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RESUMO

Sitophilus zeamais, conhecido popularmente como gorgulho-do-milho, €& o
inseto-praga mais destrutivo de produtos armazenados. O uso de inseticidas
sintéticos para o seu controle levou ao surgimento de populagdes resistentes e, por
isso, se tornam necessarias novas alternativas mais eficazes e menos prejudiciais
ao meio ambiente e as espécies n&o-alvo. Os Oleos essenciais sdo biodegradaveis e
tém pouco ou nenhum impacto sobre o meio ambiente, sendo assim a alternativa
mais promissora aos inseticidas sintéticos. Esse estudo determinou a composigao
quimica e avaliou a atividade inseticida do 6leo essencial de folhas de Eplingiella
fruticosa sobre o gorgulho-do-milho. O 6leo foi obtido por hidrodestilacdo e a
identificacdo e quantificacdo dos constituintes foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). A atividade inseticida do 6leo foi
avaliada contra adultos de S. zeamais usando os testes de contato e ingestdo. O
composto majoritario também foi avaliado quanto a sua toxicidade por contato na
concentracdo encontrada na composicdo do 6leo puro. Os principais compostos
identificados no oleo foram 1,8-Cineol (23,58%), seguido por (E)-Cariofileno
(14,22%), a-Pineno (7%) e Espatulenol (6,79%). O d6leo foi inseticida contra S.
zeamais por contato sendo a concentragao letal para matar 50% e 90% (CLs, € CLgy)
dos insetos de 2,98 e 5,81 mg/mL em 24 horas e 1,94 e 4,28 mg/mL em 48 horas,
respectivamente. O composto majoritario (1,8-cineol) causou mortalidade de 24% da
populagao dos insetos. Quando ingerido pelos insetos, o dleo provocou mortalidade
total em todas as concentragdes testadas (a partir de 4,15 mg/mL). O estudo revelou
que o 6leo essencial de folhas de E. fruticosa possui um potencial promissor para o

desenvolvimento de um inseticida botanico para o controle de S. zeamais.

Palavras-chave: Lamiaceae; gorgulho-do-milho; inseticidas botanicos; oleos

essenciais; inseto-praga.



ABSTRACT

Sitophilus zeamais, popularly known as maize weevil, is the most destructive pest of
stored products. The use of synthetic insecticides for its control has led to the
emergence of resistant populations and, therefore, new alternatives that are more
effective and less harmful to the environment and non-target species are necessary.
Essential oils are biodegradable and have little or no impact on the environment,
therefore the most promising alternative to synthetic insecticides. This study
determined the chemical composition and evaluated the insecticidal activity of the
essential oil from Eplingiella fruticosa leaves against the maize weevil. The oil was
obtained by hydrodistillation and the identification and quantification of the
constituents was carried out by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC/MS). The insecticidal activity of the oil was evaluated against S. zeamais adults
using contact and ingestion tests. The major compound was also evaluated for its
contact toxicity at the concentration found in the pure oil composition. The main
compounds identified in the oil were 1,8-cineole (23.58%), followed by
(E)-caryophyllene (14.22%), a-pinene (7%) and spathulenol (6.79%). The oil was an
insecticide against S. zeamais by contact, with a lethal concentration to kill 50% and
90% (LCs, and LCy) of insects of 2.98 and 5.81 mg/mL in 24 hours and 1.94 and
4.28 mg/mL in 48 hours, respectively. The major compound (1,8-cineole) caused
mortality of 24% of the insect population. When ingested by insects, the oil caused
total mortality at all concentrations tested (from 4.15 mg/mL). The study revealed that
the essential oil from E. fruticosa leaves has promising potential for the development

of a botanical insecticide to control S. zeamais.

Keywords: Lamiaceae; maize weevil; botanical insecticides; essential oils;

pest-insect.
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1.  INTRODUGAO

Os insetos sao os organismos mais diversos e abundantes do planeta,
desempenhando papeis cruciais em varias esferas, incluindo a socioecondémica,
ambiental e cultural (Stork, 2018; Hoover; Ovinge, 2018; Duffus; Christie; Morimoto,
2021). Contudo, algumas espécies representam ameacgas significativas por
transmitirem doengas a humanos e animais domeésticos e causarem danos
econbmicos como pragas (Fransozo et al., 2016; Gullan et al., 2017). Entre essas
pragas, os insetos de produtos armazenados destacam-se por atacarem as grandes
commodities agricolas e causarem danos aos principais graos de importancia global
(Phillips; Throne, 2010).

O gorgulho-do-milho, Sitophilus zeamais Motschulsky 1855 (Coleoptera:
Curculionidae), € o inseto mais importante e mais destrutivo de produtos
armazenados (Lima et al., 2021). Este inseto ataca principalmente o milho, sua fonte
primaria de alimento, mas também pode causar prejuizos em outros graos, como
arroz, trigo, sorgo, cevada e feijao, bem como em frutas e produtos alimenticios
industrializados (Botton et al., 2005; Han et al., 2017). Anualmente, o ataque do
gorgulho-do-milho acarreta em perdas de 15 a 30% na produgdo de milho nos
periodos de pré e pos-colheita, resultando em graos com odor e sabor indesejaveis,
além de diminuicdo do valor nutricional e de mercado, causando perdas
quantitativas e qualitativas (Tefera et al., 2011; Gautam et al., 2021; Cortese et al.,
2022).

O controle de S. zeamais, assim como de outros insetos-pragas de gréos
armazenados, ocorre principalmente pela aplicacdo de inseticidas de origem
sintética, como organofosforados, organoclorados, carbamatos e piretroides
(Phillips; Throne, 2010; Boyer et al., 2012). No entanto, o uso excessivo desses
inseticidas contribuiu para o desenvolvimento de resisténcia em populacdes de S.
zeamais, um problema documentado desde a década de 1990 no Brasil (Guedes et
al., 1994, 1995; Fragoso et al., 2003, 2005, 2007). Além disso, alguns inseticidas sao
toxicos, como a fosfina (Pimentel et al.,, 2009), e produzem efeitos deletérios a
organismos nao-alvo, ecossistemas e saude humana e animal (Zhang et al., 2015;
Freitas et al., 2016)
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Por isso, estratégias alternativas aos inseticidas sintéticos utilizando produtos
naturais vém sendo exploradas nos ultimos anos, com destaque para os 6leos
essenciais (OEs). Os OEs, por serem uma mistura de varios compostos volateis
derivados do metabolismo secundario das plantas, sdo biodegradaveis e interferem
em diversos aspectos bioquimicos e fisiologicos dos insetos, reduzindo a
capacidade de criagao de resisténcia e diminuindo o impacto ambiental (Chaudhari
et al, 2021; Lima et al., 2021; Achimén et al., 2022).

Eplingiella fruticosa (Salzm. ex Benth.) Harley & J.F.B. Pastore € um arbusto
aromatico endémico do semiarido brasileiro, encontrado nos estados de Alagoas,
Bahia, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe (Flora do Brasil, 2020).
Pertencente a familia Lamiaceae, € conhecido popularmente como “alecrim do

tabuleiro”, “alecrim do campo” e “alecrim do vaqueiro” (Beserra-Filho et al., 2019;
Melo et al., 2020; Oliveira et al., 2021). Tradicionalmente utilizada pela populagéo
local para o tratamento de dores e infecgdes respiratérias (Agra et al., 2008; Oliveira
et al., 2021), E. fruticosa tem sido objeto de estudos que destacam seu potencial
bioativo. Entre suas propriedades estao efeito antinociceptivo (Menezes et al., 2007),
cardiovascular positivo (Santos et al., 2007), neuroprotetor (Beserra-Filho et al.,
2019) e anti-hiperalgésico em dor crbnica (Melo et al., 2020). Além disso, o OE
extraido de suas folhas demonstrou atividade inseticida sobre Aedes aegypti L.,
1762 (Silva et al., 2008) e Acromyrmex balzani Emery, 1890 (Silva et al., 2019),
destacando seu potencial no controle de pragas.

Visando contribuir para o desenvolvimento de estratégias eficazes no manejo
de insetos-praga, o presente estudo teve como objetivo avaliar a composi¢ao
quimica e a atividade inseticida sobre Sitophilus zeamais do OE das folhas de
Eplingiella fruticosa e do seu composto majoritario (1,8 cineol), em sua concentragao

observada na composi¢cao quimica do 6leo puro.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1. INSETOS

Os insetos, pertencentes ao filo Arthropoda, subfilo Hexapoda e Classe
Insecta, sdo o grupo de organismos mais abundantes e diversos do planeta, com o
corpo dividido em cabega, torax e abdome, e trés pares de pernas (Rafael et al.,
2012; Gullan; Craston, 2017; Brusca; Brusca, 2018; Stork, 2018). Compreendem
mais de um milhdo de espécies descritas que estdo divididas em 28 ordens,
ocupando ambientes terrestres e aquaticos (Grimaldi et al., 2005; Foottit; Adler,
2009; Brusca; Brusca, 2018).

