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RESUMO

Drosophila suzukii ¢ um inseto-praga emergente capaz de causar severos danos econdmicos €
seu controle é feito, normalmente, com inseticidas sintéticos. Oleos essenciais representam
uma fonte alternativa para o controle de pragas, sendo uma op¢do ambientalmente correta e
sustentavel. Tal atividade pode ocorrer por acdo neurotdxica, além disso, podem promover
efeitos subletais apreciaveis, como a reducdo de oviposicao, alteragdes morfoldgicas e efeito
repelente. Objetivou-se neste trabalho determinar o rendimento da extragdo dos oleos
essenciais de [llicium verum, Myristica fragrans e Schinus molle; caracteriza-los
quimicamente; avaliar a atividade de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase; determinar a
toxicidade desses oOleos sobre D. suzukii e, por fim, avaliar os efeitos subletais do 6leo de 1.
verum sobre a morfologia de fémeas desta espécie de inseto. O rendimento das extragdes foi
de 2,49% para I. verum, 5,14% para M. fragrans e 1,08% para S. molle. Os compostos
majoritarios presentes nos oleos essenciais foram (E)-anetol (99,61%) para o 6leo de I. verum;
para M. fragrans foram sabineno (27,39%), limoneno (25,51%), S-pineno (17,95%) e a-
pineno (17,77%) e para S. molle foram limoneno (25,55%), biciclogermacreno (22,93%),
sabineno (19,66%) e trans-f-cariofileno (12,74%). Os valores para Concentragdo de Inibigao
para 50% (Clsq) da enzima acetilcolinesterase foram de 0,117; 0,057 e 0,047 pg mL-! para L.
verum, M. fragrans e S. molle, respectivamente. Os dados toxicoldgicos revelaram que a
Concentracdo Letal para 50% dos individuos (CLsg) de D. suzukii foi de 1,9; 26,5 e 58,7 uL.
mL-! para I verum, M. fragrans e S. molle, respectivamente. As analises histologicas e
histoquimicas revelaram alteragdes no teor de carboidratos, espessura das fibras musculares,
area de gotas lipidicas do corpo gorduroso e espessura epitelial do intestino médio de insetos
expostos ao Oleo de I verum. Os resultados mostram que todos os oOleos inibiram
satisfatoriamente a enzima acetilcolinesterase e apresentaram toxicidade apreciavel sobre D.
suzukii. Em especial o 6leo de I. verum apresentou baixissima CLsy e causou severas
alteragdes morfoldgicas nos insetos, tornando-se uma promissora alternativa ao controle de
insetos-praga.

Palavras-chave: Inibicdo da acetilcolinesterase. Toxicologia. Alteragdes morfologicas.
Mosca-da-asa-manchada. Anis-estrelado. Noz-moscada.



ABSTRACT

Drosophila suzukii is an emerging insect pest capable of causing severe economic damage
and its control is usually done with synthetic insecticides. Essential oils represent an
alternative source for pest control, being an environmentally friendly and sustainable option.
Such activity can occur by neurotoxic action, in addition, they can promote appreciable
sublethal effects such as the reduction of oviposition, morphological changes and repellent
effect. The objectives of this study were to determine the extraction yield of the essential oils
of Illicium verum, Mpyristica fragrans and Schinus molle; perform their chemical
characterization; evaluate the inhibitory activity of the acetylcholinesterase enzyme; to
determine the toxicity of these oils on D. suzukii and, finally, to evaluate the sublethal effects
of 1. verum oil on the morphology of females of this insect species. The extraction yield was
2,49% for I verum, 5.14% for M. fragrans and 1.08% for S. molle. The major compounds
present in essential oils were (E)-anethole (99.61%) in I verum oil; for M. fragrans were
sabinene (27.39%), limonene (25.51%), f-pinene (17.95%) and a-pinene (17.77%) and for S.
molle they were limonene (25.55%), bicyclogermacrene (22.93%), sabinene (19.66%) and
trans-f-karyophylene (12.74%). The values for Inhibition Concentration for 50% (ICsg) of the
enzyme acetylcholinesterase were 0.117; 0.057 and 0.047 pg mL-! for 1. verum, M. fragrans
and S. molle, respectively. The toxicological data revealed that the Lethal Concentration for
50% of the individuals (LCsy) of D. suzukii was 1.9; 26.5 and 58.7 uL mL"! for 1. verum, M.
fragrans and S. molle, respectively. Histological and histochemical analyzes revealed changes
in carbohydrate content, thickness of muscle fibers, area of lipid droplet in the fat body and
epithelial thickness of the midgut of insects exposed to the oil of 1. verum. All the oils
satisfactorily inhibited the enzyme acetylcholinesterase and showed appreciable toxicity on D.
suzukii. Especially the oil of I verum, which had a very low LCsy and caused severe
morphological changes in insects, making it a promising alternative to the control of insect
pests.

Keywords: Acetylcholinesterase inhibition. Toxicology. Morphological changes. Spotted-
winged fly. Star anise. Nutmeg.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

A produgdo agricola, uma das principais atividades econdomicas do Brasil, sofre,
anualmente, perdas consideraveis, entre outros fatores, pela acdo de insetos que atingem o
status de praga. Os prejuizos sdo decorrentes da destrui¢do das mais variadas estruturas
vegetais pelo inseto, por meio de seus habitos alimentares ou comportamentais e,
adicionalmente, pela transmissdo de patdgenos causadores de inumeras doengas.

Os danos provocados por esses invertebrados sdo potencializados, principalmente,
pela interacdo humana com o meio ambiente, através da extingao de espécies predadoras, da
insercdo de espécies exdticas em novos ecossistemas, da pratica de monoculturas que
possibilitam uma grande disponibilidade de recursos para as pragas e, também, pela utilizagao
de técnicas de controle inadequadas.

O controle de infestagcdes ¢ mais eficiente quando ha o monitoramento periddico da
cultura, o que possibilita a rapida identificagao de possiveis problemas e tomada de medidas
menos drasticas. Aliado a isso, a ado¢cdo do manejo integrado de pragas ¢ o caminho mais
indicado a se seguir, pois a eliminagdo de plantas hospedeiras, o uso de mudas melhoradas
geneticamente, a manutencao de predadores naturais na area agricola, rotagdo de culturas e o
uso de inseticidas seletivos e indicados para a cultura em questdo diminuem as perdas da
producdo e ndo demandam gastos excessivos.

Entretanto, o uso de inscticidas sintéticos ¢ feito de forma indiscriminada e abusiva.
Como consequéncia dessa pratica, tem-se a contaminagdo do solo, fontes hidricas e o ar.
Normalmente, por serem moléculas persistentes, sdo ingeridas pelos humanos por meio da
alimentacdo, pelo consumo de produtos de origem vegetal ou animal que tiveram contato com
essas substincias, estando relacionadas ao desenvolvimento de uma série de patologias, que
vao desde alteracdes hepaticas, ao cancer e até a distirbios neuroldgicos, em razdo da
toxicidade desses pesticidas. Quanto aos insetos-praga, o uso descontrolado dos produtos
disponiveis no mercado tem promovido a sele¢cdo de populagdes resistentes, o que tem
colaborado para a potencializagdo dos danos provocados por esses individuos.

Em decorréncia disso, a busca por novas substincias a serem empregadas no controle
de pragas faz-se necessaria. Nas ultimas décadas, os produtos de origem natural ganharam

destaque em pesquisas cientificas em razdo da sua grande disponibilidade, por serem
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ambientalmente corretos, biodegraddveis e serem pouco nocivos a ecossistemas. Dentre todas
as classes de produtos naturais, os 6leos essenciais tornam-se alvo interessante em funcao de
sua composi¢cdo consistir em uma mistura de varios compostos lipofilicos, que facilmente
interagem com membranas e tecidos celulares, e que oferecem variados mecanismos de agao,
0 que auxilia no retardamento do desenvolvimento do processo de resisténcia por parte de
microorganismos, insetos e outros.

O presente trabalho objetiva-se a encontrar alternativas no controle de Drosophila
suzukii, um inseto-praga, utilizando-se dos beneficios decorrentes do emprego de o6leos

essenciais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metabdlitos secundarios de plantas

Metabolismo pode ser compreendido como a totalidade das reacdes quimicas que
ocorrem no interior das células de organismos vivos, com a finalidade de prover energia e
sintetizar moléculas indispensaveis a manuten¢do das condi¢des ideais para sobrevivéncia de
individuos. Tais reacdes sdo catalisadas por enzimas especificas que garantem a ocorréncia
dessas transformagdes de forma ordenada, de tal modo que o conjunto das etapas envolvidas
nesses processos ¢ chamado de rota metabdlica. Os compostos quimicos obtidos como
produto nessas reagdes sao denominados de metabolitos, que podem ser classificados como
primdrios e secundarios. Os metabdlitos primarios correspondem aos carboidratos, proteinas,
lipideos, acidos nucleicos e outros compostos que sdo responsaveis pela nutricdo e participam
de vias metabélicas fundamentais a vida do organismo (SIMOES et al., 2017).

Em espécies vegetais, os metabolitos secundarios sdo produzidos e armazenados em
misturas normalmente complexas e apresentam finalidade diversificada. Atuam
principalmente na defesa contra herbivoria ou ataque de patdgenos, mas sdo utilizados
também como sinalizadores quimicos para atragdo de polinizadores ou animais dispersores de
sementes, ou atuam como mediadores em relagdes simbidticas com outras plantas e
microorganismos. Esses metabolitos se subdividem em varias classes, como os alcaloides,
flavonoides, taninos, cumarinas, 6leos essenciais (terpenos e fenilpropanoides), entre outros
(WINK, 2008).

Os metabolitos secundarios apresentam importante fonte de compostos de interesse
econdmico e tecnologico, sendo amplamente empregados em alimentos, cosméticos,
medicamentos e preparagdes farmacéuticas. Em decorréncia disso, o metabolismo secundério
das plantas tem despertado grande interesse, devido ao seu crescente uso, o que tem implicado
em um aumento no nimero de estudos que buscam elucidar as rotas bioquimicas que
sintetizam esses metabolitos nos vegetais (TIWARI et al., 2016).

