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RESUMO

Lippia alba pertencente & familia Verbenaceae, tem grande plasticidade fenotipica e
fisiologica e por isso possui variagdo nos constituintes do Oleo essencial (OE) sendo
classificada em quimiotipos. Oleos essenciais de plantas sdo inseticidas naturais em baixas
doses e sua toxicidade ocorre através de multiplos mecanismos de acdo. Esta tese teve por
objetivo extrair e caracterizar o 6leo essencial das folhas de L. alba, coletadas na Caatinga, e
avaliar seu efeito inseticida e repelente contra Nasutitermes corniger e Sitophillus zeamais. O
(OE) foi extraido por hidrodestilacdo e caracterizado por CG-MS. O bioensaio termiticida
usou 20 insetos e Avivel contendo (OE), eucaliptol, alfa-pineno, ou eucaliptol /alfa-pineno.
Para S.zeamais foi avaliado a toxicidade e acdo fumigante por ingestdo. Com rendimento de
1,6% foi identificado, eucaliptol, gama muuroleno, 3-ocimene, cubenol, B-pineno e a-pineno.
Os valores de CL50 do 6leo essencial, eucaliptol e alfa-pineno determinados para operarios
foram 3,65, 2,74 e 2,85 ppm, respectivamente, enquanto para soldados foram 1,68, 2,66,
2,162 ppm. A solugéo eucaliptol/alfa-pineno foi termiticida CL50 de 10,48 ppm apenas contra
operarios .As amostras avaliadas ndo foram repelentes e que o 6leo essencial inibiu as
enzimas exoglucanase 26,48%, xilanase 78,3% e protease total 34,81% de operarios. O
bioensaio com S. zeamais revelou que o 6leo essencial, alfa-pineno, mistura eucaliptol/alfa-
pineno e eucaliptol promoveram perda de biomassa e exceto eucaliptol, promoveram
toxicidade por ingestdo com CL50 de 59,4, 4,5 e 4,9, respectivamente. A fumigacdo do 6leo
L. alba, eucaliptol, alfa-pineno, e eucaliptol/ alfa-pineno induziram a mortalidade de S.
zemais com LC50 78,16, 0,227, 168,29, 50,56 mg/L de ar, revelando o eucaliptol um
excelente agente fumigante. A tese descreve pela primeira vez o quimiotipo VI do dleo
essencial L. alba no Brasil e que 06leo essencial e os majoritarios eucaliptol e alfa-pineno sdo
agentes termiticidas e o efeito sobre S. zeamais se da através toxicidade/ingestdo e fumigacéo
do dleo sendo o alfa-pineno agente inseticida e eucaliptol repelente e execelente agente

fumigante.

Palavras-chave: Esséncias e 6leos essenciais;Verbenaceae;Inseticidas vegetais.



ABSTRACT

Lippia alba belonging to the family Verbenaceae, has great phenotypic and physiological
plasticity and therefore has variation in the constituents of the essential oil (OE) being
classified in chemotypes. Plant essential oils are natural insecticides at low doses and their
toxicity occurs through multiple mechanisms of action. This thesis aimed to extract and
characterize the essential oil of L. alba leaves collected in the Caatinga, and to evaluate its
insecticidal and repellent effect against Nasutitermes corniger and Sitophillus zeamais. O
(OE) was extracted by hydrodistillation and characterized by GC-MS. The termiticidal
bioassay used 20 insects and Avivel containing (OE), eucalyptol, alpha-pinene, or eucalyptol /
alpha-pinene. For S.zeamais toxicity and fumigant action were evaluated by ingestion. A yield
of 1.6% was identified, eucalyptol, muurolene gamma, p-ocimene, cubenol, B-pinene and a-
pinene. The LC50 values of the essential oil, eucalyptol and alpha-pinene determined for
workers were 3.65, 2.74 and 2.85 ppm, respectively, while for welders were 1.68, 2.66, 2.162
ppm. The eucalyptol / alpha-pinene solution was LC50 termiticide of 10.48 ppm only against
laborers. The samples evaluated were not repellent and the essential oil inhibited the enzymes
exoglucanase 26.48%, xylanase 78.3% and total protease 34.81% of workers. The bioassay
with S. zeamais revealed that the essential oil, alpha-pinene, eucalyptol / alpha-pinene and
eucalyptol blend promoted biomass loss and except eucalyptol, promoted toxicity by LC50
ingestion of 59.4, 4.5 and 4.9, respectively. The fumigation of L. alba, eucalyptol, alpha-
pinene, and eucalyptol/alpha-pinene oils induced mortality of S. zemais with LC50 78,16,
0.227, 168.29, 50.56 mg/L of air, revealing the eucalyptol an excellent fumigant agent. The
thesis describes for the first time the chemotype VI of the L. alba essential oil in Brazil and
that essential oil and the majorities eucalyptol and alpha-pinene are termiticidal agents and the
effect on S. zeamais occurs through toxicity/ingestion and fumigation of the oil being the

alpha-pinene insecticidal agent and eucalyptol repellent and excellent fumigant agent.

Keywords: Essences and essential oils; Verbenaceae; Plant insecticides.
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1 INTRODUCAO

A Caatinga, termo originario do tupi-guarani que significa mata branca, € um
bioma exclusivamente brasileiro sendo o principal ecossistema existente na regido
nordeste, cobrindo cerca de 10% do territdrio nacional. Estende-se pelo dominio de
climas semi-aridos com altas temperaturas e regime de chuvas irregulares, sendo
caracterizado por sua floresta seca com vegetacdo arbustiva-espinhosa (ALMEIDA et
al., 2006). As condicGes climaticas proporcionam caracteristicas adaptativas singulares
as espécies que habitam, pois necessitam evoluir um comportamento fisiolégico
especifico para lidar com a situacdo ambiental hostil (ALMEIDA et al., 2006; SILVA et
al., 2013). Assim, as plantas da Caatinga tém atraido a atencdo de pesquidadores pois
podem ser uma rica fonte de compostos bioativos. Estudos anteriores relataram o
potencial farmacoldgico de plantas da Caatinga como agentes antimicrobianos
(TRENTIN et al., 2011, SILVA et al., 2013; BIASI-GARBIN et al., 2016),
antiinflamatdrios e antinociceptivo (PAIVA et al., 2013), antiproliferativo, antioxidante
(MELO et al., 2010), leishmanicidas (VILA-NOVA et al., 2012) e inseticida (MELO et
al., 2015, SILVA et al., 2015).

Dentre a grande riqueza floristica encontrada na Caatinga pode-se citar 0 género
Lippia, que possui aproximadamente 200 espécies de ervas, arbustos e pequenas arvores
(GOMES et al., 2011). Dentre as plantas de uso popular encontra-se a Lippia alba,
originaria da América do Sul e de ampla distribuicdo no Brasil, conhecida popularmente
como “cidreira” (HENNEBELLE et al., 2008). O aroma exalado por espécimens de L.
alba é muito variavel e esta relacionado com a variabilidade quimica dos seus 6leos
essenciais (AGUIAR et al., 2008). Por essa razdo, muitos autores tentaram classificar L.
alba por meio de quimiotipos; sendo cada quimiotipo caracterizado de acordo com
composto marjoritario presente em seus Oleos essenciais (MATOS, 1998;
HENNEBELLE et al., 2008).

Os cupins da espécie Nasutitermes corniger tem sido considerado pragas
(SCHEFFRAHN et al.,, 2014; SCHEFFRAHN et al., 2005) sendo responsaveis por
causar consideraveis danos em residéncias e ao patriménio historico (MELLO et al.,
2014; LIMA et al., 2014), dados revelam que podem consumir cerca de um terco da
producdo anual de madeira morta (ULYSHEN, 2016). Sitophilus zeamais € conhecido

como gorgulho-do-milho e € umas das maiores pragas de gréos estocados do mundo.
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Eles atacam principalmente o milho, arroz, trigo, aveia, algod&o e produtos derivados
reduzindo seu peso e valor nutricional, inviabilizando a germinacdo de sementes e

diminuindo o valor comercial dos graos (GONI et al., 2017).

O controle de insetos-praga é convencionalmente feito por meio da utilizacdo de
inseticidas sintéticos que sdo comercialmente disponiveis. Contudo, 0 uso
indiscriminado e continuo desses pesticidas tem trazido maleficios ao meio ambiente
promovendo desequilibrio ao ecossistema, principalmente por selecionar populacfes
resistentes e eliminar predadores naturais, além de intoxicacdo direta ao homem por
meio do manejo e indireta por meio do acimulo de residuos nos alimentos (SCOTT et
al., 2000; MALIK et al., 2007; PALACIOS et al., 2009b; PHILLIPS & THRONE,
2010). O controle de pragas no cultivo organico se da pela utilizacdo de métodos
alternativos, uma vez que a utilizacdo do controle quimico ndo é permitida; portanto a
necessidade de métodos alternativos tanto na agricultura tradicional quanto na orgéanica
com eficiéncia comprovada para o controle de pragas e doencas é requerida
(OCHWANG’I et al., 2014).

Oleos essenciais de plantas tem sido propostos como excelentes inseticidas
naturais porque tem sido eficazes em baixas doses e exercem toxicidade através de
maltiplos mecanismos de acdo. Isso ocorre porque eles atuam promovendo efeitos
sinérgicos ou aditivos entre os componentes, o que dificulta o desenvolvimento de
resisténcia (JAYA et al., 2014, BENELLI, 2015; PAVELA, 2015, SILVA et al., 2006).
Apresentam propriedades inseticidas, repelentes e/ou de inibicdo alimentar
(CABALLERO- GALLARDO et al. 2011; GLEISER et al., 2011), associada a baixa
toxicidade a mamiferos (ANSARI et al., 2000), peixes e aves (SOARES & TAVARES
etal., 2013; SENA et al., 2016).

Diante dessas consideragdes aliadas ao conhecimento do potencial biotecnolégico
das plantas da Caatinga, torna-se importante avaliar 6leos essenciais, que sdo compostos
complexos, naturais e volateis, que podem atuar como agentes inseticidas e/ou
repelentes. Esta tese teve por objetivo extrair e caracterizar quimicamente o Oleo
essencial das folhas de Lippia alba coletada na Caatinga; avaliar o potencial inseticida e
repelente do Oleo essencial e compostos majoritarios contra térmitas da espécie

Nasutitermes corniger, e coledpteros da espécie Sitophillus zeamais.
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Os resultados obtidos poderdo abrir caminhos para que novas metodologias no
manejo de pragas sejam aplicadas, atendendo a busca de um produto inseticida menos

agressivo ao meio ambiente.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1 BIOMA CAATINGA

A Caatinga, termo que teve origem do tupi-guarani e significa mata branca, é
uma floresta tropical sazonalmente seca que se estende em grande parte da América do
sul. E um bioma exclusivamente brasileiro e cobre aproximadamente 11% do territdrio
do pais (SILVA, TABARELLI, FONSECA, & LINS, 2003). O clima do bioma é
caracterizado por uma longa estacdo seca com presenca de solos rasos e rochosos
(EITEN, 1994; KROL, JAEGAR, BRONSTERT, & KRYWKOW, 2001). As altas
temperaturas promovem o surgimento de vegetacdo xerofila e decidua (POR,
IMPERATRIZ-FONSECA, & LENCIONI NETO, 2005; ALVES et al., 2009). Quando
comparada a outras regides semi-arida do mundo, a caatinga, apesar da hostilidade
ambiental, tem a maior populacdo humana (SILVA et al., 2010) e é o lar de grande
biodiversidade (MOURA, 2010). Cobre cerca de 11% do territério nacional
compreendendo os estados do Ceara, mais da metade da Bahia, Paraiba, Pernambuco,
Piaui e Rio Grande do Norte, metade de Alagoas e Sergipe, além de pequenas areas de
Minas Gerais e do Maranhao (figura 1) (GIL, 2002; ALMEIDA 2006; MMA, 2018).

Originalmente a Caatinga ocupava cerca de 826 mil km? porém perdeu
aproximadamente metade de sua cobertura devido a ocupagdo humana e desmatamento
(MMA 2018). BEUCHLE et al. (2015) relatam uma perda global de 15.571 km? de
arvores de cobertura no bioma Caatinga ao longo de duas décadas (1990-2010), e seus
remanescentes encontram-se sob forte pressdo por extracdo de lenha, pecuéria,
mineragdo e caga (ANDRADE et al. 2005, FERNANDES et al. 2013, MARINHO et al.
2016). Como consequéncia essas areas podem se tornar mais suscetiveis a
desertificacdo (SOUSA et al., 2012).