Essenciais em diversos papéis ecoldgicos, os insetos sdo fundamentais na
reciclagem de nutrientes, polinizagédo, herbivoria, controle biolégico, predacéo e
parasitismo (Novotny et al, 2006; Libersat; Delago; Gal, 2009: Baldock et al., 2015;
Gullan et al., 2017; Souza et al, 2019). Além disso, possuem grande importancia
socioecondémica (como na produgao de mel e seda) (Sutherland et al., 2010; Hoover;
Ovinge, 2018), ambiental (como bioindicadores) (Oliveira et al., 2014) e cultural
(como fonte de inspiracdo artistica, simbolismo em diversas culturas e como
protagonistas de histérias e mitologias antigas) (Gullan; Craston, 2017; Duffus;
Christie; Morimoto, 2021)

Entretanto, algumas espécies podem ser prejudiciais, atuando como
transmissores de doengas aos humanos e animais domésticos (Gullan; Craston et
al., 2017; Dai et al., 2024; Dumont; Yatata-Djeumen, 2024), e como pragas urbanas
e agricolas (Brusca; Brusca, 2018). Esses insetos sdo considerados pragas quando
a populagao cresce descontroladamente e causa danos significativos as culturas
agricolas, interferindo na producdo e no armazenamento, resultando em perdas
substanciais de alimentos e renda para os agricultores, afetando a segurancga

alimentar e a economia local (Imenes; Ide, 2002; Gullan; Craston et al., 2017).



17

2.1.1. Insetos de produtos armazenados

Os insetos-pragas de produtos armazenados atacam principalmente as
grandes commodities agricolas (produtos originarios do setor primario e possuem
baixo valor agregado), como milho, soja e trigo, causando infestagbes e danos aos
graos, além de afetarem outros derivados agricolas ndo alimentares em escala
global (Phillips; Throne, 2010; Singh et al. 2021).

Os danos causados pelos insetos-praga aos graos e subprodutos podem ser
quantitativos e qualitativos (Ahmad et al., 2021), e podem variar de 9% em paises
desenvolvidos a 20% para os paises subdesenvolvidos, correspondendo a cerca de
um terco da produgdo mundial de alimentos, avaliados em mais de 100 bilhdes de
ddlares por ano (Parajuli et al., 2021).

Os insetos-praga de graos podem ser classificados conforme ao seu habito
alimentar, sendo considerados pragas primarias (internas e externas) ou
secundarias (quando ndo conseguem perfurar 0s graos e precisam que estes sejam
danificados para se alimentarem). As pragas primarias sdo as mais prejudiciais, pois
possuem a capacidade de infestar graos inteiros (Lorini, 2014; Ahmad et al., 2021).
Esses insetos exibem caracteristicas como polifagia (capacidade de se alimentar de
uma grande variedade de alimentos), infestagdo cruzada (habilidade de se mover
entre diferentes tipos de grdos ou produtos armazenados) e elevado potencial
bidtico (Gallo et al., 2002; Hagstrum; Subramanyam, 2009; Ahmad et al., 2021;
Santos et al., 2021).

Os coleodpteros representam a ordem mais numerosa de insetos (Oliveira et
al., 2014; Gullan et al., 2017) e incluem os principais insetos-praga que afetam
produtos armazenados, os quais geralmente pertencem as familias Curculionidae,
Bostrichidae, Tenebrionidae, Cucujidae, Silvanidae, Bruchidae, Anobiidae e
Anthribidae (Faroni; Sousa, 2006). Entre os representantes estdo: Callosobruchus
maculatus Fabricius, 1775 (Coleoptera: Bruchidae), Callosobruchus chinensis
Linnaeus, 1758 (Coleoptera: Bruchidae), Tribolium castaneum Herbst, 1797
(Coleoptera: Tenebrionidae), Tribolium confusum Duval, 1868 (Coleoptera:
Tenebrionidae), Rhyzopertha dominica Fabricius, 1972 (Coleoptera: Bostrichidae),
Acanthoscelides obtectus Say, 1831 (Coleoptera: Bruchidae), Lasioderma serricorne

Fabricius, 1792 (Coleoptera: Anobiidae), Oryzaephilus surinamensis Linnaeus, 1758
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(Coleoptera: Silvanidae) e Prostephanus ftruncatus Horn, 1878 (Coleoptera:
Bostrichidae) (Phillips; Throne, 2010).

A familia Curculionidae se destaca como a mais relevante no contexto de
pragas de produtos armazenados, possuindo aproximadamente 30 espécies
reconhecidas por seu potencial destrutivo na agricultura. Entre elas, os
representantes do género Sitophilus sdo amplamente reconhecidos como as pragas
mais significativas, incluindo espécies como Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855,
Sitophilus oryzae Linnaeus, 1763 e Sitophilus granarius Linnaeus, 1758 (Faroni;
Sousa, 2006).

2.1.2. Sitophilus zeamais

S. zeamais, conhecido popularmente como gorgulho-do-milho, € um inseto
cosmopolita de regides tropicais e subtropicais, considerado a praga primaria mais
importante de produtos armazenados do mundo (Lima et al.,, 2021). Apresenta
infestacdo cruzada e elevado potencial bidtico (Anthunes; Dionello, 2010; Barros et
al., 2021). A espécie possui como fonte primaria de alimento o milho, contudo pode
atacar outros grdos como arroz, trigo, sorgo, cevada e feijdo (Lorini, 2007;
Hernandez et al., 2013), assim como frutas e alimentos industrializados (Botton et
al., 2005; Han et al., 2017).

A espécie é holometabola, apresentando metamorfose completa (Arrahman et
al., 2022). Os ovos (Figura 1A) possuem um polo mais estreito e oval, com coloragéo
branca leitosa, largura de 0,3 mm e um comprimento de 0,7 mm (Lecato; Flaherty,
1974; Anthunes; Dionello, 2010; Arrahman et al., 2022). As larvas sao apodas
(Figura 1B), medindo entre 2 a 3 mm, com corpo de coloracdo amarela-clara e
cabeca marrom-escura do tipo curculioniforme. As pupas (Figura 1C) sdo brancas
(Lorini, 2007; Anthunes; Dionello, 2010; Arrahman et al., 2022). Os adultos (Figura
1D) sao castanhos-escuros, possuindo manchas mais claras nos élitros, com
comprimento variando de 2 a 3,5 mm. As fémeas possuem rostro alongado e afilado,
enquanto os machos possuem rostro mais curto e grosso (Lorini, 2007, 2015;
Antunes; Dionello, 2010).
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Figura 1. Sitophilus zeamais. Ovo (A), larva (B), pupa (C) e adulto (D).

Fonte: (A) Arrahman et al. (2022), (B) Lorini et al. (2015), (C) Antunes, L. E. G. (2010), (D) Autora
(2024).

O ciclo de vida da espécie (Figura 2) inicia-se com a oviposi¢ao dos ovos
pelas fémeas no grao de milho, através da abertura de um orificio no sulco central
utilizando seu rostro. Em seguida, utilizando o oviscapto (prolongagdo do abdome
das fémeas), o ovo € colocado no grado, enquanto uma substancia mucilaginosa é
secretada para selar o orificio, assegurando o fechamento do orificio. Quando
multiplos ovos sdo depositados no mesmo grdo, pode ocorrer canibalismo entre
larvas e apenas uma larva completa seu desenvolvimento (Anthunes; Dionello,
2010; Lorini et al., 2015).

As fémeas podem sobreviver por aproximadamente 140 dias e durante sua
vida podem colocar aproximadamente 282 ovos. Apresentando, em média, 6 dias de

periodo de pré-oviposicdo e 104 dias de oviposicdo. Ja os machos podem
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sobreviver por até 142 dias. O periodo de incubacao dos ovos varia entre 3 a 6 dias.
Apds a eclosao dos ovos, as larvas passam por quatro estagios de desenvolvimento
até atingir a fase de pupa, apdés a qual ocorre a emergéncia do adulto. O tempo
médio de emergéncia dos insetos adultos € de aproximadamente 34 dias, e assim
como as larvas, os adultos também se alimentam dos gréos atacados (Botton et al.,
2005; Anthunes; Dionello, 2010; Wei et al., 2014; Lorini et al., 2007, 2015).