Os metabolitos secundarios sdo originados a partir do metabolismo da glicose, por
meio dos intermediarios acido chiquimico e acetil-CoA, como esquematizado na Figura 1. A
partir do 4cido chiquimico, sdo formados taninos hidrolisaveis, cumarinas, alcaloides
derivados dos aminoacidos aromaticos e fenilpropanoides; esses compostos apresentam

aromaticidade. A partir do acetil-CoA, sdo originados os aminoacidos alifaticos e alcaloides
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derivados deles, terpenos, esteroides, acidos graxos e triglicerideos. Os terpenos podem ser
sintetizados também pela via da 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXPS) (PEREIRA;
CARDOSO, 2012; TEXEIRA, 2016).

Figura 1 - Esquema da rota de biossintese de metabdlitos secundarios em plantas.

GLICOSE
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Acido chiquimico \ Acetil-CoA
| | | |
Triptofano Fenilalanina Acido Via do Condensagio
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ig:;lizlglsez Taninos | Acidos
inolini hidrolisaveis Isoprenoides graxos
quinolinicos Ommnitina Acetogeninas
| I Lisina |
Protoalcaloide Acido ‘ Terpenos e
Alcaloides cinAmico ) esterdis
isoquinolinicos e .AICE}IO@CS
benzilisoquinolinicos . . pirrolidinicos,
Fenilpropanoides tropanicos,
| pirrolizidinicos,
piperilidinicos e
Ligninas quinolizidinicos
Lignanas
Cumarinas
Antraquinonas
Flavonoides

Taninos condensados

Fonte: adaptado de Simdes et al., 2017.

2.2 Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo definidos como “produtos obtidos de partes de plantas através de
destilacdo por arraste com vapor d’agua, bem como os produtos obtidos por expressdao dos
pericarpos de frutos citricos” pela International Standard Organization (ISO). Recebem
também a nomenclatura de oOleos volateis, etéreos ou esséncias, em decorréncia de suas
propriedades fisico-quimicas, que englobam o aspecto de serem liquidos oleosos, insoluveis

em agua, volateis e, na maioria dos casos, possuirem aroma intenso e agradavel. Apresentam
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como caracteristicas a alta instabilidade a Iuz, calor ou presenga de oxigénio; sao
lipossoluveis e possuem coloracdo normalmente variando de incolor a ligeiro amarelo, mas
Oleos ricos em azuleno apresentardo coloragdo azulada, como o 6leo essencial de camomila
(ALEKSIC; KNEZEVIC, 2014; SIMOES et al. 2017).

Os oleos essenciais sdo conhecidos e utilizados pelos humanos desde a Idade Média e,
atualmente, continuam a ser de extrema importancia para as areas industrial e cientifica.
Podem ser extraidos, principalmente, de plantas aromaticas, a partir de raizes, cascas, caules,
botdes florais, flores, frutos e sementes (BAKKALI et al. 2008).

Os constituintes dos 6leos essenciais sdo biossintetizados em estruturas secretoras, em
que o metabdlito é formado em glandulas endégenas que eventualmente se rompem e liberam
as substancias na cavidade dessas estruturas. Sdo armazenados em células secretoras e
epidérmicas, cavidades, canais secretores e tricomas glandulares (BAKKALI et al. 2008).

Esses 6leos podem participar de forma ativa nas interagdes ecoldgicas das plantas com
outros individuos, sendo esses animais, microorganismos ou outras plantas. Desempenham a
funcdo de promover a manutencdo da sobrevivéncia das plantas, conferindo a elas a
capacidade de adaptacdo as condigdes do ambiente em que se encontram, como maior
protecdo contra herbivoros, funcdes ecologicas (atracdo de polinizadores e dispersores de
sementes) e efeitos alelopaticos com outras plantas (CASTRO et al., 2008).

A composi¢do quimica dos Oleos essenciais € a propor¢cdao de cada constituinte sao
determinadas pelos genes da espécie vegetal em questdo. Contudo, fatores edafoclimaticos,
representados pelas variagdes das estagdes do ano, indice de chuvas, radiacdo solar, altitude,
polui¢do, entre outros, podem interferir na biossintese dos metabdlitos secundarios. Podem
ocorrer, também, variagcdes promovidas por fatores decorrentes do processo de colheita e
manuseio do material vegetal, como o método de cultivo, idade da planta, horario de colheita,

secagem, estocagem, entre outros (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; BLANK et al., 2010).

2.2.1 Biossintese dos constituintes dos oleos essenciais

Os compostos quimicos que formam os Oleos essenciais estdo divididos em duas
classes principais, o0s terpenos, normalmente monoterpenos € sesquiterpenos, €
fenilpropanoides (SANGWAN e al., 2001; SIMOES et al. 2017). Os constituintes
apresentam func¢des organicas muito variadas, podendo ser hidrocarbonetos terpénicos,

aldeidos, cetonas, fenois, ésteres, oxidos, perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas e
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compostos sulfurados. O 6leo essencial de determinada espécie vegetal pode conter poucos
constituintes ou varios componentes, dos quais apenas pouquissimos apresentardo
concentracdo elevada, sendo chamados de constituintes majoritarios; os demais em baixa
concentragdo sao chamados de minoritarios € os de baixissima concentragdo denominados de

tragos (SIMOES et al. 2017).
2.2.1.1 Terpenos

Os terpenos sdo formados a partir de dois intermedidrios basicos, o isopentenil
difosfato (IPP) e o dimetilalil difosfato (DMAPP). Os compostos terpénicos compreendem
uma grande variedade de metabdlitos secundarios de origem vegetal. Sdo classificados de
acordo com o nimero de unidades isoprénicas que possuem. Aqueles com 10 atomos de
carbonos, que contém duas unidades isoprénicas, sdo classificados como monoterpenos, os de
15 atomos de carbono (trés unidades isoprénicas) sdo os sesquiterpenos e aqueles de 20
atomos de carbono (quatro unidades isoprénicas) sdo os diterpenos (TAIZ; ZEIGER, 2004;
SIMOES et al., 2017). As estruturas do isopreno, IPP e DMAPP sio apresentadas na Figura 2.

Figura 2 - Estruturas do isopreno, isopentenil e dimetilalil difosfato.

isopreno isopentenil difosfato dimetilalil difosfato
(IPP) (DMAPP)

Fonte: do autor.

Os terpenos podem ser biossintetizados a partir de metaboélitos primdrios, partindo-se
de duas rotas metabolicas distintas. A primeira via consiste na rota de metabolismo do
mevalonato, que ¢ apresentada na Figura 3. Nessa via trés moléculas de acetil-CoA sdo unidas
por uma série de reagdes enzimaticas para formar o acido mevaldnico. Esse intermediario &,
entdo, pirofosforilado, descarboxilado e desidratado, formando o isopentenil difosfato (IPP),
sempre através da acdo de enzimas especificas. Essa ¢ a unidade prenilada ativa para a
formagdo dos terpenos, que se interconverte por isomerizagdo em dimetilalil difosfato
(DMAPP). As moléculas de IPP e seu isdbmero DMAPP reagem para formar terpenos

maiores, em reacdes do tipo “cabeca-cauda”. A adicdo eletrofilica de unidades de IPP e

DMAPP, pela acdo da enzima prenil-transferase, forma o intermediario geranil difosfato
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(GPP, Cy), que condensa com outra unidade IPP, fornecendo o farnesildifosfato (FPP, C;s).

\

Por fim, a juncdo de FPP com outra unidade de IPP leva a produg¢do de geranilgeranila

difosfato (GGPP, C,), precursor dos diterpenos (DEWICK, 2009).

Figura 3 - Biossintese de terpenos pela via do mevalonato (continua).
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Figura 3 — Biossintese de terpenos pela via do mevalonato (continua).
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Figura 3 — Biossintese de terpenos pela via do mevalonato (conclusao).
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Fonte: adaptado de Dewick (2009).

> Oleos essenciais

» Dilerpenos

A segunda via de biossintese de terpenos ¢ a 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXPS),

apresentada na Figura 4. Essa rota metabdlica ocorre nos plastidios e nela o piruvato e o D-

gliceraldeido-3-fosfato formam o 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato que, por sua vez, da origem ao

2-C-metil-D-eritritol-4P (MEP). Posteriormente, sdo formados por sucessivas reagdes o

isopentenil difosfato (IPP) e o dimetilalil difosfato (DMAPP) (DEWICK, 2009).
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Figura 4 - Biossintese de terpenos pela via DXPS (continua).
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Figura 4 — Biossintese de terpenos pela via DXPS (continua).
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Figura 4 — Biossintese de terpenos pela via DXPS (conclusdo).
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Originadas através de um precursor comum, o acetil-CoA, as estruturas terpénicas
sintetizadas pelas rotas do mevalonato e DXPS podem sofrer diversas modificagdes por meio
de reacdes de reducdo, oxidagdo e ciclizacdo catalisadas por enzimas, formando varios
derivados terpénicos, que constituem um dos maiores grupos de metabolitos secundarios

vegetais (DEWICK, 2009).

2.2.1.2 Fenilpropanoides

Os fenilpropanoides sao metabdlitos secundarios presentes em um grande niimero de
espécies vegetais. Sao caracterizados por apresentarem uma estrutura basica formada por um
anel benzénico unido a uma cadeia lateral insaturada com trés atomos de carbono, conforme

mostrado na Figura 5 (ALEKSIC; KNEZEVIC, 2014).

Figura 5 - Estrutura basica de um fenilpropanoide.
T

R

R =H ou OH

Fonte: do autor.