Para assegurar que populacdes, habitats e ecossistemas ecologicamente viaveis
sejam preservados, em 2012 aproximadamente 7,5% da area coberta pela Caatinga foi
protegido por unidades de conservacdo federais e estaduais, além da criagdo de
programas que promovem alternativas para o uso sustentavel da sua biodiversidade
(MMA, 2018).
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Figura 1 - Mapa indicando as partes da area da Caatinga na regido Nordeste pintada em amarelo

~ Areade L'.,~

Caatinga -

Fonte: http://planetabiologia.com/bioma-caatinga-caracteristicas/

A caatinga abriga uma fauna e flora rica em biodiversidade, com cerca de 178
espécies de mamiferos, 591 de aves, 177 de répteis, 79 espécies de anfibios, 241 de
peixes e 221 abelhas, e 4967 espécies de plantas (SILVA et al. 2003, PAGLIA et al.
2016, GUEDES et al. 2014; MMA, 2018). As condicdes climaticas da caatinga,
proporcionam caracteristicas adaptativas singulares as espécies que habitam, pois
necessitam evoluir um comportamento fisioldgico especifico para lidar com a situacao
ambiental hostil (ALMEIDA et al., 2006; SILVA et al., 2013). Assim, as plantas da
caatinga tem atraido a atencdo de pesquidadores pois podem ser uma rica fonte de
compostos bioativos. Estudos anteriores relataram o potencial farmacolégico de plantas
da caatinga como agentes antimicrobianos (TRENTIN et al., 2011, SILVA et al., 2013;
BIASI-GARBIN et al., 2016), antiinflamatdrios e antinociceptivo (PAIVA et al., 2013),
antiproliferativo, antioxidante (MELO et al., 2010), leishmanicidas (VILA-NOVA et
al., 2012) e inseticida (MELO et al., 2015, SILVA et al., 2015).


http://planetabiologia.com/bioma-caatinga-caracteristicas/
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2.2 PLANTAS COMO FONTES DE COMPOSTOS BIOLOGICAMENTE ATIVOS

As plantas sao utilizadas pelo homem para fins medicinais desde o inicio de sua
histéria e muito antes do surgimento da escrita, (TOSCANO RICO, 2011). No Brasil,
sob influéncia das interagGes culturais entre indios, negros e portugueses, numa relacdo
homem-natureza, houve a disseminacdo da sabedoria herdada em relacdo ao uso e
cultivo de diversas espécies vegetais (ALMASSY et al., 2005; LIPORACCI & SIMAO
2013). Ao longo do tempo, diversos estudos permitiram fazer uma associacdo entre
diferentes espécies medicinais e suas respectivas atividades biologicas a partir da
observacdo, descricdo e investigacdo experimental. Tais estudos, apoiados
principalmente nos conhecimentos de boténica, quimica, bioquimica e farmacologia,
contribuiram amplamente para a descoberta de produtos naturais bioativos. Muitas
classes de principios ativos tém sido isoladas a partir de plantas medicinais brasileiras
(VALLI et al.,, 2013; OLIVEIRA et al., 2012; ADENLEA et al., 2015), fato esse
apoiado na extensa biodiversidade. O estudo de plantas com potencial biotecnoldgico €
justificado pela crescente necessidade de desenvolver uma agricultura sustentavel e, ao
mesmo tempo reduzir os danos ambientais e a saude humana provocados por pesticidas
(MARCO et al., 2012). Para tal, torna-se necessario a recuperacdo do conhecimento que
a populacdo detém sobre o uso dos recursos naturais, resgatando as informacdes que

irdo contribuir para a sociedade de um modo geral.

Nos vegetais, os compostos sdo divididos em dois tipos: (a) compostos do
metabolismo primério; e (b) compostos do metabolismo secundario ou especializado
(TAIZ; ZEIGER, 2017). O metabolismo primario compreende as varias reacOes
quimicas envolvidas na transformacdo de moléculas de nutrientes nas unidades
constitutivas essenciais da célula (carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucleicos)
reacOes essas que encontram-se envolvidas na manutengdo fundamental da
sobrevivéncia e do desenvolvimento celular (WATSON, 1965, DIXON, 2001, SIMOES
et al., 2010). O metabolismo secundéario € formado por compostos que ndo tem fungéo
direta no crescimento e desenvolvimento da planta, mas que desempenham funcdes
relacionadas com a ecologia da planta em seu habitat; por isso a composicdo desses
metabolitos na planta é afetadas por fatores ambientais e genéticos (GROTEWOLD,
2005; SANTOS et al., 2015; SANTOS et al., 2016). Existe uma grande diversidade de
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metabolitos secundarios conhecidos que estdo classificados em trés grandes grupos:
compostos fenolicos, alcaloides e terpenos (TAIZ & ZEIGER, 2017). Toda essa gama
de substancias € sintetizada a partir de quatro vias metabolicas principais: via do
acetato-malonato (acido maldnico), via do acetato-mevalonato (acido mevalénico), via
do metileritritol fosfato (MEP) e a via do acido chiquimico, sendo todas provenientes do
metabolismo primério (DEWICK, 2002). Os compostos fenolicos sdo derivados do
acido chiquimico e acido mevalénico. Os terpenos sdo produzidos a partir do acido
mevalonico (no citoplasma) ou do MEP (no cloroplasto). Os alcaloides séo provenientes
de aminoéacidos aromaéticos (triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do &cido
chiquimico e de aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina). Flavonoides, taninos e ligninas
fazem parte dos compostos fendlicos; Oleos essenciais, saponinas, carotenoides e a
maioria dos fitoreguladorres sdo terpenos; nicotina, cafeina e vincristina sdo alguns
exemplos de alcaloides (PERES, 2004; BABY, 2015).

Nas plantas, ¢ atribuido aos metabdlitos secundarios a acdo téxica e/ou repelente,
sendo portanto, uma estratégia de defesa contra herbivoria (FARIAS, 2012). Dentre os
compostos secundarios destacam-se os alcaldides, flavondides, cumarinas, taninos,
quinonas e 6leos essenciais, como sendo grupos de compostos com atividade bioldgica
(SANDES & DI BLASI, 2000; VEIGA-JUNIOR et al., 2005; CARVALHO 2014). O
crescente interesse na possivel aplicacdo de metabdlitos secundarios para manejo de
pragas estimula os pesquisadores a estudar fontes naturais de compostos biologicamente
ativos (MEINWALD, 2001; REGNAULT-ROGER et al., 2012).

2.3. COMPOSTOS DO METABOLISMO SECUNDARIO

2.3.1. Compostos Fenolicos
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Constituem um grupo de metabdlitos secundarios muito heterogéneos, que sdo
sintetizados por diferentes rotas. As duas rotas metabdlicas basicas sdo: a rota do acido
maldnico e a do acido chiquimico, sendo esta ultima participante na biossintese da
maioria dos fendis vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2017). Os papéis dos compostos fenolicos
incluem a sintese das ligninas, que sdo comuns a todas as plantas superiores, além de
atribuir odores atrativos, sabor e coloracdo agradaveis para atrair polinizadores e
dispersores de sementes. Alem do mais, esse grupo de compostos € importante para
proteger as plantas contra os raios ultravioleta, insetos, fungos, virus e bactérias.
Existem, inclusive, certas espécies vegetais que produzem compostos fenolicos para
inibir o crescimento de outras plantas competidoras (acdo alelopatica) (CROTEAU et
al., 2000).

Os compostos fenolicos tém forte propriedade antioxidante que lhes permite inibir
radicais livres, doar &tomos de hidrogénios, quelar ions metalicos e quebrar radicais de
reacOes em cadeia (EVERETTE et al., 2010; MENG et al., 2012; WANG, 2013). Por
iSs0, 0s vegetais sdo conhecidos por conterem uma vasta variedade de antioxidantes que
podem promover protecdo contra o desenvolvimento de inimeras doencas e retardar o
processo de envelhecimento celular (WOOTTON-BEARD et al., 2011; BRENNA &
PAGLIARINI, 2001; YILDRIM, MAVI & KARA, 2001).

Os flavonoides constituem uma das maiores classes de compostos fendlicos de
plantas, apresentando funcdes de defesa e pigmentacdo (VIEIRA & AGOSTIN-
COSTA, 2007). O termo flavonoide é um nome coletivo dado aos pigmentos de plantas
derivados da benzo-g-pirona (HAVSTEEN, 2002). S&o bem diversificados e ocorrem
em varios tecidos, tais como, legumes, cereais, cascas, raizes, caules, flores e frutos
(TARAHOVSKY et al., 2014; FERRAZZANO et al., 2011). Constituem substancias
aromaticas que contém 15 atomos de carbono (C15) no seu esqueleto béasico (Figura 2).
Este grupo de compostos polifendlicos apresenta uma estrutura comum caracterizada

por dois anéis aromaticos e um heterociclo oxigenado, formando um sistema C6-C3-C6.
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Figura 2 - Estrutura béasica dos flavonoides

Fonte: Simdes et. al., (2010).

Os flavondides tém despertado grande interesse na biotecnologia por terem muitas
aplicacdes tecnologicas, como por exemplo ter efeitos antioxidantes e fotoprotetores
(MARTENS et al., 2005; PIETTA, 2000; TARAHOVSKY et al., 2014), propriedades
antiinflamatdrias, anticancerigena, antiviral, antiparasitaria, atividade bactericida, dentre
outras, podendo contribuir como alternativa a medicamentos convencionais. Eles podem
ser produzidos em larga escala através de microrganismos, em um processo chamado

bioproducdo (XIAO et al., 2014), e serem aplicados com o auxilio da nanotecnologia.

2.3.2. Alcaloides

Os alcaloides sdo provenientes de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina),
0s quais sdo derivados do &cido chiquimico e de aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina)
sdo exemplos de alcaloides: nicotina, cafeina e vincristina (ALVES, 2001; TAIZ;
ZEIGER, 2017). Podem ser encontrados em fungos, bactérias e até mesmo em animais,
e contém, em sua férmula, basicamente: nitrogénio, oxigénio, hidrogénio e carbono
(HENRIQUES et al., 2000). Tem sido observado que muitas plantas que produzem
alcaloides sé@o evitadas por animais ou insetos em sua dieta, certamente devido a sua
toxicidade ou ao fato de a maioria dos alcaloides possuir efeito repelente (SIMOES et
al.,, 2007). H& muitos exemplos de alcaloides também utilizados na industria
farmacéutica, tais como o analgésico morfina, o analgesico e antitussivo codeina
(ambos de Papaver somniferum), o antimalarico quinina (de Cinchona officinalis), o

relaxante muscular (+)-tubocurarina (de Chondodendrum tomentosum), o antibidtico
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sanguinarina (de Eschsholtzia californica) e o sedativo escopolamina (de Hyoscyamus
niger) (SIMOES et al., 2007).

2.3.3. Terpenos

Sd0 substancias frequentemente encontrados em Oleos essenciais sendo
responsaveis pela fragrancia das plantas (ARNOLD, 1903; PETERSEN, 2006). Os
terpenos, também denominados terpendides ou isoprendides, inclui os hidrocarbonetos
com a férmula geral CioHis € podem ser definidos como “alcenos naturais” por
apresentarem uma dupla ligacdo carbono-carbono de forma a serem caracterizados
como um hidrocarboneto insaturado (PETERSEN, 2006; PHILLIPS et al., 2008; MC
MURRY, 2011).

Apesar de apresentarem diferencas estruturais entre si, todos oS
terpenos/terpenodides sdo basicamente estruturados em blocos de cinco carbonos
normalmente ligadas entre si pela ordem “cabega-a-cauda”, 0 que caracteriza a chamada
“regra do isopreno” (LOMMIS & CROTEAU, 2014; ESCHENMOSER & ARIGONI,
2005). Os chamados “terpenos irregulares” sdo aqueles com ligagdes diferentes, como
por exemplo, o B-caroteno, que apresenta uma ligacdo “cauda-a-cauda” (ligacdo 4-4),
terpenos ciclicos, como o limoneno, também podem apresentar outras ligacdes
(“ligagdes cruzadas™). Esta derivacdo da estrutura quimica em unidades de cinco
carbonos, comum aos terpenos, é resultado da sua origem bioquimica, ja que todos o0s
seus carbonos sdo provenientes do isopentenil pirofosfato (IPP) ou de seu isémero
dimetilalil pirofosfato (DMAPP). Esses ultimos, por meio de duas rotas metabdlicas
distintas — via do mevalonato e via do 1-desoxilulose 5-fosfato (DXP) — originam o0s
diferentes terpenos (KITAOKA et al., 2015). Os constituintes terpénicos podem
apresentar diversas funcbes organicas, tais como alcoois, cetonas, aldeidos, ésteres,
fenois e hidrocarbonetos (SIMOES et al., 2010). Os compostos que s&o encontrados em
maiores quantidades nos Oleos essenciais sd0 0S monoterpenos e 0s sesquiterpenos
(SIMOES et al., 2007; TAIZ; ZEIGER, 2017).
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2.3.3.1. Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, com
baixo peso molecular, geralmente odoriferas e liquidas, constituidos, na maioria das
vezes, por moléculas de natureza terpénica (AQUINO, 2014; DELBONE, 2010). Séo
uma mistura complexa de monoterpenos (C10) - hidrocarbonetos de formula CioHys,
constituido por duas unidades isopreno, podendo ser ciclicos ou ramificados;
sesquiterpenos (C15) que constituem hidrocarbonetos CisHj4, formados por trés
unidades isopreno, podendo ser ciclicos ou ramificados; e diterpenos (C20) que podem
ser aciclicos, mono e biciclicos, e seus produtos oxigenados sdo os alcodis, aldeidos,
cetonas e compostos aromaticos (fenilpropandides), principalmente fendis e éteres
(LIMA et al., 2003).

A composicdo quimica de 6leos essenciais € muito varidvel, até mesmo dentro
da mesma espécie, isso se da devido a interacdo da planta com o0 meio ambiente. Por
isso, 0 periodo de colheita, técnica de extracdo, sazonalidade, fatores genéticos, tipo de
adubacdo, entre outros fatores, devem ser levados em consideracdo quando se trabalha
com oOleos essenciais (CASTRO et al. 2006, CRUZ et al. 2014). Os 06leos essenciais
podem ser extraidos por diversos métodos, como a utilizacdo de solvente organico, CO;
supercritico, forno de microondas, prensagem, arraste a vapor, hidrodestilacdo,
microextracdo em fase sélida, enfloracdo, entre outros, podendo variar de acordo com o

uso do 6leo.

A hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger é o método mais aplicado, onde o
Oleo sera obtido através de destilacdo por arraste com vapor d’agua (CRAVEIRO et al.,
1981). Na hidrodestilacdo, havera o aquecimento da amostra embebida em agua a cerca
de 100°C. Nesta temperatura os componentes do 6leo essencial e dgua volatilizam-se;
vapor d'agua e compostos do 6leo essencial passam por um condensador e formam duas
fases (6leo e agua), sendo a mistura recebida no frasco separador (ABDELLATIF;
HASSANI, 2015). De um modo geral o tempo de destilagdo é de 4 a 6 horas para o
esgotamento total do vegetal, no entanto, sabe-se que estes valores variam de acordo

com o material vegetal.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Isopreno
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A andlise quimica de separacdo e identificacdo dos constituintes dos Gleos
essenciais € feita por meio das técnicas de cromatografia em camada delgada (CCD),
cromatografia em coluna (CC), cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e técnicas espectroscopicas; Dentre as quais as mais freqiientes
sdo: a espectroscopia na regido do ultravioleta (UV), do infravermelho (1V), de
ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN) e de carbono (RMN) e a
espectrometria de massas (EM), além do uso de bibliotecas contendo informacdes
espectroscopicas e espectrométricas de um grande nimero de substancias ja conhecidas
(SILVERSTEIN, 2007).

