢.50-70) ONn
nutritional parameters; (ii) to investigate effect of LDsg after exposure time of 48h on histology,
morphometry, histochemistry and immunohistochemistry of the midgut and fat body and (iii) to
verify toxicity of a-pinene, B-pinene, a- phellandrene, terpinolene and E-caryophyllene their
binary mixtures and synergistic effect. In fresh leaf oils were obtained by hydrodistillation. 85
compounds were identified by GC-ME, and E-caryophyllene the major component common to all
three species. P. corcovadensis presented a better yield (0.232+0.01%), lower LDsy(3.58 mg/g)
and DLgo(6.34 mg/g), higher toxicity ratios for LDsg(3.04) and LDgy(8.64), besides altering the
amounts of protein, glycogen and total sugar in sublethal (LD3p) and lethal (LDsg.79) doses. The
essential oils promoted deleterious alterations in the midgut of S. frugiperda, being P.
corcovadensis provided the increased toxicity, promoting histopathological changes, a reduction
in the number of carbohydrates in the midgut, an increase in the apoptotic index (25%) and lower

cellular proliferation, different from P. arborerum, which, despite causing similar



histopathological alterations to P. corcovadensis, presented a higher rate of cell proliferation and
increase of regenerative cells, indicating a more rapid regeneration of the epithelium. The binary
mixtures would assume Probit model with values of LDsy and LDgy ranging from 1.66 to
7.75mg/g of insect and 12.78 to 62.98mg/g of insect, respectively. Binary mixtures with
terpinolene showed synergism, especially terpinolene+fB-pinene which, in addition to the synergic
effect, showed a higher toxicity. The combination of a-phellandrene+E-caryophyllene had an
antagonistic effect and B-pinene+E-caryophyllene had an additive effect. These observations

warrant investigation of the potential effects that essential oils may have on pest insects.

KEY WORDS: Piper, monoterpenes, sesquiterpenes, immunohistochemistry,
biochemistry, co-toxicity factor, fall armyworm, digestive

system.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

E evidente o destaque que os 6leos essenciais tém ganhado em pesquisas na area de controle
de pragas frente a artropodes de importancia agricola como &caros e insetos devido a sua
propriedade toxicologica, sendo classificados como inseticidas botanicos desde a década de 1980
(Regnault-Roger 1997, Madbouly et al. 2015, Preedy 2015).

O sucesso das pesquisas com 0s Oleos essenciais e seus componentes nao esta
necessariamente ligada a mortalidade apenas, também estdo inseridos os efeitos subletais na
biologia e comportamento com reducdo e inibicdo do desenvolvimento, alimentacdo e
reproducdo; além de promoverem repeléncia e deterréncia (Cruz et al. 2014, Haddi et al. 2015,
Ribeiro et al. 2015, Cruz et al. 2016). Ndo esquecendo as alteracbes fisioldgicas que estdo
envolvidas para alcancar a toxicidade, com acdo deletéria na morfologia de células e tecidos,
interferéncias no sistema imunoldgico, além da desregulacdo de parametros biogquimicos
nutricionais essenciais aos insetos (Zamari et al. 2011, Alves et al. 2013, Cruz et al. 2015, Silva et
al. 2016, Cruz et al. 2017) que podem desfavorece a sua permanéncia no ambiente. Outro ponto
relevante é a administracdo desses Oleos essenciais que pode ser, por fumigacdo, ingestdo e
absorcéo pelo tegumento (Regnault-Roger 1997, Corréa & Salgado 2011, Colpo et al. 2014, Dutra
et al. 2016).

Uma das caracteristicas mais atraentes dos Oleos essenciais é que eles sdo, em geral,
produtos de baixo risco a contaminacdo ambiental. A utilizacdo desses derivados de plantas como
alternativa para o controle de insetos tem sido impulsionada também pela baixa toxicidade aos

mamiferos sendo relativamente bem estudados experimental e clinicamente devido a sua
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utilizacdo como medicamentos, além do fato de serem biodegradaveis, evitando a contaminacéo
do meio ambiente, em contraste aos inseticidas sintéticos (Regnault-Roger et al. 2012, Madbouly
et al. 2015, Preedy 2015).

A mistura complexa de componentes nos 0leos essenciais permite que estes apresentem
baixa especificidade com relacdo as atividades metabdlicas nos insetos, uma vez que a grande
variedade dos grupos quimicos organicos presentes permite que haja varios alvos na célula, os
Oleos essenciais sdo bons penetrantes que aumentam sua propria biodisponibilidade e a de
produtos co-administrados, estas propriedades estdo relacionadas com a ruptura da bicamada
lipidica das células e apresentam modos especificos de acdo que os tornam bons sinergistas
(Isman 2000, Copping & Menn 2000, Adorjan & Buchbauer 2010, Regnault-Roger et al. 2012).
Alguns monoterpenos sdo neurotoxicos para 0s insetos e atuam sobre a acetilcolinesterase é o
exemplo do terpinen-4-ol e 1,8-cineol (eugenol), encontrados em oléos essenciais de Eucalyptus
globulus Labill., Laurus nobilis L. e Origanum majorana L. O eugenol atua também através do
sistema octopaminérgico ativando receptores para octopamina, que é um neuromodulador. Sendo
possivel também confirmar a acdo na motilidade e modos de agdo que envolve o efeito sobre os
ciclos bioquimicos dos artropodes (Regnault-Roger et al. 1993, Mills et al. 2004, Menezes 2005,
Enan 2005, Bakkali et al. 2008, Lima et al. 2009).

Estima-se que 17.500 espécies de plantas aromaticas superiores produzam 6leos essenciais,
pertencendo as mais diversas familias botanicas incluindo Myrtaceae, Lauraceae, Piperaceae,
Rutaceae e Lamiaceae (Rodriguez et al. 1984, Jacobson 1989, Castro et al. 2004, Rajendran &
Sriranjini 2008). Os 06leos essenciais sdo originados do metabolismo secundario das plantas, sua
sintese e acumulagdo estdo associadas a presenca de estruturas secretoras complexas como

tricomas glandulares (Lamiaceae), cavidades secretoras (Myrtaceae, Rutaceae) e celulas



parenquimaticas diferenciadas (Piperaceae) (Rodriguez et al. 1984, Khan et al. 2013, Santos et al.
2015).

Os constituintes dos 0leos essenciais pertencem a dois grupos fitoquimicos, terpenos e
fenilpropanoides. Os terpenos representam a segunda maior classe de constituintes de plantas
ficando atrds apenas dos alcaloides. Sdo biossintetizados a partir de duas rotas metabdlicas
diferentes, a rota do metileritritol fosfato (MEP) e a rota do acido mevalénico (MVA), sendo 0s
precursores das unidades isoprénicas constituidas de cinco carbonos. Essas unidades se combinam
em ligacGes formando monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos
(C30) e tetraterpenos (C40). Sendo a composicdo basica da maioria dos Gleos essenciais 0s
monoterpenos em hidrocarbonetos como, por exemplo, a, B-pineno e mirceno; alcoois como o
geraniol, linalool e terpine-4-ol; éteres como 1,8-cineol (eucaliptol) entre outras funcbes
organicas, bem como os sesquiterpenos com exemplo o cariofileno, humuleno e germacreno
(Croteau et al. 2000, Larcher 2000, Dewick 2009, Bernards 2010).

Enquanto que os fenilpropanoides sdo biossintetizados pela rota do acido chiquimico,
caracterizados por apresentarem um grupo fenol com hidroxila funcional e um anel aromético em
juncdo a uma cadeia lateral de trés carbonos. Alguns 6leos essenciais apresentam em sua
composicdo essa classe de compostos, como os das espécies de Piper spp. (Piperaceae),
representados pelo safrol e o dilapiol (Simbes & Spitza 2004, Taiz & Zeiger 2004, Bernards
2010).

A obtencédo do oOleo essencial é atribuida a algumas técnicas, porém a hidrodestilacdo e o
arraste a vapor sdo os métodos classicos de producéo, que se baseiam na utilizagcdo do aparelho
Clevenger, desenvolvido em 1928 e que atualmente é adaptado e ampliado para producao
industrial (Datta 1968, Semen & Hiziroglu 2005, Regnault-Roger et al. 2012). A analise dos

constituintes dos 0leos essenciais € bem estabelecida a partir das técnicas de cromatografia gasosa
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(CG) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) que propde
quantificar e identificar a mistura dos componentes. Esta identificacdo de compostos individuais é
realizada através da comparacdo dos valores de indice de retencdo de Kratz e/ou Kovats
calculados a partir dos tempos de retencdo dos compostos e os tempos de retencdo de uma série de
hidrocarbonetos homologos, aliado ao indice sdo comparados também os espectros de massas dos
constituintes volateis conhecidos na literatura (Brochini & Lago 2007, Adams 2009, Rubiolo et
al. 2010).

Estima-se que 3.000 Oleos essenciais ja sdo descritos na literatura e destes cerca de 300
estdo disponiveis comercialmente para as inddstrias farmacéutica, alimenticia e de perfumaria,
afirmando o potencial que as plantas detém para o alcance de novos produtos naturais a partir de
recursos vegetais renovaveis (Burt 2004, Preedy 2015).

Na busca por novas moléculas quimicas presentes nas plantas pode-se confirmar que a
familia Piperaceae tem relevante participacdo. Compostos biossintetizados pelo metabolismo
secundario dessas plantas, ja sdo descritos, os quais fazem parte alcaloides, flavanoides,
fenilpropanoides, terpenos, entre outros (Parmar et al. 1997, Chaves & Santos 2002, Lago et al.
2007, Baldoqui et al. 2009, Alves & Chaves 2010).

As espécies de Piperaceae sdo indiscutivelmente conhecidas na medicina popular,
principalmente as do género Piper L. fazendo parte do material de estudo que tem revelado
metabolitos secundarios de grande interesse cientifico medicinal (Parmar et al. 1997, Stasi &
Hiruma-Lima 2002, Lago et al. 2007, Xuan et al. 2008, Péres et al. 2009). Pesquisas demonstram
que algumas espécies de Piper podem trazer beneficios atribuidos as propriedades analgésica,
vasodilatadora, acdo oxidante, anticancer e anti-inflamatoria (YYamaguchi et al. 2006, Brait et al.
2015, lwamoto et al. 2015, Branquinho et al. 2017), bem como apresentarem potencial atividade

antimicrobiana e inseticida (Lima et al. 2009, Nordin et al. 2014).
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A familia Piperaceae é pantropical apresentando cerca de 3.700 espécies distribuidas pelas
Ameéricas desde o México até o sudoeste da Argentina (Figueiredo & Sazima 2000). No Brasil sdo
encontrados cinco géneros, no nordeste conta com Ottonia Spreng, Peperomia Ruiz & Pav., Piper
L. e Pothomorphe Mig., ndo tendo sido verificado o género Sarchorhachis Trel., exclusivo das
regibes sudeste e sul, para o género Piper sdo mencionados aproximadamente 266 espécies
distribuidas nas areas remanescentes de Mata Atlantica (Di Stasi et al. 2002, Guimardes &
Giordano 2004, Guimardes & Carvalho-Silva 2012).

As espécies de Piper spp. sdo importantes também devido a producdo de 6leos essenciais
que apresentam na sua composicdo o safrol, um fenilpropanoide bastante utilizado para sintese do
piperonilbutoxido (PBO) ingrediente essencial para inseticidas piretroides (Maia et al. 1987, Maia
et al. 1993, Bernard et al. 1995, Walia et al. 2004, Andrade et al. 2008).

Oleos essenciais de Piper spp. tém sido utilizados em ensaios contra diversos insetos, Piper
corcovadensis (Miq.) C. DC. é descrita na literatura com potencial larvicida contra Aedes aegypti
L., além de ser deterrente a oviposicao (Silva et al. 2016). Piper marginatum Jacg. é amplamente
conhecida na literatura com atividade para diversos insetos-pragas, podendo citar A. aegypti,
Solenopsis saevissima (Smith), Tribolium castaneum (H.), Sitophilus zeamais Motsch.,
Spodoptera littoralis (Boisduval) e Tibraca limbativentris Stal (Autran et al. 2009, Coitinho et al.
2011, Souto et al. 2012, Jaramillo-Colorado et al. 2015, Krinski & Foerster 2016). Piper
hispidinervum C.DC. apresenta atividade inseticida para S. zeamais, Tenebrio molitor L., T.
castaneum, A. aegypti, Thyrinteina arnobia (Stoll), Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) e
Macrosiphum euphorbiae (Thomas) (Estrela et al. 2006, Fazolin et al. 2007, Lima et al. 2009,
Soares et al. 2011, Soares et al. 2012, Santana et al. 2015). Piper aduncum L. é descrita com
atividade para S. saevissima, S. zeamais, T. limbativentris e S. frugiperda (Estrela et al. 2006,

Souto et al. 2012, Fazolin et al. 2016, Krinski & Foerster 2016). Piper tuberculatum Jacq.
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apresenta acdo contra T limbativentris e Crinocerus sanctus (Fabr.) (Krinski & Foerster 2016) e
Piper betle L. com acéo frente a S. litura (Vasantha-Srinivasan et al. 2016).

Dentre os insetos de importancia econémica agricola, a lagarta do cartucho S. frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) é de grande destaque nas lavouras por ser uma praga polifaga, podendo
infestar culturas como milho (Zea mays L.), soja (Glycine max (L.) Merrill), algoddo (Gossypium
hirsutum L.) e feijdo (Phaseolus vulgaris L.), além de mais de 80 variedades de plantas cultivadas
distribuidas em mais de 20 familias botanicas (Pogue 2002, Prowell et al. 2004, Clark et al. 2007,
Barros et al. 2010).

Spodoptera frugiperda tem a cultura do milho como principal hospedeira alimentando-se
das folhas do cartucho no estagio vegetativo e em virtude da sua alimentacdo pode ocasionar uma
reducdo na producdo sendo o periodo critico da sua infestacdo a época proxima ao florescimento,
uma vez que a permanéncia e a alimentacdo nesse estagio fenoldgico pode levar a uma reducao
que varia de 17,7 a 55,6% no rendimento dos gréos (Cruz 2008a, Barros et al. 2010). Enquanto
que na soja e no algodao alimentam-se das folhas e vagens na fase inicial, botdes florais e macas
em formacdo, respectivamente, causam perdas econémicas desde a emergéncia até a maturacdo
das plantas, confirmando perdas consideraveis as culturas infestadas (Barros et al. 2010).

Os adultos de S. frugiperda s&o mariposas e as fémeas depositam seus ovos agrupados nas
folhas do milho, as lagartas recém-eclodidas iniciam sua alimentacdo pelas partes mais tenras das
folhas, sem ocasionar furos, deixando apenas pontuagdes transparentes. A medida que a lagarta se
desenvolve comeca a furar as folhas, indo em diregcdo ao cartucho da planta, além de penetrarem
no colmo, através do cartucho, fazendo galerias descendentes até danificar o ponto de crescimento
da planta ocasionando o sintoma denominado coracdo morto. A lagarta do cartucho pode
promover a morte da planta através do seccionamento da base do colmo. Pode ocasionar perda

total da producdo quando infestar o ponto de insercdo da espiga, devido a ndo formacéo de gréos
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ou pela queda da espiga com grdos ainda em formacéo (Zucchi & Silveira 1993, Cruz 2008a,
Cruz 2008b, Moreira & Aragédo 2009).

Essa praga apresenta desenvolvimento holometabolo, o dimorfismo sexual deste inseto é
verificado na fase adulta, em que as fémeas possuem 0 primeiro par de asas acinzentadas e nos
machos essas asas sdo manchadas. Os ovos sdo depositados, preferencialmente, nas folhas do
milho durante o periodo noturno. Sdo depositados em camadas e cobertos por escamas, com
periodo de incubacéo de trés dias. Em uma unica postura cada fémea pode depositar entre 100 a
200 ovos e esta pode ovipositar de 1.500 a 2.000 ovos durante toda sua vida reprodutiva, que dura
em media sete dias. ApoOs a eclosdo as lagartas neonatas iniciam sua alimentacdo, nesta fase
possuem cinco instares com duracdo de aproximadamente 15 a 20 dias. Ao fim do periodo larval,
as lagartas penetram no solo, onde se transformam em pupas e permanecem nesta fase de 7 a 10
dias em média, comecando um novo ciclo. Esta praga alcanca um ciclo biolégico completo em
aproximadamente 30 dias em condicGes favoraveis ao desenvolvimento (Cruz 1995, Sarmento et
al. 2002, Moreira & Aragéo 2009).

Pesquisas demonstram a atividade inseticida de efeito imediato como toxicidade aguda,
além de interferéncia em parametros bioldgicos e comportamentais dos éleos essenciais em S.
frugiperda. Labinas & Crocomo (2002) ao estudar o 6leo essencial de citronela Cymbopogon
winterianus J., verificaram o efeito inseticida e repelente para a lagartas de S. frugiperda. Lima et
al. (2009 e 2010) utilizando Oleos essenciais de P. hispidinervum e Ageratum conyzoides L.,
verificaram a mortalidade e reducdo alimentar, sendo também observados sintomas de
neurotoxicidade, com agitacéo e hiperatividade. Oleos essenciais de Corymbia citriodora (Hook.)
Hill & Johnson, Eucalyptus urograndis (S. T. Blake) e Eucalyptus urophylla (S. T. Blake)
apresentaram acdo toxica e fagoinibidora (Souza et al. 2010). Os 0leos de Foeniculum vulgare

Mill., Eucalyptus staigeriana F. Muell. ex Bailey e Ocimum gratissimum L., foram toxicos além
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de promoverem a reducdo da oviposicdo e da sobrevivéncia dos adultos (Cruz et al. 2016).
Niculau et al. (2013) observaram toxicidade dos 6leos de Pelargonium graveolens I’Herit ¢
Lippia alba (Mill) Brown para lagartas de S. frugiperda, e potencial toxico dos principais
compostos majoritarios desses Oleos essenciais constatando que o geraniol, linalol, carvona e
citral ocasionam mortalidades as largartas de terceiro instar.

Atrelada a propriedade toxicoldgica, os Oleos essenciais revelam modos de acdo em
aspectos fisioldgicos nos insetos, atuando na morfologia de células e tecidos, na imunologia
celular e nos seus parametros bioquimicos nutricionais. Produtos derivados de plantas ja sao
descritos na literatura capazes de promoverem citotoxicidade modificando a histologia do
intestino médio dos insetos (Barbehen 2001, Senthil-Nathan 2008), a exemplo do éleo essencial
de C. winterianus sobre o canal alimentar de S. frugiperda, o qual apresentou alteracbes no
epitélio, com presenca de protusdes e extrusdes citoplasmaticas, nucleos picnoticos e marcacao
mais expressiva de granulos de glicogénio (Silva et al. 2017), bem como o 6leo de P. betle que
promove alteracfes morfoldgicas nas células do intestino médio de S. litoralis (Vasantha-
Srinivasan 2016), podendo esses efeitos contribuirem para néo eficiéncia da digestdo e absor¢do
de nutrientes essenciais ao desenvolvimento e reproducdo dos insetos, referenciando proteinas,
lipidios, carboidratos e agucares.

De acordo com Senthilkumar et al. (2009) e Sharma et al. (2011), inseticidas boténicos
promovem interferéncias nos constituintes nutricionais dos insetos, e podem influenciar no seu
quantitativo, promovendo consequéncias que variam desde reducdo no peso, alteracbes nos
tempos dos instares, até um decréscimo da capacidade reprodutiva (Jervis & Ferns 2004, Milano
et al. 2010, Cruz et al. 2016), como foi observado por Alves et al. (2013) trabalhando com 6leo
essencial de P. hispidinervum em lagartas de S. frugiperda, que ocasionou uma reducdo no

quantitativo de lipidios, proteinas e carboidratos neutros nas gdnadas dos insetos afetando
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negativamente a espermatogénese e ovariolos e por consequéncia, a reproducdo. Resultados
semelhantes foram observados por Silva et al. (2016) ao submeterem esta mesma praga ao 6leo de
citronela, C. winterianus e verificarem que ocorreu um decréscimo no quantitativo de nutrientes
diretamente proporcional a uma reducdo no potencial reprodutivo. Esses resultados evidenciam
que o sucesso reprodutivo desses insetos estd diretamente relacionado a aquisi¢do dos nutrientes
na fase imatura, principalmente em lepiddpteros (Milano et al. 2010). Com relacdo aos
constituintes de 0leos essenciais, Cruz et al. (2017) relataram uma diminui¢do no quantitativo de
proteinas, lipidios, glicogénio e acucar total em lagartas tratadas com limoneno e trans-anethole,
sendo esses resultados mais expressivos quando os compostos foram utilizados em associacéo.