Os fenilpropanoides sdo produzidos a partir da via do 4cido chiquimico e apresentam
menor abundancia do que os terpenos. Quando apresentam uma hidroxila no anel benzénico
na posicao para em relagdo a cadeia carbonica lateral, sdo derivados do aminodacido tirosina, e
quando a hidroxila ndo est4 presente no composto, sdo derivados da fenilalanina (DEWICK,
2009). Os fenilpropanoides também podem conter em suas estruturas outros grupos
funcionais oxigenados. Nessa rota metabolica ocorre, primeiramente, a formacao do acido
chiquimico por meio da condensacdo aldodlica de dois metabolitos da glicose, o
fosfoenolpiruvato (via glicolitica) e a eritrose-4-fosfato (via das pentoses). Apds ser formado,
o acido chiquimico sofre varias reagdes, até ser convertido nos aminoacidos fenilalanina e
tirosina. Pela agdo da enzima fenilalanina amonialiase (FAL), os aminoacidos perdem uma
molécula de amodnia, formando os acidos cindmico a partir da fenilalanina e p-cumarico a
partir da tirosina. Por fim, através de reacdes de reducdo, oxidacdo e ciclizagdo, os acidos
cindmico e p-cumdrico originam diversos fenilpropanoides (SIMOES et al., 2017). Essa via

metabolica ¢ apresentada na Figura 6.
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Figura 6 - Biossintese de fenilpropanoides (continua).
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Figura 6 — Biossintese de fenilpropanoides (continua).
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Figura 6 — Biossintese de fenilpropanoides (continua).
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Figura 6 — Biossintese de fenilpropanoides (conclusao).
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Fonte: adaptado de Simdes et al., 2017.

2.3 Plantas em estudo

As plantas produzem um elevado niimero de metabolitos secundarios, que podem ser
chamados, também, de compostos fitoquimicos. A diversidade desses fitoquimicos esta
relacionada a familia a que as plantas pertencem. Podem ocorrer, inclusive, mudangas
significativas na composi¢do em diferentes espécies do mesmo género (WETZEL;
WHITEHEAD, 2020). A variagdo de moléculas fitoquimicas encontrada na natureza ¢
originada nos diferentes mecanismos de selecdo que as espécies vegetais enfrentaram com
sucesso durante seu processo evolutivo (LEWINSOHN; GIJZEN, 2009).

Considerando essa grande diversidade quimica em plantas de familias diferentes e
buscando explorar o potencial das variadas classes de constituintes de 6leos essenciais, o
presente estudo utilizou trés espécies vegetais para investigagdo. A primeira, Schinus molle,
pertence a familia Anacardiaceae, a segunda, Myristica fragrans, pertence a familia

Myristicaceae e, por fim, //licium verum, que pertence a familia Schisandraceae.
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2.3.1 Plantas da familia Anacardiaceae

A familia Anacardiaceae abrange cerca de 81 gé€neros e mais de 800 espécies que
estdo presentes nas regides tropicais e subtropicais de todo o planeta, podendo se estender,
também, a regides temperadas. Sdo encontradas em ambientes secos a imidos, variando entre
espécies arboreas, arbustos, cipds e raramente subarbustos. Apresentam canais resinosos nos
caules, floemas de peciolos, grandes nervuras de folhas, flores e frutos. Além disso,
normalmente exsudam metabdlitos que causam dermatites por contato. Entretanto, alguns
frutos de plantas dessa familia sdo importantes para a agricultura, como manga (género
Mangifera), caju (Anacardium), pimenta-rosa (Schinus) e pistache (Pistachi). Além desses, a
amarula, fruto de Sclerocarya birrea, uma espécie nativa da Africa, é utilizado para a

producdo do popular licor de Creme de Amarula (PELL et al., 2011).

2.3.1.1 Schinus molle

Schinus molle, apresentada na Figura 7, ¢ uma espécie arborea nativa da América do
Sul, incluindo o territério brasileiro, sendo popularmente conhecida como aroeira-salsa,
aroeira-branca, aroeira-mansa ou pimenta-rosa. E encontrada naturalmente nos estados de
Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sao Paulo. A palavra Schinus vem de
schinos, proveniente do verbo grego schizein, que significa "cortar, fazer incisao", devido ao
corte feito no tronco da planta para que flua sua resina, enquanto o termo latim molle, provém
de muli, nome que os indios do Peru deram a referida planta (ZENG et al., 2003).

Essa espécie atinge alturas que variam entre quatro e oito metros, com tronco grosso €
inclinado. Suas folhas s3o verde-claro-acinzentadas, compostas com quatro a 12 jugos,
foliolos subcoriaceos, glabros, de trés a oito cm de comprimento, conforme pode ser visto em
detalhes na Figura 8. Seus frutos possuem epicarpo que passa do verde ao marrom-
avermelhado quando maduros, flores pequenas e amarelo-esverdeadas nas extremidades dos
ramos ¢ uma madeira dura, pouco elastica e de boa durabilidade sob condi¢des naturais. E
utilizada principalmente na fabricagdo de moirdes e esteios e tem grande emprego na
arborizagdo e no paisagismo urbano em geral, uma vez que ¢ tolerante a condi¢des climaticas

adversas (LORENZI, 2000; CARVALHO, 2003).
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Figura 7 - Arvore da espécie Schinus molle.

Fonte: Lorenzi, 2000.

A aroeira-salsa ¢ quimicamente caracterizada pela presenga de flavonoides, taninos e
6leos essenciais. Esses tltimos atuam na atragdo de polinizadores, na protecdo contra ataques

de predadores, perda de 4gua e na variagdo da temperatura (SANTOS et al., 2010).

Figura 8 - Destaque de folhas e inflorescéncias de Schinus molle.

Fonte: Lorenzi, 2000.
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2.3.2 Plantas da familia Myristicaceae

A familia Myristicaceae abrange cerca de 17 géneros e 370 espécies que se
desenvolvem entre os tropicos do planeta. As plantas dessa familia frequentemente sao
arvores perenes de médio porte, raramente sdo arbustos ou cipds, € normalmente sdo
aromaticas. A espécie de maior importancia economica € Myristica fragrans, ou noz-
moscada, que é utilizada como especiaria, sendo amplamente produzida na Asia e paises

caribenhos (KUHN, KUBITZKI; 1993; JANOVEC; GARCIA, 2004).

2.3.2.1 Myristica fragrans

Mpyristica fragrans ¢ uma espécie arborea nativa das ilhas Banda, em Molucas na
Indonésia. As principais areas de cultivo de noz-moscada sdo a Indonésia e Granada, mas
também ¢ produzida em menor escala no Sri Lanka, india, China, Malasia e ilhas do Pacifico
(REMA; KRISHNAMOORTHY, 2012; SARMA et al., 2014).

Essa espécie é uma arvore conica que tem altura variando de quatro a dez metros. E
uma planta dioica com flores masculinas e femininas, ocorrendo em arvores diferentes. Os
frutos, apresentados na Figura 9, sdo pendentes, largamente piriformes, amarelos, lisos, com
sete a dez centimetros de comprimento e carnudos. Eles se dividem em duas metades quando
maduros, mostrando a semente brilhante marrom-escura ovoide com dois a trés centimetros
de comprimento com um tegumento duro, conforme apresentado na Figura 10. A semente da
noz-moscada ¢ grande, com endosperma ruminado (REMA; KRISHNAMOORTHY, 2012;
KUETE, 2017).

O interesse pela noz-moscada surgiu na Idade Média quando os europeus descobriram
as aplicagdes na culinaria e medicina popular dessa especiaria. Em razdo do valor que essa
planta adquiriu, um conflito foi travado pela conquista das Ilhas Banda, principal local
produtor até entdo. No final do século XIX, o seu uso estava se espalhando e novas aplicagdes
surgiram explorando o potencial abortivo, afrodisiaco e alucinégeno. Atualmente ¢
empregada no tratamento de artrite, diarreia, flatuléncia e outros distirbios gastrointestinais

pela medicina popular (SMITH, 2014).
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Fi rans.

Fonte: Sarma et al., 2014.

Figura 10 - Fruto maduro e sementes de Myristica fragrans.

& g W D
%

Fonte: Sarma et al., 2014.

Essa espécie apresenta como compostos fitoquimicos o6leo essencial, 6leo fixo,
saponinas, compostos polifendlicos, taninos, epicatequina, entre outros. A farmacologia para
essa espécie engloba atividade anticancer, antidepressiva, antidiabética, antiinflamatoria,
analgésica,  antimicrobiana,  antioxidante, entre  outros  potenciais (REMA;

KRISHNAMOORTHY, 2012; KUETE, 2017).

2.3.3 Plantas da familia Schisandraceae

Inicialmente a familia Schisandraceae englobava apenas dois géneros, Schisandra e

Kadsura, que totalizavam 50 espécies nativas do sudeste asiatico e uma espécie de Schisandra
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que ocorre no sudeste dos Estados Unidos. As plantas dessa familia sdo trepadeiras lenhosas
ou entrelacadas, e notadamente aromaticas (KENG, 1993b). Entretanto, nos ultimos anos,
essa familia passou a englobar outras familias, das quais se pode destacar a Illiciaceae (THE
ANGIOSPERM PHYLOGENY, 2009; THE ANGIOSPERM PHYLOGENY et al., 2016).

A familia Illiciaceae englobava cerca de 42 espécies, que se caracterizavam por serem
arvores pequenas ou arbustos aromaticos, nativas do sudeste asiatico e norte-americano. Uma
espécie que se destaca desta extinta familia taxonomica ¢ Illicium verum, seu fruto

popularmente chamado de anis-estrelado ¢ utilizado como especiaria (KENG, 1993a;

SAUNDERS, 1997).

2.3.3.1 lllicium verum

lllicium verum ou anis-estrelado ¢ frequentemente chamado, também, de anis-
estrelado-chinés, pertence a familia Schisandraceae. Seu fruto € uma importante especiaria do
oriente. Essa espécie ¢ nativa do sudeste da China. O anis-estrelado era conhecido fora da
China em periodos anteriores a era crista, ao lado de um seleto grupo de plantas como canela
e cravo. Foi inserida na Europa no final do século XVI por um navegador inglés. Hoje ¢ uma
especiaria popular em alguns paises asiaticos e, até¢ certo ponto, na Europa e na América do
Norte (GEORGE, 2012; ROCHA; CANDIDO TIETBOHL, 2016).