Figura 2. Ciclo de vida do Sitophilus zeamais Motschulsky, 1885

Emergéncia para * 9 Pré-oviposicio
adulto 07' ‘ Yo ( ’ 6 dias

34 dias
108 dias 106 dias
( : ’ Ciclo de Vida do
Pupa

Sitophilus zeamais

» ¥
O al”

Fase larvar Ovo
25 - 30 dias 4 - 6 dias

4 -5 dias

Fonte: Autora (2024)

2.1.2.1. Os prejuizos de Sitophilus zeamais na produgao de milho

O milho (Zea mays L.) é a terceira cultura mais importante do mundo, depois
do arroz e do trigo, destacando-se em area de produgao e produtividade por hectare.
O milho desempenha um papel crucial na mitigagdo da pobreza e no enfrentamento
de crises alimentares (Barros et al., 2021; Kebede et al., 2024), além de ser uma
fonte importante de biocombustiveis, como o etanol (Erenstein et al., 2022), e servir
como modelo em estudos genéticos e gendmicos devido a sua diversidade genética
e facilidade de manipulacao (Kushanov et al., 2022; Singh et al., 2023).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho (Souza, 2018) e, de

acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a estimativa de
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producdo da safra brasileira de milho para 2023/2024 é de 111.635,8 de toneladas
(CONAB, 2024). Entretanto, a infestagdo pelo gorgulho do milho, pode causar
perdas anuais significativas, variando entre 15 e 30% na produgé&o do milho durante
a pré e a pos-colheita. Os graos danificados podem apresentar odores e sabores
indesejaveis, perda de valor nutricional e redugao de seu valor comercial (Tefera et
al., 2011; Gautam et al., 2021), fazendo com que os danos sejam classificados como
quantitativos e qualitativos (Phillips; Throne, 2010; Antunes et al., 2011; Cortese et
al., 2022). Além de perdas diretas, as infestagdes por S. zeamais resultam na
elevacgao de temperatura e umidade, favorecendo o crescimento de fungos, incluindo
espécies toxigénicas como o fungo Aspergillus flavus (Muhoz-Cardenas et al., 2017;
Bernal; Medina, 2018; Mandap et al., 2024).

Diante destes prejuizos, o controle de S. zeamais € realizado de forma
massiva, sendo os principais métodos o fisico e o quimico. Os métodos fisicos
consistem na manipulagéo de fatores fisicos para reduzir ou eliminar completamente
a populacdo da praga, por meio da aeragao, regulacédo dos niveis de temperatura do
ambiente, uso de pds inertes, remogao fisica, luz, radiagdo e som. Os métodos
quimicos s&o realizados através de inseticidas, sejam eles sintéticos ou naturais,
sendo vistos como ferramentas de manejo mais eficientes por serem mais faceis de
serem introduzidos e aplicados (Phillips; Throne, 2010; Boyer; Zhang; Lempériéere,
2012; Lorini et al., 2015; Ahmad et al., 2021).

2.2. CONTROLE DE INSETOS-PRAGAS DE PRODUTOS ARMAZENADOS
UTILIZANDO INSETICIDAS

Apds o término da Segunda Guerra Mundial, o mundo testemunhou um
rapido crescimento na producédo agricola e na capacidade de armazenamento de
alimentos, impulsionado pelo avango industrial e tecnolégico. Esta era de
industrializagdo agricola trouxe consigo ndo apenas aumento na produg&o, mas
também desafios significativos relacionados ao manejo de pragas de produtos
armazenados. Com a expansao das areas cultivadas e o aumento da produgao de
graos, cereais e outros produtos alimenticios em larga escala, as condi¢des ideais

para o desenvolvimento e proliferacdo de insetos-praga foram criadas nos silos,
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armazéns e ao longo das cadeias de distribuicdo (Hagstrum; Phillips; Cuperus, 2012;
Gullan; Craston, 2017).

Atualmente, sao gastos bilhdes de dolares para o controle de insetos (Brusca;
Brusca, 2018) e desde meados do século XX os inseticidas tém desempenhado um
papel crucial no manejo dessas pragas (Oberemok et al., 2015). Os inseticidas
podem ser caracterizados como substancias quimicas sintéticas, naturais ou de
origem biolégica que sao utilizadas para manejar a populagédo de insetos. Esse
manejo pode resultar na morte dos insetos ou na prevengao de comportamentos que
sdo prejudiciais (Morais; Prado, 2016).

Os inseticidas podem agir de varias maneiras, incluindo contato direto,
contato residual (ou secundario), ingestao, repeléncia, fumigacao e atragao seguida
de morte (Figura 3). O modo de agao dos inseticidas pode ser classificado em cinco
grupos, de acordo com o sitio de agéo: (1) sistema nervoso e/ou a musculatura, (2)
crescimento ou o desenvolvimento, (3) intestino médio, (4) metabolismo respiratério

e (5) desconhecido ou inespecifico (Henrique, 2019).

Figura 3. Modo de agéo dos inseticidas

Contato primario Contato secundario Ingestéo
(Contato residual)

Repeléncia Fumigacio Atragéo seguida de morte

Fonte: Autora (2024) adaptado de Henrique (2019).

2.2.1. Inseticidas sintéticos
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Os inseticidas sintéticos possuem um grande espectro de modo de acgao,
apresentando agao letal ndo especifica e, em grande parte, afetando o sistema
nervoso dos insetos (Gullan; Cranston, 2017). Sdo compostos que podem causar
disturbios digestivos e exercer agao toxica em varios orgéos, levando a convulsoes,
excitacdo, paralisia e morte (Moreira; Mansur; Figueira-Mansur, 2012; Matias, 2016).

Segundo Morais e Prado (2016), os altos niveis de produtividade agricola nao
poderiam ser mantidos sem o uso dos inseticidas sintéticos. Esses inseticidas sao
os mais utilizados para o controle de insetos-pragas desde o fim da Segunda Guerra
Mundial, marcando o inicio da chamada Segunda Geragéao de Inseticidas, que inclui
os organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides. Esses produtos
foram desenvolvidos pelas industrias quimicas apds a descoberta e sintese de
moléculas com acao inseticida.

Dentre os inseticidas, o organoclorado diclorodifeniltricloroetano (DDT) foi a
substancia quimica sintética com acao inseticida mais utilizada e estudada do século
XX (Morais; Prado, 2016). Assim como foi a mais aplicada para o controle da
populagcao do gorgulho-do-milho no Brasil até a sua proibicdo em 1985 (Guedes et
al., 1995), quando foi substituida pelos organofosforados e carbamatos, porque o
DDT se mostrou perigoso para organismos nao-alvo como mamiferos, aves e
répteis, além da resisténcia adquirida por diversas espécies de insetos (Moreira;
Mansur; Figueira-Mansur, 2012; Obemerok et al., 2015).

Os organofosforados sdo o grupo de inseticidas mais utilizados do mundo
(Lozowicka, 2016). Esses compostos atuam tanto por contato quanto por ingestao
nos insetos, principalmente inibindo a enzima acetilcolinesterase (AChE) de
hidrolisar a acetilcolina, o que leva ao acumulo desse neurotransmissor na fenda
sinaptica, resultando em hiperatividade nervosa e, eventualmente, colapso do
sistema nervoso dos insetos (Moreira; Mansur; Figueira-Mansur, 2012).

Os carbamatos sao derivados do acido carbémico e também sao utilizados
como inseticidas, no entanto, apresentam um espectro de atividade limitado,
atuando de maneira semelhante aos organofosforados e inibindo a AChE; porém, a
ligacdo com a enzima é menos estavel (Moreira; Mansur; Figueira-Mansur, 2012).

O uso generalizado de organofosforados e carbamatos levou a impactos
ambientais significativos. Um exemplo foi o desastre ocorrido na india em 1984,
onde uma explosdo em uma fabrica liberou o isocianato de metila, afetando mais de

3800 pessoas. Este incidente ilustra os riscos associados a produg¢ao de compostos
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como o carbaril, presente na composi¢cdo de ambos os grupos de inseticidas, que
podem contribuir para os impactos ambientais e de saude publica observados.
Apesar desses desafios, os organofosforados e carbamatos continuam sendo
amplamente utilizados (Oberemok et al., 2015; Lozowicka, 2016).

No entanto, no contexto do controle de insetos-pragas em produtos
armazenados, o0 uso desses compostos foi descontinuado devido a ineficacia no
controle e a resisténcia desenvolvida pelos insetos. Eles foram substituidos por
piretroides, como pirimifés-metil e deltametrina (Guedes et al., 1995).