Os constituintes nutricionais sdo imprescindiveis ao desenvolvimento do inseto, as proteinas
participam da estrutura do tegumento, e da sintese de horménio e enzimas, os lipidios também
realizam papeis essenciais como servir de reserva energética, atuar como hormanio e evitar perda
de &gua pela cuticula, os carboidratos sdo importantes fontes energéticas, podendo ser convertidos
em lipidios e participar da sintese de aminoacidos. O glicogénio é outro carboidrato armazenado
no corpo gorduroso, podendo também ser encontrado nos masculos, intestino e outros tecidos
(Oliveira & Cruz-Ladim 2003, Gillott 2005, Klowden 2007, Chapman 2013).

Um organismo exposto a um procedimento estressor como inseticidas, pode resultar em
situacbes de complicacbes na sua homeostase funcional promovendo estresse oxidativo,
alteracOes na proliferacdo celular, apoptose e necrose celular (Karthi & Shivakumar 2015, Kodrik
et al. 2015). Respostas celulares podem ser observadas tanto no intestino médio quanto nas
gbnadas, entende-se por estresse oxidativo a elevada producédo de espécies reativas de oxigénio
simultaneo ao comprometimento de seus sistemas de eliminacao, essas altas concentra¢cdes podem
ocasionar efeitos adversos sobre os componentes celulares bem como modifica¢Ges de lipidios,

proteinas e DNA (Halliwell & Gutteridge 1999, Kodrik et al. 2015). A proliferacdo celular é o
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potencial regenarador das céulas que é avaliado pelo crescimento celular e medido por meio de
ensaios que avaliem sua atividade metabolica, viabilidade e tamanho celular (Freshney 2010). O
processo de apoptose € definido como morte celular programada e ocorre naturalmente na
fisiologia dos organismos, € desencadeada no interior das células pelas vias: intriseca
(mitocondrial) ou extrinseca (citoplasmatica) e sdo mediados por proteinas pro-apoptdticas,
antiapoptaticas, e pelas caspases (Lockshin & Zakeri 2001), e quando ocorre no intestino médio
ou gbnadas ocasiona complica¢cdes nutricionais como também reprodutivas, sendo a nutricao
embrionaria fundamental para o desenvolvimento de seus descendentes (Levy et al. 2004,
Klowden 2007, Huang et al. 2013). Cruz et al. (2017) utilizando lagartas de S. frugiperda tratadas
com trans-anethole e limoneno associados e limoneno isolado verificaram apoptose testicular
desses insetos e consequente reducdo populacional. A necrose é caracterizada como morte celular
passiva e acidental resultante de perturbacdes ambientais com liberacdo descontrolada de
conteddos celulares inflamatorios, ndo ocorre somente em situacdes patologicas, mas é também
um componente de alguns processos fisiolégicos, como renovacdo de tecidos, embriogénese e
resposta imune (Proskuryakov et al. 2003). No processo de necrose as células incham, a
membrana plasmatica é rompida e ocorre extravasamento do contetdo citoplasmatico (Brown
1982).

Para identificar a apoptose celular a técnica de TUNEL € aplicada, sendo desvendada
através da identificacdo microscopica de nucleos celulares individuais que foram positivos para
necrose ou apoptose. A degradacdo do DNA ¢é um dos passos mais importantes no processo
apoptotico, a quebra da cadeia de DNA pode dar origem a fragmentos de cadeia dupla ou simples.
Ambos podem ser detectados pela marcacdo das zonas hidroxilo-terminais 3’ recorrendo a
nucleotideos modificados numa reagdo enzimatica através da deoxynucleotidyl transferase (TdT).

O nome TUNEL vem do termo TdT-mediated dUTP-TMR Nick End Labeling. As células sao
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fixadas e incubadas em enzimas TdT ou TMR-dUTP (Higuchi 2003, Fink & Cookson 2005,
Mizuta et al. 2013).

E importante ressaltar que o sistema imunoldgico dos insetos s6 é desafiado quando esses
agentes estressores (inseticidas) ultrapassam as suas barreiras estruturais, representadas pela
parede externa do corpo, a cuticula e o epitélio do tubo digestivo, que por sua prépria organizacdo
sdo consideradas fortes barreiras mecanicas de defesa (Schmid-Hempel & Ebert 2003). Contudo
estudos com 6leos essenciais e seus constituintes quanto a mecanismos de defesa a nivel celular
tornam-se indispensaveis para a elucidacdo do modo de acdo desses.

Assim, a presente pesquisa teve 0s seguintes objetivos: (i) a obtencdo e identificacdo dos
Oleos essenciais das espécies de Piper corcovadensis, Piper marginatum e Piper arboreum, bem
como a avaliacdo da toxicidade destes Oleos por contato tépico em lagartas de Spodoptera
frugiperda, além da influencia das doses letais e subletais (DLszos0-70) Sobre pardmetros
nutricionais da praga; (ii) investigar o efeito da DLsp, apds o tempo de exposi¢do de 48 h por
contato topico sobre a histologia, morfométria, histoquimica e imunohistoquimica do intestino
médio e corpo gorduroso e (iii) verificar a toxicidade por contato topico dos compostos a-pineno,
B-pineno, a-felandreno, terpinoleno e E-cariofileno, e suas misturas binarias para avaliagdo do

efeito sinérgico.
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CAPITULO 2
TOXICIDADE DE OLEOS ESSENCIAIS DE PLANTAS DO GENERO Piper COM
INFLUENCIA NOS PARAMETROS NUTRICIONAIS DE Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH)

(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)
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RESUMO - Spodoptera frugiperda ¢ uma praga de grande importancia econémica para o milho
(Zea mays) encontrada em paises com maiores producdes e exportacdes desta cultura. E
controlada principalmente por inseticidas sintéticos que nem sempre sdo eficientes e ainda
promovem a contaminacdo do agroecossistema. Assim, o presente estudo examinou a toxicidade
dos oleos essenciais de Piper corcovadensis, Piper marginatum e Piper arboreum com influéncia
por contato tépico em lagartas de S. frugiperda e sua resposta nos parametros nutricionais. Os
oOleos essenciais foram obtidos de folhas frescas das espécies de Piper por hidrodestilacdo. E a
curva dose-resposta através da analise de Probit, apos 48 h de instalacdo do experimento. Foi
quantificado proteina total, lipidio, acUcar total e glicogénio. Apds analise cromatografica por
GC-EM, 85 componentes foram identificados, onde 16 foram em comum para as trés espécies, e
dentro destes, o E-cariofileno foi o0 componente majoritario. Das trés espécies de Piper testadas, o
0leo de P. corcovadensis foi o que mais se destacou, por apresentar um melhor rendimento
(0,232+ 0,01 %), menores DLsg (3,58 mg/g) e DLgo (6,34 mg/g). maiores raz6es de toxicidade nas
DLso (3,04) e DLy (8,64), além de alterar as quantidades de proteina, glicogénio e agucar total nas
doses subletais (DL3zo) e letais (DLso-70). Essas observacdes auxiliam na elucidacdo dos efeitos
toxicos que os 6leos essenciais podem ocasionar em doses subletais e letais. Confirmando a
importancia do estudo de cada espécie de planta individualmente, abrindo margem para

investigagdo dos efeitos potenciais de 6leos essenciais e seus modos de a¢do nos insetos.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta do cartucho, produtos naturais, dose letal, dose subletal,

bioquimica
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TOXICITY OF ESSENTIAL OILS OF THE GENUS PLANT Piper AND INFLUENCE IN
NUTRITIONAL PARAMETERS OF Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA:

NOCTUIDAE)

ABSTRACT - Spodoptera frugiperda is a pest of great economic importance for corn (Zea mays)
found in countries with higher yields and exports of this crop. It is mainly controlled by synthetic
insecticides that are not always efficient and still promote the contamination of the
agroecosystem. Thus, the present study examined the toxicity of the essential oils of Piper
corcovadensis, Piper marginatum and Piper arboreum with influence on topical contact toxicity
in S. frugiperda and their response on nutritional parameters. Essential oils were obtained from
fresh leaves of the Piper species by hydrodistillation. The dose-response curve through the
analysis of Probit, after 48 h installation of the experiment. Total protein, lipid, total sugar and
glycogen were quantified. After chromatographic analysis by GC-MS, 85 components were
identified, where 16 were in common for the three species, and within these, E-caryophyllene was
the major component. Of the three Piper species tested, P. corcovadensis oil showed the highest
performance (0.232+0.01%), lower LDs (3.58 mg/g) and LDy, (6.34 mg/g), higher toxicity ratios
in LDs (3.04) and LDy (8.64), in addition to altering the amounts of protein, glycogen and total
sugar in sublethal (LDs3p) and lethal (LDsg.70) doses. These observations assist in elucidating the
toxic effects that essential oils can cause in sublethal and lethal doses. Confirming the importance
of the study of each species of plant individually, opening space for investigation of the potential

effects of essential oils and their modes of action on insects.

KEY WORDS: Fall armyworm, natural products, lethal dose, sublethal dose, biochemistry

24



Introducéo

Em busca de produtos menos toxicos, biodegradaveis e seguros ao meio ambiente, os 6leos
essenciais alcancam cada vez mais espago nas pesquisas que visam o controle de insetos-pragas.
(Madbouly et al. 2015, Preedy 2015, Bezerra-Silva et al. 2016, Cruz et al. 2016).

O género Piper é o mais abundante da familia Piperaceae com aproximadamente 700
espéecies distribuidas pelas Américas, indo desde o México até o sudoeste da Argentina
(Figueiredo & Sazima 2000). No Brasil séo encontradas aproximadamente 266 espécies nas areas
remanescentes de Mata Atlantica (Di Stasi et al. 2002, Guimardes & Carvalho-Silva 2012). As
espéecies de Piper spp. sdo amplamente conhecidas devido as suas propriedades medicinais
(Pereira et al. 2011, Yukes & Balick 2011, Sequeda-Castafieda et al. 2015), podemos citar
trabalhos sobre a atividade antimicrobiana para bactérias de importancia médica e fitopatogénicas
com Escherichia coli (T. Escherich) e Xanthomonas albilineans (Ashby), respectivamente e
fungos com Alternaria solani Sorauer e Fusarium oxysporum Schlecht (Duarte et al. 2007, Santos
et al. 2011, Sanchez et al. 2012, Duarte et al. 2013).

Os principais metabdlitos secundarios encontrados no género Piper sdo fenilalcaloides,
terpenoides e fenilpropanoides, como o safrol (matéria-prima para sintese de piperonilbutoxido,
importante sinergista de inseticidas) (Maia et al. 1987, Maia et al. 1993, Andrade et al. 2008).

A Organizacdo Mundial para Alimentacdo e Agricultura (FAQ) estima que insetos-pragas
sdo capazes de promover, em média, cerca de 15,6 % das perdas de producdo agricola no mundo
(FAO 2013). Dentre os insetos de importancia econdmica agricola, a lagarta do cartucho
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) é de grande destaque nas lavouras
por ser uma praga polifaga, podendo infestar culturas como milho (Zea mays L.), soja (Glycine
max (L.) Merrill), algoddo (Gossypium hirsutum L.) e feijdo (Phaseolus vulgaris L.). Esta praga

pode ser encontrada no Brasil, Argentina e EUA, paises que estdo no ranking da producdo e
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exportacdo mundial de milho (Pogue 2002, Prowell et al. 2004, Clark et al. 2007, Nagoshi 20009,
Bueno et al. 2011).

Pesquisas envolvendo Oleos essenciais concentram-se principalmente na avaliacdo da
mortalidade dos insetos, mas interferéncias fisiologicas também sdo importantes como
propriedade desses 6leos, uma vez que podem promover alteracdes morfoldgicas em seus 6rgaos
internos, assim como uma baixa assimilacdo de nutrientes essenciais ao seu desenvolvimento
(Sharma et al. 2011, Yazdani et al. 2013, Vasantha-Srinivasan et al. 2016). Alves et al. (2013)
verificaram que o 0Oleo essencial de Piper hispidinervum C. DC. causa alteracdes morfoldgicas
dos 6rgéos reprodutivos de S. frugiperda, além da reducdo no quantitativo de lipidio, proteina e
carboidratos neutros nas gonadas destes insetos.

Oleos essenciais de Piper marginatum Jacg. e Piper corcovadensis (Mig.) C. DC. sdo
descritos na literatura com potencial larvicida contra Aedes aegypti L., além de ser repelente e
deterrente a oviposicdo respectivamente (Autran et al. 2009, Silva et al. 2016). P. marginatum é
amplamente conhecida na literatura com atividade para diversos insetos-pragas, podendo citar
Solenopsis  saevissima  (Smith), Tribolium castaneum (H.) e Spodoptera littoralis
(Boisduval) (Souto et al. 2012, Jaramillo-Colorado et al. 2015). Entretanto, esta é a primeira
descricdo dos 6leos essenciais das espécies de P. marginatum, P. corcovadensis e Piper arboreum
Aubl. para atividade toxicol6gica e sua influéncia nos parametros nutricionais de S. frugiperda,

como uso alternativo para o controle deste inseto-praga.

Material e Métodos
As pesquisas foram conduzidas no Laboratorio de Fisiologia de Insetos do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal/DMFA, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),

com temperatura, umidade relativa e fotofase monitoradas. As extragdes dos 0leos essenciais e as
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analises cromatogréaficas foram conduzidas, respectivamente, no Laboratério de Ecologia Quimica
e Laboratorio de Cromatografia do Departamento de Quimica Fundamental da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE).

Obtencédo e Criacao de Spodoptera frugiperda. Os insetos foram obtidos da criacdo estoque do
Laboratorio de Entomologia Agricola da UFRPE e mantidas no Laboratério de Fisiologia de
insetos a temperatura de 25,2 + 1,4 °C, umidade relativa de 67 + 0,7% e fotofase de 12 h. Os
adultos foram criados em gaiolas de oviposicao, confeccionadas em tubo PVC de 20 cm de altura
e 15 cm de diametro e suportadas por uma bandeja plastica de dois cm de altura por 17 cm de
diametro, ambos forrados internamente com papel continuo branco. As gaiolas foram fechadas na
parte superior com filme plastico. Os adultos foram alimentados com solucdo aquosa de mel a 10
% e as posturas coletadas periodicamente. Os ovos foram mantidos em gaiolas plasticas de 15 cm
de didmetro por nove cm de altura, onde as lagartas foram alimentadas com dieta artificial de
Greene modificada, recomendada para a espécie (Busato et al. 2006).

Material Vegetal. As folhas de P. corcovadensis, P. marginatum e P. arboreum foram coletadas
no Jardim Botéanico do Recife, localizado no bairro do Curado, Km 7 da BR232, na Cidade do
Recife. As plantas foram autenticadas por Jefferson Rodrigues Maciel e uma exsicata de cada
espécime foi depositado no Herbario do Jardim Boténico do Recife (P. corcovadensis exsicata:
UFP-15987, P. marginatum exsicata: UFP-10826 e P. arboreum exsicata: UFP7-78113).
Extracdo dos Oleos Essenciais de Piper spp. Folhas frescas de cada espécie de Piper foram
previamente trituradas e em seguida hidrodestiladas separadamente em aparelho tipo Clevenger
modificado, por trés horas. Os 0leos essenciais foram coletados e tratados com sulfato de sodio
anidro P.A. Os oleos foram conservados sob refrigeracdo a -24°C até a realizacdo dos bioensaios
e/ou andlises cromatogréficas. O procedimento de extracdo foi realizado em triplicada e o

rendimento de cada 6leo essencial foi calculado pelo quociente das massas das folhas frescas, em
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relacdo as massas dos respectivos 6leos essenciais, obtendo assim as respectivas medias para cada
espécie de Piper.

Analises Cromatograficas em Fase Gasosa. Os 6leos essenciais de Piper spp. foram analisados
qualitativamente por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas em um sistema
quadrupolo Agilent 5975C Series CG/EM (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA), equipado com
uma coluna apolar DB-5 (Agilent J&W; 60 m x 0.25 mm d.i., 0,25 pm espessura da pelicula). 1
pL da solucdo (2000 pg/mL) de cada oOleo essencial preparada em hexano foi injetada em split
1:50, assim como uma solucdo hexanica da mistura de padrdes de hidrocarbonetos: C8-C30
(Sigma-Aldrich®). A temperatura do CG foi ajustada em 60 °C por 3 min, sendo entio elevada em
2,5 °C min™ até alcancar 240 °C e mantida nesta temperatura por 10 min. O fluxo de hélio foi
mantido em pressdo constante de 100 kPa. A interface do EM foi definida em 200 °C e os
espectros de massa registrados em 70 eV (em modo EI) com uma velocidade de escaneamento de
0,5 scan-s de m/z 20-350 (Santos et al. 2014). Os constituintes do Oleo essencial foram
quantificados através da Cromatografia Gasosa (CG) em um sistema Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA) Trace CG Ultra gas equipado com um detector de ioniza¢do por chama
(DIC), com uma coluna HB-5 (30 m x 0,25 mm d.i.,, 0,25 pum de espessura da pelicula). A
temperatura do forno foi mantida a 40 °C durante 2 min e depois aumentada a 4 °C min™ para 230
°C. O injector e o detector foram mantidos a 250 °C. Para realizar a quantificagcdo, 1 pL da
solucdo (2000 ug/mL) de cada 6leo essencial preparada em hexano foi injetada em splitless. Esse
procedimento foi realizado em triplicada para obtencdo da média aritmética das porcentagens de
cada composto e seu desvio padrdo (Silva et al. 2016). A composicdo de cada componente foi
expressa na forma de percentagens da area total do pico conforme registrado por GC-FID.
Identificacio Quimica dos Oleos Essenciais de Piper spp. Os indices de Retencéo (IR) de cada

componente dos 0Oleos essenciais foram calculados segundo a equacéo de Van den Dool & Kratz
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(1963), de acordo com os tempos de retencdo dos componentes da amostra de cada 6leo essencial,
do padréo de hidrocarboneto (C8-C30) e da combinacdo de cada 6leo essencial com a mistura
deste padrdo. Os componentes de cada 6leo essencial foram previamente identificados por
similaridade dos valores dos indices de retencdo (IR) e posteriormente confirmados por
comparacdo dos respectivos espectros de massa com aqueles disponiveis na biblioteca do
GC/EM: MassFinder 4, NIST08 ¢ Wiley Registry™ 9th Edition e com os descritos por Adams
(2009).

Bioensaio de Toxicidade por Contato Topico. Testes preliminares foram realizados visando
definir as faixas de concentracdo dos Oleos essenciais de Piper spp., capazes de promover
mortalidades em torno de 5 e 95%, utilizando lagartas de terceiro instar com peso médio de 0,078
g. Para cada teste foram individualizadas 10 lagartas por repeticdo em tubos de vidro e aplicados
1,0 uL da solucdo da dose do 6leo essencial mais acetona (solvente), na regido protoracica da
lagarta, utilizando uma seringa Hamilton™ (50 pL). O grupo controle foi tratado apenas com
acetona. As lagartas foram alimentadas individualmente com dieta artificial e submetidas ao
bioensaio por 48 h até a avaliacdo da toxicidade aguda de cada 6leo essencial, contando-se as
lagartas mortas ap6s esse tempo. De acordo com o resultado obtido nos testes preliminares foram
estabelecidos os tratamentos com as doses para 0s 6leos essenciais de P. corcovadensis (2; 4; 6; 8;
10 mg/g de inseto), P. marginatum (1; 3; 6; 10; 12 ;14 mg/g de inseto) e P. arboreum (2; 6; 10;
15; 20; 25 mg/g de inseto). As Doses Letais (DLsp, DLso, DL7g € DLgg) foram determinadas,
através da andlise de probit pelo programa SAS Proc Probit (SAS 2001). As Razbes de
Toxicidade (RT) foram obtidas, através do quociente entre a dose letal do 6leo de maior
toxicidade e dose letal dos demais 6leos, individualmente.