E uma espécie arborea perene que atinge altura variando entre oito ¢ dez metros. As
folhas sdo aromaticas. A parte comercial da arvore ¢ a fruta, que mede entre 2,5 a 4,5
centimetros de didmetro e consiste em cerca de oito carpelos em forma de barco dispostos em
forma de verticilo em torno do eixo central. Os carpelos t€m cerca de nove a 19 milimetros de
comprimento e cada carpelo ¢ internamente marrom avermelhado, brilhante e contém uma
unica semente fragil, plana, oval, amarela acastanhada, como pode ser visto na Figura 11. A
fruta inspirou o nome anis-estrelado pelo atraente arranjo de carpelos em forma de estrela.
Possui aroma de alcaguz mais pungente e poderoso que o de erva-doce (GEORGE, 2012).

Essa espécie era utilizada na antiguidade na culinaria e medicina popular por chineses
e indianos para tratar infec¢des bacterianas, acdo diurética e no combate a problemas
estomacais. Atualmente ¢ empregado na producdo de cosméticos, produtos alopaticos,
aromaterapia, panificagdo e produg¢do de bebidas ( WANG et al., 2011; GEORGE, 2012;
ROCHA; CANDIDO TIETBOHL, 2016).
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Figura 11 - Frutos e sementes da espécie Illicium verum.

Fonte: Rocha; Candido Tietbohl, 2016.
O perfil fitoquimico € caracterizado pela ocorréncia de 6leo essencial, lignanas e
flavonoides. Esses metabolitos secundarios desempenham as atividades antibacteriana,

antioxidante, inseticida, analgésica, sedativa e anticonvulsivante (WANG et al., 2011).

2.4 Potencialidades bioldgicas de 6leos essenciais

Ha séculos os seres humanos conhecem e exploram as mais diversas atividades
biologicas dos dleos essenciais. Tém sido amplamente utilizados com finalidade bactericida,
antiviral, fungicida, antiparasitaria, inseticida, além de outras aplicagdes medicinais e
cosméticas. Atualmente sdo de extrema valia para as industrias farmacéutica, sanitaria,
cosmética, agricola e alimenticia (BAKKALI ef al., 2008; JUGREET et al., 2020).

Esse grande espectro de atividades biologicas estd relacionado, entre outros fatores, a
diversidade quimica dos constituintes dos 6leos essenciais. Hidrocarbonetos, como limoneno,
farneseno e mirceno, apresentam atividade antibidtica, antiviral, antitumoral,
descongestionante e estimulante. Oxidos, como 6xidos de bisaboleno e linalool, e 1,8-cineol,
estio relacionados & atividade antiinflamatoria, expectorante e estimulante. Esteres, como
acetatos de geranila, bornila e linalila, apresentam atividade antiinflamatoria, fungicida,
antiespasmodica, sedativa e anestésica. Alcoois, como mentol, linalool e citronelol,
apresentam potencial anestésico, antimicrobiano, antiinflamatdrio e antiséptico. Fendis, como

carvacrol, timol e chavicol, estimulam o sistema imune, sdo antimicrobianos, espasmoliticos e
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anestésicos. Cetonas, como carvona, tujona e pulegona, sdo mucoliticos, sedativos,
analgésicos, digestivos e antivirais. Por fim, aldeidos, como neral, geranial e citronelal, sdo
antimicrobianos, antipiréticos, antivirais, vasodilatadores e sedativos (DJILANI; DICKO,
2012).

Sdo vastos e atuais os relatos na literatura de publicagdes que comprovam tais
atividades biologicas, como pode ser visto a seguir: Atividade antioxidante ( FERREIRA et
al., 2019; HUANG et al., 2021; ZHANG et al., 2021), atividade antifingica ( BRANDAO et
al.,2020; ROANA et al., 2021; ZIYAT et al., 2021), atividade bactericida (ALCANTARA et
al., 2017, CAMARGO et al., 2020; KUMAR et al., 2021), atividade antiinflamatéria (XIAO
et al., 2021; ZHAO et al., 2021), atividade analgésica (SHARIF et al., 2020; DOS SANTOS
et al., 2021), atividade antiviral (SNENE et al., 2017; GU et al., 2019), atividade inibitoria
enzimatica (SURUCIC et al., 2017; PAVLIC et al., 2021), atividade inseticida ( TEIXEIRA
et al., 2014; DOS SANTOS et al., 2021; FRANCA et al., 2021), entre diversas outras

atividades biologicas e publicagdes.

2.4.1 Atividade inseticida de oleos essenciais

Um crescente numero de estudos passou a investigar o potencial inseticida de 6leos
essenciais como uma alternativa aos inseticidas sintéticos. O uso de produtos naturais de
origem vegetal ¢ normalmente visto como uma opg¢ao ambientalmente correta. Como
consequéncia, metabolitos secundarios de plantas podem servir como compostos promissores
para o desenvolvimento de inseticidas com novos modos de acdo (PRAKASH et al., 2021).

Essa atividade esta diretamente relacionada a presenga de monoterpenos e
sesquiterpenos, que apresentam acdo neurotoxica rapida em insetos, agindo por meio de
varios receptores neurais, ¢ também exibindo efeitos subletais aprecidveis, interferindo na
oviposi¢cdo e promovendo repeléncia. Entretanto, o grande numero de pesquisas ndo ¢
convertido em produtos comerciais. Isso acontece, principalmente, por questdes
regulamentarias para aprovacdo do uso de novas substancias inseticidas, elevado custo para
producdo em grande escala e demanda de 6leo essencial por outras indistrias (ISMAN, 2019).

Castro et al. (2006) avaliaram a atividade repelente do 6leo essencial de Achillea
millefolium e Thymus vulgaris sobre Spodoptera frugiperda. Os autores concluiram que o
Oleo essencial de Achillea millefolium foi altamente atrativo para a espécie de praga em

questdo, provavelmente pela presengca do terpeno germacreno-D, enquanto o de Thymus
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vulgaris foi repelente. Texeira et al. (2014) avaliaram o efeito inseticida do dleo essencial de
Lippia origanoides e Mentha spicata sobre o afideo Myzus persicae em um teste de
preferéncia, utilizando as concentracdes de 0,1 e 5% de oleo essencial em agua e Tween 80.
Os resultados obtidos mostraram que quando utilizada a concentragdo de 5%, os insetos
apresentaram mortalidade e reducdo da oviposicdo significativamente mais elevada que o
controle. No mesmo ano, Lima et al. (2014) avaliaram a toxicidade dos 6leos essenciais de
Illicium verum, Ageratum conyzoides, Ocotea odorifera e Piper hispidinervum sobre outra
espécie de afideo denominada Schizaphis graminum. Os autores concluiram que todos os
6leos apresentaram toxicidade para o afideo, tornando-se uma alternativa para o controle
dessa praga.

Erland ef al. (2015) avaliaram a a¢do de nove Oleos essenciais e trés terpenos obtidos
comercialmente sobre Drosophila suzukii, empregando os bioensaios de fumigagdo e por
contato. Os resultados mostraram que o monoterpeno linalol e o dleo essencial de Lavandula
latifolia apresentaram o melhor desempenho no teste de fumigagdo e o terpeno 1,8-cineol e o
Oleo essencial de L. latifolia no teste de exposicdo por contato. Renkema et al. (2016)
avaliaram a repeléncia provocada a D. suzukii pelos 6leos essenciais obtidos comercialmente
de geranio, hortela-pimenta, gengibre, eucalipto, citronela, lavanda, alecrim, tomilho, cedro-
branco oriental, abeto de balsamo, abeto branco e pinheiro-branco. Os resultados mostraram
que o 6leo de hortela-pimenta apresentou melhor desempenho repelente, enquanto o de
tomilho promoveu a mortalidade de insetos machos. Neste mesmo ano, Park et al. (2016)
avaliaram o potencial inseticida sobre D. suzukii e inibicdo da acetilcolinesterase pelo dleo
essencial de espécies da familia Lamiaceae e de seus constituintes majoritarios. Os autores
concluiram que o 6leo essencial de Mentha piperita e Perilla frutescens apresentaram melhor
desempenho fumigante, enquanto Satureja montana ¢ Thymus zygis apresentaram maior
toxicidade por contato. O monoterpeno perilaldeido promoveu maior inibicdo da enzima
acetilcolinesterase. Posteriormente, Jang et al. (2017) avaliaram a atividade inseticida de
Oleos essenciais de plantas da familia Myrtaceae e seus constituintes majoritarios sobre D.
suzukii. No ensaio de fumigagdo, Eucalyptus citriodora e Melaleuca teretifolia e o
monoterpeno geranial apresentaram melhor desempenho, enquanto no ensaio por contato M.
teretifolia e o monoterpeno neral foram mais efetivos.