A cromatografia € um método fisico de separacdo, no qual os componentes a
serem separados sdo distribuidos entre duas fases, uma fase fixa, denominada fase
estacionaria e outra, que percola através da fase estacionaria, denominada fase mavel
(LANCAS, 1993). A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-
EM) é o método de escolha para separar, identificar e quantificar os componentes dos
Oleos essenciais. Esta técnica permite a separacdo dos constituintes pela cromatografia
gasosa, que sdo introduzidos individualmente em ordem de eluicdo na camera de
ionizacdo do espectrometro de massas. O espectro de massas obtido para cada um dos
constituintes geralmente indica a massa molecular e o seu padrdo de fragmentagdo. O
padrdo de fragmentacdo pode ser comparado eletronicamente com aqueles constantes da
biblioteca de espectros de massas. Desse modo, é possivel resolver picos
cromatograficos parcialmente superpostos. Assim, a espectrometria de massas acoplada
a cromatografia gasosa fornece as fragmentacfes dos componentes individuais
separados (TAVARES et al.,, 2005). A identificacdo desses compostos € feita
geralmente comparando o tempo de retencdo relativo da amostra com o de padrdes
(SIMOES et al.,1999; ARAUJO et al.,1995), é uma das técnicas mais aplicadas na
caracterizacdo de compostos quimicos volateis, devido a simplicidade, precisdo e
rapidez (AVATO et al., 2005; VAGI et al., 2005).

Os terpendides, bem como os 6leos essenciais, podem ser empregados como
uma alternativa ao manejo de pragas, uma vez que muitos deles tem apresentado efeito
repelente de insetos e inseticidas (SEN-SUNG et al., 2009), desinfetantes (HENDRY et
al., 2009), fungicidas (SANGUINETTI, et al., 2007) e bactericidas (KARPANEN et al.,

2008), sendo uma solucéo amigavel ao meio ambiente.
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2.4 INSETICIDAS NATURAIS

Com caracteristica de selecdo reciproca entre organismos interdependentes, as
plantas produzem substancias inseticidas como resultado dos mecanismos de defesa
desenvolvidos contra insetos predadores. Esse aspecto torna as plantas fontes
importantes de substancias bioativas com estruturas quimicas diferentes e com diversas
atividades contra insetos. Alcaldides, terpendides e derivados de fenilpropandides séo
substancias de baixo peso molecular, oriundos do metabolismo secundario das plantas e
0s principais constituintes envolvidos nas interacdes planta-inseto (GARCEZ et al.,
2013; HERRERA et al., 2015).

Inseticidas quimicos sdo tradicionalmente usados no controle de insetos praga.
Porém, estudos apontam que muitos desses inseticidas ndo sdo eficazes o suficiente para
erradicar a populacao de insetos alvo, sendo necessario o uso de grandes quantidades e
concentracdes que podem trazer prejuizos para o ambiente, para a salde humana e ainda
desencadear o surgimento de espécies de insetos resistentes (LUMJUAN et al., 2011;
PAIVA et al., 2013; YU et al., 2015; ZHANG et al., 2015). Na busca por estratégias que
visem a diminuicdo do desenvolvimento de resisténcia pelos insetos, inseticidas naturais
sdo preferiveis para o controle, uma vez que, em geral, sdo biodegradaveis e ndo
exercem ou possuem menores efeitos deletérios sobre organismos ndo-alvo (SANTOS
etal., 2012; PAIVA etal., 2013; TENNYSON et al., 2015; REDDY & ANTWI, 2016).

Considerando isso, 0s 0leos essenciais de plantas estdo sendo vistos como seguros
para 0 meio ambiente e eficazes inseticidas (PRAKASH et al., 2012; ALBUQUERQUE
et al., 2013; LIMA et al., 2013). A eficiéncia dos 0leos essenciais se da em grande parte
a sua complexidade e potencial para efeitos sinérgicos ou aditivos entre 0s componentes
do oleo, conferindo diferente modo de acdo a sua acdo pesticida, o que contribui para
dificultar o desenvolvimento de resisténcia por organismos-alvo (JAYA et al., 2014). O
mecanismo de acdo de Oleos essenciais se da em grande parte por atingir rotas
bioquimicas, perturbando o equilibrio enddcrino, ou por causarem neurotoxicidade
(KUMAR et al., 2011).
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Familias como Euphorbiaceae (MARTINEZ et al, 2015), Poaceae
(SOONWERA; PHASOMKUSOLSIL, 2015) Myrtaceae (CHATTOPADHYAY et al.,
2015), Verbenaceae (VERA et al., 2014) e Lamiaceae (ELIOPOULOS et al., 2015) séo
importantes familias de plantas medicinais e aromaticas com potencial ac¢éo inseticida.
A utilizacdo de dleos essenciais, isolados ou em combina¢do com outros métodos, pode
ter um importante papel no controle de fitopatogenos, contribuindo para a reducdo do
uso de agrotoxicos e, consequentemente, para um menor impacto ao ambiente
(PERREIRA, 2014).

2.5 FAMILIA VERBENACEAE E LIPPIA ALBA

A familia Verbenaceae possui cerca 171 géneros e 2800 espécies, sendo
amplamente distribuida pelos trépicos em regides de baixa altitude (ALMEIDA, 2011).
No Brasil, apresenta 16 géneros e 286 espécies, sendo 187 endémicas (FLORA DO
BRASIL, 2017), dentre as quais se encontram ervas perenes, arbustos e subarbustos, nas
regides tropicais e subtropicais (Figura 3). Estdo incluidas importantes plantas
aromaticas como lavandula, jasmim, menta, basilico, alecrim, verbena entre outras
(SALIMENA et al., 2013; VANDRESEN, 2005), apresentando distribuicdo pantropical,
mas principalmente neotropical (BUENO & LEONHARDT, 2011).

Figura 3. Alguns exemplares de espécies da familia Verbenaceae. Lippia microphylla (A); Lippia gracilis
(B) e Lantana camara (C)

Fonte: Lorenzi & Matos, (2002)
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As espécies estdo distribuidas em todas as regiGes do pais em vegetacdes do
tipo: campo rupestre, cerrado e floresta ombrofila, sendo presente em diversos dominios
fitogeograficos como: Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pampa
(SALIMENA et al., 2013). A familia Verbenaceae tem destaque pela ampla distribuicao
na Cadeia do Espinhaco, nos estados de Minas Gerais e Goias, que representa um dos
maiores centros de diversidade dos seus principais géneros (SALIMENA, 2000).

Diversas espécies de Verbenaceae apresentam potencial ornamental, tais como
aquelas pertencentes aos géneros Lantana, Duranta e Verbena, as quais séo amplamente
utilizadas em paisagismo; ainda indmeros exemplares desta familia possuem
propriedades aromaticas, como as dos géneros Lippia, Lantana e Aloysia. Além disso,
muitas espécies possuem grande importancia medicinal, tais como aquelas pertencentes
aos géneros Stachyparpheta, Verbena e Lippia (PASCUAL et al., 2001; JUDD et al.,
2009.,SOUZA & LORENZI 2008). A familia Verbenaceae é marcada pela presenca de
tricomas secretores (METCALFE & CHALK, 1950), geralmente produtores de 6leos
essenciais de grande valor medicinal (FAVORITO, 2009). Sanders (2001) relata que
perfis de Oleos essenciais em Verbenaceae sdo diversificados para as espécies da
familia. Estudos indicam que esses 0Oleos, ricos em mono e sesquiterpenos, possuem
comprovada atividade antibacteriana e antifungica (PEREZ et al., 2005; DUARTE et
al., 2005). A capacidade de repelir mosquitos ja foi observada em diversas espécies
deste género (GLEISER et al., 2011; MAIA & MOORE, 2011). As espécies de
Verbenaceae que apresentam atividades bioldgica sdo, em sua maioria, pertencentes ao
género Lippia, o qual é amplamente estudado.

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown é conhecida popularmente como cha-de-
tabuleiro, cidrila, erva-cidreira-de-arbusto, alecrim selvagem, cidreira-brava, falsa-
melissa, erva-cidreira, erva-cidreira-brasileira, erva cidreira-do-campo, cidreira
carmelitana, salva, salva-do-brasil, salva-limdo, alecrim-do campo, salva-brava ou
sdvia, sendo uma planta de grande importancia farmacoldgica, com utilizagdo nos
programas de Fitoterapia (PASCUAL et al., 2001; LORENZI & MATQOS, 2004,
HENNEBELLE et al., 2008).

L. alba € um subarbusto de morfologia variavel, alcancando até um metro e

meio de altura, raramente dois metros, nativa de quase todo o territério brasileiro
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(Figura 4). Seus ramos sao finos, esbranquicados, arqueados, longos e quebradicos. As
folhas sdo inteiras, opostas, de bordos serreados e &pice agudo, de 3-6 cm de
comprimento. As flores sdo azuis arroxeadas, reunidas em inflorescéncias axilares
capituliformes de eixo curto e tamanho variavel. Os frutos sdo drupas globosas de cor
réseo-arroxeada (LORENZI & MATOS, 2004). E um arbusto aromatico, cujo aroma
esta relacionado aos constituintes predominantes nos 6leos essenciais, 0s quais podem
variar qualitativamente e quantitativamente, em funcdo de diversos fatores, tais como:
estacdes do ano, época de floracdo, idade da planta, quantidade de agua circulante
resultante da precipitacdo, fatores geograficos e climaticos (CORREA, 1992; MATOS,
1998; TAVARES et al., 2005). E uma das espécies mais estudadas dentro do género
Lippia, com uma enorme capacidade de ter sua morfologia e fisiologia alterada de
acordo com as condicGes do ambiente (TORRES E LOPEZ, 2007), por isso possui uma
variacdo grande nos constituintes de 6leo essencial (JANNUZZI et al., 2010, TELES et
al., 2012).

2.6 INSETOS PRAGA

2.6.1 Nasutitermes corniger (Cupins ou térmitas)

A classe Insecta é a mais bem sucedida do Reino Animal, com mais de 1 milhdo
de espécies descritas, distribuidas em 30 ordens (GULLAN, 2007). Na Ordem Isoptera,
encontram-se insetos conhecidos como cupins ou térmitas, que possuem um aparelho
bucal bem desenvolvido do tipo mastigador (Figura 4A) e cabeca livre com formas e
tamanhos varidveis (Figura 4B e 4C). Olhos compostos estdo presentes nas formas
aladas e nos cupins superiores. Na cabeca, ha uma depressdo chamada fontanela (Figura
4D), que possui um poro central no qual se abre uma glandula cefalica que secreta um
liquido com funcéo de defesa. O térax é achatado, com o protorax destacado. O 6rgéo
auditivo estd situado nas pernas, na tibia anterior. O abdome é volumoso, séssil e
apresenta 10 segmentos (Figura 4B e 4C). Os cupins possuem dois pares de asas
membranosas (GRASSE, 1949; GALLO et al., 1988).
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Os cupins séo divididos em castas morfofisiologicamente distintas: reprodutores
alados, operarios, soldados e formas imaturas (larvas). As larvas podem substituir
soldados, operarios e ninfas; estas ultimas irdo originar os reprodutores alados. Os
cupins sdo diploides e ambos 0s sexos estdo presentes nas castas estéreis. Eles exibem
desenvolvimento hemimetabdlico, o qual inclui trés fases distintas: o ovo, a ninfa, e 0
estagio adulto, envolvendo alteracbes graduais, sem um estdgio de pupa (Figura 5). As
formas reprodutivas representam a casta fértil e podem ser subdivididas em
reprodutores primarios ou complementares. Os reprodutores primarios tém asas bem
desenvolvidas e sdo responsaveis pela dispersdo através de voos nupciais. Apos o voo, 0
casal perde suas asas e passam a ser rei e rainha, os quais sdo pigmentados e sdo
responsaveis pela producdo de ovos. Em muitas col6nias, s6 existe um casal de

reprodutores primarios.

Figura 4 - Aspectos morfoldgicos dos cupins. As imagens mostram o aparelho bucal do tipo mastigador
(A), uma visdo dorsal de operario (B) e soldado (C) da espécie Nasutitermes corniger e a fontanela de um
Coptotermes formosanus (D) as barras correspondem a 0,2mm em (A), 0,5mm (B e C) ou 1mm (D).

A [ B
Aparelho bucal
| t b

7

- Torax

Cabega

Fontanela

Fonte: A, B, C: Lima, (2016). D: Rudolf H. Scheffrahn, University of Florida

Se os reprodutores primarios morrem, eles serdo substituidos por um casal de
reprodutores complementares, os quais em geral sdo mais pigmentados do que 0s
operarios. As castas estéreis (operarios e soldados) ndo possuem asas e olhos. Os

operarios sdo responsaveis pelo forrageio e construcdo dos tuneis e galerias do ninho;
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também sdo responsaveis por alimentar outros membros da coldnia. Os soldados se
destacam por possuirem a cabeca preta, alargada, com quase metade do comprimento
do corpo (Figura 1C) e com o maxilar bem perceptivel. Sdo responsaveis pela guarda da
colbnia e protecdo de seus ocupantes (KRISHNA & WEESNER, 1969; THOMPSON,
2000; PHILIP, 2004; MYLES, 2005).

Figura 5 - Ciclo de vida dos cupins e diferentes castas encontradas em um cupinzeiro

e

/‘ Ninfa

Reprodutores primarios (alados)

Rei e Rainha

Fonte: Lima et al. (2015).

Os cupins sdo chamados xilofagos porque, geralmente, sdo consumidores de
madeira, viva ou morta. Porém, uma grande diversidade de material organico, em varios
estdgios de decomposicdo, pode servir de alimento para esses insetos, incluindo
gramineas, plantas herbaceas, serrapilheira, fungos, ninhos construidos por outras
especies de cupins, excrementos e carcacas de animais, liquens e até mesmo material
organico presente no solo (LIMA & COSTA-LEONARDO, 2007; LIMA et al., 2015).
Os protozoarios flagelados e as bactérias simbiontes presentes no intestino posterior
colaboram na digestdo da celulose através da producdo de enzimas (BRESNAK &
BRUNE, 1994; BRUNE, 2014). As celulases encontradas no trato intestinal de cupins
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sdo endoglucanases, exoglucanases e p-glicosidases, que podem ser produzidas pelos
simbioses ou pelo proprio inseto (LIMA et al., 2015). As hemicelulases s&o produzidas
pelos cupins com o objetivo de digerir a fracdo de hemicelulose do seu alimento e a
secrecdo de proteases no intestino médio permite que os aminoacidos das proteinas
provenientes da alimentagdo sejam absorvidos (BRUNE, 2014). Dessa forma, 0s cupins
tem o papel ecologico de serem decompositores e participarem na reciclagem de
nutrientes nas regides tropicais, e na humificacdo e mineralizacdo de inumeros
componentes da lignocelulose (COSTA-LEONARDO, 2002; FREYMANN, et al.,
2008; LIMA et al., 2015).