Ensaios Bioquimicos. Para extragdo e quantificacdo das Proteinas Sollveis Totais, Lipidios,

Acucar Total e Glicogénio, foram montados previamente os bioensaios de toxicidade por contato
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topico utilizando as doses letais (DL3, DLsy € DL7o) para cada 6leo essencial de acordo com o
bioensaio descrito anteriormente. Para a P. corcovadensis utilizou-se a DL3 de 2,84 mg/g, DLsg
de 3,58 mg/g e DLy, de 4,53 mg/g, enquanto que para P. marginatum utilizou-se a DL3o de 2,29
mg/g, DLso de 4,18 mg/g e DL 7 de 7,62 mg/g e para P. arboreum a DL, de 5,64 mg/g, DLs, de
10,91 mg/g e DLy de 21,13 mg/g. O bioensaio controle foi realizado com acetona. A extracédo
ocorreu apés 48 h da instalagdo dos bioensios de toxicidade e cada amostra constou de quatro
lagartas, para cada tratamento foram obtidas 10 amostras, totalizando 40 lagartas/tratamento. O
preparo das amostras (controle e tratamento) se deu com as lagartas imobilizadas a uma
temperatura de 4 °C e maceradas em tampao fosfato de sodio (pH 7,4 e 0,1 M), na proporgéo de
quatro lagartas/5 mL de tampdo. Para cada grupo de macerado retirou-se com um pipetador
automatico 1,0 mL da mistura (lagartas + tampdo) e manteve armazenado em um microttbulo
devidamente etiquetado. Todo procedimento foi efetuado em baixa temperatura para evitar a
oxidacdo das amostras, obtendo-se assim as amostras de cada tratamento. Apos esta etapa ocorreu
0 preparo das amostras, para isso cada grupo de amostras foram centrifugadas por 3 minutos a
3000 rpm. Apds a centrifugacdo foram separados 100 puL de cada amostra para anélise das

proteinas sollveis totais e 200 L para as analises de lipideos, acucar total e glicogénio.

Extracdo e Quantificacdo das Proteinas SollUveis Totais. As proteinas sollveis totais foram
determinadas a partir do método de Bradford (1976). Os 100 pL de cada amostra de macerado
foram transferidos para tubos de vidro de centrifugacdo, adicionando o corante Bradford (0,01%
de Comissie Blue G-250; 8,5% de acido fosforico e 4,7% de etanol) até alcangar o volume de 5
mL. As misturas foram entdo homogeneizados em agitador tipo vortex e em seguida
permaneceram em repouso por 2 minutos. Posteriormente, verificou-se a absorvancia em

espectrofotdmetro UV visivel/190-1000 nm Biospectro SP-220 em comprimento de onda de 595
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nm. A unidade de leitura utilizada foi pg/mL. Os resultados foram submetidos a ANOVA e as
médias comparadas pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o ProcGLM do

SAS (SAS 2001).

Extracdo e Quantificacdo de Lipidio, Acucar Total e Glicogénio. O conteudo de lipideo,
acucar total e glicogénio foram avaliados utilizando o método de Van Handel (1985a, b), onde
200 pL do macerado homogeneizado foram acrescidos de 200 pL de sulfato de sodio e 800 pL de
cloroférmio e metanol (1:1), e centrifugado a 3000 rpm durante 3 min. O precipitado foi utilizado
para a analise de glicogénio, e o sobrenadante foi transferido para um microtibulo onde foi
acrescentado 600 pL de agua destilada e centrifugado a 3000 rpm durante 3 min. O precipitado foi
utilizado para a analise de lipidios e o sobrenadante para analise de agUcar total. O lipidio foi
tratado com reagente acido fosforico/vanilina enquanto que o acUcar total e o glicogénio, tratados
com reagente &cido sulfdrico/antrona. Posteriormente, verificou-se a absorvancia em
espectrofotdbmetro UV visivel/190-1000 nm Biospectro SP-220 em comprimento de onda de 625
nm. A unidade de leitura utilizada foi pg/mL. Os resultados foram submetidos a ANOVA e as
médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o ProcGLM
do SAS (SAS 2001).
Resultados

Extracdo dos Oleos Essenciais de Piper spp. As médias (xerro padrdo) dos rendimentos dos
oOleos essenciais obtidos por hidrodestilacdo de folhas frescas de P. corcovadensis, P. marginatum
e P. arboreum foram 0,232+0,01; 0,114+0,02 e 0,095+0,008 %, respectivamente (Tabela 1).
Analises por CG e CG-EM dos Oleos Essenciais de Piper spp. Os componentes dos 6leos
essenciais das trés espécies de Piper foram identificados por analise CG-EM e quantificado em

GC-DIC (Tabela 1). No dleo essencial de P. corcovadensis foi possivel verificar monoterpenos
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(29,21%), sesquiterpenos (21,42%), sesquiterpenos oxigenados (12,77%) e fenilpropanoides
(35,1%), no entanto esta Gltima classe é representada por um unico componente do 6leo, o 1-butil-
3,4-metilenodioxibenzeno (35,1+0,14%), sendo seu componente majoritario seguido pelo
terpinoleno (13,7+0,14%), E-cariofileno (6,02+0,02%), a-pineno (5,78+0,06%), &-cadineno
(5,19+0,02%) e germacreno D-4-ol (4,52+0,05%). O Oleo de P. marginatum mostrou seus
componentes majoritarios distribuidos nos monoterpenos (36,25%), sesquiterpenos (14,49%),
sesquiterpenos oxigenados (6,29%) e fenilpropanoides (41,66%), apresentando 2-metoxi-4,5-
(metilenodioxi)-propiofenona (22,1942, 14%), exalatacina (9,12+0,90%), a-pineno (8,45+1,05%),
a-felandreno (6,97+0,82%), B-pineno (6,51+0,69%), E-cariofileno (5,71+0,16%), metoxi-4,5-
(metilenodioxi)-propiofenona (5,50+£0,17%) e limoneno (4,98+0,59%), enquanto que o 6leo de P.
arboreum apresentou seus componentes majoritarios entre 0s sesquiterpenos (72,91%) e
sesquiterpenos oxigenados (19,8%), sdo eles o zingibereno (14,9+0,21%), E-cariofileno
(8,26+0,1%), d8-cadineno (7,57+0,08%), germacreno D (6,53+£0,08%), E-nerolidol (5,60+0,08%),
a-humuleno (4,63%0,05%) e 6-elemeno (4,01+0,03%).

Bioensaio de Toxicidade por Contato Topico. Os 6leos essenciais de Piper apresentaram acao
topica contra S. frugiperda. Os resultados de dose-mortalidade obtidos assumiriam o modelo de
Probit com valores de DLsp e DLgg variando de 3,58 a 10,91 mg/g de inseto e 6,34 a 54,83 mg/g
de inseto, respectivamente, entretanto os 6leos essenciais de P. corcovadensis e P. marginatum
possuem as menores DLsg e as maiores razdes de toxicidade para esta dose letal em relagdo a P.
arboreum (Tabela 2). O 6leo essencial de P. corcovadensis mostrou ainda menor DLgg € maior
razdo de toxicidade para esta dose.

Ensaios Bioquimicos. A quantificacdo de proteinas totais mostrou que a P. corcovadensis em
todas as doses testadas (DL3o= 81,28 £ 2,63 pug/mL, DLso= 95,57 £ 2,64 ug/mL e DL7o= 69,12 +

0,97) promoveram a reducdo na quantidade de proteina, porém a dose letal DL, foi & dose que
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ocasionou maior reducdo. P. arboreum nas doses DLzo= 63,92 + 5,37 ug/mL e DLso= 63,75 *
4,65 ng/mL promoveram reducdo na quantidade de proteina, ja a DL7o= 104,85 £ 5,06 ug/mL nao
diferiu do controle =108,09 + 1,41ug/mL (Figura 1). P. marginatum nas doses DLso= 125,12 +
4,80 e DL7o= 130,36 £ 4,22 pug/mL aumentaram a quantidade de proteina total, comparadas ao
controle= 108,09 + 1,41 pug/mL e a dose letal DL3o= 107,80 + 4,23 pug/mL (Figura 1). Nos ensaios
de extracdo e quantificacdo de lipidios para P. corcovadensis as doses letais DLsp= 100,88 + 4,09
ug/mL e DL7o= 97,72 + 3,68 ug/mL aumentaram a quantidade de lipidio quando comparadas ao
controle= 87,05 + 4,89 ug/mL e a dose letal DL3= 88,94 + 1,66 pug/mL (Figura 2). O mesmo
padrdo foi observado em P. marginatum, com DLso= 98,88 * 3,41 ug/mL e DL7o= 108,83 £ 5, 12
pg/mL aumentando a quantidade de lipidio comparada ao controle=87,05 * 4,89 pug/mL e a dose
letal DL3o= 86,55 + 1,23 (Figura 2). Em P. arboreum todas as doses DLszg.50.70= 43,64 + 11,81
pg/mL, 30,57 + 7,40 pg/mL e 22,28 + 3,83 ug/mL, respectivamente, reduziram a quantidade de
lipidio quando comparadas com o controle =87,05 + 4,89 ug/mL (Figura 2). Os ensaios de
extracdo e quantificacdo de acucar total para P. corcovadensis mostraram uma reducdo na
quantidade de acucar nas DLsp = 321,32 + 7,33 ug/mL e ¢ DL7o= 150,55 + 6,77 pg/mL quando
comparadas ao controle= 277,44 + 4,15 pug/mL e a dose letal DL3,=321,32 £ 4,85 pg/mL (Figura
3). Em P. marginatum DL3p.50-70= 95,73 £ 20,29 pg/mL, 82,24 £ 7,27 pg/mL e 170 £ 8,84 ug/mL,
reduziram respectivamente, porém as doses letais DL3zp.50 promoveram as maiores reducdes. Em
P. arboreum as DL3p50.70= 61,02 + 5,31 pg/mL, 143,42 + 5,69 pg/mL e 168,06 + 7,22 pg/mL;
reduziram a quantidade de acucar total quando comparadas ao controle= 277,44 + 4,15 pg/mL,
contudo a dose letal DL3p ocasionou a maior reducdo (Figura 3). Nos ensaios de extracdo e
quantificacdo de glicogénio todas as doses letais DL3p= 125,75 + 4,10 ug/mL, DLso= 116,62 *
6,62 ng/mL e DL7o=86,76 £ 5,28 ug/mL de P. corcovadensis e P. arboreum DL3y= 23,88 + 2,78

pg/mL, DLsp= 21,30 £ 0,40 pg/mL, DLso= 31,12 + 2, 19 pg/mL reduziram a quantidade de
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glicogénio, quando comparadas com o controle= 168,08 + 11,47 pg/mL, porém em P.
corcovadensis a dose letal DL7o promoveu a maior redugdo comparada ao controle e as demais
doses (Figura 4). Enquanto que na P. marginatum ocorreu o inverso, todas as doses letais DL o=
329,19 + 11,37 ug/mL, DLsp= 301,75 £ 13,67 ug/mL e DLyo= 314,41 £ 17,29 ug/mL aumentaram
a quantidade de glicogénio quando comparadas com o controle= 168,08 + 11,47 ug/mL (Figura

4).

Discusséo

O rendimento é uma caracteristica importante dos 6leos essenciais, uma vez que pode ser
influenciada pela temperatura e umidade relativa da época de coleta do material vegetal e massa
inicial da planta, sendo esta seca ou fresca (Wang et al. 2010, Borges et al. 2012, Moraes et al.
2014). Os rendimentos dos 6leos essenciais utilizados nesta pesquisa variaram de 0,095-0,232 %.
Resultados aproximados também fora encontrados por Cysne et al. (2005) para espécies de Piper
spp (0,03-0,11 %). Do ponto de vista econdmico, o rendimento (%) é um fator relevante a ser
considerado em plantios destinados a producdo comercial de 6leos essenciais, como exemplos de
producdo de grande expressividade no Brasil tem-se o Eucalyptus citriodora Hook (1,30 %), o
Cymbopogon winterianus Jowitt (2,00 %) e o Citrus sinensis (L.) Osbeck (3,53 %), que além de
serem Oleos amplamente utilizados nas industrias de perfumaria e farmacos, ja sdo descritos na
literatura com atividades inseticidas (Vitti & Brito 1999, Bizzo et al. 2009, Gusméo et al. 2013,
Cruz et al. 2016, Dutra et al. 2016, Silva et al. 2016). Apesar dos rendimentos descritos para as
especies de Piper serem relativamente menores, em comparacao aos rendimentos descritos para as
producgdes comerciais, Mesquita et al. (2005) verificaram que espécies de Piper podem alcancar

valores expressivos de rendimentos (0,2-2,3 %), sabendo que essa caracteristica € também
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dependente de fatores extrinsecos, pode-se sugerir que as espécies de P. corcovadensis, P.
marginatum e P. arboreum alcancem rendimentos desejaveis para 0 mercado de 6leos essenciais.

Monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropanoides fazem parte da composi¢do quimica dos
oOleos essenciais de Piper spp. (Santana et al. 2015, Bru & Guzman 2016) e o presente trabalho
confirma a presenca destas classes de terpenos para as espécies de Piper estudadas. O E-
cariofileno foi o componente majoritario em comum para as espécies de P. corcovadensis, P.
marginatum e P. arboreum, este componente pode ser majoritario em outros 6leos essenciais de
Piper, assim como o B-pineno, limoneno, germacreno D e a-pineno (Mesquita et al. 2005). Estes
compostos também foram identificados para as espécies de Piper estudadas no presente trabalho,
exceto para o germacreno D que nédo fez parte da composicdo quimica do P. marginatum.

O componente majoritario da P. corcovadensis identificado neste trabalho foi o 1-butil-3,4-
metilenodioxibenzeno, semelhante aos trabalhos de Silva et al. (2016) para esta mesma espécie e
Nascimento et al. (2013) para Piper klotzschianum (Kunth) C. DC. No 6leo essencial de P.
arboreum predominaram 0s sesquiterpenos e 0s sesquiterpenos oxigenados com auséncia de
fenilpropanoides, essa caracteristica também foi verificada por Navickiene et al. (2006) e
Potzernhein et al. (2006) estudando P. arboreum coletadas em Séao Paulo e Brasilia, porém houve
diferenca na composicdo quimica do dleo essencial dessas plantas quando comparadas entre si e
quando comparadas com as do presente trabalho, as diferencas na composic¢ao quimica dos 6leos
essenciais de P. arboreum podem ser atribuidas a influéncia das condicbes edafo-climéaticas no
metabolismo secundéario assim como a localizacdo das plantas em diferentes regies (Taveira et
al. 2003, Lima et al. 2004, Bakkali et al. 2008). A composicdo do oOleo essencial da P.
marginatum estudado neste trabalho foi bastante semelhante para o 6leo desta mesma espécie em
plantas coletadas na Amazo6nia examinadas por Andrade et al. (2008). No entando o0s

componentes majoritarios do Oleo essencial de P. marginatum foram diferentes daqueles
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verificado por Autran et al. (2009), também estudando P. marginatum coletadas em Recife, a
diferenca dessa composicdo quimica pode ser atribuida a influéncia no espaco de tempo, em
decorréncia de fenémenos cronobioldgicos (variagdo mensal, semanal e diaria/fenologia da
planta) (Rohloff et al. 2005, Deschamps et al. 2008, Moraes et al. 2014). A composi¢ao quimica
do oOleo de P. marginatum do Brasil também difere com aqueles de outros paises como Costa
Rica, Cuba e Colémbia (Vogler et al. 2006, Sanchez et al. 2011, Jaramillo-Colorado et al. 2015),
a esse fato, trabalhos sugerem a existéncia de quimiotipos diferentes de P. marginatum podendo
ser significativos em uma descricdo taxonémica para espécie (Andrade et al. 2008, Bri &
Guzman 2016).

Os ensaios de contato topico revelaram que a DLsy dos 6leos de P. corcovadensis e P.
marginatum foram 3,58 e 4,18 mg/g de inseto respectivamente, apresentando as melhores
atividades quando comparadas ao Oleo de P. arboreum com 10,91 mg/g de inseto. Esses
resultados assemelham-se com os descritos na literatura para outros 6leos essenciais de diferentes
espécies de plantas também com acdo por teste de contato frente a S. frugiperda, apresentando
valores de DLso de 1,52; 3,20 e 5,04 mg/g de inseto para os 6leos de Foeniculum vulgare Mill.,
Eucalyptus staigeriana F. Muell. ex Bailey e Ocimum gratissimum L., respectivamente (Cruz et
al. 2016). Os dleos essenciais de P. corcovadensis e P. marginatum em sua composi¢ao quimica
sdo abundantes em monoterpenos e fenilpropanoides, diferente do 6leo de P. arboreum rico em
sesquiterpenos, essa diferenca na composicdo pode explicar a melhor atividade dessas duas
especies para S. frugiperda, uma vez que monoterpenos e fenilpropanoides ja sdo descritos na
literatura com atividade para S. frugiperda, S. litura e Chilo partellus (Swinhoe) (Hummelbrunner
& Isman 2001, Singh et al. 2009, Lima et al. 2009, Cruz et al. 2014).

Monoterpenos apresentam propriedades lipofilicas e fenilpropanoides, com grupos

substituintes ndo polares, caracterizam uma propriedade hidrofobica para essa classe. A
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hidrofobicidade parece desempenhar um papel fundamental na toxicidade dessas classes de
compostos, promovendo uma melhor penetracdo no tegumento do inseto, causando deterréncia
alimentar. Dessa forma terpenos e fenilpropanoides alcancam uma intima relacdo entre estrutura
quimica e atividade bioldgica (Dell & McComb 1981, Rice & Coats 1994, Harmatha & Nawrot
2002, Kim et al. 2003), podendo ser capazes de promover alteragdes no metabolismo e na
fisiologia de insetos. Essa propriedade quimica pode explicar a eficiéncia dos 6leos de P.
corcovadensis e P. marginatum.

Oleo essencial de P. corcovadensis tem sua atividade confirmada para Aedes aegypti L.,
enguanto que a atividade de P. marginatum ja é descrita na literatura para A. aegypti, Sitophilus
zeamais Motsch., Solenopsis saevissima, T.castaneum, Myzus persicae (Sulzer), Rhopalosiphum
padi (L.) e S. littoralis (Autran et al. 2009, Souto et al. 2012, Jaramillo-Colorado et al. 2015,
Silva et al. 2016), porém a presente pesquisa elucida a acdo desses 6leos na toxicidade e nos
parametros nutricionais: proteina, lipidio, acucar total e glicogénio, ndo descritos anteriormente
para S. frugiperda.

Além dos 6leos essenciais das espécies de Piper, € possivel verificar na literatura as
atividades dos compostos que se mostraram majoritarios para as trés espécies de Piper estudadas
neste trabalho, sendo confirmadas a agdo do 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno para A. aegypti;
terpinoleno para S. littoralis, A. aegypti e Aedes albopictus (Skuse); a-felandreno para A. aegypti
e A. albopictus; E-cariofileno para Aphis gossypii Glover e Tyrophagus putrescentiae (Schrank);
B-pineno para S. littoralis e A. aegypti; a-pineno para S. zeamais, T. castaneum, S. littoralis e A.
aegypti; o-humuleno para S. zeamais e T. castaneum e limoneno para S. frugiperda,
Callosobruchus maculatus (Fabr.), S. zeamais e T. castaneum (Don-Pedro 1996, Cheng et al.
2009, Liu et al. 2010, Santos et al. 2012, Kim & Lee 2014, Pavela et al. 2014, Silva et al. 2016

Cruz et al. 2017), essas informagdes s0 confirmam o potencial inseticida das espécies de P.
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corcovadensis, P. marginatum e P. arboreum podendo assumir a atividade frente a S. frugiperda
decorrente da presenca desses compostos majoritarios e abrindo margem para novos estudos
envolvendo esses 6leos e seus respectivos constituintes.