Recentemente, Dos Santos et al. (2021) avaliaram a atividade inseticida do oleo
essencial de flores da espécie Tephrosia vogelii sobre o afideo Cerosipha forbesi. Foram

identificados como constituintes desse 6leo os moterpenos a-pineno, limoneno e o-cimeno, €
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os sesquiterpenos oxigenados nerulidol, espatulenol e farnesol. Os ensaios para avaliacao
inseticida mostram que esse 6leo apresentou bom desempenho nos experimentos realizados
em laboratorio e no campo. Em outra publicagdo, Franca et al. (2021) avaliaram a atividade
inseticida do 6leo essencial de Piper capitarianum sobre duas espécies do género Aedes. Os
componentes majoritarios encontrados no 6leo foram trans-cariofileno (20,0%), a-humuleno
(10,2%), p-mirceno (10,5%), a-selineno (7,2%) e linalol (6,0%). Foi observado que esse 0leo
essencial apresentou atividade inseticida para larvas e adultos das duas espécies em estudo.
Tem sido reportada, também, a capacidade de os 6leos essenciais causarem alteragdes
morfoldgicas em diversos 6rgdos de insetos. Franca et al. (2021), no mesmo trabalho citado
anteriormente, relataram a alteragdo de estruturas externas abdominais em larvas de A. aegypti
e A. albopictus quando submetidas ao 6leo essencial de Piper capitarianum. Alves et al.
(2018) reportaram que o Oleo essencial de Baccharis dracunculifolia causou importantes
alteracdes histoldgicas no intestino médio de larvas de Culex quinquefasciatus. Anélises
histoquimicas revelaram que o teor de polissacarideos e glicoconjugados foram reduzidos
drasticamente nas larvas submetidas ao 6leo. Dutra et al. (2019), por sua vez, relataram que os
Oleos essenciais de Piper corcovadensis, Piper marginatum e Piper arboreum causaram
alteracdes nocivas ao intestino médio de larvas de Spodoptera frugiperda. Tais alteragdes
histopatologicas consistiram no alongamento das células colunares, formagdo de protrusdes

citoplasmaticas, reducao do teor de carboidratos e diminui¢do da proliferagdo celular.

2.4.2 Atividade inibitoria da acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase ¢ uma enzima da classe das serina-hidrolases responsavel por
encerrar a transmissao de um impulso nervoso por meio da hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina em acetato e colina nas vias colinérgicas dos sistemas nervosos central e
periférico (QUINN, 1987).

A inibi¢do dessa enzima ¢ responsavel por uma das vias de acdo da atividade
inseticida de oOleos essenciais ¢ dos inseticidas sintéticos pertencentes a classe dos
organofosforados e carbamatos (CASIDA; DURKIN, 2013). Com a enzima
desfuncionalizada, ocorre um acimulo excessivo de acetilcolina nas regides sinapticas,
promovendo inicialmente uma superexcitacdo do artropode, seguida de hiperextensao

muscular, que culmina com completa imobilizagao do individuo ou morte (ENAN, 2001).
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Muitos estudos tém avaliado o potencial de 6leos essenciais para inibirem a enzima
acetilcolinesterase. Lopes ef al. (2019) avaliaram o potencial de inibi¢do da enzima pelo oleo
essencial de Origanum syriacum. A caracterizagdo mostrou que o componente majoritario
desse oleo foi o carvacrol, correspondendo a 82,6% da mistura. E a concentracdo de inibi¢ao
para 50% da enzima (Clsg) foi de 0,461 mg mL-!. Em outra pesquisa, Barbosa et al. (2020)
avaliaram o potencial de inibi¢do da enzima pelo o6leo essencial da casca da fruta de
Myrciaria floribunda. A caracterizacao indicou que os componentes majoritarios foram o-
cadineno (26,8%), y-cadineno (15,69%), y-muuroleno (6,21%), a-muuroleno (6,11%) e (E)-
cariofileno (5,54%). Foram obtidos valores para Clsode 0,08 ¢ 23 pg mL! para enzima
comercial  de Electrophorus  electricus e  extraido  de Crassostrea  rhizophorae,

respectivamente.

2.5 Insetos

Os insetos pertencem a classe Insecta, que por sua vez, esta subordinada a superclasse
Hexapoda, que ¢ caracterizada por individuos em fase adulta com corpo dividido em trés
principais regides (cabega, torax e abdomen) e seis pernas. Dentro da classe Insecta, ha a
subdivisdo em ordens representadas por linhagens que divergem entre si, sendo conhecidas
por um conjunto de caracteristicas bem distintas que permitem, quase sempre, facil
identificacdo. Como exemplos de ordens, tém-se: Coleoptera (besouros), Diptera (moscas),
Lepidoptera (borboletas e mariposas), entre outras. Essa classe compreende um grande
nimero de espécies, sendo a maioria ainda ndo identificada (BROWN, 2001; RESH;
CARDE, 2009; JARZEMBOWSKI, 2016).

Os insetos vivem em ambientes variados, aquaticos ou terrestres, sobre € sob o solo,
durante a totalidade de sua vida ou parte dela. O ciclo de vida dos insetos permite a sua
sobrevivéncia em uma grande variedade de condi¢des, com extremos de frio ou calor, em
periodos timidos ou secos, ou ainda, em climas muito variaveis em curtos intervalos de
tempo. Atuam em variados ecossistemas promovendo a reciclagem de nutrientes por meio da
degradag¢do de materiais vegetais ou de origem animal; promovem a propagacdo de plantas,
incluindo a polinizacdo e dispersdo de sementes; servem de alimento para espécies de
vertebrados, como aves, mamiferos, répteis e anfibios (GULLAN; CRASTTON, 2014a).

Esses seres vivos sdo de extrema importancia em funcao da sua grande diversidade,

pelo papel ecologico que desempenham, pela influéncia que exercem na agricultura e por
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serem vetores de transmissdo de doengas aos seres humanos e outras espécies (SCUDDER,

2009).

2.5.1 Insetos-praga

Uma populagdo de inseto pode receber o status de praga em fun¢do da abundancia de
individuos e os efeitos negativos que causam. Normalmente, esses efeitos decorrem da pratica
alimentar dos insetos sobre a fisiologia do hospedeiro, que podem ser plantas, animais ou
humanos. O nivel de dano varia de acordo com a espécie praga e com o hospedeiro. Por
exemplo, moscas da fruta, mesmo em baixos indices populacionais, promovem danos
estéticos que comprometem a comercializagdo do produto. J& gafanhotos causam danos em
pastagens quando atingem altas densidades populacionais (GULLAN; CRASTTON, 2014b).

Especificamente em plantas, os danos podem ser variados e atingir todos os 6rgaos
vegetais. Serdo considerados danos diretos quando a parte comprometida ¢ a de interesse
comercial e, indireto, quando a estrutura atingida ndo possuir valor econdmico, mas ser
importante para a fisiologia vegetal, comprometendo a sua produtividade. Além disso, os
insetos podem atuar indiretamente ao transmitir virus, bactérias, fungos e outros patdgenos,
ou injetar substancias toxicogénicas durante o processo alimentar (GALLO, 2002).

Alguns fatores colaboram para que insetos se tornem praga. Dentre esses fatores,
podem-se destacar a inser¢ao de espécies exoticas em ambientes que ndo possuem predadores
naturais especificos. Adicionalmente, um inseto pode ser inofensivo até se tornar o vetor de
doengas, ou ainda, insetos nativos podem se tornar praga para plantas exoticas inseridas em
seu habitat. Nao menos importante, a pratica da monocultura favorece a proliferacdo de
insetos especialistas ou espécies generalistas em razdo do grande aglomerado de recursos
alimentares e, por fim, o uso indiscriminado de inseticidas favorece a sele¢do de individuos

resistentes (GULLAN; CRASTTON, 2014b).

2.6 Inseto em estudo: Drosophila suzukii

D. suzukii, Figural2, ¢ uma espécie de mosca, (Diptera: Drosophilidae), que apresenta

grande potencial para causar danos econdmicos, pois as fémeas possuem ovipositor serrilhado

que lhes permitem infestar frutos saudaveis e ndo danificados antes da colheita, apresentando
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grande variedade de hospedeiros, como amoras, mirtilos, cerejas, uvas, morangos, framboesas

e espécies selvagens, além de frutas apodrecidas caidas ao solo (LEE et al., 2011).

Figura 12 - Adultos da espécie Drosophila suzukii.
A B

Fonte: Andreazza et al., 2016.

Nativa do leste asiatico, os primeiros relatos de ocorréncia no Brasil, dessa praga em
potencial, remontam a Regido Sul do pais, na cidade de Nova Veneza em fevereiro de 2013,
seguida por Erechim em marco, Botuvera em abril, Vila Maria e Osoério em maio. E
impossivel determinar com precisdao por onde e quando essa espécie foi inserida em territorio
nacional, mas dados de coletas anteriores sugerem que a entrada se deu pelos estados do Sul
durante o verdo de 2012/2013 (DEPRA et al., 2014).

Os individuos adultos medem de dois a trés milimetros, possuem olhos vermelhos,
torax e abdomen de coloracdo marrom palido. Os machos, Figural 1A, se diferem das fémeas,
Figura 11B, pela presenca de uma mancha escura proxima a borda de cada asa. A fémea poe
de um a trés ovos por local de postura, chegando até a, aproximadamente, 380 ovos durante
sua vida completa. Os ovos sdo translticidos, de coloragao branco-leitosa e brilhante; a medida
que a larva se desenvolve, o aspecto leitoso se extingue. As larvas também sdo branco-
leitosas, com corpo cilindrico e aparelho bucal de coloragdo preta, desenvolvem-se dentro da
fruta hospedeira, apresentando trés instares. O processo alimentar da larva cria areas na polpa
da fruta de aspecto repugnante, inviabilizando a sua comercializagdo. Completado o
desenvolvimento larval, formam-se as pupas, que inicialmente s3o amarelo-acinzentadas,

posteriormente ficam castanhas e, por fim, amareladas e enrijecidas (WALSH et al., 2011).
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SEGUNDA PARTE - ARTIGO

Titulo: Oleos essenciais de Illicium verum, Myristica fragrans e Schinus molle impactam
a sobrevivéncia, atividade da acetilcolinesterase e morfologia interna de Drosophila

suzukii.