Apesar da importancia ecoldgica, os cupins tem sido considerado uma praga do
ambiente urbano, fato esse causado pelo desequilibrio ambiental. Sdo conhecidos como
pragas de materiais lignocelul6sicos devido aos danos irreversiveis causados pelo seu
atague a madeira, causando danos em prédios histéricos, como museus e bibliotecas; a
presenca deste grupo de praga pode significar uma perda ndo apenas material, mas
também imaterial dos acervos (ALBUQUERQUE et al., 2012). A situacdo de controle
dos cupins se complica porque ndo existem niveis de dano econémico para as espécies.
Este nivel de dano relaciona a densidade populacional na qual o prejuizo causado pelo
inseto excede o custo de seu controle, sendo esta estimativa uma importante ferramenta

para a implementacdo do manejo integrado (RUST; SU, 2012).

Uma das espécies mais dominante e muito bem distribuida desse genéro é
Nasutitermes corniger (PAES et al., 2007; NAPOLEAO et al., 2011b). E considerada
xiléfaga comum, tendo grande importancia econdmica na Regido Nordeste, onde é
considerada uma das pragas urbanas mais frequente (REIS & CANCELLO, 2007).
Encontra-se nas Américas do Sul e Central sendo possivel observar a presenca de N.

corniger em quase todo o territdrio nacional (ADAMS et al., 2007).

2.6.2 Sitophilus zeamais

A espécie S. zeamais (Ordem Coleoptera, Familia Curculionidae) é conhecido
popularmente como gorgulho do milho e apresenta grande importancia econémica em

regides tropicais e subtropicais, pois infesta uma grande variedade de cultivos e
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estoques de grédos como milho e arroz, e frutos como macd, péssegos e uvas (BOTTON
et al., 2005; NOOMHORM et al., 2013; SULEIMAN et al., 2015). S. zeamais apresenta
elevado potencial de multiplicacdo e a postura dos ovos pela fémea é feita no grdo onde
a larva completa o seu desenvolvimento, passa ao estagio de pupa até a emergéncia do
adulto no seu interior (Figura 6A). As fémeas vivem em média 140 dias dos quais 104
dias correspondem ao periodo de oviposicdo, e 0 nUmero médio de ovos por fémea € de
282. O periodo de incubacao oscila entre 3 e 6 dias e o ciclo de ovo até a emergéncia de
adultos é de 34 dias. As larvas apresentam coloracdo amarelo-clara e cabeca marrom-
escura, e as pupas sdo brancas. Adultos de S. zeamais (Figura 6B) possuem de 2 a 3,5
mm de comprimento, cor castanho-escura e manchas mais claras nas asas anteriores
(élitros). Sua cabeca é projetada para frente e o rostro curvado. Insetos machos tém o
rostro mais curto e grosso enquanto nas fémeas é mais longo e afilado (BOTTON et al.,
2005; LORINI et al., 2010).

O gorgulho do milho apresenta infestacdo cruzada, ou seja, podem infestar
sementes no campo e também no armazenamento, onde penetram profundamente na
massa de grdos. Na busca de alimentos que garantam energia para a oviposi¢ao, 0S
insetos infestam gréos ricos em carboidratos tais como trigo, arroz, cevada e aveia. Uma
vez dentro dos graos, os insetos fazem a postura dos ovos que se desenvolvem em pupa
e se transformam em novos adultos (BOTTON et al., 2005; LORINI et al., 2010).

Figura 6. (A) Inseto se desenvolvendo dentro do gréo de milho e (B) inseto adulto de Sitophilus
zeamais.

L v,

Fonte: Oliveira, (2016)



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022474X15300370
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Classificados como uma praga primaria, os S. zeamais sao considerados um dos
insetos mais prejudiciais pelo fato de perfurarem e penetrarem os gréos para completar
0 seu desenvolvimento e assim provocar infestacGes generalizadas (LORINI, 2014). A
praga de gorgulho do milho tem sido cada vez mais comum, devido a expansao de
producdo de grdos no setor de agricola e aumento da sua estocagem (NEUMANN et al.,
2010; BETA & ISAAK, 2016; FLEURAT-LESSARD, 2016).

O S. zeamais infesta diversas variedades de milho e como conseqliéncias ao
ataque existem perda de peso do grdo, perda do poder germinativo, perda do valor
nutritivo, reducdo do padrdo comercial e contaminagdo da massa do grédo de milho
(SANTOS, 2006; SULEIMAN et al., 2015). O controle de S. zeamais é realizado
através do uso de inseticidas quimicos por meio de técnicas de fumigacdo e
pulverizacdo. No entanto, 0 uso prolongado e excessivo desses compostos favorece a
proliferacdo de individuos resistentes (MONDAL & KHALEQUZZAMAN 2010;
NAPOLEAO et al., 2015; LIANG et al., 2016) .


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022474X15300370
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Extrair, caracterizar e avaliar o potencial inseticida e repelente do 6leo essencial
de folhas de Lippia alba, contra insetos-praga Nasutitermes corniger e Sitophilus

Zeamais.

3.2 ESPECIFICOS

« Extrair 6leo essencial das folhas das espécies de Lippia alba utilizando a técnica

de hidrodestilacdo em aparelho de clevenger;

* Caracterizar o 6leo essencial extraido através de cromatografia gasosa acoplada

ao espectrometro de massas (CG/MS);

* Fazer uma solucdo simulada com compostos majoritarios sintéticos com a

mesma proporc¢do destes no 6leo;

* Investigar a atividade termiticida e repelente do éleo essencial, compostos

majoritarios isolocados e solugdo simulada, contra Nasutitermes corniger;

* Avaliar o efeito do dleo essencial de Lippia alba sobre as enzimas de

Nasutitermes corniger;

* Investigar a toxicidade por ingestdo e efeito fumigante do Oleo essencial,

compostos majoritérios isolados e solucdo simulada contra Sitophilus zeamais;

* Determinar o indice de deterréncia alimentar do 6leo essencial, compostos
majoritarios e solucdo simulada bem como seus efeitos nos parametros
nutricionais: taxa de crescimento relativo, taxa de consumo relativo e eficiéncia

de conversdo do alimento ingerido.
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INTRODUCAO
GENERO Lippia

Lippia é o segundo maior género da familia Verbenaceae, possuindo
aproximadamente 200 espécies de ervas, arbustos e pequenas arvores. Estima-se que o
Brasil abrigue 70-75% das espécies conhecidas (ARTHUR, JOUBERT, DE BEER,
MALHERBE, & WITTHUHN, 2011). Na flora do Brasil, 18 espécies sdo citadas como
ameacadas ou raras (SALIMENA et al., 2009) e nove sob forte ameacga de extin¢do
(SALIMENA et al., 2013). A Cadeia do Espinhaco - localizada no planalto atlantico
que estende-se pelos estados de Minas Gerais e Bahia, é considerada o centro de
diversidade do género Lippia reunindo mais da metade das espécies, havendo muitas em
risco de extingdo pela alteracdo dos ambientes naturais pela expansdo agricola e
urbanizacéo (SALIMENA et al., 2013).

Esse género se destaca por seu aspecto chamativo no periodo da floragdo e por
seu aroma forte, geralmente agradavel (OLIVEIRA et al., 2007; GOMES et al., 2011).
No nordeste brasileiro, as espécies de Lippia sdo usadas na medicina popular para o
tratamento de resfriados, gripes, bronquites e tosse. Na maioria das vezes, as partes
empregadas sdo as folhas e flores na forma de infusdo ou decocto administradas
oralmente ou através de emplastos (MESA-ARANGO et al.,, 2009), também sdo
utilizadas como relaxante muscular (SOARES & TAVARES-DIAS, 2013).

Muitas espécies de Lippia sdo aromaticas e estudos das plantas deste género tém
centrado principalmente em seus 6leos essenciais (FUNARI et al., 2012). Possuem rica
diversidade genética, que permite sintetizar incontaveis constituintes de 6leos essenciais
em plantas cultivadas em diferentes partes do mundo (CATALAN & DE
LAMPASONA, 2002; SANTOS-GOMES et al., 2005). Os 0leos essenciais de Lippia
sdo compostos principalmente por metabolitos do tipo monoterpenoides e
sesquiterpenoides (PASCUAL, et al., 2001). Atribui-se a composicdo de Oleos as
atividade bioldgicas apresentadas por plantas do género Lippia (MORAES et al., 2011).

Sdo diversas as aplicagbes biotecnoldgicas de espécies do género Lippia que
estdo apresentadas na tabela 1. Em destaque observa-se o potencial antimicrobiano
contra bactérias e fungos patogénicos (TADEG et al., 2005; PASSONE &
ETCHEVERRY, 2014; GEMECHU et al., 2015), antifingico contra Aspergillus sp. e
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Fusarium sp. (PANDEY et al.,, 2016; YAOUBA et al.,, 2012), Candida albicans
(TABGARIFE-BROWN et al., 2011), inseticida contra os besouros Callasobruchus
maculatus (ADELANI et al., 2016) e Sitophilus zeamais (KAMANULA et al., 2017),
acaricida contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus (COSTA-JUNIOR, 2016), efeito
anestésico por ligacao a receptores GABAA (HENNEBELLE et al., 2008; HELDWEIN
et al., 2012), leishmanicida (MEDEIROS et al., 2011), antinflamatério (SORO et al.,
2016), antioxidante (QUIROGA, 2013), hipoglicemiante (NETO, et al., 2010),
anticonvulsivante (NETO et al., 2009), fotoquimiopreventivo (GARCIA-BORES, et al.,
2017), anti-maldrico (LUDERE, 2013) e hepatoprotetor (ARUMANAYAGAM &
ARUNMANI, 2015).



Tabela 1 -Propriedades bioldgicas de 6leos essenciais espécies do género Lippia

ESPECIE ATIVIDADE REFERENCIAS

Antinociceptiva em camundongos machos albinos (MAKONNEN et al., 2003)

Antimicrobiano contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas (TADEG et al., 2005;

aeruginosa, Escherichia feacales , Tricophyton mentagrophytes e Candida albicans GEMECHU et al., 2015)




L. alba

Neurossedativa (ligadores de receptores benzodiazepinico e GABAA); (HENNEBELLE et al., 2008;
GLAMOCLUA et al., 2011;

TONI et al., 2015; SENA et al.,
2016)

Anestésico em Sparus aurata, Piaractus mesopotamicus e Colossoma macropomum

Acaricida contra Rhipicephalus microplus (PEIXOTO et al., 2015)




Inseticida contra Callosobrucus chinensis; Sitophilus zeamais; Nasutitermes corniger; e (SHUKLA et al.,, 2011,
Aedes aegypti PEIXOTO et al.,, 2015; LIMA
etal 2013; CASTILLO, 2017)

Antiparasitaria contra Trypanosoma cruzi e Leishmania chagasi; (ESCOBAR et al., 2010)

Anti-nociceptiva e anti-inflamatéria (HALDAR et al., 2012)

Antimicrobiana e erradicacao de biofilmes de Staphylococcus aureus (TOFINO-RIVERA et al.,
2016)




Atividades trombolitica e citotdxica contra Artemia salina (GOMES et al .,2016)

Antiespasmadico intestinal (BLANCO, 2013)

Antioxidante e antimicrobiana contra E. coli, S. aureus e Bacillus cereus (AVILA-SOSA et al., 2010)

L.gracilis




Leishmanicida contra L. Chagasi (MELO et al., 2013)

Analgésica e anti-inflamatoria (MENDES et al., 2010)

Efeito moluscicida contra Biomphalaria glabrata e artemicida (TELES etal., 2010)

L. graveolens

Antiinflamatério (LEYVA-LOPEZ et al., 2016)
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Antibacteriana (GARCIA- HEREDIA et al.,
2016)

Antiparasitaria contra Trypanosoma cruzi (SULSEN et al., 2006)

Inseticida contra Sitophilus zeamais (KAMANULA et al., 2017)

Antifangica contra Penicillium digitalum (OYOUROU et al., 2013)




Antiparasitario contra Plasmodium falciparum (LUDERE et al., 2013)

Antioxidante e antibacteriana contra S. aureus, Enterococcus feacalis (SHIKANGA et al., 2010)

Repelente contra o Aedes aegypti (GLEISER et al., 2011)

Atividade anti-tumoral em células de sarcoma 180 (XAVIER et al., 2015)

L. multiflora



Antibacteriana (BASSOLE et al., 2010)

Atividade em células hepatocarcinoma HepG2 (ARUMANAYAGAM &
ARUNMANI, 2015)

Anti-hipertensiva em ratos wistar (GADHVI et al., 2012)

L. origanoides



Acaricida (CHAGAS et al., 2016)

Antigenotoxica (VICUNA et al., 2010)

L. rehmannii

Propriedade antibiofilmes. (LEONARD et al., 2010)
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Atividade antioxidante (MOMENI et al., 2016)

Inibicdo do desenvolvimento de Aspergillus flavus, A. niger, A. parasiticus e Fusarium (YAOUBA et al., 2012)
moniliforme

Termiticida contra Nasutitermes corniger (LIMA et al., 2013)

Atividade antiparasitaria em Colossoma macropomum (SOARES et al., 2017)
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Atividade leishmanicida contra L. Amazonensis (MEDEIROS et al., 2011)

L. turbinata

Fumigante contra Aspergillus flavus (PASSONE &
ETCHEVERRY, 2014)

Fonte: O Autor.
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Lippia alba

Lippia alba (Mill.) N. E. Brown é conhecida popularmente como cha-de-
tabuleiro, cidrila, erva-cidreira-de-arbusto, alecrim selvagem, cidreira-brava, falsa-
melissa, erva-cidreira, erva-cidreira-brasileira, erva cidreira-do-campo, cidreira
carmelitana, salva, salva-do-brasil, salva-limdo, alecrim-do campo, salva-brava ou
savia, sendo uma planta de grande importancia farmacoldgica, com utilizacdo nos
programas de Fitoterapia (PASCUAL et al., 2001; LORENZI & MATOS, 2004,
HENNEBELLE et al., 2008).