A natureza lipofilica de muitos terpenos sugere que os principais alvos dessa classe de
compostos sejam as membranas celulares e sua toxicidade promovida pela perda do controle
quimiosmético (Cox et al. 2000, Inoue et al. 2004) a este fato compreende-se que uma vez
alcancado esse alvo pode ocorrer uma disfuncdo celular diretamente relacionada ao insucesso das
atividades bioquimicas.

A fisiologia é intimamente dependente de processos bioguimicos que convertem moléculas
complexas como proteinas, lipidios, glicogénio e carboidratos em componentes simples
necessarios para o crescimento e metabolismo dos insetos, no que se refere a 6leo essencial, Silva
et al. (2016) verificaram que C. winterianus promoveu um aumento da quantidade de glicogénio e
diminuicdo de proteinas, lipidios e acUcar totais em lagartas de S. frugiperda. Com relacdo a
constituintes de 6leos essenciais, Cruz et al. (2017) relataram uma diminuicdo em todos os
parametros supracitados em lagartas tratadas com limoneno e E-anetol, sendo esses resultados
mais expressivos quando os compostos foram utilizados em associagé&o.

Os Oleos essenciais de Piper estudados no presente trabalho alcancaram respostas
significativas aos pardmetros nutricionais: proteina, lipidio, actcar total e glicogénio. As trés
espécies de Piper reduziram a quantidade de acucar total e os Oleos das espécies de P.
corcovadensis e P. arboreum promoveram a reducdo da quantidade de glicogénio, este fato pode
ser elucidado pela presenca dos sesquiterpenos na composi¢cdo desses 0leos essenciais uma vez
que em lagartas de Lepidoptera esses terpenos bloqueiam os estimuladores de glicose e sacarose
(Gershenzon & Dudareva 2007). P. corcovadensis em todas as doses testadas reduziu a

quantidade de proteina nas lagartas de S. frugiperda, enquanto que nas maiores doses de P.
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marginatum, ocorreu 0 aumentou da quantidade de proteina total, fenilpropanoide é uma classe de
compostos com caracteristica de promover a deterréncia alimentar em insetos (Harmatha &
Nawrot 2002), que consequentemente podem reduzir a eficiéncia do alimento ingerido, a esse fato
as lagartas tratadas com o 06leo essencial da P. corcovadensis podem ter sofrido uma disfuncéo na
assimilacdo de proteina ocasionando assim a sua reducdo, enquanto que o estresse ocasionado
pelo 6leo da P. marginatum nas maiores doses (DLsp € DL7g) desencadeou um acimulo dessa
substancia.

Bharani & Namasivayan (2017) perceberam alteracGes nas enzimas intestinais lipase de S.
litoralis apds tratamento com extratos vegetais de Punica granatum L., essa situacdo pode ter
ocorrido também na P. arboreum visto que esta promoveu uma reducdo de lipidio em todas as
doses do 6leo essencial testadas.

Alteracdes nesses padrdes bioquimicos ocasionam efeitos adversos na fisiologia dos insetos,
sendo mais acentuada em holometabolos, pois seu sucesso reprodutivo, quando adulto, depende
diretamente da aquisicao nutricional no periodo larval (Milano et al. 2010, Cruz et al. 2016). Essa
relacdo entre o déficit nutricional e a redugdo da capacidade reprodutiva deve-se ao fato que
proteinas como vitelogenina, catepsina B, entre outras, sdo importantes no processo de
vitelogenese. Ja os lipidios sdo importantes fontes de reserva e se associam a proteinas, a exemplo
da lipoforina que atuam no transporte do hormonio juvenil e producdo de ovos. Além dos
carboidratos e agucares que atuam no processo previtelogénico e na reserva energética,
respectivamente (Arrese et al. 2010, Lima-Mendonca et al. 2014, Rosas-Mejia et al. 2015).

Outro ponto a ser considerado € a capacidade que alguns produtos derivados de plantas tém
de modificar a histologia do intestino médio dos insetos (Barbehen 2001, Senthil-Nathan et al.

2008), promovendo alteragdes morfoldgicas nas células deste 6rgéo (Vasantha-Srinivasan et al.
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2016), podendo contribuir para ndo eficiéncia da digestdo e absorcdo de proteinas, lipidios,

glicogénio e acUcar totais, fato este que pode ter ocorrido na presente pesquisa.

Conclusdes

Apbs analise cromatografica por GC-EM, 85 componentes foram identificados, onde 16
foram em comum para as trés espécies, e dentro destes, o E-cariofileno foi o componente
majoritario. Das trés espécies de Piper testadas, o 0leo de P. corcovadensis foi o que mais se
destacou, por apresentar um melhor rendimento, menores DLsy e DLgy maiores razdes de
toxicidade nessas mesmas doses, além de alterar as quantidades de proteina, glicogénio e agucar
total nas doses subletais (DLsp) e letais (DLso,70). Essas observacgdes auxiliam na elucidacdo dos
efeitos toxicos que os 6leos essenciais podem ocasionar em doses subletais e letais, confirmando a
importancia do estudo de cada espécie de planta individualmente, abrindo margem para

investigacdo dos efeitos potenciais de 6leos essenciais e seus modos de acdo nos insetos.
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Tabela 1. Identificacdo e propor¢des dos constituintes dos 6leos essenciais de folhas de Piper spp.

Piper corcovadensis

Piper marginatum

Piper arboreum

Area Area Area
N°  Composto® IR IR° (% do total+ o) IR°®  (%dototalts) IR® (% do total+ o)
1 a -tujeno 924 - - 924 0,12+0,01 - -
2 a-pineno 932 929 5,78+ 0,06 930 8,45+1,05 930 0,69+0,04
3 canfeno 946 943 0,07+ 0,01 944 0,13+0,02 - -
4 sabineno 969 970 0,05+ 0,01 970 0,09+0,06 - -
5 B-pineno 974 972 2,25+ 0,2 973 6,51+0,69 973 0,54+0,05
6 mirceno 988 990 1,71+ 0,02 990 1,36+0,16 990 0,13+0,01
7 a-felandreno 1002 1001 0,79£0,01 1002 6,97+0,82 - -
8 d-3-careno 1008 1007 1,15+0,01 1008 0,57+0,07 1008 0,13+0,02
9 a-terpineno 1014 1014 1,09+0,01 1014 2,3310,27 1015 0,52+0,05
10  o-cimeno 1022 1022 0,59+0,01 1023 0,95+0,11 1023 0,19+0,02
11 limoneno 1024 1026 1,87+0,02 1026 4,98+0,59 1027 0,24+0,03
12 B-(2)- ocimeno 1032 - - 1038 0,69+ 0,06 1038 0,57+0,03
13 B-(E)- ocimeno 1044 1048 0,16x0 1048 2,69+0,30 1048 0,53+0,04
14 y-terpineno 1054 - - 1057 0,09+0,02 - -
15 terpinoleno 1086 1087 13,7£0,14 1087 0,32+0,04 1087 0,19+0,01
16  perileno 1102 - - - - 1117 0,26+0,01
17  &-elemeno 1335 - - 1338 2,57+0,06 1338 4,01+0,03
18  a-cubebeno 1348 1350 0,14+0 - - 1350 0,28+0
19  ciclosativeno 1369 1365 0,04+0 - - 1366 0,24+0
20  a-copaeno 1374 1376 0,75+0,01 1376 1,00+0,04 1376 3,55+0,04
21  B-bourboneno 1387 1385 0,09+0 1385 0,14+0,01 1385 0,20+0,01
22 B-elemeno 1389 1392 0,36+0,02 1392 1,21+0,03 1392 3,47+0,03
23  cipereno 1398 - - - - 1400 0,93+0,01
24 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno 1408° 1402 35,1+0,14 - - - -
25  o-gurjuneno 1409 1410 0,56+0,01 - - 1410 0,56+0,01
26  B-funebreno 1413 - - - - 1416 0,18+0,01
27  E-cariofileno 1417 1420 6,02+0,02 1420 5,71+0,16 1420 8,26+0,1
28  miltail-4(12)-ene 1445 - - 1444 0,25+0,01 - -
29  [B-copaeno 1430 1430 0,5+0,02 - - 1430 0,88+0,03
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30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

B-gurjuneno
y-elemeno
a-guaieno
aromadendreno
Z-Muurola-3,5-dieno
E-Muurola-3,5-dieno
a-humuleno
croweacin
allo-aromadendreno
Ishwarane
a-macrocarpeno
E-Cadina-1 (6),4-dieno
y-muuroleno
germacreno D
B-selineno
B-(Z)-guaieno
epi-cubebol
zingibereno
biciclogermacreno
a-muuroleno
a-bulneseno
y-cadineno
d-cadineno
E-cadina-1,4-dieno
a-cadineno

elemol
Z-muurol-5-em-4-3-ol
germacreno B
E-nerolidol

palustrol

y-asarone
germacreno D-4-ol
spatulenol

1431
1434
1437
1439
1448
1451
1452
1457
1458
1465
1470
1475
1478
1480
1489
1492
1493
1493
1500
1500
1509
1513
1522
1533
1537
1548
1550
1559
1561
1567
1572
1574
1577

1433

1447
1451
1454
1462
1473
1476
1481
1495

1497
1501
1515
1525
1534
1539

1549

1569

1577

50

0,25+0

0,22+0,02
0,09+0,01
0,71+0,02

0,41+0,02

0,03+0
0,35+0,18
2,21+0,03

0,27+0,05

0,49+0,02
0,04+0

2,26+0,02

5,19+0,02

0,34+0,01
0,37+0

0,08+0

0,14+0,01

4,52+0,05

0,26+0,01
0,94+0,11

1,93+0,07
0,13+0,03

0,09+0,03

0,31+0,07
0,38+0,06

0,26+0,05

0,25+0,06

1,34+0,12

1,53+0,12
0,38+0,03

0,11+0,01

1434
1439
1444

1455

1461

1475
1478
1482
1490

1496

1501
1507
1515
1525
1533
1539
1550

1558
1564
1569

1579

0,1+0,03
1,97+0,02
0,39+0,01

4,63+0,05

2,66+0,03

0,08+0,01
2,31+0,01
6,53+0,08
0,84+0,01

14,9+0,21
3,57+0,08
3,61+0,04
0,82+0,01
7,57+0,08
0,14+0,16
0,19+0,01
0,11+0,01

0,04+0,01
5,60+0,08
0,28+0,01

0,84+0,02



Continuacdo da Tabela 1.

63  oxido cariofileno 1582 1585 0,55+0,01 1585 0,14+0,02 - -

64  cubebol 1582 1590 0,03+0 - - - -

65 globulol 1590 - - - - 1585 1,27+0,02

66  viridiflorol 1592 1605 0,18+0,01 - - 1593 0,60+0,01

67 guaiol 1600 - - 1599 0,49+0,04 - -

68 ledol 1602 - - - - 1605 1,21+0,01

69 Z-asarone 1616 - - 1623 2,55+1,02 - -

70  1,10-di-epi-cubenol 1618 1617 0,21+0 - - - -

71  isolongifolan-7-a-ol 1618 - - - - 1614 0,41+0,03

72 junenol 1618 - - - - 1620 0,15+0,01

73 1-epi-cubenol 1627 1630 0,25+0,01 - - - -

74 metoxi-4,5-(metilenodioxi)-propiofenona 1627* - - 1628 5,50£0,17 - -

75  y-eudesmol 1630 - - - - 1627 0,23+0,01

76  epi-a-cadinol 1638 1643 2,63+0,11 - - 1630 1,59+0,02

77  epi-oa-muurulol 1640 - - - - 1644 2,31+0,06

78  a-muurulol 1644 1648 0,05+0,04 - - 1648 1,53+0,03

79  p-eudesmol 1649 - - 1652 0,05+0,03 - -

80 a-cadinol 1652 1656 3,86+0,1 - - 1656 3,46x0,06

81 exalatacina 1655 - - 1659 9,12+0,90 - -

82 selin-11-en-4-a-ol 1658 - - - - 1661 0,21+0,01

83  bulnesol 1670 - - 1670 0,08+0,01 - -

84  E-asarone 1675 - - 1682 3,53+0,34 - -

85  2-metoxi-4,5-(metilenodioxi)-propiofenona 1713 - - 1718 22,19+2,14 - -
Monoterpeno 29,21% 36,25% 3,73%
Monoterpeno Oxigenado - 0,07% 0,26%
Sesquiterpeno 21,42% 14,49% 72,91%
Sesquiterpeno oxigenado 12,77% 6,29% 19,8%
Fenilpropanoide 35,1% 41,66% -
Total identificado 98,51% 71,07% 96,71%
Rendimento do 6leo essencial 0,232+0,01 % 0,114+0,02% 0,095+0,008 %

IConstituintes listados em ordem de eluicdo na coluna apolar DB-5, detector GC-FID; ZTndices de retenco de Kratz da literatura (Adams 2009); ¥ Indices de retencéo de
Kratz da literatura (Nascimento et al. 2013); * indices de retencéo de Kratz da literatura (Andrade et al. 2008); ° indices de retencéo de Kratz calculados através dos tempos
de retengdo em relagdo aos da série de n-alcanos (Cg-C,s); Rendimento calculado a partir da razdo m/m (massa de 6leo obtido/massa de material fresco).
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Tabela 2. Toxicidade de 6leos essenciais de Piper spp. em lagartas de Spodoptera frugiperda.

DL504 DLQO4
Inclinago® (1C95%) (1C95%)
Tratamentos N GL? (+EP) mg/g RTso’ mg/g RTo
P. corcovadensis 150 3 517 £0,74 3,58 (3,10-4,02) 3,04 6,34 (5,56-7,72) 8,64 0,28
P. marginatum 180 4 2,00+0,27 4,18 (3,18-5,30) 2,61 18,16 (12,88-31,24) 3,01 4,67
P. arboreum 180 4 1,82+0,31 10,91 (8,37-14,20) - 54,83 (34,63-131,04) 3,97

'Ntmero de insetos usados no teste,
°Grau de liberdade,

3Erro padréo da média,

*Dose Letal e intervalo de confianca,
*Raz4o de toxicidade,

¥*= Qui-quadrado.
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Figura 1. Quantidade de proteinas totais (médias = erro padrdo) de lagartas de Spodoptera
frugiperda submetidas ao ensaio de toxicidade por contato topico nas Doses Letais (30-50-70),
dos 0leos essenciais de Piper corcovadensis (Pc), Piper marginatum (Pm) e Piper arboreum (Pa).

Barras seguidas de letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 2. Quantidade de lipidios totais (médias + erro padrdo) de lagartas de Spodoptera
frugiperda submetidas ao ensaio de toxicidade por contato topico nas Doses Letais (30-50-70),
dos 0leos essenciais de Piper corcovadensis (Pc), Piper marginatum (Pm) e Piper arboreum (Pa).

Barras seguidas de letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 3. Quantidade de agucar total (médias + erro padrao) de lagartas de Spodoptera frugiperda
submetidas ao ensaio de toxicidade por contato topico nas Doses Letais (30-50-70), dos 6leos
essenciais de Piper corcovadensis (Pc), Piper marginatum (Pm) e Piper arboreum (Pa). Barras

seguidas de letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 4. Quantidade de glicogénio (médias + erro padrao) de lagartas de Spodoptera frugiperda
submetidas ao ensaio de toxicidade por contato topico nas Doses Letais (30-50-70), dos 6leos
essenciais de Piper corcovadensis (Pc), Piper marginatum (Pm) e Piper arboreum (Pa). Barras

seguidas de letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
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CAPITULO 3
ESTUDO MORFOLOGICO E IMUNOHISTOQUIMICO DO INTESTINO MEDIO E CORPO
GORDUROSO DE Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

FRENTE A OLEOS ESSENCIAS DO GENERO DE Piper

KAMILLA A. DUTRA!

1Departamento de Agronomia — Entomologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Av.

Dom Manoel de Medeiros s/n, Dois Irméos, 52171-900 Recife, PE, Brasil.

'Dutra, K.A. Estudo morfolégico e imunohistoquimico do intestino médio e corpo gorduroso de
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) frente a éleos essencias do género
de Piper. A ser submetido.
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RESUMO - Oleos essenciais podem ser uma alternativa promissora ao uso de inseticidas, este
fato € comprovado pelo aumento das pesquisas nesta area visando estudar possiveis efeitos
deleterios em insetos praga. Assim, objetivou-se avaliar os Oleos Piper corcovadensis, Piper
marginatum e Piper arboreum nas DLsy, ap0s 48 h por contato tdpico, em lagartas de S.
frugiperda, sobre a histologia, morfometria, histoquimica e imunohistoquimica no intestino médio
e corpo gorduroso. A cromatografia dos Oleos revelou que o E-cariofileno foi o composto
majoritario comum para as especies de Piper. A utilizacdo dos Oleos essenciais de P.
corcovadensis, P. marginatum e P. arborerum, promoveram alteracGes deletérias no intestino
médio das lagartas de S. frugiperda. Porém P. corcovadensis foi o 6leo que proporcionou
melhores resultados, por apresentar a menor DLsy, ocasionar alteracBes histopatologicas, tais
como, alongamento das celulas colunares com formacéo de protusoes e extrusdes citoplasmaticas,
reducdo na quantidade de carboidratos, um aumento do indice apoptotico em 25% e menor
proliferacdo celular, diferente de P. arborerum, que apesar de ocasionar alteracdes
histopatoldgicas semelhantes ao P. corcovadensis, apresentou o maior indice de proliferacao
celular (15,75 %), bem como um aumento das células regenerativas (15,70 %), indicando uma
regeneracdo mais rapida do epitélio. Esses resultados demonstram o potencial inseticida mais
evidente de P. corcovadensis no controle desta praga, por ocasionar danos permanentes no

intestino médio.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, produtos naturais, histofisiologia, apoptose,

proliferacéo celular, morfometria.
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MORPHOLOGICAL AND IMMUNOHISTOCHEMISTRY STUDY OF THE MIDGUT AND
FATY BODY OF Spodopter frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

AGAINST ESSENCIAL OILS GENUS OF Piper

ABSTRACT - Essential oils can be a promising alternative to the use of insecticides, this fact is
proven by the increase of the research in this area aiming to study possible deleterious effects on
pest insects. The objective of this study was to evaluate the Piper corcovadensis, Piper
marginatum and Piper arboreum oils in the LD50 after 48 h by topical contact in S. frugiperda on
histology, morphometry, histochemistry and immunohistochemistry in the midgut and faty body.
Chromatography of the oils revealed that E-caryophyllene was the major compound common to
Piper species. The use of the essential oils of P. corcovadensis, P. marginatum and P. arborerum,
promoted deleterious changes in the midgut of S. frugiperda. However, P. corcovadensis was the
oil that provided the best results because it presented the lowest LDsg, causing histopathological
alterations, such as columnar cell elongation with formation of protrusions and extrusions
cytoplasmc, reduction in the amount of carbohydrates in the intestine medium, an apoptotic index
increase of 25% and a lower cell proliferation, different from P. arborerum, which, despite
causing histopathological changes similar to P. corcovadensis, had the highest rate of cell
proliferation (15,75 %), as well as an increase in regenerative cells (15,70 %), indicating a faster
regeneration of the epithelium. These results demonstrate the most evident insecticidal potential

of P. corcovadensis in the control of this pest, as it causes permanent damage to the midgut.