Introduzidos na década de 1970, os piretroides sdo substancias de contato
derivadas da piretrina. Eles causam reagdes caracteristicas nos insetos ao penetrar
rapidamente no sistema nervoso e atuar nos canais idnicos das sinapses nervosas,
mantendo os canais de sodio abertos. Isso resulta na despolarizacdo e eventual
bloqueio da conducdo nervosa, levando a paralisia (Moreira; Mansur;
Figueira-Mansur, 2012).

Contudo, a resisténcia de S. zeamais a inseticidas piretroides tém sido
documentada desde a década de 1990 (Ribeiro et al., 2003; Fragoso et al., 2003,
2005, 2007). No Brasil, essa resisténcia foi observada em populagdes de S. zeamais
frente a piretroides como cipermetrina e deltametrina (Derera et al., 2014; Mossa et
al., 2018), assim como organofosforados como malation e fenitrotion (Guedes et al.,
1994, 1995). Além disso, inseticidas como a fosfina, amplamente utilizados, sao
extremamente toxicos (Pimentel et al., 2009).

Lorini (2002), ao avaliar a resisténcia de insetos a inseticidas,
independentemente de serem quimicos ou organicos, identificou trés mecanismos
fundamentais: (1) a diminuicdo da permeabilidade do inseticida através da cuticula
do inseto, (2) a capacidade dos insetos de desintoxicar ou metabolizar o inseticida
através de enzimas especificas, e (3) a redugao da sensibilidade no local de agéo do
inseticida dentro do sistema nervoso do inseto. Essas adaptagdes permitem que os
insetos sobrevivam a exposi¢des que seriam letais para populagdes nao resistentes.

O uso excessivo de inseticidas sintéticos € o fator chave que contribuiu para o
aumento de populagdes resistentes e para a eliminagdo dos inimigos naturais dos
insetos, exacerbando os impactos negativos sobre os ecossistemas e representando
uma séria ameacga a saude humana e animal (Zhang et al., 2015; Freitas et al.,
2016).
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2.2.2. Inseticidas naturais

Antes da Segunda Guerra Mundial e da implementagdo de substancias
quimicas para o controle de insetos-praga, os inseticidas naturais eram amplamente
utilizados. O Brasil foi reconhecido como um grande exportador e produtor de
inseticidas botanicos, como piretro, rotenona e nicotina. Contudo, esses inseticidas
foram gradualmente descartados por serem mais caros, menos disponiveis e
sensiveis a luz (Menezes, 2005; Morais; Prado, 2016).

Contudo, em detrimento da resisténcia observada a inseticidas sintéticos,
compostos de origem vegetal voltaram a ser avaliados para o desenvolvimento de
inseticidas naturais, pois sao biodegradaveis, possuem alta seletividade, baixo
residuo, ndo exercem ou tém poucos efeitos deletérios em organismos nao-alvo
(Wei et al., 2014; Mossa et al., 2018).

Os inseticidas botanicos, subcategoria dos inseticidas organicos e naturais,
sdo derivados do metabolismo das plantas e fazem parte da defesa quimica contra
insetos herbivoros (Cérrea; Salgado, 2011; Morais; Prado, 2016). Dentre as diversas
familias de plantas estudadas por suas propriedades inseticidas, destacam-se
principalmente: Asteraceae, Fabaceae, Lamiaceae, Meliaceae, Myrtaceae e
Rutaceae (Turchen; Junior; Guedes, 2020). Seus representantes podem ser
utilizados na forma de extratos aquosos, pos, solventes organicos ou 6leos
essenciais, devido aos seus diversos modos de agao e a menor frequéncia de
impactos nocivos ao meio ambiente e a saude humana (Isman, 2006). Essas
substancias presentes nas plantas podem atuar como inibidores de alimentacéo,
crescimento e desenvolvimento, repelentes, e podem causar mortalidade dos
insetos através do contato e por vias respiratorias (Menezes, 2005; Correa; Salgado,
2011).

2.3. OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais (OE) sdo substancias complexas, volateis e de aroma
caracteristico, produzidos a partir do metabolismo secundario vegetal. Diversas
partes da planta podem ser utilizadas para a obtencdo do OE, como a raizes,

caules, folhas, flores, cascas, frutos e sementes, que podem ser extraidos pelos
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métodos de hidrodestilacdo, extracdo por solventes orgénicos, destilagdo a vapor,
extragao por fluido supercritico, prensagem a frio e enfloragdo (Bakkali et al., 2008;
Silveira et al., 2012). A destilagao a vapor, utilizando o aparelho tipo Clevenger, € um
método classico amplamente utilizado, tanto em escala artesanal quanto industrial
(Regnault-Roger; Vincent; Arnason, 2012).

A composi¢cao quimica e o rendimento dos OEs variam significativamente de
acordo com a planta, sua idade, a parte utilizada na extracao (folha, flor ou semente,
por exemplo) e o método de extragcdo utilizado. Apesar de ser determinada
predominantemente por fatores genéticos, os fatores bidticos e abidticos (como
temperatura, luminosidade, sazonalidade, disponibilidade de agua, entre outros)
também influenciam alteragdes significativas na composi¢céao (Morais, 2009).

Em um unico OE, podem estar presentes de 20 a 60 metabdlitos secundarios
diferentes, podendo ter suas propriedades bioldgicas relacionadas com os
componentes majoritarios (Bakkali et al, 2008; Phillips; Throne, 2010; Chaudhari et
al.,, 2021). As principais classes de metabdlitos secundarios presentes em OEs
incluem fenilpropanoides, terpenos e terpenoides (Ootani et al., 2013; Maurya et al.,
2021).

Historicamente, os OE sdo utilizados em varias culturas para fins medicinais,
cosmeéticos e culinarios, datando de civilizagdes antigas como 0s egipcios, gregos e
romanos (Figueiredo et al., 2008; Kubeczka, 2020; Irshad et al., 2020). Nos ultimos
anos, os interesses cientifico e comercial por esses 6leos tém aumentado
significativamente devido as suas propriedades antimicrobianas, antioxidantes,
anti-inflamatérias e inseticidas (Huang et al., 2014; Santos et al., 2019; Daniel et al.
2020; Becker et al., 2024).

Diversos estudos comprovam a eficacia dos OE como inseticidas, que atuam
contra uma variedade de insetos através de diferentes vias, como a de fumigacao, o
contato direto e a ingestdo (Coitinho et al., 2011; Santos et al. 2019; Lima et al.
2021). A acao inseticida dos OE deve-se a presenga de compostos bioativos, que
interferem em diversos aspectos bioquimicos e fisiolégicos dos insetos. Além disso,
os OE s&o biodegradaveis e apresentam uma baixa probabilidade de induzir
resisténcia, por serem misturas complexas de diferentes metabdlitos (Zimmermann
et al. 2021; Chaudhari et al., 2021).
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Portanto, os OE s&o considerados uma alternativa eficiente, ecologicamente
correta, mais sustentavel e menos toxica para o controle de pragas, em comparagao

com os inseticidas sintéticos (Chaudhari et al., 2021; Mssillou et al. 2022).

2.4. Eplingiella fruticosa

Eplingiella fruticosa (Salzm. ex Benth.) Harley & J.F.B. Pastore € uma planta
aromatica, pertencente a familia Lamiaceae, popularmente conhecida como “alecrim

do tabuleiro”, “alecrim do campo” e “alecrim do vaqueiro” (Beserra-Filho et al., 2019;
Melo et al., 2020; Oliveira et al., 2021). A planta pode ser encontrada nas formas de
arbusto ou subarbusto, com folhas pequenas e de coloragdo verde-musgo (Figura
4A), caracteristica de plantas xeromorficas adaptadas a condigdes aridas e

semiaridas (Flora do Brasil, 2020).

Figura 4. Eplingiella fruticosa. (A) Folhas; (B Flores); (C) Inflorescéncias; (D) Sementes.

Fonte: A: Autora (2024). B e C: Monteiro; Melo (2020). D: Silva, D. C. (2017).

As folhas possuem Iamina foliar com comprimento variando entre 12 a 15 mm
e largura entre 6 a 10 mm, além de um peciolo de at¢é 3 mm. As flores séo

zigomorfas, apresentando um tubo fortemente curvado e Iobulos subulados né&o
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clavados e tubulo glabro (Figura 4B), sendo essa a caracteristica que a diferencia
das outras espécies do género. Suas flores sao de cor azul-violeta. A planta também
possui inflorescéncias do tipo cimosa pedunculada (Figura 4C), com bracteas
foliaceas. Suas sementes sao estreitas, em forma de elipse (Figura 4D), de
coloragédo castanho-escura, tornando-se muito viscosas quando molhadas (Harley;
Pastore, 2012; Santos, 2016; Flora do Brasil, 2020).