L. alba é um arbusto de morfologia variavel, alcangando até um metro e meio de
altura, raramente dois metros, nativa de quase todo o territério brasileiro (Figura 1B).
Seus ramos sao finos, esbranquicados, arqueados, longos e quebradi¢cos. As folhas sédo
inteiras, opostas, de bordos serreados e apice agudo, de 3-6 cm de comprimento (Figura
1 A e C). As flores sdo azuis arroxeadas, reunidas em inflorescéncias axilares
capituliformes de eixo curto e tamanho variavel (Figura 1 A e C). Os frutos sao drupas
globosas de cor roseo-arroxeada (LORENZI & MATOS, 2004).

E um arbusto aromatico, cujo aroma estd relacionado aos constituintes
predominantes nos Oleos essenciais, 0s quais podem variar qualitativamente e
quantitativamente, em funcdo de diversos fatores, tais como: estacbes do ano, época de
floracdo, idade da planta, quantidade de agua circulante resultante da precipitacéo,
fatores geogréaficos e climaticos (CORREA, 1992; MATOS, 1998; TAVARES et al.,
2005). E uma das espécies mais estudadas dentro do género Lippia, com uma enorme
capacidade de ter sua morfologia e fisiologia alterada de acordo com as condi¢des do
ambiente (TORRES E LOPEZ, 2007), por isso possui uma variacdo grande nos
constituintes de dleo essencial (JANNUZZI et al., 2010, TELES et al., 2012).
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Figura 1- Aspectos morfoldgicos de Lippia alba. A: Ramo de L.alba com detalhe para a morfologia de
folhas e inflorescéncia. B: Arbusto de Lippia alba em seu habitat natural. C: Folhas de Lippia alba
coletadas para extracéo de 6leo em aparelho de clevenger

Fonte: A e B, Lorenzi & Matos (2002); C, O Autor.

A L. alba é utilizada em forma de chas, macerada, em compressas, banhos ou
extratos alcodlicos, por causa de suas propriedades farmacoldgicas (JULIAO et al.,
2003). E largamente utilizada na medicina popular devido as propriedades calmante,
antiespasmddica suave, analgésica, sedativa, ansiolitica e levemente expectorante
(MATTOS et al., 2007).

4.3. Oleos essenciais de Lippia alba

Lippia alba, é uma espécie originaria da América do Sul e de ampla distribuicdo
no Brasil, conhecida popularmente como “cidreira” (HENNEBELLE et al., 2008). O
aroma exalado por espécimens de L. alba é muito variavel e esta relacionado com a
variabilidade quimica dos seus 6leos essenciais (AGUIAR et al., 2008). Além de fatores
genéticos, a variacdo quimica dos Oleos esta relacionada a fatores ambientais como:
sazonalidade, temperatura, luminosidade, altitude, pluviometria, condi¢cdes do solo e
disponibilidade de nutrientes, idade da planta, método de coleta e secagem (GOBBO-
NETO & LOPES, 2007; GOMES et al., 2018; GARCIA et al., 2017). Gomes (1990),
através de analise por cromatografia gasosa do 6leo essencial das folhas de L. alba,
obteve como principais componentes terpineno, p-cimeno, B-cariofileno, mirceno,
geranial e neral, comprovando, a predominancia de compostos aminados, esteroidais,
terpénicos e fendlicos. Estudos mais recentes mostram que 0s principais componentes
do oleo essencial de L. alba sdo a carvona, limoneno, germacreno D e B-mirceno
(TELES, 2010), e que ainda estdo presentes sesquiterpenos e monoterpenos,
monociclicos ou aciclicos (GUERRERO et al., 2002).
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Devido a grande variabilidade dos Gleos essenciais produzidos por L. alba,
muitos autores tentaram classifica-la por meio de quimiotipos; sendo cada quimiotipo
caracterizado de acordo com composto marjoritario presente em seus 6leos essenciais
Sdo diversas 0s quimiotipos do género Lippia que estdo apresentadas na tabela 2
(MATOS, 1996; HENNEBELLE et al., 2008). Hennebelle e colaboradores (2006 e
2008) descreveram sete quimiotipos: o quimiotipo I com citral, linalol e cariofileno
como compostos marjoritarios; o Il com tagetenona; o Il com limoneno e carvona; IV
com mirceno; V com terpinenos; VI com canfora e eucaliptol; e o VII com estragole.
No Brasil, ha pelo menos trés quimiotipos principais denominados tipos citral, carvona
e linalol (YAMAMOTO, 2006). Segundo Matos (1996), cada quimiotipo diferente tem
uma atividade bioldgica especifica, por exemplo, o quimiotipo mirceno-citral esta
relacionado com o efeito tranquilizante, analgésico e antiespasmodico, 0 quimiotipo
limoneno-citral mostrou atividades ansiolitica, sedativa e antiespasmddica, e o

limoneno-carvona esta relacionado com a acdo mucolitica e problemas gastrointestinais.

Tabela 2 -Quimiotipos do género Lippia usados em atividade inseticida

Quimiotipo Tecido  Local de Coleta Composto Referéncia
Majoritario
V- Terpinenos Folhas Sergipe Geranial (PEIXOTO et al., 2015)
V- Terpinenos Folhas e Sergipe Linalol; Neral e (PINTO, 2017)
inflorescéncia Geranial
do caule
I1l- Carvona e Folhas Sergipe Carvona (LIMA et al., 2013)
limoneno
V- Terpinenos Folhas Sergipe Neral e Geranial (NICULAU et al., 2013)
I- Citral Folhas Amazonia Citral (SILVA, 2018)
I- Citral Folhas Rio de Citral (ALVES et al., 2015)

Janeiro
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I1l- Carvona e Folhas Na&o informado Carvona- (RINGUELET etal., 2014)
limoneno limoneno

VI- Canfora e Folhas Nao informado 1,8- cineol (SHUKLA et al., 2011)
eucaliptol (eucaliptol)

Ill- Carvona e Folhas  Coldmbia Carvona (CASTILO etal., 2017)
limoneno

Fonte: O Autor .

O Oleo essencial de L. alba é uma alternativa viavel para substituir os
anestésicos quimicos para peixes pois proporciona uma 6tima sedagdo, sem provocar
efeitos toxicos nos peixes ou no ambiente (SOARES & TAVARES DIAS, 2013; SENA
et al., 2016). Rossato et al. (2006) cita que o Oleo essencial de L. alba demonstra
potencial antioxidante, semelhante ao efeito da vitamina E. Popularmente L.alba é
utilizada como condimento, ou principalmente em infusdes; estudos etnofarmacol6gicos
que relatam o uso de L.alba para distubios digestivos (TAREAU, PALISSE, &
ODONNE, 2017); distarbios respiratérios (TAREAU et al., 2017) e, como sedativo e
anti-hipertensivo (AGRA, SILVA, BASILIO, FREITAS E BARBOSA-FILHO, 2008;
TAREAU et al., 2017). Estudos mostram que o 6leo de L. alba apresentou atividade: 4)
Atividade acaricida contra Rhipicephalus microplus (PEIXOTO, et al., 2015); 5)
Atividade inseticida e/ou repelente contra Callosobruchus chinensis, Tribolium
castaneum, (SHUKLA, et al., 2011; PEIXOTO et al., 2015). Dentre outras atividades
biotecnologicas, a planta Lippia alba se apresenta como uma rica fonte de moléculas

ativas.
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1 INTRODUCAO

A caatinga possui ampla biodiversidade adaptada as condicdes de estresse
ambiental caracteristicos das regiGes semidridas; tais condi¢fes selecionam espécies que
possuem um conjunto de biomoléculas e rotas metabdlicas que as tornam capazes de
sobreviver as condi¢Ges hostis do meio (ALMEIDA et al., 2006; SILVA et al., 2013).
As especies vegetais, animais e microbianas que habitam a caatinga sdo fontes
promissoras de metab6litos com importantes propriedades bioldgicas incluindo as
atividades antimicrobiana e inseticida (FORZZA, 2012; ARCOVERDE et al., 2014).

Os metabdlitos secundarios, produzidos de forma selecionada, sdo importantes
na sobrevivéncia das espécies em seu habitat, sendo indispensaveis em sua adaptacéao
(OLIVEIRA et al., 2011; YUNES; CECHINEL FILHO, 2012). As plantas carecem de
sistemas imunoldgicos e os metabdlitos secundarios podem atuar na defesa contra virus,
herbivoros e predadores (YUNES; CECHINEL FILHO, 2012). A producdo de
metabolitos secundarios pelas plantas podem ser modificada sazonalmente, acarretando
em alteracGes na atividade bioldgica dos mesmos e em sua composi¢do quimica
(FIGUEIREDO, 2010; HUSSEIN et al., 2008; MATIAS et al., 2016).

Oleos essenciais sdo oriundos do metabolismo secundario e sdo misturas
complexas de substancias volateis com baixo peso molecular, geralmente odoriferas e
constituidas, na maioria das vezes, por moléculas de natureza terpénica (AQUINO,
2014; CHINSEMBU, 2015). Oleos essencias sdo produzidos em varios tecidos da
planta como pétalas de flores, rizomas, raizes, folhas, frutos, casca, lenha, e sementes,
em quantidades e composi¢oes diferentes (CARSON; MEE; RILEY, 2002; CHAVES &
REINHARD, 2003; DUARTE et al., 2005; EHLERT et al., 2006; JANDREY &
ONOFRE, 2009; COSTA et al., 2010; WOLFFENBUTTEL, 2011; VICTORIO et al.,
2012; AMARAL, 2013; CASTRO, 2013).

Lippia alba, conhecida popularmente como “cidreira”, ¢ originaria da América
do Sul e estd amplamente distribuida no Brasil (HENNEBELLE et al., 2008). Esta
especie é a mais estudada dentro do género Lippia e tem sido demosntrado que a mesma

apresenta morfologia e fisiologia alterada de acordo com as condigdes do ambiente
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(SANTOS, 2005; TORRES E LOPEZ, 2007; JANNUZZI et al., 2010; TELES et al.,
2012; VICCINI, 2014).

O aroma exalado por espécimens de L. alba é muito variavel devido &
variabilidade quimica dos 6leos essenciais e por essa razdo, muitos autores tentaram
classificar L. alba por meio de quimiotipos de acordo com o composto majoritario
presente no 6leo essencial (MATOS, 1996; AGUIAR et al., 2008; HENNEBELLE et
al., 2008). Além de fatores genéticos, a variacdo quimica presente nos diferentes
quimiotipos esta relacionada temperatura, luminosidade, altitude, pluviometria, radiacéo
ultravioleta, condi¢des do solo e disponibilidade de nutrientes, idade da planta, método
de coleta e secagem (GOBBO-NETO & LOPES, 2007; GOMES et al., 2018).

Popularmente L. alba é utilizada como condimento ou em infusdes e estudos
etnofarmacoldgicos relatam o seu uso para distibios digestivos e respiratorios
(TAREAU et al., 2017; TAREAU, PALISSE, & ODONNE, 2017) e como sedativo e
anti-hipertensivo (AGRA et al.,, 2008; TAREAU et al., 2017). Dentre as atvidades
bioldgicas descritas para L. alba destaca-se as atividades antimicrobiana contra espécies
patogénicas ao homem, inseticida contra os coleopteros Callasobruchus maculatus e
Sitophilus zeamais e acaricida contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus (TADEG et
al., 2005; PASSONE & ETCHEVERRY, 2014; GEMECHU et al., 2015; ADELANI et
al., 2016; COSTA-JUNIOR, 2016; KAMANULA et al., 2017).

Os cupins da espécie Nasutitermes corniger tem sido considerado pragas e
dados revelam que podem consumir cerca de um terco da producdo anual de madeira
morta (SCHEFFRAHN et al., 2005; DE MELLO et al., 2014; SCHEFFRAHN et al.,
2014; ULYSHEN, 2016). Tradicionalmente, o combate a pragas se da através do uso de
inseticidas sintéticos, porém, muitos desses inseticidas ndo sao eficazes o suficiente para
erradicar a populacéo, sendo necessario 0 uso de grandes quantidades e concentracfes
gue podem trazer prejuizos para 0 ambiente, para a salde humana e ainda desencadear o
surgimento de espécies de insetos resistentes (LUMJUAN et al., 2011; PAIVA et al.,
2013; YU et al., 2015; ZHANG et al., 2015).

Inseticidas naturais sdo preferiveis para o controle, uma vez que, em geral, sdo
biodegradaveis e ndo exercem ou possuem menores efeitos deletérios sobre organismos
ndo alvo (SANTOS et al.,, 2012; PAIVA et al.,, 2013; TENNYSON et al., 2015;
REDDY & ANTWI, 2016). Oleos essenciais de plantas tem sido propostos como
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execelentes inseticidas naturais porque tem sido eficazes em baixas doses, exercem
toxicidade através de multiplos mecanismos de acdo e por seus componentes poderem
atuar de modo sinérgico ou aditivo, dificulta o desenvolvimento de resisténcia (SILVA
etal., 2006; JAYA et al., 2014; BENELLI, 2015; PAVELA, 2015).