KEY WORDS: Fall armyworm, natural products, histophysiology, apoptosis, cell proliferation,

morphometry
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Introducéo

Pesquisas indicam que a composi¢do quimica e o amplo espectro de atividade bioldgica dos
0Oleos essenciais sdo a combinacdo para um modo de acdo com alvos multiplos em insetos, relatos
para interferéncia neurotoxica com acdo na octopamina neuromoduladora e em canais de cloreto
GABA ja sdo descritos na literatura (Sikkemma et al. 1995, Kostyukovsky et al. 2002, Choi et al.
2003, Sedy & Koschier 2003, Priestley et al. 2003, Enan 2005, Rattan 2010). A propriedade
lipofilica dos 6leos essenciais pode elucidar a penetracdo destes atraves da cuticula dos insetos
alcancando sistemas fisioldgicos e consequentemente diferentes 6rgaos podem ser afetados como,
por exemplo, o intestino médio e o corpo gorduroso (Rice & Coats 1994, Lopez et al. 2011).

O sistema digestivo dos insetos é divido em trés regides distintas, a saber, estomodeu (ou
intestino anterior), meséntero (ou intestino médio) e proctodeu (ou intestino posterior). Dentre
essas regides o intestino médio ganha destaque, pois é o principal local de digestdo e absorcao dos
nutrientes e nele ocorre a sintese e secrecdo de enzimas e hormonios, além de apresentar uma
matriz peritrofica como mecanismo de defesa, no entanto constitui-se um 6rgao vulneravel a acdo
de elementos ndo desejaveis uma vez que o trato digestivo possibilita 0 contato entre 0 meio
interno e o ambiente, tornando-se um 6rgao importante para estudos ecotoxicolégicos (Levy et al.
2004, Martins et al. 2006, Chapman 2013, Catae et al., 2014). O intestino médio é um alvo
interessante, pois qualquer efeito prejudicial pode acarretar na deterréncia alimentar, afetando o
crescimento e o desenvolvimento do inseto, bem como a morte por intoxicagdo (Hakim et al.
2010).

O corpo gorduroso associado ao intestino médio é um importante local de armazenamento
para polissacarideos e compostos protéicos, além de ser um dos tecidos mais importantes nos
processos de manutencdo e de reproducdo dos insetos, possibilitando a biossintese e a atividade

metabdlica (Fantazzini et al., 2002, Arrese & Soulages 2010, Roma et al. 2010).
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Dentre as pragas de milho mais significativas a lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda
(J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera, Noctuidae) sob condi¢des de desenvolvimento favoraveis, tem
um alto potencial para elevar sua populacdo, consequentemente ocasionando prejuizos
econdmicos as lavouras. E controlada principalmente por inseticidas sintéticos e por cultivares de
milhos resistentes que expressam toxinas Bt e nem sempre séo eficientes (Waquil et al. 2002,
Pogue 2002, Prowell et al. 2004).

Estudos revelam que a toxicidade tem sido evidenciada em sistemas fisiologicos
envolvendo, alteracdes histofisioldgicas e imunohistoquimicas (apoptose) em resposta aos
inseticidas sintéticos (Yoon et al. 2001, Nandi et al. 2006, Huang et al. 2011). No entanto, ja é
discutido que produtos naturatis, a exemplo do 6leo de Nim (Natuneem®) e componentes ativos
de Oleos essenciais promovem a morte celular por necrose e apoptose, respectivamente afetando a
substituicdo do epitélio do intestino médio e causando efeitos citotoxicos em insetos comparados
aqueles causados por inseticidas sintéticos (Scudeler et al. 2014, Cruz et al. 2017) além de ser
responsavel pela reducdo da quantidade de lipidios e proteinas no corpo gorduroso de Anticarsia
gemmatalis Hibner (Almeida et al. 2014). Com relacdo as alteracdes histofisioldgicas de 6leos
essenciais, Silva et al. (2017) constatou o efeito de Cymbopogon winterianus Jowitt. no intestino
médio de S. frugiperda, o qual apresentou alteracdes no epitélio, com presenca de protusdes
citoplasmaticas e extrusdes de células colunares, e aumento de granulos PAS positivos.

No entanto, ainda séo poucos os trabalhos que descrevem essa relagdo apartir da utilizagéo
dos oOleos essenciais. Com isso 0 objetivo do presente trabalho foi investigar alteracGes
histomorfoldgica, histoquimica e imunohistoquimica dos 0leos essencias de Piper corcovadensis
(Mig.) C. DC., Piper marginatum Jacg. e Piper arboreum Aubl. no intestino médio e no corpo
gorduroso de lagartas de S. frugiperda uma vez que ndo ha dados na literatura com essa

combinacao.
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Material e Métodos

As pesquisas foram conduzidas nos Laboratdrios de Histologia e Fisiologia de Insetos do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal/DMFA, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). As extracdes dos oleos essenciais e as analises cromatograficas foram
conduzidas, respectivamente, no Laboratério de Ecologia Quimica e Laboratorio de
Cromatografia do Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE).
Obtencédo e Criacdo de Spodoptera frugiperda. Os insetos foram obtidos da criacdo estoque do
Laboratério de Fisiologia de insetos, mantidos a temperatura de 25,2 + 1,4 °C, umidade relativa de
67 £ 0,7% e fotofase de 12 h. Os adultos foram criados em gaiolas de oviposicéo, confeccionadas
em tubo PVC de 20 cm de altura e 15 cm de didmetro e suportadas por uma bandeja plastica de
dois cm de altura por 17 cm de diametro, ambos forrados internamente com papel continuo
branco. As gaiolas foram fechadas na parte superior com filme plastico. Os adultos foram
alimentados com solugdo aquosa de mel a 10 % e as posturas coletadas periodicamente. Os ovos
foram mantidos em gaiolas plasticas de 15 cm de didametro por nove cm de altura, onde as lagartas
foram alimentadas com dieta artificial de Greene modificada, recomendada para a espécie (Busato
et.al. 2006).
Material Vegetal. As folhas de P. corcovadensis, P. marginatum e P. arboreum foram coletadas
no Jardim Botéanico do Recife, localizado no bairro do Curado, Km 7 da BR232, na Cidade do
Recife. As plantas foram autenticadas por Jefferson Rodrigues Maciel e uma exsicata de cada
especime foi depositado no Herbario do Jardim Botanico do Recife (P. corcovadensis exsicata:
UFP-15987, P. marginatum exsicata: UFP-10826 e P. arboreum exsicata: UFP7 78113).
Extracdo dos Oleos Essenciais de Piper spp. Folhas frescas de cada espécie de Piper foram

previamente trituradas e em seguida hidrodestiladas separadamente em aparelho tipo Clevenger
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modificado, por trés horas. Os 6leos essenciais foram coletados e tratados com sulfato de sddio
anidro P.A. Os 6leos foram conservados sob refrigeracdo a -24 °C até a realizacdo dos bioensaios
e/ou andlises cromatogréficas. O procedimento de extracdo foi realizado em triplicada e o
rendimento de cada 6leo essencial foi calculado pelo quociente das massas das folhas frescas, em
relacdo as massas dos respectivos 6leos essenciais, obtendo assim as respectivas medias para cada
espécie de Piper.

Analises Cromatograficas em Fase Gasosa. Os 0leos essenciais de Piper spp. foram analisados
qualitativamente por cromatografia a gas acoplada a espectrometria CG/EM de massas em um
sistema quadrupolo Agilent 5975C Series CG/EM (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA),
equipado com uma coluna apolar DB-5 (Agilent J&W; 60 m x 0.25 mm d.i., 0,25 um espessura da
pelicula). 1 uL da solucdo (2000 pug/mL) de cada 6leo essencial preparada em hexano foi injetada
em split 1:50, assim como uma solucdo hexanica da mistura de padrdes de hidrocarbonetos: C8-
C30 (Sigma-Aldrich®). A temperatura do cromatégrafo gasoso foi ajustada em 60 °C por 3 min,
sendo entdo elevada em 2,5 °C min™ até alcancar 240 °C e mantida nesta temperatura por 10 min.
O fluxo de hélio foi mantido em pressdo constante de 100 kPa. A interface da espectrometria de
massas foi definida em 200 °C e os espectros de massa registrados em 70 eV (em modo EI) com
uma velocidade de escaneamento de 0,5 scan-s de m/z 20-350 (Santos et al. 2014). Os
constituintes do 6leo essencial foram quantificados através da Cromatografia Gasosa (CG) em um
sistema Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) Trace CG Ultra gés equipado com um
detector de ionizagdo por chama (DIC), com uma coluna HB-5 (30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 um de
espessura da pelicula). A temperatura do forno foi mantida a 40 °C durante 2 min e depois
aumentada a 4 °C min™ para 230 °C. O injector e 0 detector foram mantidos a 250 °C. Para
realizar a quantificacdo, 1 pL da solucdo (2000 pug/mL) de cada oOleo essencial preparada em

hexano foi injetada em splitless. Esse procedimento foi realizado em triplicada para obtengéo da
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média aritmética das porcentagens de cada composto e seu desvio padrdo (Silva et al. 2016). A
composicdo de cada componente foi expressa na forma de percentagens da area total do pico
conforme registrado por GC-FID.

Identificacio Quimica dos Oleos Essenciais de Piper spp. Os indices de Retencdo (IR) de cada
componente dos 0Oleos essenciais foram calculados segundo a equacao de Van den Dool & Kratz
(1963), de acordo com os tempos de retencdo dos componentes da amostra de cada 6leo essencial,
do padréo de hidrocarboneto (C8-C30) e da combinacdo de cada 6leo essencial com a mistura
deste padrdo. Os componentes de cada 6leo essencial foram previamente identificados por
similaridade dos valores dos indices de retencdo (IR) e posteriormente confirmados por
comparacdo dos respectivos espectros de massa com aqueles disponiveis na biblioteca do
GC/EM: MassFinder 4, NIST08 e Wiley Registry™ 9th Edition e com os descritos por Adams
(2009).

Bioensaio por Contato Tdpico. Lagartas de terceiro instar, com peso médio de 0,078 g, foram
submetidas ao bioensaio de toxicidade por contato tépico. Os tratamentos consistiram na dilui¢do
dos 6leos essenciais de P. corcovadensis, P. marginatum e P. arboreum em acetona nas Doses
letais 50 (DLsp), de 3,58 mg/g, 4,18 mg/g e 10,91 mg/g respectivamente. Utilizando uma seringa
Hamilton™ (50 pL), aplicou-se 1,0 pL da solucdo da dose respectiva do 6leo essencial, na regido
protoracica da lagarta. Cada tratamento consistiu de 100 lagartas individualizadas em tubos de
vidro. O bioensaio controle foi tratado apenas com acetona. As lagartas foram alimentadas
individualmente com dieta artificial e submetidas ao bioensaio por 48 h, ap0s esse periodo
realizou-se a extracdo do canal alimentar e corpo gorduroso das lagartas sobreviventes.

Anélise Histologica e Morfométrica do Intestino Médio. As lagartas sobreviventes ao
bioensaio de toxicidade por contato topico foram imobilizadas e dissecadas em tampéo fosfato-

salino — PBS (pH 7,4 e 0,2 M) sob estereomicroscopio para retirada do canal alimentar. Estes
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foram fixados em formol tamponado a 10% por 24h e conservados em alcool 70%. Cada canal
alimentar foi clivado para a selecdo apenas dos intestinos meédios, que foram desidratados em
banhos crescentes de alcool etilico (70, 80, 90 e 100%), por 15 minutos cada, embebidos em
alcool+historesina (1:1) por 24h e finalmente incluido em historesina Leica©. Secc¢des de cortes
de 3 pum de espessura foram obtidos em micrétomo Leica© RM 2035. Para o0s estudos
histologicos e morfométricos os cortes foram submetidos a técnica de coloracdo pelo Azul de
Toluidina. As laminas foram examinadas em microscopio de luz OLYMPUS BX-49 e
fotografadas em fotomicroscépio Leica© DM 500 e OLYMPUS BX-51. As imagens da analise
histologica foram digitalizadas pelo software LAS Leica Image. A analise morfométrica foi
verificada pelo software de processamento de imagem Imagel, a unidade de medida de
comprimento foi calibrada de acordo com a escala da imagem captada no fotomicroscépio.
Utilizando-se da ferramenta Measure foi possivel messurar a espessura do tecido epitelial a partir
de trés laminas de individuos diferentes, sendo analizados quatro campos de cada lamina,
totalizando 12 campos por grupo (Abramoff et al. 2004, Scudeler et al. 2016). As médias foram
submetidas ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis através do programa SAS (SAS Institute
2001).

Quantificacao das Células Regenerativas do Intestino Médio. Foram quantificadas as células
regenerativas baseando-se no método de Pinheiro et al. (2003), na qual as ldaminas coradas com
azul de toluidina foram submetidas a verificacdo de 10 sec¢des aleatérias de trés cortes para cada
trés blocos, sendo as médias submetidas ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis através do
programa SAS (SAS Institute 2001).

Histoquimica do Intestino Médio e Corpo Gorduroso. As lagartas sobreviventes ao bioensaio
de toxicidade por contato topico foram imobilizadas e dissecadas em tampé&o fosfato-salino — PBS

(pH 7,4 e 0,2 M) sob estereomicroscopio para retirada do canal alimentar e corpo gorduroso, e
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submetidos a0 mesmo procedimento de inclusdo e obtencdo de cortes para a analise histoldgica e
morfométrica do intestino médio. Para as analises histoquimicas foram utilizados o Acido
Periodico de Schiff (P.A.S.) para deteccdo de polissacarideos neutros (Junqueira & Jungueira
1983) e Xylidine Ponceau para deteccdo de proteinas totais (Pearse 1960). As laminas foram
examinadas em microscépio de luz OLYMPUS BX-49 e fotografadas em fotomicroscopio
Leica© DM 500 e OLYMPUS BX-51. As imagens foram digitalizadas pelo software LAS Leica
Image.

Quantificacdo Media de Polissacarideos Neutros e Proteinas Totais. Com o auxilio do
programa de editor de imagens GIMP 2.8 (GNU Image Manipulation Program, UNIX platforms)
foram convertidas as imagens digitais de histoquimica para uma escala de cinza, permitindo assim
a mensuracao dos valores de pixels referentes a marcacéo selecionada no tecido (Solomon 2009).
Para cada analise histoquimica utilizou-se trés laminas de individuos diferentes, sendo
mensurados quatro campos de cada lamina, totalizando 12 campos por grupo. Os resultados dos
teores de glicogénio e proteina foram submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de
tukey ao nivel de 5% de significancia. As médias que ndo apresentavam distribuicdo normal
foram submetidas ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis atraveés do programa SAS (SAS
Institute 2001).

Preparagdo para Analise Imunohistoquimica. As lagartas sobreviventes ao bioensaio de
toxicidade por contato topico foram imobilizadas e dissecadas em tampdo fosfato-salino — PBS
(pH 7,4 e 0,2 M) sob estereomicroscopio para retirada do canal alimentar. Estes foram fixados em
formol tamponado a 10% por 24h e conservados em &lcool 70%. Os intestinos médios foram
clivados e desidratados em banhos crescentes de alcool etilico (70, 80, 90 e 100%), por 30
minutos cada, diafanizados em xilol, impregnados e incluidos em parafina. Sec¢des de cortes de 4

pum de espessura foram obtidos em microtomo Leica© RM 2035. Posteriormente os cortes foram
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desparafinados e hidratados e submetidos as analises imunohistoquimicas pelo ensaio TUNEL e
proliferacdo celular.

Indice apoptotico do Intestino Médio. Para isso foi utilizado o método TUNEL como indicador
de apoptose. Apo6s a hidratacdo as laminas foram incubadas em Tampdo fosfato-salino — PBS (pH
7,4 e 0,2 M) a temperatura ambiente. Para a recuperacdo antigénica utilizou-se a Proteinase K (20
mg/mL). As laminas foram lavadas em agua destilada e incubadas em peroxido de hidrogénio a
3% a temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em PBS e incubados em Equilibration
Buffer por 1 hora a 4 °C. Depois, os cortes foram incubados com a enzima TdT a 37 °C por 1
hora em cadmara Umida. Apoés esse periodo foi aplicada a solucdo stop em temperatura ambiente,
em seguida, as laminas foram lavadas em PBS e incubadas em anti-digoxigenina. As laminas
foram enxaguadas em PBS e 0s cortes revelados com substrato cromogénico diaminobenzidina
(DAB, DakoCytomationTM), sendo contracorados com hematoxilina. As laminas foram
examinadas em microscépio de luz OLYMPUS BX-49 e fotografadas em fotomicroscopio
Leica© DM 500 e OLYMPUS BX-51. As imagens foram digitalizadas pelo software LAS Leica
Image. O indice apoptético foi determinado pela contagem dos nucloes positivos, calculado
apartir do quociente do nimero de nucleos positivos pelo nimero de nucleos totais (positivo e
negativo) e o valor final mutiplicado por 100 (Scudeler et al. 2016). As médias foram submetidas
ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis através do programa SAS (SAS Institute 2001).
Proliferacao Celular. Para isso foi utilizado o método PCNA (Antigeno Nuclear de Proliferacéo
Celular). Apos a hidratacao as laminas passaram pela recuperacdo antigénica com Tampéo Citrato
(pH 6,0) em forno micro-ondas por cinco minutos. Depois desse passo, quando alcancada a
temperatura ambiente as laminas foram lavadas em Tris base. Para inibicdo da Peroxidase
enddgena as laminas foram incubadas em perdxido de hidrogénio a 3% por 30 minutos, em

seguida lavadas em Tris base e mantidas por 30 minutos em Tris BSA a 5%. A incubagdo em
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anticorpo especifico primario (PCNA) foi realizada em camara umida por 18 horas. Em seguida
foram mantidos em anticorpo secundario, Histofine® por 30 minutos. As laminas foram
enxaguadas em Tris base e os cortes revelados com substrato cromogénico diaminobenzidina
(DAB, DakoCytomationTM), sendo contracorados com hematoxilina. As laminas foram
examinadas em microscépio de luz OLYMPUS BX-49 e fotografadas em fotomicroscopio
Leica© DM 500 e OLYMPUS BX-51. As imagens foram digitalizadas pelo software LAS Leica
Image. O indice de proliferacdo foi determinado o resultado foi submetido a ANOVA e as médias

comparadas pelo teste de tukey ao nivel de 5% de significancia.

Resultados

Extracdo dos Oleos Essenciais de Piper spp. A hidrodestilacdo das folhas frescas das espécies
de P. corcovadensis, P. marginatum e P. arboreum resultou em rendimentos dos 6leos essenciais
de (médias * erro padrdo) 0,232+0,01; 0,114+0,02 e 0,095+0,008 %, respectivamente (Tabela 1).

Andlises por CG e CG-EM dos Oleos Essenciais de Piper spp. Um total de 85 componentes,
distribuidos nas classes de terpenos e fenilpropanoides foram identificados nos 6leos essenciais
das trés espécies de Piper por anélise CG-EM e quantificados em GC-DIC (Tabela 1). O éleo
essencial de P. corcovadensis tem o fenilpropanoide 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno
(35,1+£0,14%) como componente majoritario, seguido pelo monoterpeno terpinoleno
(13,7+0,14%), sesquiterpeno E-cariofileno (6,02+0,02%), monoterpeno a-pineno (5,78+0,06%),
sesquiterpeno d-cadineno (5,19+0,02%) e sesquiterpeno oxigenado germacreno D-4-ol
(4,52+0,05%), em ordem decrescente. O 0leo de P. marginatum em sua composi¢do apresenta 0s
fenilpropanoides  2-metoxi-4,5-(metilenodioxi)-propiofenona  (22,19+2,14%), exalatacina
(9,12+0,90%) e metoxi-4,5-(metilenodioxi)-propiofenona (5,50+0,17%), 0s monoterpenos a-

pineno (8,45+1,05%), o-felandreno (6,97+0,82%), p-pineno (6,51+0,69%) e limoneno
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(4,92+0,59%), e o sesquiterpeno E-cariofileno (5,71+0,16%) como componentes principais,
enquanto que o Oleo de P. arboreum apresentou seus componentes majoritarios entre 0s
sesquiterpenos zingibereno (14,9+0,21%), E-cariofileno (8,26+0,1%), é-cadineno (7,57+0,08%),
germacreno D (6,53+0,08%), a-humuleno (4,63+0,05%) e &-elemeno (4,01+0,03%), e o
sesquiterpeno oxigenado E-nerolidol (5,60+0,08%).