A espécie € considerada uma planta endémica e nativa do Brasil, podendo
ser encontrada nos dominios fitogeograficos da Caatinga e Mata Atlantica, com
ocorréncia observada na regido Nordeste nos estados de Alagoas, Bahia, Paraiba,
Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe (Harley, 2014; Silva, 2017; Flora do
Brasil, 2020). Anteriormente, a espécie era descrita cientificamente como Hyptis
fruticosa, contudo apds estudos moleculares e morfolégicos, foi reclassificada
taxonomicamente como do género Eplingiella, juntamente com mais duas espécies
(E. cuniloides e E. brightoniae, estas ocorrendo apenas no estado da Bahia)
(Menezes et al., 2007; Santos et al., 2007; Silva et al., 2008).

No Nordeste do Brasil, as folhas de E. fruticosa sdo amplamente utilizadas
como planta medicinal para o tratamento de dores em forma de infus&o (Agra et al.,
2008; Santos; Andrade; Silva, 2016). O extrato etandlico de suas folhas apresentou
atividade antinociceptiva, inibindo a propagacdo da dor orofacial de nervos
periféricos e centrais de camundongos (Lima et al., 2013), e atividades antioxidante
e anti-inflamatodria, ao inibir a formagéo de edema e migragédo de leucdcitos para a
cavidade peritoneal em ratos (Andrade et al., 2010).

Os OEs obtidos a partir de suas folhas sao ricos em terpenos e apresentam
algumas atividades biologicas descritas, como atividade antinociceptiva (Menezes et
al., 2007) e efeitos cardiovasculares positivos em ratos (Santos et al., 2007). Quando
associado a B-ciclodextrina, foi observado perfil neuroprotetor em modelo de doenca
de Parkinson em camundongos (Beserra-Filho et al., 2019) e efeito
anti-hiperalgésico em dor crénica (Melo et al., 2020). O OE também apresentou acao
inseticida em larvas de Aedes aegypti L., 1762 (Silva et al., 2008) e em operarios de

Acromyrmex balzani Emery, 1890 (Silva et al., 2019).
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. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Analisar a composicdo quimica e avaliar a atividade inseticida do o6leo
essencial de folhas de Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth) Harley & J.F.B.

Pastore sobre Sitophilus zeamais (Motschulsky, 1885).

3.2. Objetivos Especificos

Caracterizar o 6leo essencial obtido de folhas de E. fruticosa quanto a sua
composicao quimica;

Avaliar a toxicidade de contato e ingestdo do 6leo essencial de E. fruticosa
sobre adultos de S. zeamais;

Avaliar a atividade inseticida do composto majoritario em sua proporgao

encontrada na composi¢cao quimica do dleo puro.
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4. RESULTADOS

Os resultados dessa pesquisa sdo apresentados na forma de artigo.

COMPOSIGAO QUIMICA E ATIVIDADE INSETICIDA DO OLEO ESSENCIAL DE
FOLHAS DE Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth) Harley & J.F.B. Pastore
SOBRE Sitophilus zeamais Mots., 1855 (Coleoptera: Curculionidae)

RESUMO: Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae), comumente conhecido
como "gorgulho-do-milho", € uma praga primaria significativa que causa danos
quantitativos e qualitativos a diversos grdos armazenados. O uso excessivo de
inseticidas sintéticos e o surgimento de populagbes de pragas resistentes a eles
tornaram necessario explorar novos inseticidas que sejam eficazes contra as pragas
e menos prejudiciais ao meio ambiente e as espécies ndo alvo. Os 6leos essenciais
surgiram como alternativas ecoldgicas aos inseticidas sintéticos porque séao
biodegradaveis e tém pouco ou nenhum efeito adverso sobre o meio ambiente.
Eplingiella fruticosa € um arbusto amplamente utilizado pela populagdo do Nordeste
do Brasil como planta medicinal para o tratamento de dores. E comumente
conhecido como "alecrim do campo" e apresenta uma grande variagdo na
composi¢cado quimica dos oOleos essenciais produzidos em suas folhas. Este estudo
investigou a atividade inseticida do 6leo essencial das folhas de Eplingiella fruticosa
sobre Sitophilus zeamais, assim como analisou sua composi¢ao quimica, com
énfase na investigacdo da eficacia do composto majoritario em sua proporgao
observada da composigdo do 6leo puro. A analise cromatografica identificou 21
compostos, com destaque para o 1,8-Cineol (23,58%), seguido pelo (E)-Cariofileno
(14,22%) e o-Pineno (7%) e espatulenol (6,79%). No ensaio de toxicidade por
contato, o 6leo essencial apresentou valores de CLs, € CLg, de 2,98 e 5,81 mg/mL,
respectivamente, apds 24 horas, e de 1,94 e 4,28 mg/mL, respectivamente, apos 48
horas. O composto majoritario (1,8-cineol) causou uma mortalidade de 24% pela via
de contato quando avaliado em sua concentragéo presente no dleo puro. A ingestéo
do dleo provocou mortalidade total dos insetos adultos em todas as concentracdes
testadas, sendo a menor concentragao de 4,15 mg/mL. Este estudo demonstrou que
o Oleo essencial de E. fruticosa possui potencial para o desenvolvimento de
inseticidas botanicos.

PALAVRAS-CHAVE: Eplingiella fruticosa, gorgulho-do-milho, inseticidas botanicos,

6leos essenciais.

ABSTRACT: Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae), commonly known as
the 'maize weevil', is a significant primary pest that causes quantitative and
qualitative damage to various stored grains. The excessive use of synthetic
insecticides and the emergence of insect-pest populations resistant to them have
made it necessary to explore new insecticides that are effective against pests and
least harmful to the environment and non-target species. Essential oils have
emerged as eco-friendly alternatives to synthetic insecticides because they are
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biodegradable and have little or no adverse effects on the environment. Eplingiella
fruticosa is a shrub widely used by the population of Northeastern Brazil as a
medicinal plant for the treatment of pain. It is commonly known as 'alecrim do campo'
and has a wide variation in the chemical composition of the essential oils produced in
its leaves. This study aims to evaluate the insecticidal activity of essential oil from the
leaves of E. fruticosa against S. zeamais, as well as analyzed its chemical
composition, with emphasis on investigating the efficacy of the major compound in its
observed proportion of the pure oil composition. Chromatographic analysis identified
21 compounds, with 1,8-Cineole (23.58%), (E)-Caryophyllene (14.22%), a-Pinene
(7%) and Spatulenol (6.79%) being the major components. In the contact toxicity
assay, the essential oil exhibited LCs, and LCgy, values of 2.98 and 5.81 mg/mL,
respectively, after 24 hours, and 1.94 and 4.28 mg/mL, respectively, after 48 hours.
The major compound (1,8-cineole) caused 24% mortality via contact at its
concentration present in the pure oil. Ingestion of the oil resulted in complete
mortality of adult insects at all tested concentrations, including the lowest
concentration of 4.15 mg/mL. This study demonstrates that essential oil of E.
fruticosa has the potential for the development of botanical insecticide.

KEYWORDS: Eplingiella fruticosa, maize weevil, botanical insecticides, essential

oils.

INTRODUGAO

O gorgulho-do-milho, Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855 (Coleoptera:
Curculionidae) € a praga mais importante e destrutiva de produtos armazenados,
afetando principalmente grédos de milho, mas também podem causar danos
significativos em grdos como: arroz, trigo, sorgo, cevada e feijao, frutas e produtos
alimenticios industrializados (Yuya et al., 2009; Han et al., 2017; Oliveira et al.,
2020).

O ataque desse inseto-praga pode ocasionar entre 15 e 30% da perda anual
de graos de milho durante os periodos de pré e pds-colheita. Além disso, os graos e
sementes danificados tendem a apresentar alteragdes no odor, sabor, perda de valor
nutricional e da massa do grdo, desvalorizagdo comercial e redugdo da taxa
germinativa de sementes (Tefera et al., 2011; Gautam et al., 2021).

O controle de S. zeamais é realizado por métodos fisicos (como aeragao e
regulagdo da temperatura ambiente) e por métodos quimicos, realizados através de
inseticidas (como piretroides, organofosforados e fosfina). Estes ultimos sao
amplamente reconhecidos por sua alta eficiéncia e aplicabilidade superior em

comparagao aos meétodos fisicos (Phillips; Throne, 2010; Boyer et al., 2012). No
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entanto, o uso excessivo desses inseticidas passou a induzir a resisténcia de
populacbes de S. zeamais, além de acarretar efeitos adversos para o meio
ambiente, saude humana e dos animais (Derera et al., 2014; Mossa et al., 2018).