Esse trabalho teve como objetivo extrair, e caracterizar o 6leo essencial de folhas
um espécime de L. alba, coletado no Parque Nacional do Catimbau (8°32'47.7"S
37°15'0.76W), regido do bioma Caatinga situado no estado de Pernambuco e avaliar o
potencial termiticida do 6leo essencial extraido sobre N. corniger. Ainda com o intuito
de desvendar os mecanismos de acdo inseticida foi avaliado o efeito do 6leo na

atividade de enzimas digestivas e de acetilcolinesterase de cupins operarios.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO

A coleta de espécimens de L. alba (Mill.) N. E. Br., autorizada pelo Instituto
Chico Mendes de conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) do Ministério Brasileiro da
Meio Ambiente (numero 36301), foi realizada no Parque Nacional do Catimbau, Recife,
Pernambuco, Brasil, em marco do ano de 2016. O espécimen coletado foi identificado e
tombado pelo Herbario do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA) 96273. O nome
cientifico foi verificado no indice internacional de nomes de plantas
(http://www.ipni.org) e no  site brasileiro cheklist Flora  (http
//floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/listaBrasil). As folhas foram separadas dos galhos e
armazenadas por 7 dias em sacos sob refrigeracdo (4°C) para posteriormente ser

extraido o 6leo essencial.

2.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

O oleo essencial de L. alba foi obtido utilizando o método da hidrodestilacdo em
aparelho de Clevenger como descrito na Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010). As
folhas foram trituradas em moedor elétrico (Cienlab, CE-430), e 300g da farinha de
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folhas foi misturada a 3000 mL de &gua destilada. A extracdo ocorreu durante cerca de
6 h em uma caldeira em ebulicdo. Apds a extracdo o 0Oleo foi coletado, acondicionada
em frascos &mbar e armazenada a 4 °C. Para o calculo do rendimento em porcentagem
foi utilizado os dados da massa do dleo em relacdo a massa da farinha de folhas

utilizada.

2.3 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA POR CROMATOGRAFIA GASOSA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA (CG-EM)

Para a analise dos componentes quimicos do 6leo essencial, 1 pL da amostra
(6leo essencial diluido em hexano na propor¢do de 1:50 v/v) foi injetada em um
cromatografo gasoso acoplado a um espectrometro de massas (EM) (Shimadzu modelo
QP5050A) em modo splitless, equipado com uma coluna Vb-5 (5% fenil, 95%
polisiloxano). A temperatura do CG foi mantida em 70 °C, e aumentos de 4 °C por
minuto foram realizados até a chegada de 280 °C . O fluxo de hélio foi de 1,4 mL/min.
A interface do EM foi definida em 280 °C e os espectros de massa registrados em 70 eV
(em modo EI) com uma velocidade de escaneamento de 0,5 scans de m/z 30-450. Os
compostos foram identificados a partir de comparacdo de seus espectros de massa e
tempos de retencdo aqueles de padrGes auténticos disponiveis nas bibliotecas de
referéncia NIST11. As areas dos picos nos cromatogramas foram integradas para
obtenc¢éo do sinal ibnico total e seus valores utilizados para determinar as propor¢oes

relativas de cada composto.

2.4 INSETOS

Os ninhos de Nasutitermes corniger foram coletados no campus da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (Recife, Brasil) em um fragmento da Mata Atlantica (8e
00 '45' 'S, 340 56' 57 " W), sob autorizacdo (36301) do Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio). Os ninhos dos cupins, selecionados com
base na integridade, foram removidos do tronco de uma arvore e transferidos para o

laboratdrio. A coldnia foi mantida a 28 + 2 °C (70 £+ 5% de umidade relativa) no escuro
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durante 6 h, durante o periodo necessario para separacao e transferéncia de operéarios e

soldados para os bioensaios.

2.5 BIOENSAIO TERMITICIDA

A atividade termiticida utilizou dieta artificial contendo Avicel a 20% (p/v) em
agua, farinha obtida através da trituracdo do ninho a 0,5% (p/v) e a amostra teste [6leo
essencial das folhas de L. alba, eucaliptol, alfa-pineno ou solucdo de eucaliptol
(68,56%) + alfa-pineno (2,57%) nas concentra¢des de 0,1, 0,3, 0,5, 1,0, 3,0 e 5,0 ppm].
A dieta artificial (1 mL) foi colocada em placas de Petri, posicionada em discos
dispostos aleatoriamente e as placas foram mantidas na estufa (56°C) durante 24 h para
permitir a secagem dos discos. Em seguida, 16 operarios e 4 soldados de N. corniger
foram transferidos diretamente do ninho para cada placa de Petri e o efeito da
toxicidade por ingestdo foi avaliado durante 08 dias. A dieta artificial controle continha
apenas a farinha do ninho e avicel. Trés ensaios independentes foram realizados em
quintuplicata para definicdo da concentracdo necessaria para matar 50% dos insetos
(CL50), que foi calculada usando probitos.

2.6 ENSAIOS DE REPELENCIA

O teste de repeléncia foi baseado em Su et al. (1982). Placas de Petri (90 a 15
mm, TPP-Techno Plastic Products, Trasadingen, Sui¢a) foram preenchidas com solugdo
de &gar (2%) e apos a solidificacdo, foram perfurados no agar um pogo centrol com 25
mm de didmetro e 5 pocos periféricos com 6 mm de diametro cada. Em seguida, a dieta
artificial controle (ImL) foi adicionada ao pogo centrol e as dietas enriquecidas com o
6leo essencial nas concentragdes de 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0 ppm foram colocadas em cada
pogo periférico. As placas foram mantidas na estufa (56 ° C) durante 24 h para permitir
a secagem dos discos. Térmitas (16 operarios e 4 soldados) foram entdo transferidos

para o0 poco central e as placas foram mantidas a 28°C no escuro. Os ensaios foram
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realizados em triplicata. A auséncia ou presenca de cupins nos pocos periféricos,
construcdo de tuneis e galerias, e o fechamento de construcdo por insetos foram

observadas diariamente por 15 dias.

2.7 EXTRATOS DE INTESTINO DE CUPINS

Operarios de N. corniger foram imobilizados a -20 °C por 10-15 min. Cada
operario foi separado cabeca do tronco usando uma agulha de 0,3 mm (BD Ultra-Fine Il
Il de Becton, Dickinson e Company, NJ, EUA) e 8 mm de comprimento e teve seu
intestino removido intacto puxando os Gltimos segmentos abdominais. Em seguida os
intestinos foram armazenados em freezer (-20°C). Os extratos de intestino de operarios
de N. corniger foram obtidos de acordo com Napoledo et al. (2011). Um grupo de 100
intestinos foi colocado em um homogeneizador de tecido de 2 mL e homogeneizado
manualmente com 1 mL da solucdo tampéo (acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 ou Tris-
HCI 0,1 M, pH 8,0, ambos contendo NaCl 0,15 M). Os homogeneatos foram entéo
centrifugados (9000 g, 4°C,15 min) e os sobrenadantes coletados (extratos de intestino
de operarios) foram utilizados para avaliacéo de atividades enzimaticas. Os extratos em
tampdo de acetato de sbédio foram utilizados em ensaios para atividades das
glicohidrolases, enquanto que os extratos em tampdo Tris foram utilizados nos ensaios
para atividades de proteases. A concentracao de proteinas dos extratos foi determinada
de acordo com Lowry et al. (1951) utilizando albumina de sérica bovina (31,25-500 pg /

mL) como padréo.

2.8 EFEITO DO OLEO ESSENCIAL DE L. ALBA SOBRE AS ENZIMAS DE N.
CORNIGER

Os extratos de intestino de operarios (350 ug de proteina) em tampédo acetato de
sodio 0,1 M pH 5,5, Tris-HCI 0,1M pH 8,0 ou tampéo fosfato de sédio 0,1 M pH 7,4
foram incubados (30 min a 27 °C) com solucéo de 6leo essencial de L. alba (DMSO foi
utilizado em proporcao de 1:1 (v.v) do 6leo para solubilizar o 6leo em solugéo aquosa)

resultando em concentracdo final de 5 ppm, antes da determinacdo das atividades
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enziméticas. Em todos os ensaios foram utilizados os controles branco da reagdo
(auséncia de substrato), branco do substrato (auséncia de extrato de intestino e 6leo
essencial), 100% de atividade enzimatica (auséncia do 6leo essencial) e branco do 6leo
essencial (auséncia do extrato de intestino). Em cada caso foi adicionado um volume

equivalente de solucédo tampdo, ao componente que foi retirado.

Os ensaios para atividades de endoglucanase, exoglucanase e xilanase, e a-
amilase foram realizados de acordo com adaptacdes dos métodos descritos por Li et al.
(2009), Wood e Bhat (1988) e Bernfeld (1955), respectivamente. As reagoes
comegaram pela incubagdo (50°C, 10 min) de extrato de intestino de operarios (100 pL,
330 pg de proteina) em acetato de sodio 0,1 M pH 5,5 contendo NaCl 0,15 M com 400
puL de Carboximetilcelulose (CMC) a 1% (p/v) (para atividade de endoglucanase),
avicel a 1% (p/v) (para atividade de exoglucanase), xilana a 1% (p/v) (para atividade de
xilanase) e amido soltvel 1% (p/v) para amilase. Ap6s a incubacdo, foram adicionados
500 pL de acido dinitrosalicilico (DNS) para parar a reacdo e as misturas foram
aquecidas (100 °C, 6 min) e imediatamente resfriadas em gelo (15 min). Em seguida,
mediu-se a absorbancia a 540 nm. A quantidade de acucares redutores foi determinada
usando glicose como padréo (Y =0,1226 X-0,0157; onde Y é a absorbancia a 540 nm; e
X é a concentracdo de glicose em mg/mL). Uma unidade da atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima necessdria para gerar 1 umol de glicose por

minuto.

A atividade de protease total foi determinada utilizando azocaseina como
substrato de acordo com Azeez et al. (2007). O extrato de intestino de operarios (100
pL, 360 pg de proteina) foi misturado com 300 puL de fosfato de sodio 0,1 M pH 7,5
contendo 50 pL de azocaseina a 0,6% (p/v). A mistura foi suplementada com 100 puL de
Triton X-100 a 0,1% (v / v) e incubada a 37 °C durante 3 h. A reacdo foi interrompida
pela adi¢cdo de 200 pL de 4cido tricloroacético 10% (v/v) e a mistura foi incubada a 4 °C
durante 30 min. Em seguida, centrifugou-se a 9 000 g durante 10 min e determinou-se a
absorbancia do sobrenadante a 366 nm. Uma unidade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima que promoveu um aumento de 0,01 em absorbancia. O branco da
reacdo foram realizadas por adicdo de acido tricloroacético a 10% antes da adicéo de

substrato.
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A atividade de acetilcolinesterase foi determinada incubando-se 10 pL do
extrato de instestino com 20 pL de acetilcolina 0,062 M e 200 pL de &cido 5,5'-ditiobis-
2-nitrobenzoico 0,25 mM (DTNB) durante 3 min a 25 °C. Apds esse periodo, a
liberagdo de tiocolina foi monitorada atraves da determinacdo da absorbancia a 405 nm
(ELLMAN, 1961). Uma unidade de atividade de acetilcolinesterase foi definida como a

quantidade de enzima que hidrolisou 1 pmol de acetiltiocolina por minuto.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O oleo essencial extraido por hidrodestilacdo a partir de 300g de farinha de
folhas de L. alba teve um rendimento de 1,6% e apresentou cor amarelada e forte
aroma. A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS) revelou a
presenca de 19 compostos (Tabela 1) representando 83,43% dos constituintes quimicos

do éleo, sendo o eucaliptol o principal constituinte (68,56%) da mistura.

Tabela 1- Componentes do éleo essencial de Lippia alba.

Picos TR* Area Relativa (%) Composto
1 5,357 2,57 Alfa pineno
2 6,547 3,70 Beta pineno
3 6,902 1,28 Beta mirceno
4 7,584 8,35 Beta ocimeno
5 8,361 68,56 Eucaliptol
6 28,272 5,04 Cubenol
7 29,071 10,50 Gama muurolene
8 10,203 0,10 NI**
9 10,573 0,49 NI**
10 11,284 0,11 NI**

11 13,006 0,17 NI**



12

13

14

15

16

17

18

19

13,413

13,895

19,217

22,054

22,698

23,174

23,470

24,060

0,25

0,80

0,17

0,66

0,17

0,43

0,16

0,18

NI**

NI**

NI**

NI**

NI**

NI**

NI**

NI**

*TR: tempo de retencao

**NI: Nao identificado

Fonte: O Autor.
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Segundo Hennebelle e colaboradores (2006 e 2008), a composicdo de 6leos

essenciais de espécimens de L. alba € muito variada, fato esse que levou a criagdo de

uma classificacdo em quimiotipos baseada na composicdo diferenciada do oOleo. O

quimiotipo I contém citral, linalool e P-cariofileno como compostos majoritarios

enquanto os quimiotipos, Ill, 1V, V, VI e VII contem tagetenona, carvona, mirceno,

terpineno, eucaliptol (1,8-cineole) e estragole, respectivamente. O espécime de L. alba

usada no presente estudo apresentou o eucaliptol como componente majoritario, sendo

classificado portanto no quimiotipo VI. No Brasil, hd pelo menos trés quimiotipos

principais denominados tipos citral, carvona e linalol (YAMAMOTO, 2006) sendo este

trabalho o primeiro relato do quimiotipo VI. Trabalhos que analisaram a composi¢éo do
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6leo de espécimens de L.alba coletados em diferentes regides do Brasil, mostraram o
eucaliptol como sendo um dos compostos majoritarios mas nao o principal. Espécimens
coletados na Regido Sul e Sudeste apresentaram o linalol (47,29% e 81,54%) e
eucaliptol (8,92% e 3,82%) como componentes mais abundantes, enquanto que outro
espécimen coletado na Regido Nordeste apresentou carvona e limoneno (68,86%,
26,51%) como componentes majoritarios ((BANDEIRA-JUNIOR et al., 2018;
KAMPKE et al., 2018; (LIMA, et al., 2013). Fatores genéticos associados a fatores
ambientais sdo os principais responsaveis pela plasticidade quimica da composicao do
6leo essencial, porém a idade da espécime, método de secagem e extracdo do Gleo
também interferem na composicdo (GOMES et al., 2017; EBADI et al., 2015;
VICCINI, 2014; BLANCO etal., 2013; TELES et al., 2012).