Analise Histologica e Morfométrica do Intestino Médio. As observacGes em microscopia de
luz demonstraram que o intestino médio das lagartas do controle de S. frugiperda exibiu
histologia caracteristica, composto por um tecido epitelial simples envolto por duas camadas de
tecido muscular, uma mais interna com muasculo disposto circularmente e outra mais externa
apresentando feixes de fibras musculares dispostos longitudinalmente. O tecido epitelial simples é
constituido por células colunares com nucleos esféricos centralmente localizados e
microvilosidades na regido apical; células caliciformes caracterizadas por apresentarem
invaginacdo da membrana plasmatica formando uma cémara globosa, com ndcleo basal e
achatado; e células regenerativas encontradas isoladamente ou em grupos, na regido basal do
epitélio. Separando o tecido epitelial do Iimen intestinal encontra-se a matriz peritrofica,
limitando a regido do Iumen, espaco endoperitréfico (Fig. 1. A-B). O intestino médio das lagartas
submetidas ao contato tépico com os dleos essenciais de P. corcovadensis e de P. arboreum
mostrou desorganizacdo do epitélio com alongamento das células colunares dando a impresséao de
estratificacdo epitelial; dilatacdo da regido apical das células colunares com formacdo de
protusdes e emissdo das extrusdes em direcdo ao Iimen, promovendo perda na integridade da
membrana apical juntamente com a lise celular, e degeneracdo da matriz peritréfica (Fig.1. C-D e
G-H). As lagartas tratadas com oOleo de P. arboreum quando comparadas ao controle,
demonstraram um intenso alongamento das celulas colunares confirmando por andlise de

morfometria a alteracdo na espessura do epitélio desse intestino médio de 86,07+1,76 um no
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epitélio do contole para a 127,02+12,34 um no epitelio das lagartas tratadas com o oleo (Fig.1. I).
As lagartas tratadas com o 6leo essencial de P. marginatum também apresentaram desorganizacao
do intestino médio com estratificacdo epitelial (Fig.1. E-F). Os intestinos médios das lagartas
tratadas com esse 6leo quando comparados ao controle, exibiram células caliciformes bem
desenvolvidas. A analise morfométrica confirmou a alteracdo na espessura do epitélio desse
intestino médio de, 86,07+1,76 um no epitélio do contole para 116,50£11,25 um no epitélio das
lagartas tratadas com o oOleo de P. marginatum (Fig.1. 1). Com relagdo ao numero de células
regenerativas do intestino médio das lagartas submetidas aos tratamentos com os 6leos essenciais,
apenas as lagartas tratadas com o 6leo de P. arboreum apresentaram maior quantidade de células
regenerativas 15,70+1,66, em relacdo ao controle 10,12+0,92 (Fig. 2).

Histoquimica do Intestino Médio e Corpo Gorduroso. A analise histoquimica detectou reagédo
positiva para o Acido Periddico de Schiff (P.A.S.) no epitélio do intestino médio das lagartas do
controle e das lagartas submetidas ao contato topico com os Oleos essenciais. No epitélio do
controle, assim como no tratado com o 6leo de P. marginatum nota-se uma distribui¢do uniforme
de granulos de glicogénio em todo citoplasma das células epiteliais, enquanto que as tratadas com
0 Oleo de P. arboreum apresentaram distribuicdo de granulos de glicogénio na regido basal das
células epiteliais (Fig. 3. A, C e D). As células epiteliais do intestino médio das lagartas tratadas
com o 6leo de P. corcovadensis exibiram uma reacdo de menor intensidade de granulos de
glicogénio (Fig. 3. B), e consequentemente o Unico tratamento que evidenciou a diferenca
significativa na reducdo da quantidade de carboidratos neutros quando comparado ao controle e
aos outros oleos (Fig. 3. E). Na deteccdo de proteinas totais por Xylidine Ponceau, tanto o
controle quanto as lagartas submetidas ao contato topico com os 0leos essenciais, mostraram uma
coloragéo positiva do epitélio (Fig. 4. A-D). Na quantificacdo em pixels de proteinas totais apenas
as lagartas tratadas com o Gleo de P. arboreum apresentaram reducdo significativa na quantidade
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de proteinas quando comparadas ao controle (Fig. 4. E). A analise histoquimica detectou reacao
positiva para o Acido Periodico de Schiff (P.A.S.) no corpo gorduroso, observando um aumento
na quantidade de carboidratos neutros em todos os tratamentos quando comparados ao controle,
porém houve um aumento consideravel da quantidade de carboidratos neutros no tratamento com
0 Oleo de P. marginatum quando comparado ao controle e aos demais tratamentos (Fig. 5). Na
deteccdo de proteinas totais por Xylidine Ponceau, tanto o controle quanto as lagartas submetidas
ao contato topico com os oOleos essenciais, mostraram uma coloracdo positiva, ndo sendo
observada diferenca significativa entre as lagartas tratadas quando comparadas com as do
controle, evidenciando que a quantidade de proteinas totais ndo foi alterada pelos 6leos essenciais
(Fig. 6).

Indice apoptdtico do Intestino Médio. Foram detectados sinais positivos nas células colunares
do epitélio nas lagartas do controle e das lagartas submetidas aos tratamentos com os 6leos
essenciais, indicando que foi induzida a morte celular por apoptose no epitélio do inestino médio
(Fig. 7). A andlise quantitativa do indice apoptético revelou que apenas o nimero de nucleos
positivos no tratamento com o 6leo essencial de P. corcovadensis foi maior quando comparado
com o controle, apresentando aproximadamente 25% de nucleos positivos no tratamento e 10%
para o controle, os demais tratamentos ndo diferiram do controle.

Proliferacdo Celular. Em resposta ao ensaio PCNA 0s nlcleos positivos para esse marcador
apresentam tipica coloracdo marrom. Esse tipo de coloracgdo indicativa de proliferacdo celular foi
mais intenso no intestino médio de lagartas de S. frugiperda tratadas com o 0leo de P. arboreum
(15,75+0,47), em contrapartida as tratadas com P. corcovadensis (6,25+0,85) foram as que
apresentaram menor proliferacdo. P. marginatum (10,0£0,407) ndo diferiu do controle

(10,50+0,64). (Fig. 8).
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Discussao

Os rendimentos dos 6leos essenciais obtidos por hidrodestilacdo de folhas frescas das
espécies de P. corcovadensis, P. marginatum e P. arboreum variaram entre 0,09-0,23% (m/m),
valores comparaveis aos relatados anteriormente para outras espécies de Piper spp. encontrados
por Cysne et al. (2005) e Mesquita et al. (2005). As classes dos terpenos e fenilpropanoides sdo
comumente observadas fazendo parte da composicdo quimica dos 0leos essenciais das plantas do
género Piper spp. (Santana et al. 2015, Bru & Guzman 2016), assemelhando-se aos resultados
obtidos no presente trabalho para as espécies de Piper estudadas. Os Oleos essenciais de P.
corcovadensis e P. marginatum apresetaram na sua composi¢do compostos pertencentes a classes
dos monoterpenos e sesquiterpenos, além dos fenilpropanoides, 0 componente majoritario da P.
corcovadensis identificado neste trabalho foi 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno, também
encontrado nas pesquisas de Silva et al. (2016) para esta mesma espécie. Os componentes
majoritarios do 6leo essencial de P. marginatum foram diferentes daqueles verificados por Autran
et al. (2009), também estudando P. marginatum coletadas em Recife, porém semelhantes aquelas
estudadas por Andrade et al. (2008) para espécie de P. marginatum coletadas na Amazonia.. No
6leo essencial de P. arboreum predominaram o0s sesquiterpenos e 0s sesquiterpenos oxigenados,
essa caracteristica também foi constatada por Navickiene et al. (2006) e Potzernhein et al. (2006)
estudando P. arboreum coletadas em S&o Paulo e Brasilia.

O rendimento e a composi¢do quimica dos 6leos essenciais sdo intimamente influénciados
sob as condi¢cbes edafo-climéaticas no metabolismo das plantas, sua localizacdo em diferentes
regides geogréafcas, assim como fatores genéticos de melhoramento e variagcdes derivadas a partir
de distorcdes espaciais e temporais e/ou parte da planta utilizada no processo de extracéo
(Galambosi & Peura 1996, Blair et al. 2001, Duarte et al. 2010, Moraes et al. 2014, Al-Qudah et

al. 2017).
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As observacdes em microscopia de luz demonstraram que o intestino médio das lagartas
do controle de S. frugiperda exibiu histologia caracteristica, assim como aquelas descritas por
Correia et al. (2009), no qual o tecido epitelial simples é composto predominantemente por
células colunares e caliciformes, além das células regenerativas, com caracteristicas apropriadas
para funcdes de absorcdo de nutrientes; crescimento e regeneracdo tecidual;, e controle de
processos metabolicos, proliferacdo e diferenciacdo celular; e ainda, limitando a regido do lumen
encontra-se a matriz peritrofica, que exerce funcdo de protecdo do epitélio contra danos
mecanicos e quimicos (Harper & Granados 1999, Martins et al. 2006, Teixeira et al. 2013).

Todos os 6leos essenciais de P. corcovadensis, P. marginatum e P. arboreum, atuando por
contato topico nas doses letais 50 (DLsg), promoveram alteracGes histoldgicas no intestino médio
das lagartas de S. frugiperda. Esse conjunto de alteracfes histologicas promovidas pelos 6leos de
P. corcovadensis e P. arborerum foram caracterizadas pelo alongamento das células colunares
com formacdo de protusdes e emissdo das extrusdes em direcdo ao limen, promovendo perda na
integridade da membrana apical juntamente com a lise celular. Este fato pode estar relacionado a
perda do controle do equilibrio i6nico e influxo de agua nas céulas causando hipertrofia celular
sugerindo ser um indicativo de efeito toxico nas células colunares (Cheville 1994, Reed &
Majumdar 1998, Rey et al. 1999, Cheville, 2009, Scudeler & Santos 2013, Rossi et al. 2013).
Essas dilatacbes observadas nas células colunares, podem servir para aumentar a area de
superficie das células a fim de promover intercdmbios com o meio e pode ser indicativo da
tentativa de aumentar o transporte do excesso de fluido das celulas para o hemocele (De Lello et
al. 1984, Bauer & Pankratz 1992, Scudeler & Santos 2013, Cruz-Landim et al. 2013). Ja as
lagartas tratadas com P. marginatum apresentaram células caliciformes bem desenvolvidas. Essas
células sdo responsaveis pela homeostase i6nica do tecido, o que pode ter influenciado na

integridade desse epitélio (Chiang et al. 1986). Outra alteracdo que pode ser caracterizada apés o
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tratamento com os Oleos de P. corcovadensis e P. arborerum, é a auséncia da membrana
peritrofica, o que pode ter ocorrido pela disfuncdo de atividades das celulas epiteliais,
responsaveis por secretar essa estrutura (Harper & Hopkins 1997, Harper & Granados 1999).
Esses efeitos sdo semelhantes aos descritos por Knaak et al. (2010) avaliando a toxicidade de
extratos de Petiveria alliacea L., Zingiber officinale Roscoe, Ruta graveolens L., Malva sylvestris
L., Baccharis genistelloides (Lam.) e Cymbopogon citratus (D.C.) no intestino médio de lagartas
de S. frugiperda.

Usando analises histoldgicas e morfométricas, foi possivel observar mudancas na
morfologia do intestino médio, como o aumento da espessura epitelial das lagartas tratadas com
P. marginatum e P. arborerum. Dados semelhantes também foram observados por Scudeler et al.
2016, verificando a influencia do 6leo de Nim (Natuneem®) no intestino médio de Ceraeochrysa
claveri Navas. Essas mudancas podem ser indicios de reorganizacéo epitelial devido a aceleracao
do processo de renovacdo celular (Nogarol & Fontanetti 2010). Foi constatado um aumento na
quantidade de células regenerativas do intestino médio das lagartas de S. frugiperda tratadas com
P. arboreum, esse mesmo resultado foi verificado por Silva et al. (2017), ap6s tratamento com 0
6leo essencial de Citrolena (C. winterianus). Sendo confirmada em nosos estudos pelo aumento
significativo da proliferagdo celular no intestino médio das lagartas tratadas com P. arboreum
como renovacdo celular objetivando a substituicdo das células danificadas, bem como um
mecanismo de defesa que ajuda a combater os agentes patogénicos que infectam essas células
(Chiang et al. 1986).

A anélise histoquimica detectou reagdo positiva para o Acido Periodico de Schiff (P.A.S.)
tanto no epitélio do intestino médio quanto no corpo gorduroso das lagartas do controle e das
lagartas submetidas ao contato topico com os Oleos essenciais. Essa reacdo é observada pelos

granulos PAS-positivos que sdo representados pelas reservas de glicogénio e/ou granulos
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contendo polissacarideos neutros (Mc Manus 1946, Kilby 1965). Os granulos de glicogénio nas
células do intestino médio e do corpo gorduroso podem indicar o armazenando de carboidratos
intracelulares a fim de fornecer energia para realizar diferentes atividades metabdlicas (Fialho et
al. 2009, Souza & Fontanetti 2011, Scudeler et al. 2014). Os efeitos histopatoldgicos promovidos
por P. corcovadensis no epitélio do intestino médio das lagartas de S. frugiperda podem ter sido
0s responsaveis pela reducdo da quantidade de carboidratos neutros, o que pode estar relacionado
ao realocamento desses para as reservas do corpo gorduroso.

Lagartas submetidas ao tratamento com P. corcovadensis, P. marginatum e P. arboreum
demonstraram um aumento da quantidade de carboidratos neutros no corpo gorduroso, resultados
semelhantes aos observados por Scudeler et al. (2014) apds utilizacdo do 6leo de Nim
(Natuneem®) em C. claveri. Ainda de acordo com Dixit et al. (1986) 6leos e extratos vegetais
promoverem efeito direto sobre o metabolismo da glicose. Na deteccdo de proteinas totais por
Xylidine Ponceau, foi observado tanto no epitélio do intestino médio quanto no corpo gorduroso
das lagartas, coloracdo fortemente positiva, porém a quantificacdo de pixels demonstrou haver
diferenca apenas no intestino médio das lagartas tratadas com P. arboreum, promovendo uma
reducdo. J& no corpo gorduroso nao houve diferenca nessa quantificacdo. Este resultado comprova
que o corpo gorduroso associado ao intestino médio € um importante local de armazenamento de
polissacarideos neutros e compostos protéicos (Fantazzini et al. 2002). Um dos mecanismos de
desintoxicacdo descritos para invertebrados é a precipitacdo de toxinas na forma de granulos
intracelulares de diferentes tipos, a exemplo dos granulos de glicogénio, que ap6s o
armazenamento em vacuolos digestivos, podem ser liberados através de vesiculas secretoras no
limen intestinal ou por substituicdo do epitélio intestinal (Hopkin 1989, Hubert 1979). O que

pode ter ocorrido no intestino médio e no corpo gorduroso dos insetos tratados.
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Através da imunohistoquimica pode-se observar apoptose no intestimo médio em todos 0s
tratamentos, no entanto, as lagartas tratadas com P. corcovadensis apresentaram um aumento
significativo do indice apoptotico e menor percentual de proliferacdo celular, indicando dano
permante no epitélio do intestino médio. Apesar da apoptose ocorrer por um processo de morte
celular natural programada, objetivando a remocao de células danificadas e a manutencdo da
homeostase, lesGes graves no tecido também podem desencadear este processo (Uwo et al. 2002,
Eisenberg-Lerner et al. 2009, Malagoli et al. 2010, Franzetti et al. 2012, Khoa et al. 2012, Zhang
et al. 2012). David et al. (2008) afirmaram que a apoptose € um mecanismo de defesa do corpo
que pode atuar na remocao de toxinas e também pode estar relacionado a processos de renovacao
do tecido através da reabsorcédo do epitélio danificado.

Sendo assim os achados dessa pesquisa confirmam relatos anteriores de que o modo de
acao dos 6leos essenciais esta vinculado a eventos fisioldgicos indicando que os produtos naturais
das plantas podem produzir alteracdes histologicas no canal alimentar dos insetos bem como no
corpo gorduroso (Scudeler & Santos 2013, Scudeler et al. 2014, Scudeler et al. 2016, Guedes et

al. 2017, Silva et al. 2017).

Conclusdes
A utilizacdo dos 6leos essenciais de P. corcovadensis, P. marginatum e P. arborerum,
promoveram alteracdes deletérias no intestino médio das lagartas de S. Frugiperda. Porém P.
corcovadensis foi o 6leo que proporcionou melhores resultados, por apresentar a menor DLs,
ocasionar alteragdes histopatologicas, reducdo na quantidade de carboidratos no intestino médio,
um aumento do indice apoptotico em 25% e uma menor proliferagéo celular, diferente do P.
arborerum, que apesar de ocasionar alteragdes histopatoldgicas semelhantes ao P. corcovadensis,

apresentou o maior indice de proliferacdo celular, bem como um aumento das células
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regenerativas, indicando uma regeneracdo mais rapida do epitélio. Esses resultados demonstram o
potencial inseticida mais evidente de P. corcovadensis no controle desta praga, por ocasionar

danos permanentes.
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Tabela 1. Identificacdo e propor¢des dos constituintes dos 6leos essenciais de folhas de Piper spp.