Por isso, métodos alternativos para o controle de insetos-pragas estdo sendo
explorados, como por exemplo, a utilizacdo de extratos vegetais e proteinas
(lectinas) (Martins et al., 2022; Albuquerque et al., 2020; Oliveira et al., 2020),
nematoides e fungos entomopatogénicos (Mbata et al.,, 2018), e dleos fixos e
essenciais (Barros et al., 2022; Achimén et al., 2022). Os 6leos essenciais (OEs)
destacam-se pelo seu alto potencial como biopesticidas, pois atuam por multiplos
mecanismos bioquimicos e fisiolégicos nos insetos-praga, conferindo-lhes uma
ampla gama de atividades inseticidas. Os OEs sao biodegradaveis, o que reduz o
impacto ambiental e, significativamente, ndo induzem resisténcia nos insetos devido
a complexa mistura de diversos componentes bioativos presentes em sua
composi¢cao (Chaudhari et al, 2021; Lima et al., 2021). Esse perfil multifacetado
torna os OEs uma alternativa promissora e sustentavel para o manejo integrado de
pragas, contribuindo para a redugcdo da dependéncia de pesticidas sintéticos
(Achimon et al., 2022).

Eplingiella fruticosa (Salzm. ex Benth.) Harley & J.F.B. Pastore € um arbusto
aromatico pertencente a familia Lamiaceae, conhecido popularmente como “alecrim
do tabuleiro”, “alecrim do campo” e “alecrim do vaqueiro” (Beserra-Filho et al., 2019;
Melo et al., 2020; Oliveira et al., 2021). Endémica do semiarido brasileiro, a espécie
pode ser encontrada nos estados de Alagoas, Bahia, Paraiba, Pernambuco, Rio
Grande do Norte e Sergipe (Flora do Brasil, 2020). Tradicionalmente utilizada pela
populacao local para o tratamento de dores e infecgbes respiratérias (Agra et al.,
2008; Oliveira et al., 2021), E. fruticosa tem sido objeto de estudos que destacam
seu potencial bioativo, incluindo propriedades antinociceptivas (Menezes et al.,
2007), efeitos cardiovasculares positivos (Santos et al., 2007), propriedades
neuroprotetoras (Beserra-Filho et al., 2019) e ac¢des anti-hiperalgésicas (Melo et al.,
2020) atribuidas ao OE de suas folhas.

A composigdo quimica do OE de E. fruticosa apresenta grande variagao,
sendo influenciada por diversos fatores, como variagdes genéticas, interagdes
bidticas e fatores abidticos como sazonalidade, temperatura e luminosidade (Franco
et al., 2011a, b; Silva et al., 2017, 2018). O objetivo do presente estudo foi avaliar

tanto a composicdo quimica quanto a atividade inseticida do 6leo essencial das
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folhas de E. fruticosa sobre o inseto-praga S. zeamais, incluindo a investigagéo do
efeito do composto maijoritario na concentragdo observada na composi¢cao do éleo

puro.

MATERIAIS E METODOS

Coleta do Material Botanico e Extracdo do Oleo Essencial

As folhas de E. fruticosa foram coletadas em setembro de 2022 no Parque
Nacional do Catimbau (Buique, Pernambuco, Brasil) com autorizagao (n°. 72024) do
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio). A extragao do
oleo essencial foi realizada no Laboratério de Bioquimica de Proteinas (BIOPROT),
do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco, através
do processo de hidrodestilagdo em um aparelho do tipo Clevenger. Apds a coleta, as
folhas frescas de E. fruticosa foram trituradas e em seguida, submetidas ao processo
de hidrodestilagao por 2 h sob a temperatura de 100 °C. O éleo essencial obtido foi
coletado e armazenado em frasco do tipo ambar, hermeticamente fechado e mantido
sob refrigeracdo constante. Posteriormente, foi realizada a determinacdo do
rendimento (m/m) do 6leo essencial, através da seguinte férmula: To = (Vo/Bm) x
100, onde, To é o teor de 6leos essenciais em base umida, Vo é o volume do 6leo
essencial obtido apds o processo de extragdo e Bm € o valor de biomassa vegetal

utilizada no processo de extracédo do éleo essencial (Santos et al., 2004).

Caracterizacio do Oleo Essencial

Para a caracterizagdo do 6leo essencial de E. fruticosa foi preparada uma
solucdo do oleo essencial utilizando hexano com alto grau de pureza, 99%
(Sigma-Aldrich, EUA). Aliquotas de 1 uL dessa solucao foram submetidas a analise
via cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, para identificagao
dos compostos presentes nas amostras, e cromatografia gasosa, para a
quantificacdo. As condigdes de analise basearam-se em Santos et al. (2012), com
algumas modificagbes. O equipamento utilizado nas analises via GC-MS ¢é do tipo
quadrupolo Agilent, modelo 5977B, equipado com uma coluna capilar de silica
fundida HP-5ms n&o polar (Agilent J&W) (30 m x 0,25 mm i. d.; espessura do filme
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0,25 mm). O gas utilizado para arraste foi o hélio, com uma taxa de fluxo total de
0,225 L/min. As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em 250 °C e
280 °C, respectivamente. A programacao de temperatura do forno consistiu em
iniciar em 40 °C, manter por 1 minuto e, em seguida, aumentar para 300 °C a uma
taxa de 6 °C/minuto. Esta temperatura final foi mantida por 6 min. As aliquotas de 1
ML de cada amostra foram introduzidas individualmente na coluna com o injetor
utilizando um split de 1:200. O potencial de ionizacdo foi de 70 eV, enquanto o
intervalo de varredura foi de m/z 40 a 550 com uma taxa de 0,5 varredura por
segundo. Nestas condicbes também foi injetado um padrdo de hidrocarbonetos
C9-C26. A identificacdo da composicao dos d6leos essenciais utilizou os tempos de
retengdo dos compostos das amostras e daqueles presentes no padrdo de
hidrocarbonetos para o calculo do indice de retencado de Kratz (Van den Dool; Kratz,
1963), comparando-se os indices calculados para cada composto com os respectivos
valores na literatura (Adams 2007), também avaliando a similaridade dos espectros
de massa obtidos experimentalmente com aqueles presentes na literatura (Adams,
2007) e em bibliotecas (NIST, WILEY). A quantidade relativa dos compostos
identificados foi obtida através de cromatografia gasosa com detector de ionizagéo
em chama. O equipamento utilizado nas analises foi o TRACE GC Ultra (Thermo
Scientific), equipado com uma coluna DB-5 nao-polar (60 m x 0,25 mm i. d;
espessura do filme 0,25 mm) utilizando as mesmas condi¢cdes de analises via
GC-MS. A quantificagao foi realizada em ftriplicata, obtendo-se uma média para os
teores de cada composto, com respectivos desvios padrdes, a partir da area relativa
dos picos nos cromatogramas, sendo essa area associada a composicao relativa dos

compostos presentes nas amostras de Oleos essenciais.
Inseto
Criacao de Sitophilus zeamais
As colbnias de S. zeamais sdao mantidas no Insetario do BIOPROT em
recipientes de vidro (1 L) cobertos com tecido poroso, para permitir as trocas

gasosas, mantidos em incubadora de demanda biolégica de oxigénio (B.O.D.) sob

temperatura de 28 + 2 °C, umidade relativa (UR) de 70 + 10% e escotofase de 24 h.
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Os insetos s&o alimentados com graos de milho secos e limpos, sem contaminagao

por outras espécies de insetos e cultivo sem uso de inseticidas quimicos sintéticos.

Bioensaios com Sitophilus zeamais

Avaliagcao da toxicidade por contato

Os bioensaios de toxicidade por contato foram realizados em placas de Petri
(90 x 15 mm). Inicialmente, 0,5 yL do d6leo essencial foram aplicados sobre adultos
de S. zeamais, nas concentragdes de 2,42, 4,03, 8,07, 12,11 e 16,14 mg/mL.
Adicionalmente, foram aplicados 0,5 pL do composto majoritario observado na
composi¢cao quimica do 6leo essencial, dissolvido em Tween 80 a 1%, na mesma
concentracdo em que foi encontrado no éleo puro. Para o tratamento controle, foi
aplicado 0,5 pL de Tween 80 a 1%. Os ensaios foram realizados em quintuplicata,
utilizando 20 insetos por repeticdo. Apos a aplicagao do oleo, o tempo de morte dos
individuos foi cronometrado. Posteriormente foi estabelecido o tempo médio de
mortalidade para cada concentracdo e as concentracdes letais necessarias para

causar 50% (CLs) € 90% (CLg,) de mortalidade foram estimadas.