O dleo essencial de L. alba promoveu a mortalidade de N. corniger com CL50
de 3,65 ppm para operérios e 1,68 ppm para soldados enquanto as CL50 dos compostos
majoritarios eucaliptol e alfa-pineno foram 2,74 e 2,66 ppm e 2,85 e 2,162 ppm para
operarios e soldados, respectivamente. A solucdo eucaliptol/alfa-pineno apresentou
uma CL50 para operarios de 10,48 ppm, cerca de 4 vezes maior que aquelas dos
compostos isolados, e ndo foi toxica para soldados. Esses resultados revelam que o 6leo
essencial L. alba e dois de seus compostos majoritarios (eucaliptol e alfa-pineno) sédo
fortes agentes termiticidas e que o sinergismo entre os componentes do 6leo essencial
resulta em maior eficiéncia termiticida. O 6leo essencial de L. alba, os compostos
eucaliptol e alfa-pineno, bem como a solucéo eucaliptol/alfa-pineno ndo apresentaram
efeito repelente. Lima et al. (2013) reportaram que a aplicacdo topica de 6éleo essencial
de L. alba, contendo carvona e limoneno como compostos majoritarios, também
promoveu mortalidade de N. corniger e as CL50 determinadas apds 48 h de exposi¢do
foram de 2,15 pg/mg e 13,525 pg/mg para operarios e soldados, respectivamente.

O efeito do 6leo essencial de L. alba sobre diferentes insetos ja foi reportada. O
6leo apresentou atividade pupicida, adulticida e deterrente de ovopisi¢do contra Aedes
aegypti, atividade toxica e repelente contra Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum e
atividade repelente contra Callosobruchus chinensis (SHUKLA et al, 2011; PEIXOTO
et al., 2015; CASTILLO et al., 2017). A atividade inseticida do 6leo essencial sobre
diferentes espécies de insetos pode ser atribuida a complexidade e variabilidade de

guimiotipos ou mesmo ao efeito sinérgico entre seus componentes (TAVARES et al.,
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2005; HENNEBELLE et al., 2008). Atividade inseticida dos compostos majoritarios do
Oleo avaliado neste estudo também jafoi reportada. O eucaliptol apresentou atividade
fumigante contra cupins adultos da espécie Reticulitermes chinensis ap6s 24 h, foi
toxico e apresentou atividade repelente contra adultos de Callosobruchus chinensis e foi
toxico por contato sobre Drosophila suzuki (SHUKLA et al, 2011; XIE et al., 2014;
ERLAND et al.,, 2015). O monoterpeno hidrocarbonado alfa-pineno apresentou
atividade fumigante ap0os 24 h sobre Reticulitermes chinensis e inseticida contra a praga
Macrosiphum roseiformis (XIE et al., 2014; GUPTA et al., 2017).
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Figura 1- Efeito do 0leo essencial de Lippia alba (A e B), eucaliptol/alfa-pineno (C e D), eucaliptol (E e
F) e alfa-pineno (G e H), na sobrevivéncia de operéarios ( A, C, E e G) e soldados (B, D, F e H) de

N.corniger
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O mecanismo de acdo inseticida de 0leos essenciais pode envolver modulacéo

de enzimas digestivas do inseto (SILVA et al.,, 2016) e a inibicdo da enzima

acetilcolinesterase de insetos pelos dleos essenciais de Origanum majorana, Crithmum

maritimum e Citrus aurantium também j& foi reportada (ZARRAD et al., 2015;
HAJLAQUI et al., 2016; POLATOGLU et al., 2016).

N. corniger possui enzimas
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celulases, hemicelulases, o-amilases e proteases importantes para degradacdo de
materiais lignoceluldsicos e proteinas essenciais para sua sobrevivéncia (LIMA et al.,
2014). Os ensaios de atividade de enzimas de N. corniger em presenca do 0leo essencial
de L. alba demonstraram que o 6leo inibiu a atividade das enzimas digestivas
exoglucanase, xilanase e protease total em 26,48%, 78,3% e 34,81%, respectivamente,

enguanto estimulou em 21,89% a atividade de acetilcolinesterase (Tabela 2).

Tabela 2- Efeito do 6leo de Lippia alba nas enzimas de N. Corniger.

ATIVIDADE ENZIMATICA EXTRATO DE INTESTINO + OLEO DE
L.alba

_% DE INIBICAO(-),
ESTIMULACAO(+) OU NAO INTERFERIU

(0)*
ENDOGLUCANASE (+) 26,17%"
EXOGLUCANASE (-) 26.48%""
B-D-XYLANASE (-) 78,309%)
A-AMYLASE 0)
TOTAL PROTEASE (U/MG) (-) 34,8%")
ACETILCOLINESTERASE (+) 21,89%""

(MU/MG)

Fonte: O Autor.

®Percentagem de inibicdo e estimulagéo, foi calculada levando em consideragdo um 100% enzimatico,
obtido do extrato de intestino na auséncia de 6leo. Todos os dados apresentados sdo resultantes da média
de trés experimentos independentes feitos em triplicata. A andlise estatistica foi feita utilizando o teste-t
student, indicando que houve diferenca significativa entre tratados e controle com p < 0,05 (*).

A alteragdo de atividade enzimética por dleos essenciais pode ser atribuida a
composi¢do de monoterpenos hidrocarbonados e oxigenados, que através do grupo
metil podem se ligar fortemente as enzimas alterando a sua atividade (ORHAN et al.,
2008, HAJLAQUI et al., 2016). Pouco ainda se sabe sobre a influéncia de oleos
essenciais no aparato digestivo de insetos, portanto, os dados desse trabalho contribuem
para a definicdo das alteracfes causadas pela exposicdo ao 6leo essencial no processo

digestivo de cupins.
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4 CONCLUSAO

O Oleo essencial extraido de um espécimen de L. alba coletado no bioma
Caatinga, rico em eucaliptol, corresponde ao primeiro relato de um quimiotipo VI no
Brasil. O estudo revelou a atividade termiticida do 6leo essencial e de dois de seus
componentes, e definiu que todos os constituintes contribuem para a atividade
termiticida do 6leo. O mecanismo de acdo termiticida do 6leo essencial de L. alba pode
envolver alteragdo no equilibrio metabdlico do inseto devido a modulagéo de atividade

de enzimas indispensaveis a sobrevivéncia de N. corniger.
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1. INTRODUCAO

Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae), popularmente conhecido como
gorgulho-do-milho, é uma espécie cosmopolita de regides tropicais sendo considerada a
mais importante praga primaria de graos armazenados no mundo (ADLER, 2011; LI et
al., 2013; NUKENINE et al., 2014). A fémea desta espécie perfura os grdos para
ovipositar e as larvas eclodidas se alimentam das partes internas do grédo levando a
reducao nos valores nutritivos e econémicos bem como na viabilidade da semente (WEI
et al., 2014; SULEIMAN et al., 2015). E estimado que a producao brasileira de gréos na
safra de 2016/2017, foi de 214,8 milhdes de toneladas, destas mais de 68 milhdes de
toneladas de milho (BRASIL, 2018). Segundo a EMBRAPA (2015), a estimativa de
perda de grdos armazenados fica em torno de 15% correspondendo a uma perda de
32,22 milhdes de toneladas de grdos estocados, sendo 10,18 milhdes de toneladas de
milho. No Brasil, o inseto estd amplamente difundido infestando cultivos de milho,
arroz, cevada e aveia e é considerado um dos responsaveis por essas perdas (TAVARES
& VENDRAMIM, 2005).

O controle de S. zeamais é feito, em maior escala, através da fumigacdo dos
grdos com produtos a base de fosfato de aluminio e magnésio mas inseticidas de contato
também sdo utilizados (LORINI, 2010; BRASIL, 2015b). As desvantagens desses
métodos incluem toxicidade a organismos nao-alvo, selecdo de individuos resistentes e
risco de explosGes em armazéns devido ao carater inflamavel (RIBEIRO et al., 2007;
PIMENTEL et al., 2008; WHITE MARTINS, 2016). O brometo de metila € um agente
fumigante comumente utilizado contra S. zeamais (LC50 de 0,67 mg/L) e é
extremamente tdxico para organismos ndo-alvo, como os seres humanos (LIU; HO,
1999). A resisténcia de S. zeamais aos inseticidas sintéticos e os riscos para a salde
humana associados a estes produtos, tém impulsionado a busca por métodos alternativos
e biodegradaveis para o controle desta praga (JAYA et al., 2014; SOUSA; FARONI;
GUEDES, 2016).

O uso de inseticidas de origem vegetal é um dos métodos alternativos mais
estudados em todo o mundo para controle de pragas (CAMAROTI et al., 2017).
Extratos e lectinas vegetais bem como 6leos essenciais, tem-se mostrado promissores

agentes inseticidas para 0 manejo de pragas por afetarem rotas metabolicas e funcdes
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fisioldgicas do inseto (SANTOS et al., 2010; COITINHO et al., 2011; KIM et al., 2013;
LIRA etal., 2015; HAN et al., 2017; CAMAROTI et al., 2018).

Oleos essenciais sdo oriundos do metabolismo secundério e sdo produzidos em
varios tecidos da planta em quantidades e composi¢des diferentes
(WOLFFENBUTTEL, 2011). Sdo misturas complexas de substancias volateis, com
baixo peso molecular, geralmente odoriferas, constituidas na maioria das vezes por
moléculas de natureza terpénica (DELBONE, 2010; AQUINO, 2014). A composic¢ao
dos 6leos essenciais de uma espécie varia de acordo com a origem boténica, localiza¢do
geogréfica, época de colheita, tipo de adubacdo e idade da planta (BANDONI;
CZEPAK, 2008; TELES et al., 2012; EBADI, 2015; LUKAS, 2015; SANTOS, 2016).

Lippia alba, conhecida popularmente como “cidreira” é encontrada no Brasil na
Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica nas regides Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste,
sendo a espécie mais estudada dentro do género Lippia (SANTOS, 2005; TORRES E
LOPEZ, 2007; HENNEBELLE et al., 2008; GOMES et al., 2011; VICCINI, 2014).
Devido a grande variedade de relevo e clima, o Brasil possui uma expressiva variacao
genética e quimica de L. alba, sendo considerado um dos principais centros de
diversidade do mundo. O aroma exalado por espécimens de L. alba depende da
constituicdo quimica dos O6leos essenciais sendo 0s mesmos classificados em
quimiotipos de acordo com o composto majoritario presente na mistura (MATOS, 1996;
AGUIAR et al., 2008; HENNEBELLE et al., 2008; JANNUZZI et al., 2010; TELES et
al., 2012). Segundo Hennebelle e colaboradores (2006 e 2008), a composi¢do de 6leos
essenciais de espécimens de L. alba € muito variada, fato esse que levou a criacdo de
uma classificacdo em quimiotipos baseada na composicdo diferenciada do 6leo. O
quimiotipo | contém citral, linalool e B-cariofileno como compostos majoritarios
enquanto os quimiotipos, 11, 1V, V, VI e VII contem tagetenona, carvona, mirceno,

terpineno, eucaliptol (1,8-cineole) e estragole, respectivamente.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito inseticida do Oleo essencial
quimiotipo VI extraido de folhas de L. alba, dos compostos majoritarios eucaliptol e
alfa-pineno bem como da mistura eucaliptol (68,56%)/alfa-pineno (2,57%) por ensaios
de toxicidade por fumigacéo e por ingestéo.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO

A coleta de espécimens de Lippia alba (Mill.) N. E. Br., autorizada pelo Instituto
Chico Mendes de conservacao da Biodiversidade (ICMBio) do Ministério Brasileiro da
Meio Ambiente (nimero 36301), foi realizada no Parque Nacional do Catimbau, Recife,
Pernambuco, Brasil, em marco do ano de 2016. O espécimen coleto foi identificado e
tombado pelo Herbéario do Instituto Agrondémico de Pernambuco (IPA) 96273. O nome
cientifico foi verificado no indice internacional de nomes de plantas
(http://www.ipni.org) e no site brasileiro cheklist Flora (http
/[floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/listaBrasil). As folhas foram separadas dos galhos e
armazenadas por 7 dias em sacos sob refrigeracdo (4°C) para posteriormente serem
utilizadas para a extracdo o 6leo essencial.

2.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

O oleo essencial de L. alba foi obtido pelo método da hidrodestilagdo em
aparelho de Clevenger como descrito na Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010). As
folhas foram trituradas em moedor elétrico (Cienlab, CE-430), e 300 g da farinha de
folhas foi misturada & 3000 mL de agua destilada. A extracdo ocorreu durante cerca de
6 h em uma caldeira em ebulicdo. Apos a extracdo o 6leo foi acondicionado em frascos
ambar e armazenado a 4 °C. Para o calculo do rendimento em porcentagem foi utilizado

os dados da massa do 6leo em relacdo & massa da amostra da planta utilizada.

2.3 ANALISE\ DA COMPOSICAO QUIMICA POR CROMATOGRAFIA GASOSA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA (CG-MS)
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Para a analise dos componentes quimicos do 6leo essencial extraido de Lippia
alba, 1 mL da amostra (6leo essencial diluido em hexano na proporc¢éo de 1:50 v/v) foi
injetada em um cromatografo acoplado a um espectdmetro de massas (Shimadzu
modelo QP5050A) em modo splitless, equipado com uma coluna Vb-5 (5% fenil, 95%
polisiloxano). A temperatura do cromatografo gasoso foi mantida em 70 °C, e aumentos
de 4 °C por minuto foram realizados até atingir a temperatura de 280 °C . O fluxo de
hélio foi del,4 mL/ min. A interface do espectdmetro de massa foi definido em 280 °C e
0s espectros de massa registrados em 70 eV (em modo EI) com uma velocidade de
escaneamento de 0.5 scan-s de m/z 30-450. Os compostos foram identificados a partir
de comparacdo de seus espectros de massa e tempos de retencdo aqueles de padrbes
auténticos disponiveis nas bibliotecas de referéncia NIST11. As areas dos picos nos
cromatogramas foram integradas para obtencdo do sinal idnico total e seus valores

utilizados para determinar as proporgdes relativas de cada composto.

2.4 CRIACAO DOS INSETOS

Colb6nias de S. zeamais foram mantidas no Laboratério de Bioquimica de
Proteinas do Departamento de Bioguimica da Universidade Federal de Pernambuco
(Recife, Brasil) em recipientes de vidro (capacidade de 1 L) cobertos com voal, em
BOD a temperatura de 25°C, 70% de umidade relativa e fotoperiodo de 12:12
claro:escuro. As col6nias foram alimentadas com grdos de milho selecionados de
acordo com a integridade, condicGes sanitérias, tamanho e auséncia de contaminagdo
por outras espécies de insetos. Para o bioensaio foram utilizados insetos adultos (30 a
60 dias de idade).