Piper corcovadensis Piper marginatum Piper arboreum
Area Area Area

N°  Composto’ IR IR (% do total+ o) IR (Ydototalts)  IR> (% do total+ o)
1 a -tujeno 924 - - 924 0,12+0,01 - -
2 a-pineno 932 929 5,78+ 0,06 930 8,45+1,05 930 0,69+0,04
3 canfeno 946 943 0,07+ 0,01 944 0,13+0,02 - -
4 sabineno 969 970 0,05+ 0,01 970 0,09+0,06 - -
5 B-pineno 974 972 2,25+ 0,2 973 6,51+0,69 973 0,54+0,05
6 mirceno 988 990 1,71+ 0,02 990 1,36+0,16 990 0,1340,01
7 a-felandreno 1002 1001 0,79+0,01 1002 6,97+0,82 - -
8 8-3-careno 1008 1007 1,15+0,01 1008 0,57+0,07 1008 0,13+0,02
9 a-terpineno 1014 1014 1,09+0,01 1014 2,33+0,27 1015 0,52+0,05
10 0-cimeno 1022 1022 0,59+0,01 1023 0,95+0,11 1023 0,19+0,02
11 limoneno 1024 1026 1,87+0,02 1026 4,98+0,59 1027 0,24+0,03
12 B-(Z)- ocimeno 1032 - - 1038 0,69+ 0,06 1038 0,57+0,03
13 B-(E)- ocimeno 1044 1048 0,16+0 1048 2,69+0,30 1048 0,53+0,04
14 y-terpineno 1054 - - 1057 0,09+0,02 - -
15 terpinoleno 1086 1087 13,7+0,14 1087 0,32+0,04 1087 0,19+0,01
16 perileno 1102 - - - - 1117 0,26+0,01
17 d-elemeno 1335 - - 1338 2,57+0,06 1338 4,01+0,03
18 a-cubebeno 1348 1350 0,14+0 - - 1350 0,28+0
19 ciclosativeno 1369 1365 0,04+0 - - 1366 0,24+0
20 a-Ccopaeno 1374 1376 0,75+0,01 1376 1,00+0,04 1376 3,55+0,04
21 B-bourboneno 1387 1385 0,09+0 1385 0,14+0,01 1385 0,20+0,01
22 B-elemeno 1389 1392 0,36+0,02 1392 1,21+0,03 1392 3,47+0,03
23 cipereno 1398 - - - - 1400 0,93+0,01
24 1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno 1408° 1402 35,1+0,14 - - - -
25 a-gurjuneno 1409 1410 0,56+0,01 - - 1410 0,56+0,01
26 B-funebreno 1413 - - - - 1416 0,18+0,01
27 E-cariofileno 1417 1420 6,02+0,02 1420 5,71+0,16 1420 8,26+0,1
28 miltail-4(12)-ene 1445 - - 1444 0,25+0,01 - -
29 B-copaeno 1430 1430 0,5+0,02 - - 1430 0,88+0,03
30 B-gurjuneno 1431 1433 0,250 - - - -
31 y-elemeno 1434 - - - - 1434 0,1+0,03
32 a-guaieno 1437 - - - - 1439 1,9740,02
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33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

aromadendreno
Z-Muurola-3,5-dieno
E-Muurola-3,5-dieno
a-humuleno
croweacin
allo-aromadendreno
Ishwarane
a-macrocarpeno
E-Cadina-1 (6),4-dieno
y-muuroleno
germacreno D
B-selineno
B-(Z)-guaieno
epi-cubebol
zingibereno
biciclogermacreno
o-muuroleno
a-bulneseno
y-cadineno
d-cadineno
E-cadina-1,4-dieno
a-cadineno

elemol
Z-muurol-5-em-4-3-ol
germacreno B
E-nerolidol

palustrol

y-asarone
germacreno D-4-ol
spatulenol

oxido cariofileno
cubebol

globulol

viridiflorol

guaiol

ledol

1439
1448
1451
1452
1457
1458
1465
1470
1475
1478
1480
1489
1492
1493
1493
1500
1500
1509
1513
1522
1533
1537
1548
1550
1559
1561
1567
1572
1574
1577
1582
1582
1590
1592
1600
1602

1447
1451
1454
1462
1473
1476
1481
1495

1497
1501
1515
1525
1534
1539

1549

1569
1577

1585
1590

1605
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0,22+0,02
0,09+0,01
0,71+0,02

0,41+0,02

0,03+0
0,35+0,18
2,21+0,03

0,27+0,05

0,49+0,02
0,04+0

2,26+0,02

5,19+0,02

0,34+0,01
0,370

0,08+0

0,14+0,01
4,52+0,05

0,55+0,01
0,03+0

0,18+0,01

1455
1461

1464
1474

1482

1487
1494

1498

1525
1550

1564
1576

1579
1585

1599

0,26+0,01
0,94+0,11

1,93+0,07
0,13+0,03

0,09+0,03

0,31+0,07
0,38+0,06

0,26+0,05

0,25+0,06

1,34+0,12

1,53+0,12
0,38+0,03

0,11+0,01
0,14+0,02

0,49+0,04

1444

1455

1461

1475
1478
1482
1490

1496

1501
1507
1515
1525
1533
1539
1550

1558
1564
1569

1579
1585
1593

1605

0,39+0,01

4,63+0,05

2,66+0,03

0,08+0,01
2,31+0,01
6,53+0,08
0,84+0,01
14,9+0,21
3,57+0,08
3,61+0,04
0,82+0,01
7,57+0,08
0,14+0,16
0,19+0,01
0,11+0,01

0,04+0,01
5,60+0,08
0,28+0,01

0,84+0,02

1,27+0,02
0,60+0,01

1,21+0,01



Continuacgéo da Tabela 1.

69 Z-asarone 1616 - - 1623 2,55+1,02 - -

70 1,10-di-epi-cubenol 1618 1617 0,210 - - - -

71 isolongifolan-7-a-ol 1618 - - - - 1614 0,41+0,03

72 junenol 1618 - - - - 1620 0,15+0,01

73 1-epi-cubenol 1627 1630 0,25+0,01 - - - -

74 metoxi-4,5-(metilenodioxi)-propiofenona 1627 - - 1628 5,50+0,17 - -

75 y-eudesmol 1630 - - - - 1627 0,23+0,01

76 epi-a-cadinol 1638 1643 2,631+0,11 - - 1630 1,59+0,02

77 epi-a-muurulol 1640 - - - - 1644 2,31+0,06

78 a-muurulol 1644 1648 0,05+0,04 - - 1648 1,53+0,03

79 B-eudesmol 1649 - - 1652 0,05+0,03 - -

80 a-cadinol 1652 1656 3,86+0,1 - - 1656 3,46+0,06

81 exalatacina 1655 - - 1659 9,12+0,90 - -

82 selin-11-en-4-a-ol 1658 - - - - 1661 0,21+0,01

83 bulnesol 1670 - - 1670 0,08+0,01 - -

84 E-asarone 1675 - - 1682 3,53+0,34 - -

85 2-metoxi-4,5-(metilenodioxi)-propiofenona 1713 - - 1718 22,19+2,14 - -
Monoterpeno 29,21% 36,25% 3,73%
Monoterpeno Oxigenado - 0,07% 0,26%
Sesquiterpeno 21,42% 14,49% 72,91%
Sesquiterpeno oxigenado 12,77% 6,29% 19,8%
Fenilpropanoide 35,1% 41,66% -
Total identificado 98,51% 71,07% 96,71%
Rendimento do 6leo essencial 0,232+0,01 % 0,114+0,02% 0,095+0,008 %

'Constituintes listados em ordem de eluicéo na coluna apolar DB-5, detector GC-FID; ? Indices de retenco de Kratz da literatura (Adams 2009); * indices de
retencdo de Kratz da literatura (Nascimento et al. 2013); * indices de retencéo de Kratz da literatura (Andrade et al. 2008); ° indices de retencéo de Kratz
calculados através dos tempos de retencdo em relagdo aos da série de n-alcanos (Cg-C,s); Rendimento calculado a partir da razdo m/m (massa de 6leo
obtido/massa de material fresco).
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Figura 1. Corte transversal do
intestino médio de lagartas de
Spodoptera frugiperda (terceiro
instar) submetidas ao
tratamento com contato topico
com Oleos essenciais de P.
corcovadensis, P. marginatum e
P. arboreum nas Doses Letais
50 (DLso). A e B, controle. C e
D, tratadas com P.
corcovadensis. E e F, tratadas
com P. marginatum. G e H,
tratadas com P. arboreum.
Coloracdo Azul de Toluidina.
A— vista geral do intestino
médio. B— detalhe do intestino
médio com presenca da matriz
peritréfica (seta curta). C—
desorganizacdo do intestino
médio. D-—  estratificacdo
epitelial, com presenca de
protusdes (ponta de seta) e
extrusdo celular (asterisco). E—
desorganizacdo do intestino
médio. F- estratificacao
epitelial com células
caliciformes  globosas. G-
desorganizacdo do intestino
médio. H-  estratificagdo
epitelial, com células colunares
alongadas (seta pontilhada) e
extrusdo celular (asterisco).
Muasculo longitudinal (ML),
musculo circular (MC), células
regenerativas  (Cr), células
caliciformes (Cca), células
colunares (Cc) com ndcleos (n),
presenca de microvilos (Mv) e
[limen (L). |- Espessura do
epitélio em pum (média + EP).
Piper corcovadensis (Pc), Piper
marginatum (Pm) e Piper
arboreum (Pa). Barras seguidas
da mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Kruskal-
Wallis (P<0,05).
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Figura. 2. Numero médio (x EP) de células regenerativas do instestino médio de lagartas de
Spodoptera frugiperda submetidas ao ensaio de toxicidade por contato tépico na Dose Letal 50
(DLso), dos Oleos essenciais de Piper corcovadensis (Pc), Piper marginatum (Pm) e Piper
arboreum (Pa). Barras seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis

(P>0,05).
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Figura 3. Histoquimica do intestino médio de lagartas de Spodoptera frugiperda (terceiro instar) em
contato topico com Oleos essenciais de P. corcovadensis, P. marginatum e P. arboreum nas Doses
Letais 50 (DLsp). A, controle. B, tratadas com P. corcovadensis. C, tratadas com P. marginatum. D,
tratadas com P. arboreum. Coloracdo com acido periodico de Schiff (P.A.S.). A e C— notar distribui¢do
uniforme de granulos de glicogénio no citoplasma das células. B— menor intensidade de granulos de
glicogénio no citoplasma das células. D— notar distribuicdo de granulos de glicogénio na regido basal
das células epiteliais. E- quantidade de pixels (média + EP) para polissacarideos neutros. P.
corcovadensis (Pc), P.marginatum (Pm) e P. arboreum (Pa). Barras seguidas de letras diferentes
diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 4. Histoquimica do intestino médio de lagartas de Spodoptera frugiperda (terceiro instar) em
contato topico com 6leos essenciais de P. corcovadensis, P. marginatum e P. arboreum nas Doses
Letais 50 (DLsp). A, controle. B, tratadas com P. corcovadensis. C, tratadas com P. marginatum. D,
tratadas com P. arboreum. Coloracdo com Xylidine Ponceau. E, quantidade de pixels para
proteinas totais (média £+ EP). P. corcovadensis (Pc), P.marginatum (Pm) e P. arboreum (Pa).
Barras seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (P>0,05).
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Figura 5. Histoquimica do corpo gorduroso de lagartas de Spodoptera frugiperda (terceiro instar)
em contato tépico com bleos essenciais de P. corcovadensis, P. marginatum e P. arboreum nas
Doses Letais 50 (DLso). A, controle. B, tratadas com P. corcovadensis. C, tratadas com P.
marginatum. D, tratadas com P. arboreum. Coloracdo com &cido periddico de Schiff (P.A.S.). E,
quantidade de pixels (média = EP) para polissacarideos neutros. P. corcovadensis (Pc),
P.marginatum (Pm) e P. arboreum (Pa). Barras seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Kruskal-Wallis (P>0,05).
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Figura 6. Histoquimica do corpo gorduroso de lagartas de Spodoptera frugiperda submetidas ao
ensaio de toxicidade por contato topico na Dose Letal 50 (DLsp), dos Oleos essenciais de P.
corcovadensis, P. marginatum e P. arboreum. A, controle. B, tratadas com P. corcovadensis. C,
tratadas com P. marginatum. D, tratadas com P. arboreum. Colora¢do com Xylidine Ponceau. E,
quantidade de pixels para proteinas totais (média + EP). P. corcovadensis (Pc), P.marginatum
(Pm) e P. arboreum (Pa). Barras seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05).
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Figura 7. Ensaio TUNEL do intestino médio de lagartas de Spodoptera frugiperda submetidas ao
ensaio de toxicidade por contato topico na Dose Letal 50 (DLsp), dos Oleos essenciais de P.
corcovadensis (Pc), P.marginatum (Pm) e P. arboreum (Pa). A, controle. B, tratadas com P.
corcovadensis. C, tratadas com P. marginatum. D, tratadas com P. arboreum. (*) Nucleo
apoptético. E, Indice apoptdtico (média + EP). Barras seguidas da mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de Kruskal-Wallis (P>0,05).
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Figura 8. Ensaio de Proliferacdo celular do intestino médio de lagartas de Spodoptera frugiperda
submetidas ao ensaio de toxicidade por contato topico na Dose Letal 50 (DLsg), dos 6leos
essenciais de P. corcovadensis, P.marginatum e P. arboreum ap6s 48 h. A, controle 48 h. B,
tratadas com P. corcovadensis 48 h C, tratadas com P. marginatum 48 h. D, tratadas com P.
arboreum 48 h. (*) Marcacdo Proliferacdo. E, proliferacdo (média + EP). Barras seguidas da
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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CAPITULO 4
TOXICIDADE E EFEITO SINERGICO DE TERPENOS EM Spodoptera frugiperda (J.E.

SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

KAMILLA A. DUTRA!

1Departamento de Agronomia — Entomologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Av.

Dom Manoel de Medeiros s/n, Dois Irméos, 52171-900 Recife, PE, Brasil.

'Dutra, K.A. Toxicidade e efeito sinérgico de terpenos em Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae). A ser submetido.
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RESUMO - Compreender a contribuicdo dos compostos individualmente e suas interacdes em
misturas binarias para a toxicidade em insetos-praga é um importante requisito nos estudos com
oOleos essenciais como alternativa ao uso de inseticidas sintéticos. A toxicidade dos compostos a-
pineno, B-pineno, a-felandreno, terpinoleno e E-cariofileno e suas combinacBes binarias foram
testada frente a lagarta Spodoptera frugiperda. Os monoterpenos a-felandreno, B-pineno e a-
pineno exibiram os menores valores de Dose Letalsy (3,96; 7,29 e 8,56 mg/g de inseto)
respectivamente. A mistura binaria dos cinco compostos ativos resultou em 10 combinagdes:
terpinoleno+E-carifileno, terpinoleno+a-pineno, terpinoleno+B-pineno, terpinoleno+a-felandreno,
a-pineno+E-carifileno, o-pineno+p-pineno, a-pineno+a-felandreno, B-pineno+E-carifileno, p-
pineno+a-felandreno e o-felandreno+E-carifileno. Os resultados do teste de toxicidade dessas
misturas binarias assumiriam o modelo de Probit com valores de DLsg e DLgg variando de 1,66 a
6,88 mg/g de inseto e 12,78 a 62,98 mg/g de inseto, respectivamente. Misturas binarias com o
terpinoleno apresentaram sinergismo, com destaque para o terpinoleno+B-pineno que além do
efeito sinérgico, apresentou uma toxicidade mais elevada. O efeito antagonista foi encontrado na
combinacgao do a-felandreno+E-cariofileno, do mesmo modo que o aditivo foi encontrado apenas
na combinagdo p-pineno+E-cariofileno. Estudos envolvendo resultados de toxicidade de
composto ativos e suas misturas binarias podem ajudar na obtencdo de novas formulacfes de

inseticidas.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, monoterpeno, sesquiterpeno, fator de co-toxicidade,

Piper
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TOXICITY AND SYNERGISTIC EFFECT OF TERPENES IN Spodoptera frugiperda (J.E.

SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT - Understanding the contribution of individual compounds and their interactions in
binary mixtures for pest insect toxicity is an important requirement in studies with essential oils as
an alternative to the use of synthetic insecticides. The toxicity of the a-pinene, B-pinene, a-
phellandrene, terpinolene and E-caryophyllene compounds and their binary combinations were
tested against the Spodoptera frugiperda. The monoterpenes a-phellandrene, B-pinene and a-
pinene exhibited the lowest values of Dose Letals (3.96, 7.29 and 8.56 mg/g insect), respectively.
The binary mixture of the five active compounds resulted in 10 combinations: terpinolene + E-
caryophyllene, terpinolene + a-pinene, terpinolene + B-pinene, terpinolene + a-phellandrene, o-
pinene + E- caryophyllene, a-pinene + B- pinene, a-pinene + a-phellandrene, B-pinene + E-
caryophyllene, B-pinene + a-phellandrene and a-phellandrene + E- caryophyllene. The toxicity
test results from these binary mixtures would assume the Probit model with LDsy and LDg values
ranging from 1.66 to 6.88 mg/g insect and 12.78 to 62.98 mg/g insect, respectively. Binary
mixtures with terpinolene showed synergism, especially terpinolene + B-pinene which, in addition
to the synergic effect, showed a higher toxicity. The antagonist effect was found in the
combination of a-phellandrene + E-caryophyllene, in the same way that the additive was found
only in the B-pinene + E-caryophyllene combination. Studies involving active compound toxicity

results and their binary mixtures may help in the development of new formulations of inseticidal.

KEYWORDS: Fall armyworm, monoterpene, sesquiterpene, co-toxicity factor, Piper
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Introducéo

Quimicamente os 6leos essenciais sdo ricos em substancias pertencentes as classes dos
terpenos e fenilpropanoides, sendo os terpenos a segunda maior classe de constituintes de plantas
ficando atras apenas dos alcaloides. Sdo formados por unidade isoprénicas constituidas de cinco
carbonos e podem ser classificados de acordo com suas caracteristicas estruturais em
monoterpenos, sesquiterpenos entre outros, exibindo grupos funcionais como exemplo dos
alcoois, aldeidos, cetonas e acidos (Tsao & Coats 1995, Simdes & Spitza 2004). Esses
constituintes dos 6leos essenciais sao0 comumente usados na composicdo de fragrancias e aditivos
alimentares como agentes aromatizantes. Mas recentemente ganharam atengdo crescente na
agricultura, tornando-se o foco de interesse na busca do desenvolvimento de novos inseticidas
(Isman 2000, Zwenger & Basu 2008, Bergamaschi 2011).

A toxicidade de terpenoides e 6leos essenciais € relatada para muitos insetos nas diferentes
ordens de importancia econémica, por exemplo, Lepidoptera com Spodoptera litura (Fab.),
Spodoptera littoralis Boisd., Helicoverpa armigera Hibner, e Chilo partellus (Swinhoe);
Coleoptera com Rhyzopertha dominica (Fab.), Tribolium castaneum (H.) e Sitophilus oryzae (L.);
Diptera como Ceratitis capitata (Wiedemann), Musca domestica L., Culex quinquefasciatus Say e
Aedes aegypti (L.); Hemiptera como Aphis gossypii Glover e Neuroptera com Chrysoperla
externa Hagen (Hummelbrunner & Isman 2001, Rozman et al. 2006, Papachristos et al. 2009, Liu
et al. 2010, Pavela 2014, Silva et al. 2016).

Entre os insetos de importancia econémica agricola, a lagarta do cartucho Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) é de grande destaque nas lavouras por ser uma
praga polifaga, podendo infestar grandes culturas de exportagcdo como milho (Zea mays L.), soja

(Glycine max (L.) Merrill) e algoddo (Gossypium hirsutum L.), além de mais de 80 variedades de
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plantas cultivadas distribuidas em mais de 20 familias botanicas (Pogue 2002, Prowell et al. 2004,
Clark et al. 2007, Barros et al. 2010).

Embora pesquisas tenham sido publicadas sobre 6leos essenciais e seus compostos ativos,
confirmando a exceléncia das suas atividades, poucos estudos sdo focados nas interacBes entre 0s
terpenos contidos nesses 6leos quanto aos efeitos positivos ou negativos das suas combinacdes,
esse fendbmeno, muitas vezes discutido em varios trabalhos € importante para elucidacdo do
potencial sinergico de misturas binarias (Hummelbrunner & Isman 2001, Pavela 2008, Koul et al.
2013).

No presente trabalho cinco substancias pertencentes a classe dos terpenos, foram escolhidas
a partir da identificacdo quimica dos 0leos essenciais de plantas do género Piper, a saber, Piper
corcovadensis (Mig.) C. DC., Piper marginatum Jacg. e Piper arboreum Aubl. como alguns dos
compostos que alcancaram as maiores concentracdes na sua composicdo, e estdo também
presentes em outras composicdes de Oleos essenciais, tem-se 0S monoterpenos a-pineno, B-
pineno, a-felandreno, terpinoleno e um sesquiterpeno o E-cariofileno, para avaliagdo individual e
possiveis efeitos sinérgicos quando aplicados em misturas binarias para toxicidade em lagartas de

S. frugiperda.

Material e Métodos
As pesquisas foram conduzidas no Laboratério de Fisiologia de Insetos do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal/DMFA, da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
Obtencéo e Criacao de Spodoptera frugiperda. Os insetos foram obtidos da criacdo estoque do
Laboratorio de Fisiologia de insetos, mantidos a temperatura de 25,2 + 1,4 °C, umidade relativa de
67 £ 0,7% e fotofase de 12 h. Os adultos foram criados em gaiolas de oviposicéo, confeccionadas

em tubo PVC de 20 cm de altura e 15 cm de didmetro e suportadas por uma bandeja plastica de
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dois cm de altura por 17 cm de didmetro, ambos forrados internamente com papel continuo
branco. As gaiolas foram fechadas na parte superior com filme plastico. Os adultos foram
alimentados com solucdo de mel a 10 % e as posturas coletadas periodicamente. Os ovos foram
mantidos em gaiolas plasticas de 15 cm de didmetro por nove cm de altura, onde as lagartas foram
alimentadas com dieta artificial de Greene modificada, recomendada para a espécie (Busato et al.
2006).

Produtos Quimicos. Os terpenos testados foram 0s monoterpenos a-pineno, B-pineno, o-
felandreno e terpinoleno e o sesquiterpeno E-cariofileno, obtidos da Sigma Aldrich® Brasil, com
pureza acima de 99%.