RESUMO

Drosophila suzukii ¢ um inseto-praga emergente capaz de causar severos danos econdmicos.
O controle dessa espécie ¢ feito normalmente com inseticidas sintéticos. Recentemente, a
busca por formas alternativas de controle tem sido encorajada, principalmente por métodos
ambientalmente corretos e sustentaveis. Os objetivos deste trabalho foram determinar a
composicdo quimica e o rendimento de extragdo dos Oleos essenciais de Illicium verum,
Myristica fragrans e Schinus molle; avaliar a inibi¢do da acetilcolinesterase; determinar a
toxicidade desses Oleos sobre D. suzukii; e por fim, avaliar os efeitos subletais do 6leo de I
verum sobre a morfologia de fémeas desse inseto. Obtiveram-se rendimentos de 2,49% para 1.
verum, 5,14% para M. fragrans e 1,08% para S. molle. Os compostos majoritarios foram (E)-
anetol (99,61%) no 6leo de I. verum; para M. fragrans, foram sabineno (27,39%), limoneno
(25,51%), p-pineno (17,95%) e o-pineno (17,77%); e para S. molle, foram limoneno
(25,55%), biciclogermacreno (22,93%), sabineno (19,66%) e trans-f-cariofileno (12,74%).
Os valores de Concentragdo de Inibi¢do para 50% (Clsp) da acetilcolinesterase foram de
0,117; 0,057 € 0,047 ug mL-!' e os valores para Concentragdo Letal para 50% dos individuos
(CLso) sobre D. suzukii foram de 1,9; 26,5 e 58,7 uL mL-! para I. verum, M. fragrans e S.
molle, respectivamente. As analises histologicas e histoquimicas revelaram alteragdes nos
teores de carboidratos, espessura das fibras musculares, area de gotas lipidicas do corpo
gorduroso e espessura epitelial do intestino médio de insetos expostos ao 6leo de I verum.
Nesse sentido, pode-se concluir que esses 6leos essenciais sdo fontes de compostos bioativos
com agao inseticida promissora sobre D. suzukii, especialmente o de 1. verum.

Palavras-chave: Inibicdo da acetilcolinesterase. Toxicologia. Alteragdes morfologicas

1 INTRODUCAO

Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae) ¢ uma espécie de mosca que apresenta
grande potencial para causar danos econOmicos. Esses insetos podem infestar uma grande
variedade de hospedeiros, como frutas vermelhas e espécies selvagens, além de frutos
apodrecidos ao solo (LEE ef al., 2011). E uma espécie nativa do leste asiatico e foi relatada no
Brasil pela primeira vez no verdo de 2012/2013 na Regido Sul do pais (DEPRA et al., 2014).
Os machos se diferem das fémeas pela presenca de uma mancha escura proéxima a borda de

cada asa, caracteristica que origina o nome popular de mosca-da-asa-manchada (WALSH et
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al., 2011). As fémeas apresentam aparelho ovipositor serrilhado que lhes permitem infestar
frutos imaturos e ndo danificados antes da colheita, caracteristica inica entre os integrantes do
género Drosophila (KARAGEORGI et al., 2017). A principal alternativa empregada para
minimizar os danos econdmicos gerados por esse inseto-praga ¢ a utilizagdo de inseticidas
sintéticos (VAN TIMMEREN; ISAACS, 2013).

Recentemente, a atencdo tem sido concentrada na busca por métodos de controle
alternativos que sejam ambientalmente corretos, sustentaveis e eficazes (CLOONAN et al.,
2018). Nesse sentido, produtos de origem vegetal ganharam destaque em pesquisas,
principalmente dleos essenciais em razdo da disponibilidade de matéria-prima e boa relagdo
custo-beneficio (CAMPOLO et al., 2018). A atividade inseticida de 6leos essenciais pode ser
provocada por acdo neurotoxica, atuando sobre a enzima acetilcolinesterase, receptores
ionotropicos GABA e, de forma mais evidente, nos receptores metabotropicos da octopamina
(JANKOWSKA et al., 2018). Além disso, estudos recentes tém reportado diversas alteragdes
morfoldgicas em insetos expostos a oleos essenciais de diferentes plantas. Tais alteragdes
podem ajudar a elucidar mecanismos envolvidos na acao inseticida dos 6leos essenciais
(ALVES et al., 2018; CHAABAN et al., 2019; DUTRA et al., 2019; FRANCA et al., 2021).

A composi¢ao quimica dos 6leos essenciais varia entre familias e géneros distintos de
plantas (RAJENDRAN; SRIRANIJINI, 2008). Illicium verum pertence a familia
Schisandraceae, nativa das regides tropicais e subtropicais da Asia, é popularmente chamado
de anis-estrelado em virtude da forma de seu fruto, que ¢ utilizado como especiaria (HUANG
et al., 2010). Myristica fragrans pertence a familia Myristicaceae, sua semente ovoide ¢
utilizada como condimento e ¢ popularmente conhecida como noz-moscada (GUPTA et al.,
2013). Schinus molle pertence a familia Anacardiaceae, nativa das regides subtropicais da
América do Sul, sendo comumente chamada de pimenta-rosa (MARTINS et al., 2014). A
atividade inseticida do 6leo essencial dessas espécies vegetais ja foi reportada para alguns
insetos-praga (LOPEZ et al., 2014; VORIS et al., 2018; MATOS et al., 2020). Entretanto, o
efeito dos Oleos essenciais dessas plantas ainda ndo foi avaliado em D. suzukii. Além disso, os
efeitos de concentragdes subletais desses Oleos sobre a morfologia interna dessas moscas
ainda ndo foram explorados.

O presente estudo tem com objetivo determinar o rendimento da extragdo e a
caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais de 1. verum, M. fragrans e S. molle, bem como

avaliar a toxicidade desses Oleos sobre adultos de D. suzukii e a atividade inibitéria da
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acetilcolinesterase. Por fim, avaliar os efeitos de concentragdes subletais do 6leo de 1. verum

sobre a morfologia interna de moscas fémeas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

As folhas da espécie S. molle foram coletadas no Campus da Universidade Federal de
Lavras (UFLA) no més de marcgo de 2020, no periodo da manha, em um dia com temperatura
amena ¢ auséncia de precipitacdo. A cidade de Lavras estd localizada no sul do estado de
Minas Gerais, Brasil, latitude 21°14'S, longitude 45°00'0 Gr. e altitude de 918 m. As
sementes de M. fragrans e os frutos de /. verum foram obtidos no comércio de Lavras —
MG/Brasil. Apds a obtencdo, os materiais vegetais referentes a cada espécie foram
selecionados quanto ao grau de imperfei¢des, sujeira, corpos estranhos, e cortados em partes

menores para posterior extracao do 6leo essencial.

2.2 Extracio e rendimento dos 0leos essenciais

A extragdo dos 0leos essenciais (OEs) de cada espécie foi realizada no Laboratorio de
Quimica Organica — Oleos Essenciais do Departamento de Quimica (DQI) da UFLA, por
meio do processo de hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger modificado. Para tal, 630 g de
L verum, 143 g de M. fragrans e 901 g de S. molle, divididas em triplicatas, foram
adicionadas em um baldo de fundo redondo com capacidade de 5 L, adicionando-se agua até a
metade do recipiente. Conectou-se o condensador e levou-se a fervura, mantendo ebuli¢ao
branda durante 2 horas. Decorrido esse tempo, deixou-se o sistema em repouso a temperatura
ambiente por 10 minutos, abriu-se a torneira do aparelho e retirou-se o excesso de dgua
lentamente até que a superficie da camada de 6leo se aproximasse da abertura da torneira. O
hidrolato foi coletado e submetido a centrifugagcdo a 965 g por 15 minutos. Posteriormente, o
6leo essencial foi pipetado com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e acondicionado em
recipiente adequado com protecdo da luz e sob refrigeracdo (BRASIL, 2010). As extragdes
foram realizadas em triplicata. O rendimento das extragdes foi calculado por diferenca em
Base Livre de Umidade (%p/p BLU). Para tal, o teor de umidade foi determinado utilizando a

metodologia proposta por Pimentel et al. (2006). Em um baldo de fundo redondo com
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capacidade de 250 mL, foram adicionados aproximadamente 5 g do material vegetal e 80 mL
de cicloexano. Pelo topo do coletor Dean-Stark, adicionou-se mais cicloexano para permitir o
retorno do solvente ao baldo. O sistema foi submetido a aquecimento e, apds 2 horas,
realizou-se a leitura da quantidade de 4gua extraida na escala volumétrica do coletor Dean-

Stark.

2.3 Caracterizagao quimica dos dleos essenciais

A caracterizagdo quimica dos OEs foi realizada na Central de Analises e Prospeccao
Quimica - CAPQ do DQI/UFLA. A identificagdo dos constituintes quimicos foi realizada por
Cromatografia em fase Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM), utilizando-se
um equipamento modelo QP 2010 Plus (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) e sob as
seguintes condi¢des experimentais: coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm, 0,25
pum) com fase ligada composta por filme de DBS5 (5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano); fase
movel He 5.0 (White Martins, Rio de Janeiro, Brasil) como gas de arraste; fluxo de 1,0 mL
min’!; temperatura do injetor: 220 °C; temperatura do detector: 240 °C; volume de injegdo da
amostra de 0,5 pL, diluido em hexano (1%) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA); taxa de
particdo do volume injetado (splif) de 1:100; rampa de temperatura iniciada a 60 °C, com um
aumento para 240°C a uma taxa de 3 °C min’!, seguida de aumento a 10 °C min! até atingir
300 °C, sendo a temperatura final mantida por 7 minutos. A pressao na coluna foi em torno de
71,0 kPa. Os parametros operacionais do espectrometro de massas foram os seguintes:
potencial de ionizagdo de 70 eV; temperatura de fonte de ions de 200 °C; a analise de massas
foi realizada em modo de varredura total, variando de 45 a 500 Da, com velocidade de
varredura de 1000 Da s e intervalo de varredura de 0,5 fragmentos s'!. Os dados foram
processados e obtidos utilizando-se o software Lab Solutions LC/GC Workstation 2.72. O
indice de retengcdo dos compostos foi calculado em relagdo a uma série homologa de n-
alcanos (nCo-nC;g), empregando-se a equacdo de Van den Dool e Kratz (1963). A
identificacao dos compostos foi realizada por meio da comparacao dos indices de retengdo
calculados com aqueles descritos na literatura (ADAMS, 2017). Também foram realizadas
comparagdes dos espectros de massa obtidos com aqueles existentes nas bibliotecas FFNSC
1.2, NIST107 e NIST21.