Avaliacao da toxicidade por ingestao

A avaliagdo da toxicidade por ingestao (Ribeiro et al., 2020) foi realizada em
placas de Petri (90 x 15 mm) contendo discos de uma dieta artificial, preparados com
diferentes concentracdes do 6leo essencial de E. fruticosa (4,15, 6,25, 8,325, 10,4 e
12,5 mg/mL). O controle foi preparado com farinha de trigo sem o dleo essencial. Os
ensaios foram realizados em quadruplicata. Inicialmente foi preparada uma dieta
artificial com 4 mL do 6leo essencial de E. fruticosa, em diferentes concentracdes, e
2 g de farinha de trigo sem fermento. As misturas foram homogeneizadas e
posteriormente, foram preparados 5 discos em cada placa de Petri, com 200 uL
cada. As placas de Petri contendo os discos foram levadas para a estufa a 50 °C por
5 h para a secagem dos discos e em seguida, o peso das placas de Petri foi
registrado. Insetos com peso determinado (20 individuos) foram adicionados as
placas de Petri. Os ensaios foram realizados em camaras climaticas do tipo BOD sob
temperatura de 28 £ 2 °C, escotofase de 24h e UR de 70 £ 10%. Apos 7 dias de
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experimento, foram avaliados o peso das placas contendo a dieta artificial, o peso

dos insetos, bem como, a taxa de mortalidade.

Anadlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Também foram
realizadas, analise de variancia (ANOVA), seguida de pos-teste de Tukey para
comparagao multipla de médias. Os resultados que apresentaram um nivel de
significancia de p < 0,05 foram considerados significantes. As taxas de mortalidade
obtidas nos ensaios foram submetidas a analise de probitos para a determinacao das

concentragoes letais (CLgy a Clgy).

RESULTADOS

O dleo essencial extraido de folhas de E. fruticosa apresentou rendimento de
5,8%. A analise por GC-MS revelou a presenga de 41 compostos bioativos (Tabela 1)
correspondendo a 90,53% da composicao quimica do 6leo essencial, sendo 40,55%
de monoterpenos, 50,57% de sesquiterpenos e 0,24% de diterpenos. Os compostos
majoritarios foram o 1,8-Cineol (23,58%), (E)-Cariofileno (14,22%), a-Pineno (7%) e
Espatulenol (6,79%).

Tabela 1. Composi¢cao quimica do 6leo essencial de Eplingiella fruticosa (Salzm. Ex Benth)
Harley & J.F.B. Pastore.

Composto indice de indice de  Quantidade Desvio
retengao retengcao da relativa (%) padrao (%)
calculado literatura

a-Tujeno 924 924 0,15 0,01
a-Pineno 930 932 7,00 0,34
Canfeno 944 946 0,24 0,03
Sabineno 970 969 0,89 0,04
B - Pineno 972 974 5,86 0,08
Mirceno 989 988 0,62 0,02

0 -3-Careno 1006 1008 0,09 0,01
1,8-Cineol 1026 1026 23,58 1,05
m-Cimeneno 1080 1082 0,26 0,01
Linalool 1090 1095 0,16 0,08
trans-Pinocarveol 1129 1135 0,11 0,06
Canfora 1134 1141 0,44 0,09
Terpinen-4-ol 1171 1174 0,28 0,08
a-Terpineol 1185 1186 0,28 0,22

Carvacrol 1299 1298 0,09 0,04



a-Copaeno
B -Elemeno
(E)-Cariofileno
a-Guaieno
cis-Muurola-3,5-dieno
trans-Muurola-3,5-dieno
a-Humuleno
allo-Aromadendreno
Germacreno D
Biciclogermacreno
y -Cadineno
6 -Cadineno
Trans-Cadina-1,4-dieno
a-Cadineno
Elemo
Germacreno B
Espatulenol
Oxido de cariofileno
1,10-di-epi-Cubenol
y -Eudesmol
a-Muurolol
B -Eudesmol
a-Cadinol
a-Bisabolol
Shyobunol
13-epi-Oxido de Manool

1373
1389
1417
1436
1443
1447
1451
1457
1479
1495
1512
1521
1530
1535
1547
1554
1577
1582
1613
1629
1644
1648
1652
1680
1688
2013

1374
1389
1417
1437
1448
1451
1452
1458
1480
1500
1513
1522
1533
1537
1548
1559
1577
1582
1618
1630
1644
1649
1652
1685
1688
2009

14,22

1,36
1,56

0,45
0,33
0,28
2,54
0,46
1,78
5,03
0,59
0,09
0,10
2,82
0,20
0,39
6,79
3,14
0,57
1,31
1,03
0,61
4,27
0,21
0,05
0,24

0,30
0,35
0,45
0,04
0,21
0,35
0,08
0,34
0,50
0,16
0,18
0,06
0,05
0,15
0,19
0,45
0,26
0,11
0,48
0,52
0,52
0,46
0,31
0,10
0,02
0,01

Total identificado (%) : 90,53

Fonte: Autor

37

O dleo essencial de folhas de E. fruticosa apresentou toxicidade por contato

Concentragcdes Dose em mg/mL Dose em mg/mL

Letais (CLs) (24h) (48h)
10 1,53 0,71
20 1,92 1,01
30 2,27 1,29
40 2,61 1,60
50 2,98 1,94
60 3,40 2,34
70 3,92 2,81

em adultos de S. zeamais. A maior concentragéo testada (16,14 mg/mL) promoveu a
mortalidade de toda a populagdo dos insetos em 2,1 min. As concentragdes letais
(CLs, e CLg) foram determinadas para os periodos de 24 e 48 horas e foram de 2,98

e 5,81 mg/mL e de 1,94 e 4,28 mg/mL, para as CLs, e CLy, respectivamente (Tabela

Tabela 2. Concentragdes letais (CLs) do 6leo essencial de folhas de E. fruticosa sobre
adultos de S. zeamais.
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80 4,62 3,40
90 5,81 4,28

Fonte: Autor

O composto maijoritario, 1,8-cineol (eucaliptol), também foi avaliado quanto a
sua atividade inseticida na sua concentracdo observada na composicao do 6leo puro
(23,58%), causando a mortalidade de 24% da populagao dos insetos apos 48 h por
via de contato.

Quando incorporado a dieta dos insetos, o 6leo essencial extraido das folhas
de E. fruticosa induziu mortalidade de toda a populacdo de S. zeamais em todas as
concentragdes testadas, apds 7 dias de tratamento, incluindo a menor concentragao
de 4,15 mg/mL.

DISCUSSAO

Composigao Quimica do 6leo

A composi¢ao quimica do 6leo essencial de folhas de E. fruticosa é bastante
variada na literatura, onde sao observados, principalmente, os compostos 1,8-cineol
(4,7% - 18,7%), a-pineno (5,27% - 12,32%), B-pineno (5,10% - 8,56%), B-cariofileno
(4,9% - 13%), (E)-cariofileno (14,16%), espatulenol (10,23%), biciclogermacreno
(7,31% - 12,68%), canfora (3,6% - 11,4%), limoneno (7,21% - 9,44%) e o6xido de
cariofileno (4,4% - 8,7%) (Menezes et al., 2007; Silva et al. 2008; Franco et al., 2011;
Silva et al., 2019; Melo et al. 2020). No presente estudo, esses compostos também
foram identificados, embora em proporgdes diferentes

Silva et al. (2017) analisaram diferentes espécimes de E. fruticosa de uma
mesma regidao quanto a sua diversidade genética e associaram seus resultados, de
diversidade intermediaria, com o levantamento dos estudos que analisaram a
composicdo quimica do O6leo essencial da espécie. Eles concluiram que a
composi¢ao quimica e o rendimento do 6leo essencial de E. fruticosa sao fortemente
influenciados por fatores genéticos. Além disso, outros parametros, como condi¢des
geograficas (sazonalidade, umidade, solo), o método de extragao escolhido e parte
da planta utilizada para a extragdo, também exercem influéncia significativa sobre a

composi¢cao ou concentragado dos metabdlitos presentes nos 6leo essenciais (como a
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quantidade de monoterpenos e sesquiterpenos) (Franco et al., 2011; Melo et al.,
2020).