Bioensaio de Toxicidade por Contato Tépico dos Compostos Individuais. Testes preliminares
visando definir as faixas de concentracdo capazes de promover mortalidades em torno de 5 e 95%
(Finney, 1971) dos terpenos, foram realizados utilizando lagartas de S. frugiperda de terceiro
instar com peso médio de 0,078 g. Para cada teste foram individualizadas 10 lagartas por
repeticdo, sendo 3 repetices por dose, totalizando 30 individuos. Foi entdo aplicado 1,0 uL da
solucdo (composto + acetona), na regido protoracica da lagarta, utilizando uma seringa
Hamilton™ (50 pL). O controle foi tratado apenas com acetona. As lagartas foram alimentadas
individualmente com dieta artificial, e a avaliacdo da toxicidade aguda foi feita 48 h apds a
instalacdo do bioensaio, pela contagem das lagartas mortas. De acordo com o resultado obtido nos
testes preliminares foram estabelecidos os tratamentos. As Doses Letais (DLsg-90) foram
determinadas, através da analise de probit pelo programa SAS PROC Probit (SAS 2001). As
Raz0bes de Toxicidade (RT) foram obtidas, através do quociente entre a dose letal do composto de
maior toxicidade e dose letal dos demais compostos, individualmente.

Bioensaio de Toxicidade por Contato Topico das Misturas Binarias. Inicialmente bioensaios

de toxicidade por contato topico foram realizados com as misturas binarias dos compostos ativos
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de acordo com o método de aplicacdo e as condi¢Ges experimentais descritos acima. Essas
misturas foram preparadas na proporcdo 1:1. Sendo as seguintes combinages: terpinoleno+E-
carifileno, terpinoleno+a-pineno, terpinoleno+p-pineno, terpinoleno+a-felandreno, a-pineno+E-
carifileno, a-pineno+p-pineno, a-pineno+a-felandreno, B-pineno+E-carifileno, B-pineno+a-
felandreno e o-felandreno+E-carifileno. De acordo com os resultados obtidos nos testes
preliminares foram estabelecidos as doses intermediarias utilizadas nas curvas. As Doses Letais
(DLso-90) foram entéo determinadas, através da analise de probit pelo programa SAS PROC Probit
(SAS 2001). As Razbes de Toxicidade (RT) foram obtidas, através do quociente entre a dose letal
da mistura binéria de maior toxicidade e dose letal das demais misturas binarias, individualmente.
Efeito Sinergético das Misturas Binarias por Contato Tdpico. Para avaliar o efeito sinérgico
das misturas binarias dos compostos, foram preparadas as combinacBes na propor¢do 1:1, na
concentracdo de 2,0 mg/g em que o composto individual causou uma mortalidade de até 30%,
conforme a metodologia utilizada por Wu et al. (2017). Foi executado entdo o ensaio para cada
mistura binaria e para cada composto individual. As porcentagens de mortalidade determinadas
para cada composto individual foram consideradas como mortalidade esperada, enquanto que as
percentagens de mortalidade causadas pelas misturas binarias foram consideradas como
mortalidade observada. O fator de co-toxicidade (CTF) tomado como critério para avaliagdo do
efeito toxico combinado foi calculado da seguinte forma: Fator de co-toxicidade = [(MO - ME)/
ME] x 100, onde MO é a mortalidade observada (%) da mistura binaria, e ME é a mortalidade
esperada, ou seja, a soma da mortalidade (%) causada por cada composto testado individualmente.
Um fator positivo de +20 ou superior indica sinergismo, um fator negativo de -20 ou inferior
significa um efeito de antagonismo, e valores entre -20 e + 20 implicam um efeito apenas aditivo

(Abbassy et al. 2009, Pavela 2014, Wu et al. 2017).
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Resultados

Bioensaio de Toxicidade por Contato Tépico dos Compostos Individuais. Os compostos
apresentaram acdo topica contra S. frugiperda. Os resultados de dose-mortalidade obtidos
assumiram o modelo de Probit com os seguintes valores de DLso: a-felandreno 3,96 (2,95-5,18)
mg/g; B-pineno 7,29 (4,23-19,80) mg/g; a-pineno 8,56 (7,00-10,69) mg/g; terpinoleno 13,14
(10,95-15,84) mg/g e E-cariofileno 18,62 (15,96-22,47) mg/g. Os monoterpenos a-felandreno, B-
pineno e a-pineno possuem o0s menores valores de DLsy e as maiores razdes de toxicidade para
esta dose letal em relacdo ao E-cariofileno e terpinoleno (Tabela 1).

Bioensaio de toxicidade por Contato Topico das Misturas Binarias. A mistura binaria dos
cinco compostos ativos resultou em 10 combinagdes. Essas combinag¢fes mostraram acéo topica
contra S. frugiperda. Os resultados de dose-mortalidade obtidos assumiram o modelo de Probit
com os seguintes valores de DLsg : terpinoleno+p-pineno 1,66 (1,17-2,36) mg/g; terpinoleno+a-
pineno 1,76 (1,21-2,61) mg/g; B-pineno+a-felandreno 1,79 (1,21-2,70) mg/g; terpinoleno+a-
felandreno 1,93 (1,38-2,67) mg/g; a-pineno+a-felandreno 2,98 (1,92-4,57) mg/g; a-pineno+p-
pineno 3,05 (1,93-4,86) mg/g; a-pineno+E-carifileno 5,83 (4,28-7,78) mg/g; terpinoleno+E-
carifileno 6,21 (4,80-7,94) mg/g;p-pineno+E-carifileno 7,75 (5,69-10,75) mglg; e a-
felandreno+E-carifileno 6,88 (5,06-9,31) mg/g. As misturas binarias que apresentaram o E-
cariofileno possuem os maiores valores de DLsy em relagdo as misturas sem esse composto,
demonstrando uma menor toxicidade (Tabela 1).

Efeito Sinergético das Misturas Binarias por Contato Topico. O efeito dos compostos
combinados foram investigados para as interacfes sinérgicas, utilizando o fator de co-toxicidade
(CTF) como critério. Apenas a mistura bindria de a-felandreno+E-carofileno exibiu efeito
antagonista (-37,5) e a combinacéo de B-pineno+E-carifileno apresentou efeito aditivo, exibindo

valor de CTF entre -20 e +20, enquanto que todas as demais combinacdes tiveram efeitos
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sinérgicos exibindo valores superiores de +20, principalmente as combinacdes que apresentaram o
monoterpeno terpinoleno, terpinoleno+E-carifileno (50,0); terpinoleno+a-pineno (220,0);
terpinoleno+p-pineno (157,14); terpinoleno+a-felandreno (80,0) e a combinacdo a-pineno+E-

carifileno (100) (Tabela 2).

Discusséo

Na avaliacdo das substancias isoladas referentes a toxicidade por contato tépico para
lagartas de S. frugiperda, os compostos a-felandreno, B-pineno e a-pineno exibiram as menores
DLso: 3,96 (2,95-5,18); 7,29 (4,23-19,80) e 8,56 (7,00-10,69) mg/g, respectivamente, quando
comparadas ao terpinoleno (13,14 mg/g) e E-cariofileno (18,62 mg/g). No entanto o terpinoleno e
0 E-cariofileno alcangaram DLsy semelhante ao geraniol (13,65 mg/g) e relativamente menores
guando comparados ao limoneno (32,24 mg/g) atuando também por contato topico em lagartas de
S. frugiperda (Cruz et al. 2017, Guedes et al. 2017). Outros terpenos ja sdo descritos na literatura
com acao tdpica para esta praga agricola, a exemplo do E-anetol (0,027 mg/qg), citronelal (0,07
mg/q) e linalol (5,20 mg/g) (Cruz et al. 2017).

Além da S. frugiperda, outros insetos de importancia econdmica também sdo alvos de
pesquisas que envolvem a toxicidade de compostos ativos de éleos essenciais, a saber,
monoterpenos para S. litura, compostos fendlicos para M. domestica e C. quinquefasciatus,
fenilpropanoides para Cryptolestes pusillus (Schoenherr), S. oryzae, A. aegypti e sesquiterpeno
para A. gossypii além de &acaros de importancia econdmica como Tyrophagus putrescentiae
(Schrank) e Tetranychus urticae Koch (Hummelbrunner & Isman, 2001, Kim et al. 2003, Liu et
al. 2010, Pavela 2011, Lopez & Villa Lobos 2014, Silva et al. 2016, Moraes et al. 2017). Essas
pesquisas demonstram o reflexo da importancia dos estudos ndo s6 com os 0leos essenciais, mas

também de seus compostos ativos, uma vez que, a eficacia da atividade desses 0leos € devida nédo
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apenas aos constituintes presentes, mais principalmente nas varias combinagdes e proporcoes
(Dias & Moraes 2014, Wu et al. 2017).

A classe dos terpenos é amplamente conhecida por exibirem propriedade lipofilica, porém
caracteristicas estruturais como o tamanho, forma da molécula e o grupo funcional presente
também contribuem para propriedade inseticida dos terpenoides, assim como na capacidade de
penetracdo da cuticula, movimentacdo e interacdo em sitios ativos no inseto (Rice & Coats 1994,
Pavela 2011, Castilhos et al. 2017). Os terpenos estudados no presente trabalho apresentam em
comum um grupo funcional metil (-CH3), essa caracteristica é descrita na literatura em
substancias capazes de aumentar o efeito da acdo sinérgica de misturas binarias de compostos
ativos (Pavela 2011, Pavela 2014).

Foram testadas para efeito de toxicidade cinco substancias que combinaram um total de 10
misturas binarias, na qual o-felandreno+E-carifileno exibiu efeito antagonista, B-pineno+E-
carifileno apresentaram efeito aditivo e as oito combinagfes restantes, tiveram efeitos sinérgicos
para mortalidade das lagartas de terceiro instar de S. frugiperda. Outras pesquisas com misturas
binarias confirmam a eficécia desta propriedade sinérgica para compostos ativos, por exemplo,
Koul et al. (2013) observaram um efeito sinérgico em timol+linalol, timol+E-anetol e linalol+1,8-
cineol sobre a mortalidade de H. armigera, S. litura e C. partellus. O contrario também pode ser
encontrado, a exemplo do composto L-carvona que promove efeito antagonista com maior
frequéncia nas misturas binarias as quais envolve essa substancia (Ntalli et al. 2011, Pavela 2014).

Pode-se observar especificamente que o terpinoleno e o E-carifileno foram as substancias
que demonstraram os maiores valores de DLso (menor toxicidade) quando testadas isoladamente,
no entanto ambas proporcionaram um alto potencial sinérgico quando combinadas entre si e nas
demais misturas binarias, exceto para a mistura de a-felandreno+E-carifileno. Resultados

semelhantes foram relatados por Pavela (2014) a partir da atividade dos compostos borneol e
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canfora para toxicidade de S. littoralis, ambos causaram baixa mortalidade quando testados
isoladamente, porém proporcionaram um alto potencial sinérgico quando misturadas (na
concentracdo de 50 pg/lagarta e na dose equivalente a DL s, respectivamente). Nesta combinacao
de céanfora+borneol também foi verificado que a mistura binaria alcancou um maior efeito
sinérgico na proporcdo de 2:1 respectivamente, quando comparadas as propor¢des de 1:2 e 1:1, de
posse dessas observacdes € importante considerar que o efeito sinérgico depende ndo somente de
uma combinacdo adequada de duas substancias, mas também da propor¢do dos seus contetdos na
mistura (Pavela 2014, Wu et al. 2017).

Esses achados podem elucidar o fato de que a atividade inseticida de um 6leo essencial
nem sempre é determinada apenas pelas substancias mais ativas, mas também pelas interagdes
entre 0os compostos presentes no oOleo (Wu et al. 2017). Pesquisadores sugerem ainda que
compostos ativos testados individualmente podem em suas combinagdes ndo sO proporcionarem
aumento significativo de atividade, como também evitar o desenvolvimento da resisténcia de
insetos-praga (Dayan et al. 2009, Rattan 2010).

Com isso é valido lembrar que, pesquisas precedentes envolvendo metabdlitos de plantas
deram origem a importantes insecticidas sintéticos de diferentes grupos quimicos utilizados na
agricultura. Os exemplos de destque séo os piretroides sintéticos, desenvolvidos com base nas
piretrinas naturais de Chrysanthemum cinerariaefolium L., os alcal6ides encontrados na especie
de Nicotiana tabacum L. e a rianodina obtidos da espécie Ryania speciosa Vahl (Elliott 1989,
Jeschke & Nauen 2008, Lahm et al. 2009), que reafirmam o potencial dos compostos presentes
nas plantas como fontes de estudos para descobertas de novas moléculas com atividade inseticida.

Assim qualquer efeito sinérgico ou antagonista pode ser investigado com base em misturas
binarias, ndo esquecendo a importancia dos estudos prévios dos Oleos essenciais para

compreensdo da contribuigdo de cada composto ativo na toxicidade do 6leo e na sinergia entre
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eles a fim de promover o desenvolvimento de inseticidas eficazes com base em misturas de

terpenos que ja existam ou nao na natureza (Pavela 2014, Wu et al. 2017).

Conclusdes

Todos os compostos e suas misturas binarias exibiram toxicidade sendo os terpenos a-
felandreno, B-pineno e a-pineno 0s monoterpenos testados isoladamente mais toxicos. Todas as
misturas binarias que contiam o terpinoleno apresentaram sinergismo, com destaque para o
terpinoleno+ B-pineno que apresentou além do efeito sinérgico, uma toxicidade mais elevada
guando comparado as demais misturas binarias. Esses resultados confirmam o potencial dos
compostos ativos dos 6leos essenciais bem como o efeito sinérgico das misturas binarias abrindo
margem para pesquisas mais complexas que envolvam particularmente a descoberta de

formulacGes eficazes para utilizacdo no controle de pragas.
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Tabela 1. Toxicidade dos componentes ativos e das misturas binarias por contato topico.em Spodoptera frugiperda.

DLso (1C95%)*

DLgo (IC95%)*

Compostos n'  GL? Inclinago (+EP)® mg/g RTso’ mg/g RTe® %
a-pineno 180 4 2,32+0,36 8,56 (7,00-10,69) 2,17 30,40 (21,10-58,15) 155 1,99
B-pineno 210 5 1,58+0,39 7,29 (4,23-19,80) 2,55 47,16 (18,19-77,98) - 10,87
a-felandreno 180 4 1,79+0,26 3,96 (2,95-5,18) 4,70 20,60 (13,66-40,61) 228 0,25
E-cariofileno 150 4 3,42+0,56 18,62 (15,96-22,47) - 44,10 (33,31-73,61) 1,06 2,02
terpinoleno 210 5 2,47+0,37 13,14 (10,95-15,84) 1,41 43,38 (31,53-75,30) 1,08 8,05
Mitsuras binérias

terpinoleno+E-cariofileno 150 4 2,12+0,35 6,21 (4,80-7,94) 1,25 24,84 (16,82-50,45) 253 384
terpinoleno+a-pineno 180 4 1,28 +0,18 1,76 (1,21-2,61) 4,40 17,40 (9,41-47,86) 361 2,49
terpinoleno+B-pineno 180 4 1,44-0,19 1,66 (1,17- 2,36) 4,67 12,78 (7,54-29,54) 492 213
terpinoleno+a-felandreno 210 5 1,42-0,17 1,93 (1,38-2,67) 4,02 15,28 (9,48-31,46) 4,12 8,63
a-pineno+E-cariofileno 180 4 1,69-0,24 5,83 (4,28-7,78) 1,33 33,33 (21,55-67,67) 1,88 3,34
a-pineno+B-pineno 180 4 1,07-0,15 3,05 (1,93-4,86) 2,54 48,03 (23,04-163,77) 1,31 6,16
a-pineno+a-felandreno 240 6 0,96-0,12 2,98 (1,92-4,57) 2,60 62,98 (30,84-194,72) - 3,58
B-pineno+E-cariofileno 180 4 1,57-0,24 7,75 (5,69-10,75) - 50,68 (29,90-127,05) 1,24 554
B-pineno+a-felandreno 180 4 1,22-0,18 1,79 (1,21-2,70) 4,33 19,86 (10,31-60,23) 318 0,37
a-felandreno+E-cariofileno 180 4 1,64-0,24 6,88 (5,06-9,31) 1,13 41,44 (25,79-91,64) 151 4,88

'Nimero de insetos usados no teste,

2Grau de liberdade,
3Erro padréo da média,

*Dose Letal e intervalo de confianca,

*Raz4o de toxicidade,
¥’ Qui-quadrado.
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Tabela 2. Efeito sinérgico de misturas binarias de cinco compostos ativos por contato topico em Spodoptera frugiperda.

Mortalidade Observada Mortalidade Esperada Fator de co-

Mistura Binaria (%) (%) toxicidade Efeito
terpinoleno+E-cariofileno 10 6,67 50,0 Sinergista
terpinoleno-+a-pineno 53,33 16,67 220,0 Sinergista
terpinoleno+f-pineno 60 23,33 157,14 Sinergista
terpinoleno+a-felandreno 60 33,33 80 Sinergista
a-pineno+E-cariofileno 20 10 100 Sinergista
a-pineno+fB-pineno 33,33 26,67 25 Sinergista
a-pineno-+a-felandreno 46,67 36,67 217,27 Sinergista
B-pineno+E-cariofileno 16,67 16,67 0 Aditivo
B-pineno+ta-felandreno 53,33 43,33 23,08 Sinergista
a-felandreno+E-cariofileno 16,67 26,67 -37,5 Antagonista
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CAPITULO 5
CONSIDERACOES FINAIS

A Obtencdo dos oOleos das folhas frescas se deu por hidrodestilacdo, e sua analise
cormatografica por CG-EM resultou na identificacdo de 85 compostos, entre esses, 16 foram
comuns as trés espécies de Piper utilizadas, a saber: P. corcovadensis, P. arborerum e P.
marginatum. O componente majoritario em comum aos trés 6leos foi o E-cariofileno. Dentros das
espécies testadas o Oleo de P. corcovadensis apresentou melhor rendimento (0,232+0,01%),
menores DLsp (3,58 mg/g) e DLy (6,34 mg/g) maiores razdes de toxicidade nas DLsp (3,04) e
DLgo (8,64), além de alterar as quantidades de proteina, glicogénio e acuUcar total nas doses
subletais (DL3p) e letais (DLso,70). No que se refere a histologia todos os éleos essenciais
promoveram alteracdes deletérias no intestino médio das lagartas de S. frugiperda. Porém P.
corcovadensis foi o que proporcionou melhores resultados, promovendo alteracfes
histopatoldgicas como: desorganizacdo do epitélio com alongamento das células colunares dando
a impressdo de estratificacdo epitelial; dilatacdo da regido apical das células colunares com
formacdo de protusdes e emissao das extrusdes em direcdo ao limen, reducdo na quantidade de
carboidratos no intestino médio, aumento do indice apoptotico (25%) e menor proliferacdo
celular, diferente do P. arboreum, que apesar de ocasionar alteracdes histopatoldgicas
semelhantes ao P. corcovadensis, apresentou menor toxicidade, maior indice de proliferacdo
celular (15,75+0,47) e aumento das células regenerativas (15,70+1,66), indicando regeneracao
mais rapida do epitelio. As misturas binarias assumiriam o modelo de Probit com valores de DLsg
e DLg variando de 1,66 a 6,88 mg/g de inseto e 12,78 a 62,98 mg/g de inseto, respectivamente.

Misturas binarias com o terpinoleno apresentaram sinergismo, com destaque para 0
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terpinoleno+B-pineno que além do efeito sinérgico, apresentou uma toxicidade mais elevada. O
efeito antagonista foi encontrado na combinagdo do a-felandreno+E-cariofileno, do mesmo modo
que o aditivo foi encontrado apenas na combinagdo B-pineno+ E-cariofileno. Essas informacoes
confirmam a importancia do estudo de cada espécie de planta individualmente, abrindo margem
para investigacdo dos efeitos potenciais de 0leos essenciais e seus modos de agdo nos insetos,
além da verificacdo dos efeitos sinérgicos que podem causar a associa¢do dos compostos ativos, a

fim da descoberta de formulacdes eficazes para utilizacdo no controle de pragas.
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