A andlise quantitativa foi realizada por Cromatografia Gasosa com Detector por

Ionizagdo em Chama (CG-DIC), utilizando-se um equipamento modelo GC-2010 (Shimadzu
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Corporation, Kyoto, Japao), com condi¢des experimentais idénticas as utilizadas na analise
qualitativa, com exce¢do da temperatura do detector, que foi de 300 °C. As porcentagens

relativas de cada constituinte foram obtidas pelo método de normalizagdo de areas.
2.4 Inibi¢cao da enzima acetilcolinesterase

O método utilizado consiste no monitoramento da taxa de formacdo do composto
crom6foro 5-tio-2-nitrobenzoato adaptado de Ellman et al. (1961). Esse composto ¢
produzido a partir da reacdo do Reagente de Ellman (dcido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico ou
sua forma ionizada) com a tiocolina. A tiocolina ¢ obtida pela hidrélise da acetiltiocolina
(substrato) catalisada pela enzima acetilcolinesterase (AChE) (0,04 U mL-!; tipo VI-S) de
Electrophorus electricus.

Em um tubo de ensaio, foram adicionados 2970 uL de tampao Tris-HCI pH 8,0 (50
mmol L), contendo NaCl (0,1 mol L") e MgCl,.6H,0 (0,02 mol L-!) e 254 uL da solugdo de
AChE e essa mistura foi incubada a 37 °C por 15 minutos. Decorrido esse tempo, foram
adicionados 25 pL do 6leo essencial diluido em etanol em diferentes concentragdes (100,00;
50,00; 10,00; 5,00; 1,00; 0,50; 0,25 ug mL-"); 100 pL da solugdo de reagente de Ellman e 80
uL da solugdo de substrato. A mistura foi novamente incubada a 37 °C por 15 minutos. Apds
incubagdo, a absorbancia foi medida em espectrofotdometro UV a 412 nm.

Para o branco, foi utilizado 3,2 mL de tampao Tris-HCI. Para fins de comparacao, o
carvacrol foi utilizado como controle positivo nas mesmas concentragdes utilizadas para os
6leos essenciais. Para considerar a hidrélise espontanea da acetiltiocolina, foram realizados
controles ndo enzimaticos para cada concentracao de dleo testada, substituindo-se a enzima
por tampao Tris-HCI. O controle negativo conteve todos os reagentes, exceto o 6leo essencial,
que foi substituido pelo solvente etanol. Os testes foram realizados em trés repeticdes € a

porcentagem de atividade enzimatica foi calculada de acordo com a equagao a seguir:

Ar - Ac
A(%) = ( v ).100
0

Em que: A(%) = a absorbancia percentual; AT= absorbancia do tratamento contendo o
0leo essencial/controle positivo; AC= absorbancia do controle ndo enzimatico; e AO=

absorbancia do controle negativo.
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Os dados obtidos foram submetidos a andlise probit utilizando-se o software SAS®.
Os valores obtidos para Clsy dos 6leos essenciais € o padrdo de carvacrol foram comparados
entre si por andlise de variancia pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade,

usando-se o software Sisvar.

2.5 Insetos

Os insetos da espécie D. suzukii utilizados nos experimentos foram obtidos na criagao
mantida no Departamento de Entomologia (DEN) da UFLA. As moscas adultas foram
acondicionadas em gaiolas plasticas e alimentadas com solucdo aquosa de mel. Como
substrato para oviposi¢ao e alimento para as larvas, foi utilizada dieta artificial modificada por
Andreazza et al. (2016). Em cada gaiola de adultos, foi adicionado um pote (50 mL) de dieta
artificial para oviposi¢do durante 48 horas; posteriormente, a dieta contendo ovos de D.
suzukii foi recolhida e acondicionada em outra gaiola plastica até completar o
desenvolvimento do inseto, obtendo-se individuos de idade conhecida para utilizagdo nos

experimentos.

2.6 Avaliacao toxicoldgica dos oleos essenciais

O procedimento de exposicdo aos Oleos essenciais foi baseado no protocolo IRAC
(Insecticide Resistance Action Committee) n° 026 (IRAC, 2011), recomendado para
bioensaios com adultos de Musca domestica L. (Diptera: Muscidae), com pequenas
modificagdes para uso com D. suzukii. Em um frasco de vidro de 200 mL foi colocado um
rolete de algoddo com dois cm de comprimento impregnado com 1,9 mL da solugdo de dleo
essencial na concentragdo desejada; foram feitas quatro repeticdes para cada concentragdao. O
topo de cada frasco foi selado com um tampao de espuma. Um total de 25 moscas adultas de
trés a quatro dias de idade foram coletadas aleatoriamente da gaiola de criacdo com o auxilio
de um aspirador de mao, sendo liberadas imediatamente dentro do frasco de vidro. O
experimento foi mantido em camara BOD com temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12:12
horas. Apods 24 horas, a mortalidade foi avaliada visualmente. As moscas que ndo mostraram
movimento mesmo apoés a estimulacdo com um pincel fino foram consideradas mortas.

As curvas dose-resposta foram construidas realizando-se pré-testes com cada dleo

essencial nas concentragdes de 0,0; 0,1; 1,0; 10,0 e 100,0 pL mL! em solugdo aquosa de
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DMSO a 2% v/v contendo sacarose a 20% m/v, espacadas de forma logaritmica para
determinar a faixa de concentragdo em que cada composto causa mortalidades entre 0 e 100%
das moscas expostas. Apds o refino, as curvas foram construidas com as seguintes
concentragdes: 0,0; 0,1; 1,0; 3,0; 5,0; 7,0; 9,0; 10,0 e 100,0 uL. mL! para /. verum, 0,0; 0,1;
1,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 30,0; 50,0 e 100,0 uL mL! para M. fragrans, 0,0; 0,1; 1,0; 10,0;
20,0; 30,0; 60,0; 90,0; 100,0; 120,0 e 150,0 uL mL-! para S. molle. Os dados obtidos foram

submetidos a analise probit com intervalos de confianga a 95%, no software SAS®.

2.7 Analise Histopatologica

Para andlise histopatologica, pupas de D. suzukii foram expostas as solu¢des do oleo
essencial de 1. verum (CL,, e CLs), determinadas no experimento de toxicologia, e controles
(d4gua e solucdo aquosa de DMSO a 2% v/v) por submersdo durante 30 segundos.
Posteriormente, foram secas com papel absorvente e armazenadas em recipiente vedado com
tecido voil. Apés emergéncia dos adultos, foram coletadas oito fémeas adultas a cada
tratamento. Em seguida, os insetos foram fixados em solucao de paraformaldeido a 4% por 72
horas e transferidos para solugdo de etanol a 70%. Os insetos foram desidratados com uma
série gradativa de alcool etilico (70, 80, 90 e 95%), com duracdo de 30 minutos cada etapa.
Posteriormente, o material foi embebido em historesina Leica por 24 horas a 4 °C e
transferido para moldes plésticos para inclusdo.

Apos esses procedimentos, as amostras foram seccionadas em microtomo (Luptec
MRP09) na espessura de 4 um e coradas com Hematoxilina e Eosina (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983). Apds a coloragdo, as laminas foram secas e cobertas com Entellan® e
laminula. Posteriormente, o intestino médio, tecido muscular toracico e corpo gorduroso dos
insetos foram avaliados em microscopia de luz convencional para a verificacdo de possiveis

alteragdes histopatologicas.
2.7.1 Histoquimica
Para avaliar alteragdes em fatores como presenca, frequéncia e distribuicdo de

proteinas e polissacarideos nas fémeas dos grupos controle e tratamento com 6leo essencial de

1. verum, foram preparados cortes histoldgicos para as seguintes técnicas histoquimicas:



55

2.7.1.1 Técnica de Acido Periédico-Schiff para deteccio de polissacarideos

Laminas contendo seis cortes para cada tratamento foram imersas por 30 minutos em
acido periddico 0,5%, lavadas com agua destilada por 20 minutos e coradas com reagente de
Schiff por 30 minutos no escuro. O material foi submerso em agua por 30 minutos. Em
seguida, o material foi seco a temperatura ambiente. Apds a secagem, as laminas foram

montadas em Entellan® (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983).

2.7.1.2 Colorac¢io com Azul de Bromofenol para deteccio de proteinas

Laminas contendo seis cortes para cada tratamento foram coradas com azul de
bromofenol durante duas horas a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram
lavadas com dacido acético 0,5% por cinco minutos e enxaguados em agua corrente por 15
minutos. Em seguida, os cortes histologicos foram rapidamente imersos em alcool butilico
terciario, deixados para secar em temperatura ambiente € montados em Entellan® (PEARSE,

1985).

2.7.2 Analises morfométricas

Para a analise morfométrica, os cortes histologicos foram fotografados utilizando um
sistema de captura de imagens trinocular (Olympus Optical Ltd. Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil)
e camera (SCOS Color para microscopia de luz).

Medigdes na musculatura do térax, espessura do intestino e area de corpos gordurosos
foram realizadas empregando-se o software Image J (NIH). Para as medigdes referentes aos
musculos do térax, foram selecionados cortes histdlogicos longitudinais nos quais era possivel
visualizar a jun¢do da cabega do inseto com o térax. Nesses cortes foram realizadas dez
medicdes por inseto, cinco insetos a cada tratamento, da espessura das fibras musculares
dispostas na horizontal e do espago entre cada fibra. Foram realizadas, ainda, trés medi¢cdes
em cada inseto do didmetro toraxico horizontal. Para avaliacdo da espessura do intestino,
foram realizadas dez medigdes por inseto, cinco insetos a cada tratamento, da porcao
identificada como intestino médio. E para determinagdo da 4rea média de células adiposas
(trofocitos) do corpo groduroso, foram realizadas 50 medig¢des por inseto, cinco insetos a cada

tratamento, em cortes histologicos da por¢ao abdominal. Os dados foram submetidos ao teste
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de normalidade de Shapiro-Wilk. Em seguida, foram comparados por Analise de Variancia
(ANOVA), seguido de teste post-hoc de Tukey (a <0,05) por meio do software Graph Pad
Prism (versdo 7.00).