Silva et al. (2019), ao analisarem a atividade inseticida de quatro genétipos do
oleo essencial de E. fruticosa, observaram diferengas na porcentagem dos tipos de
terpenos em sua composi¢ao, onde os genotipos chamados EFRUO1 e EFRUO2
apresentaram 45,7% e 41,4% de monoterpenos, enquanto EFRUO3 e EFRU04
apresentaram 80,5% e 84,7% de sesquiterpenos. Essas variaveis podem influenciar
as vias metabdlicas e a sintese de determinados compostos em detrimento de outros
(Darjazi, 2013; Hussain et al., 2008 apud Silva et al., 2019).

Toxicidade por contato

A rapida agao toxica do OE das folhas de E. fruticosa por meio de contato
sobre S. zeamais sugere que os compostos presentes na composi¢cdo quimica do
Oleo sao absorvidos pela quitina ou exoesqueleto dos insetos, interferindo nas trocas
gasosas. Este mecanismo é caracteristico de substéncias com agao inseticida por
contato (Correa; Salgado, 2011; Santos et al., 2017, 2019), pois a absor¢cdo dos
compostos volateis pela cuticula dos insetos pode desestabilizar as membranas
celulares e bloquear os espiraculos, resultando em asfixia € morte rapida.

Atividade inseticida de OE das folhas de E. fruticosa ja foi demonstrada sobre
larvas de Aedes aegypti L, 1762. O estudo identificou compostos majoritarios como
1,8-cineol, espatulenol, B-cariofileno, biciclogermacreno e canfora, com uma CLs, de
502 £ 2.70 ppm (Silva et al., 2008). Além disso, o OE também mostrou eficacia
contra operarios da formiga Acromyrmex balzani Emery, 1890, em testes que
envolveram quatro gendtipos diferentes de E. fruticosa (Silva et al., 2019). Entre os
gendtipos avaliados, aqueles com CLs, de 4,54 e 4,87 uL/L foram os mais eficazes,
destacando-se pela menor CLs, e pela maior concentragdo de monoterpenos. Em
contrapartida, genétipos com maior concentracdo de sesquiterpenos apresentaram
CLs, de 6,60 e 6,78 pL/L.

Estudos sobre a acao rapida e toxica de outros 6leos essenciais corroboram
esses achados. Ribeiro et al. (2020) avaliaram a atividade inseticida do OE de
Croton rudolphianus Mull. em S. zeamais, obtendo valores de CLs, de 70.64 puL/mL.
Semelhantemente, Santos et al. (2019) investigaram o efeito do OE de Croton

pulegiodorus sobre seis diferentes populagdes de S. zeamais, observando uma
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variagdo nas CLs, das populacdes entre 3,40 a 14,49 uL/g de milho, atribuida a
variabilidade na tolerancia e suscetibilidade dos insetos a inseticidas.

Esses achados destacam a importancia de entender os mecanismos de agao
dos OEs e a variagdo na eficacia entre diferentes populagbes de pragas. A
composi¢cao quimica dos Oleos, particularmente a concentracdo de monoterpenos e
sesquiterpenos, influencia significativamente a eficacia inseticida (Silva et al., 2019).

O ensaio inseticida realizado neste estudo mostrou que o 1,8-cineol, embora
seja o principal composto majoritario, ndo é o principal responsavel pela atividade
inseticida do OE de E. fruticosa, ja que resultou em apenas 24% de mortalidade dos
insetos. Isso sugere que a eficacia do OE pode ser atribuida ao sinergismo entre os
diferentes compostos presentes (majoritarios e minoritarios), € ndo apenas ao
principal componente majoritario (Chaudhari et al., 2021).

Os compostos majoritarios identificados no OE de E. fruticosa demonstram
diversas propriedades biolégicas que podem explicar sua atividade inseticida. O
1,8-cineol, um monoterpeno, € conhecido por sua atividade larvicida e fumigante,
além de inibir o citocromo P450 em Musca domestica (Rossi; Palacios, 2015; Gharib
et al., 2024). Também apresenta toxicidade por ingestdo e fumigagado em S. zeamais
e Nasutitermes corniger (Lima et al., 2021), e inibe a enzima acetilcolinesterase
(AChE) (Kahkeshani et al., 2018). O a-pineno, outro monoterpeno, demonstrou
toxicidade por contato em Tribolium castaneum, Lasioderma serricorne e Liposcelis
bostrychophila (Sun et al., 2020). Entre os sesquiterpenos, o (E)-cariofileno mostrou
atividade ovicida contra A. aegypti (Silva et al., 2015), enquanto o espatulenol,
apresentou atividade inseticida sobre o pulgao Metopolophium dirhodum Walker,
1849 (Benelli et al., 2020).

A interagdo sinérgica desses compostos pode potencializar a eficacia
inseticida do OE de folhas de E. fruticosa. Este fenbmeno destaca a importancia de
considerar a interagao entre todos os componentes dos OEs para o desenvolvimento
de inseticidas naturais eficazes (Abbsassy; Abdelgaleil; Rabie, 2009; Tak; Isman,
2017; Johnson et al., 2022).

Toxicidade por ingestado

Os resultados dos ensaios de toxicidade por ingestdo em S. zeamais

revelaram que a via de ingestdo é mais eficaz, pois induziu uma mortalidade rapida
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dos insetos em todas as concentracdes. Isso pode ser explicado pelo fato de que,
quando ingerido, o OE atua diretamente no trato digestivo do inseto, evitando a
barreira da quitina e do exoesqueleto, facilitando sua eficacia toxica (Achimon et al.,
2022).

Comparado a outros estudos, os resultados deste trabalho destacam uma
eficacia superior. Lira et al. (2015) reportaram que o OE de inflorescéncias de Alpinia
purpurata K. Schum. nao causou mortalidade significativa em S. zeamais nas
concentragbes testadas (18,75 e 37,5 mL/g), embora tenha levado a perda de
biomassa e valores negativos na converséo alimentar. Por outro lado, Pimentel et al.
(2022) observaram que o OE de Piper corcovadensis apresentou uma CLg, de 16.04
mg/g e foi eficaz em reduzir a biomassa e inibir atividades de tripsina e a-amilase no
gorgulho-do-milho. Em contraste, o OE de folhas E. fruticosa relatado no presente
estudo, provocou mortalidade total em concentragdes mais baixas, sugerindo um
potencial inseticida mais acentuado. Esse desempenho pode ser atribuido a sua
composi¢cao quimica, que pode ter propriedades mais potentes ou mecanismos de
acao mais eficientes comparados aos 6leos analisados por Lira et al. (2015) e
Pimentel et al. (2022).

CONCLUSAO

O dleo essencial extraido das folhas de E. fruticosa demonstrou acao
inseticida sobre S. zeamais. Quando aplicado por contato, o 6leo exibiu uma acao
rapida e téxica, além de induzir a mortalidade de S. zeamais quando incorporado na
dieta dos insetos. O estudo revelou que o 1,8-cineol nao foi o principal responsavel
pela acdo inseticida do OE, em vez disso, foi possivelmente o sinergismo entre os
compostos majoritarios e minoritarios que contribuiram para a eficacia do éleo.
Esses resultados indicam que o OE de folhas de E. fruticosa possuem um potencial

promissor para o desenvolvimento de um inseticida botanico contra S. zeamais.
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5. CONCLUSAO

O presente estudo investigou a composicdo e a eficacia inseticida do OE
extraido das folhas de E. fruticosa contra o gorgulho-do-milho, S. zeamais. A analise
quimica revelou a presenca de 41 compostos bioativos, possuindo 40,55% de
monoterpenos, 50,57% de sesquiterpenos e 0,24% de diterpenos, com destaque
para 1,8-cineol (23,58%), (E)-cariofileno (14,22%), a-pineno (7%) e espatulenol
(6,79%) como os componentes majoritarios.

Os ensaios inseticidas demonstraram que o OE possui uma agao rapida e
téxica quando aplicado por contato, além de induzir a mortalidade de S. zeamais
quando incorporado a dieta dos insetos. Notavelmente, os resultados indicaram que
o 1,8-cineol, apesar de ser um componente significativo, ndo € o unico agente
responsavel pela acdo inseticida. Em vez disso, o sinergismo entre os diversos
compostos majoritarios e minoritarios pareceu ser crucial para a eficacia observada.

Essas descobertas ressaltam o potencial promissor do 6leo essencial de E.
fruticosa para o desenvolvimento de inseticidas botanicos. A utilizagdo de OEs como
agentes de controle de pragas oferece uma alternativa sustentavel e ecologicamente
correta aos inseticidas sintéticos, contribuindo para a reducdo da resisténcia a

inseticidas e minimizando os impactos ambientais negativos.
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