2.5 AVALIACAO DA TOXICIDADE POR INGESTAO DO OLEO ESSENCIAL

Os bioensaios consistiram em oferecer aos adultos de S. zeamais uma dieta
artificial composta por discos de farinha de trigo contendo a amostra, seguindo o
método de Xie et al. (1996) com modificagdes descritas por Napoledo et al. (2013). As
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dietas artificiais foram preparadas misturando-se a suspensao a 20% de farinha de trigo
autoclavada (Dona Benta®, Bunge Alimentos S.A., Benevides, Brasil) com diferentes
quantidades de uma solucdo-mae (100 ppm) de 6leo essencial, eucaliptol, alfa-pineno
ou da mistura eucaliptol (68,56%)/alfa-pineno (2,57%), preparado com &gua destilada
esterilizada, resultando em concentracgdes finais de 20, 60, 80 e 100 (ppm) para cada
composto. Para producdo dos discos da dieta artificial, cinco aliquotas (200 uL) de cada
mistura foram colocadas em uma placa de Petri (90 x 100 mm; PETRIQ®, Boeco,
Alemanha) de peso conhecido e apos incubacdo (16 h a 56 ° C) a placa foi novamente
pesada e as massas dos discos da dieta foram determinadas. A dieta controle consistiu
da suspensao a 20% de farinha de trigo autoclavada e agua destilada. Grupos de 20
insetos com peso conhecido foram transferidos para as placas contendo as dietas
artificiais e os ensaios foram mantidos a 28 + 2 °C no escuro por 7 dias. Apos este
periodo, as taxas de mortalidade e os pesos dos discos de farinha e insetos foram
registrados. para cada placa. Dois experimentos independentes foram realizados cada

um com cinco repeticdes. Cada bioensaio foi realizado em quintuplicata.

O indice de deterréncia alimentar (IDA) foi calculado segundo a férmula: IDA =
[100 x (C-T)]/C, onde C corresponde a massa da dieta controle ingerida e T & massa da
dieta artificial testada ingerida. De acordo com os valores de IDA, o efeito da dieta foi
classificado como: ndo-deterrente (IDA < 20%), deterrente fraco (50% > IDA > 20%),
deterrente moderado (70% > IDA > 50%) ou deterrente forte (IDA > 70%)
(PROCOPIO et al., 2015). Também foram calculados os indices nutricionais: taxa de
ganho relativo de biomassa (TGB) que corresponde a razdo biomassa
adquirida/(biomassa inicial dos insetos x dias), taxa de consumo relativo (TCR) quer
corresponde a razdo massa ingerida/(biomassa inicial dos insetos x dias) e a eficiéncia
na conversdao de alimentos ingeridos (ECAI) que corresponde a razdo biomassa

adquirida pelo inseto (mg)/(massa do alimento ingerido (mg) x 100).

2.6 AVALIACAO DA TOXICIDADE POR FUMIGACAO DO OLEO ESSENCIAL

O ensaio de toxicidade por fumigacéo foi realizado de acordo com Chu et al. (2010). O

ensaio utilizou recipientes de plastico (5,0 cm de largura, 6,0 cm de comprimento e 80
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mL de volume) com tampas contendo papel de filtro (5,0 cm de diametro) embebidos
com oOleo essencial de L. alba (25, 62,5 187,5 e 375 pL/L de ar), eucaliptol (25, 62,5 e
187,5 pL/L de ar), alfa-pineno (10, 30 e 60 pL/L de ar), mistura eucaliptol/alfa-pineno
(25, 62,5 e 125 pL/L de ar) diluidos em DMSO ou apenas com DMSO (controle). Apos
0 tempo de evaporagdo de 30 s, 20 individuos adultos foram colocadas em cada
recipiente, as tampas foram firmemente fechadas para formar uma camara selada e a
taxa de mortalidade foi registrada diariamente até o periodo total de 8 dias. Dois

experimentos independentes foram realizados cada um com quatro repeti¢oes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo do bleo essencial por hidrodestilacdo a partir de 300g de farinha de
folhas de L. alba, teve um rendimento de 1,6% e o Oleo obtido apresentou cor
amarelada e forte aroma. A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG-MS) revelou a presenca de 19 compostos representando 83,43% dos constituintes
quimicos do Oleo, porém apenas 7 foram identificados. Dentre os 19 compostos, 0s
majoritarios foram: eucaliptol (68,56%), gama muuroleno (10,50%), B-ocimene
(8,35%), cubenol (5,04%), B-pineno (3,70%), a-pineno (2,57%) (Tabela 1).

O bioensaio de toxicidade por ingestdo revelou que o 6leo essencial de L. alba,
alfa-pineno e mistura eucaliptol (68,56%)/alfa-pineno (2,57%) foram tdxicos para S.
zeamais induzindo mortalidade com LC50 igual a 59,4, 87,69 e 128,17 ppm,
respectivamente, enquanto o composto majoritario eucaliptol ndo induziu a mortalidade.
O fato do 6leo essencial ser mais eficiente que o eucaliptol, alfa-pineno ou a mistura dos
mesmos pode indicar a presenca de compostos minoritarios com atividade inseticida ou
que ocorra um efeito combinado entre os componentes do 6leo que favorece a atividade
inseticida. Andres et al. (2017) também detectaram efeito sinérgico na atividade
bioldgica do 6leo essencial de Piper hispidinervum desde que o mesmo foi um agente
nematicida mais ficiente do que seus dois compostos majoritarios isolados e a atividade
deterrente da mistura dos dois compostos majoritarios contra 3 espécies de insetos foi

maior que aquela dos compostos isolados.
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A atividade inseticida de Oleos essenciais em insetos ndo esta necessariamente
associada a sua morte, pois 0s mesmos podem apresentar efeitos repelentes, deterrentes
e antinutricionais que causam danos aos insetos. O 06leo essencial de L. alba, eucaliptol,
alfa-pineno e a mistura eucaliptol (68,56%)/alfa-pineno (2,57%) interferiram nos
parametros nutricionais de S. zeamais (Figura 1). O ganho relativo de biomassa e
eficiéncia de conversdo do alimento ingerido mostraram que o 6leo essencial (Figura
1A) promoveu um efeito dose dependente resultando em valores proximos de zero ou
negativo. Esses resultados indicam que o dleo alterou os processos de ingestdo e a
absorcéo de nutrientes fazendo com que os insetos utilizassem seus tecidos de reserva

energética para suprir as necessidades metabdlicas (NAPOLEAO et al., 2013).

O 6leo essencial de L. alba foi um fraco agente deterrente (IDA: 29%) na
concentragdo mais alta avaliada (100 ppm) de forma que ndo houve diferenca
significativa entre as taxas de consumo relativo do grupo controle e do grupo teste
(Figura 2A). Por outro lado, o eucaliptol foi um forte deterrente (IDA: 99%), em todas
as concentracOes testadas, fato esse corroborado com as taxas de consumo relativo
proximas a zero (Figura 2B), levando & uma grande perda de biomassa e afetando de
forma negativa as taxas de ganho relativo de biomassa e eficiéncia de conversédo do
alimento ingerido (Figura 1B). Interessantemente, o alfa-pineno teve acdo contraria ao
eucaliptol ndo apresentando efeito deterrente (IDA: 0%) e foi mais palatavel a S.
zeamais desde que a taxa de consumo relativo aumentou em relagéo ao controle (Figura
2C). Contudo, o alfa-pineno afetou negativamente o ganho relativo de biomassa e a
eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (Figura 1C) sugerindo que o composto
apresenta um efeito atrativo e anti-nutricional para S. zemais. A mistura eucaliptol
(68,56%)/alfa-pineno (2,57%) ndo apresentou efeito deterrente (IDA: 0%) (Figura 2D) e
apresentou efeito semelhante ao detectado para o alfa-pineno com aumento da taxa de
consumo relativo (Figura 2D) e diminuigdo do ganho relativo de biomassa e da

eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (Figura 1 D).
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Figura - 1 Parametros nutricionais de S. zeamais adultos tratados com dietas artificiais contendo DMSO
(controle) ou solugdo com DMSO (1%) em concentragdes finais de 20, 60, 80 e 100 ppm de 6leo
essencial de L. alba (A), eucaliptol (B), alfa-pineno (C) e mistura eucaliptol (68,56%)/alfa-pineno
(2,57%) (D). A taxa de ganho realtivo de biomassa indica a biomassa adquirida em (mg) a cada dia por
mg do peso corporal inicial. A eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (%) indica a quantidade de
alimento que foi convertido em biomassa pelos insetos. Cada barra corresponde a media £ o DP de quatro
experimentos independentes.
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O ensaio de atividade fumigante mostrou que o Oleo essencial de L. alba,
eucaliptol, alfa-pineno e mistura eucaliptol (68,56%)/alfa-pineno (2,57%) induziram a
mortalidade de S. zemais com LC50 igual a 78,16, 0,23, 168,3, 50,56 mg/L de ar,
respectivamente. O 6leo essencial de L. alba mostrou ser tdxico e induzir a mortalidade
tanto no bioensaio de toxicidade por ingestdo quanto por fumigacéo. Lira et al. (2015)
reportaram que o 6leo essencial de Alpinia pupurata quando ingerido afetou o ganho
relativo de biomassa e a eficiéncia de conversdo do alimento ingerido e ndo promoveu
mortalidade de S. Zeamais enquanto mortalidade (LC50 de 41,4 uL/L de ar) foi
detectada no ensaio de toxicidade por fumigacdo. Diferentemente, Fouad e Camara
(2017) demonstraram que os Gleos essenciais de Citrus aurantiifolia e Citrus reticulata
foram mais eficientes em promover mortalidade (LC50 de 2,75 e 1,52 ppm,
respectivamente) de S. zemais no ensaio de toxicidade por ingestdo do que no ensaio de
toxicidade por fumigagdo (LC50 de 58,51 e 41,92 uL/L de ar, respectivamente).
Toxicidade por fumigacdo de 6leos essenciais contra S. oryzae (LC50 variando de 2,45
a 4,75 mg/L) e contra S. granarius (LC50 variando de 10,48 a 70,71 mg/L) foi também
reportada por Sung-Woong et al. (2013) e Hamza et al. (2016) .

Fumigacdo € um método comumente utilizado para controle de pestes de gréos
estocados por ser um método barato, rapido e efetivo contra insetos em todos o0s
estagios de vida. O 0leo essencial quando aplicado por fumigacdo pode ser inalado,
ingerido e/ou absorvido através da cuticula do inseto, o que o torna candidato para uso
nesta estratégia de controle da populacdo de insetos (GRAVER et al., 2004; NENAAH
et al., 2014). Entre os componentes do O&leo essencial, principalmente o0s
monoterpendides sdo associados com a atividade fumigante contra insetos praga de
produtos armazenados (RAJENDRAN; SRIRANJINI, 2008). Os principais mecanismos
de acéo atribuidos a terpenos envolvem reducéo da capacidade reprodutiva, inibicdo ou
retardamento do crescimento, danos na maturacdo, supressdo do apetite levando os
insetos a morte por toxicidade direta ou inani¢do e inibicdo da atividade da enzima
acetilcolinestarase (VIEGAS JUNIOR, 2003; HOUGHTON et al., 2006). Apesar do
fato dos oOleos essenciais, muitas vezes, ndo possuirem a mesma eficiéncia dos
inseticidas sintéticos, sua utilizagdo geralmente acarreta num menor risco ao homem e
ao ambiente como também a diminuicdo dos efeitos deletérios sobre organismos nao-
alvo (MENEZES, 2005; PAIVA et al., 2011).
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Figura - 2 Taxa de consumo relativo e indice de deterréncia alimentar de S. zeamais adultos tratados com
dietas artificiais contendo DMSO (controle) ou solugdo com DMSO (1%) em concentragdes finais de 20,
60, 80 e 100 ppm de ¢6leo essencial de L. alba (A), eucaliptol (B) , alfa-pineno (C), mistura eucaliptol
(68,56%)/alfa-pineno (2,57%) (D). A taxa de consumo relativo indica a quantidade de alimento
consumido em mg por mg de peso corporal por dia. Os pardmetros considerados para avaliar o indice de
deterréncia alimentar sdo: FDI < 20% é referente a auséncia de deterréncia; 50% > FDI > 20%, fraca
deterréncia; FDI > 70% significa uma forte deterréncia.
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4 CONCLUSAO

A observacdo da mortalidade no bioensaio de toxicidade por ingestdo revelou
que o composto majoritario eucaliptol € inativo por esta via e que provavelmente existe
no 6leo um sinergismo entre 0 composto alfa-pineno e outros componentes que resulta
na maior eficiéncia inseticida do 6leo. O dleo essencial de L. alba, eucaliptol, alfa-
pineno e a mistura eucaliptol (68,56%)/alfa-pineno (2,57%) tem potencial inseticida
contra S. zeamais por promoverem efeitos anti-nutricionais e induzirem mortalidade por

meio de fumigacao.
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5. CONCLUSAO

Lippia alba é um arbusto aromatico, com grande plasticidade fenotipica e
fisioldgica, utilizada popularmente para diversos fins medicinais. As folhas de L.alba
sdo ricas em um Gleo essencial cujo a composi¢do quimica € muito varidvel, e por esse
motivo a espécie é classificada em sete quimiotipos. O especimén estudado foi coletado
na Caatinga, e se revelou sendo do quimiotipo VI por ter o eucaliptol como composto
majoritario do Oleo essencial extraido das folhas. Esse 6leo mostrou-se um forte
inseticida natural contra Nasutitermes corniger e Sitophilus zeamais. O eucaliptol e o
alfa-pineno, compostos presentes no Oleo extraido, contribuem para a atividade
inseticida, sendo compostos com atividade repelente e toxica. Os mecanismos de acao
envolvidos nessa atividade podem estar relacionados a um desequilibrio metabdlico
devido a modulacdo de atividade de enzimas indispensaveis a sobrevivéncia de N.

corniger, bem como como por promover efeitos antinutricionais em S. zeamais.
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