3 RESULTADOS

3.1 Rendimento e composicio quimica dos 6leos essenciais

Os resultados obtidos para o teor de umidade do material vegetal e rendimento das

extragdes sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Teor de umidade e rendimento dos oleos essenciais de Illicium verum, Myristica
fragrans e Schinus molle.

Plantas Massa (g) Umidade (%) Rendimento (%)
1. verum 630 4,00 2,49+0,15

M. fragrans 143 3,55 5,14+0,11
S. molle 901 56,86 1,08+0,13

Os cromatogramas obtidos para os 6leos essenciais sdo apresentados na Figura 13.
Para I. verum, foram observados poucos picos, sendo o ultimo sinal préximo de 20 minutos de
corrida o mais intenso. Para o 6leo de M. fragrans, é observada uma grande concentracdo de
picos ao redor de dez minutos, alguns de elevada intensidade, e alguns picos espagados até 30
minutos, aproximadamente. Por fim, para o 6leo de S. molle, sdo observadas duas regides de
concentracdo de sinais. A primeira ao redor de dez minutos apresenta alguns picos de elevada
intensidade, ja a outra regido esta concentrada ao redor de 30 minutos e apresenta um sinal

intenso.
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Figura 13 - Cromatogramas obtidos para os dleos essenciais.
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Os dados obtidos pela caracterizacdo quimica sdo apresentados na Tabela 2. Para o
6leo de I. verum, foram encontrados trés compostos, dos quais apenas um pode ser
classificado como componente majoritario: o (£)-anetol, um fenilpropanoide, correspondendo
a 99,61% da mistura. No 6leo de M. fragrans, foram identificados 14 componentes, dos quais
quatro sdo classificados como majoritarios: sabineno (27,39%), limoneno (25,51%), f-pineno
(17,95%) e a-pineno (17,77%), todos esses terpenos sdo classificados como hidrocarbonetos

monoterpénicos. Nesse o0leo foram identificados ainda tragos do composto miristicina (0,23%)
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que influenciou a nomenclatura dessa espécie vegetal. Por fim, foram identificados dez
constituintes no oOleo essencial de S. molle, sendo os majoritarios: limoneno (25,55%),
biciclogermacreno (22,93%), sabineno (19,66%) e trans-f-cariofileno (12,74%). Como dito
anteriormente, limoneno e sabineno sdo hidrocarbonetos monoterpénicos, ao passo que
biciclogermacreno e trans-f-cariofileno sdo hidrocarbonetos sesquiterpénicos. As estruturas

quimicas dos componentes majoritarios sao apresentadas na Figura 14.

Tabela 2 - Composic¢ao dos dleos essenciais de /llicium verum, Myristica fragrans e Schinus

molle.
Tempo de % dos constituintes
retepgﬁo IR.p. IR, Constituintes I verum M. S molle
(min.) fragrans
6.223 925 924 o-tujeno - 1,1643 -
6.466 933 932 a-pineno - 17,7680 4,3952
7.610 972 969 sabineno - 27,3934 19,6582
7.806 979 974 f-pineno - 17,9465 6,2356
8.061 987 988 mirceno - 0,6125 0,5254
8.815 1010 1002 o-felandreno - 0,5412 -
9.079 1017 1014 o-terpineno - 1,1332 -
9.346 1024 1020 p-cimeno - 0,6469 0,0874
9.533 1029 1024 limoneno 0,3584 25,5075 25,5490
10.612 1057 1054 y-terpineno - 1,0276 -
11.702 1085 1086 terpinoleno - 0,0923 -
15.702 1180 1174 terpinen-4-ol - 5,8111 -
18.964 1255 1247 p-anisaldeido 0,0357 - -
20.358 1287 1282 (E)-anetol 99,6058 - -
20.444 1289 1285 safrol - 0,1246 -
26.022 1419 1417 trans- f-cariofileno - - 12,7395
28.539 1480 1484 germacreno D - - 5,0319
29.159 1495 1500 biciclogermacreno - - 22,9330
30.102 1519 1517 miristicina - 0,2309 -
32.354 1576 1577 espatulenol - - 2,8448
Total identificado 99,9999 100 100
Hidrocarbonetos moterpénicos 0,3584 93,8334 56,4508
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos - - 40,7044
Monoterpenos oxigenados - 5,8111 -
Sesquiterpenos oxigenados - - 2,8448
Fenilpropanoides 99,6415 0,3555 -

Em que: IR, € o indice de retengdo experimental; e IRy, € o indice tabelado na literatura. Em negrito
estdo os componentes considerados majoritarios.
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Figura 14 - Estrutura quimica dos componentes majoritarios dos 6leos essenciais.
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3.2 Inibic¢ao da enzima acetilcolinesterase

As curvas obtidas para o desempenho de inibicdo da enzima acetilcolinesterase pelos
6leos essenciais e o padrdo de carvacrol sdo apresentadas na Figura 15. E possivel observar
que o Oleo essencial de S. molle promove consideravel inibicdo enzimdtica em menores
concentragdes, quando comparado aos demais oOleos em estudo. Com o aumento da
concentracdo desse Oleo a atividade inibitoria se mantém constante, a0 passo que para os
Oleos de M. fragrans e I. verum, ainda ha aumento do indice de inibi¢ao, sendo o desempenho
de . verum menos pronunciado do que M. fragrans. Os valores para Concentracdo de Inibigao
de 50% da atividade enzimatica (Clsg) sdo reportados na Tabela 3. Nao ha diferenga estatistica
entre os valores de Clsy para o carvacrol (controle) e os 6leos de M. fragrans e S. molle,
0,029; 0,057 ¢ 0,047 mg mL"!, respectivamente. O 6leo de I. verum apresentou valor superior,

0,117 mg mL-!, diferindo-se estatisticamente dos demais.

3.3 Toxicidade dos dleos essenciais sobre Drosophila suzukii

Os resultados obtidos para a avaliacdo da toxicidade do 6leo essencial das trés
espécies vegetais sobre D. suzukii sdo apresentadas na Tabela 4. Os valores para CLs, foram
de 1,9 uL mL! para o 6leo essencial de I. verum, de 26,5 uL mL"! para M. fragrans e de 58,7

uL mL-! para S. molle. E possivel observar que o desempenho do 6leo essencial de . verum
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foi consideravelmente superior aos demais, apresentado CLsy 13,95 vezes menor que a obtida

para o oleo de M. fragrans e 30,89 vezes menor do que o de S. molle.

Figura 15 - Curvas de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase.
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Tabela 3 - Valores estimados de Cls, para a inibi¢cdo de acetilcolinesterase.

Amostras Clso(mg mL™")
Carvacrol 0,029 + 0,0042
1. verum 0,117 + 0,002
M. fragrans 0,057 + 0,0042
S. molle 0,047 + 0,002

As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo Teste Scott-
Knott ao nivel de 5% de significancia.

3.4 Histopatologia

Na Figura 16a, ¢ apresentado um corte longitudinal do corpo de D. suzukii exposto ao
controle dgua corado pela técnica de PAS, ao passo que na Figura 16b sdo apresentadas
imagens representativas dos musculos toracicos, intestino médio e corpo gorduroso de insetos
expostos aos controles dgua e DMSO, nas coloracdes de hematoxilina e eosina, azul de
bromofenol e PAS. Na Figura 17, sdo apresentadas imagens representativas dos musculos
toracicos, intestino médio e corpo gorduroso de insetos expostos aos tratamentos CL,y e CLs,

do oleo de I. verum, nas coloragdes de hematoxilina e eosina, azul de bromofenol e PAS.
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Tabela 4 - Desempenho toxicoldgico dos 6leos essenciais sobre Drosophila suzukii.

; Nimero de CL20 (95% IF)  CLs (95% IF) CLoy5(95% IF) RT CL5y (95% LC)
Oleo essencial . X2 P
insetos (nL mL™1) (pL mL™)
Lverum 600 0,8 (0,6-1,0) 1,9 (1,6-2,2) 9,2 (7,3-12.,4) 0,3569  0,9859 *
M fragrans 500 16,9 (15,1-18,6) 26,5 (24,6-28,6) 63,4 (54,5-78,1) 2,5922 0,4589 13,9 (12,9-15,0)
S.molle 500 19,3 (13,3-25,1) 58,7 (49,3-68,8) 518,5(360,5-882,4)  0,8475  0,8381 30,9 (25,9-36,2)

Em que: CL, é a concentragao letal para 20% dos individuos, CLs, é a concentragéo letal para 50% dos individuos ¢ CLogs é a concentragdo letal para 95% dos
individuos; (95% IF) representa o intervalo fiducial a 95%; X? é o qui-quadrado para falta de ajuste ao modelo probit; P é a probabilidade
associada a estatistica gui-quadrado; RT CLso (95% LC) ¢ a razdo de toxicidade baseada na CLs,, determinada pela razdo entre a CLs, do 6leo
sobre a CLsy de menor valor, com limite de confianga de 95%; * 6leo usado como referéncia para calculo da RT CLsy.
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Figura 16 - Cortes histologicos de Drosophila suzukii pertencentes aos grupos controles dgua
e DMSO.
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Legenda: A — Corte longitudinal de fémea de Drosophila suzukii corada com Acido Periodico-Schiff
(PAS) pertencente ao grupo controle dgua. Barra de escala: 200 um. B — Cortes histologicos de
musculo, intestino médio e corpo gorduroso de fémeas de D. suzukii coradas com Hematoxilina e
Eosina (HE), Azul de bromofenol (AB) e PAS pertencentes aos grupos controle agua ¢ DMSO. Barra

de escala: 50 um.
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Figura 17 - Cortes histoldgicos de Drosophila suzukii pertencentes aos tratamentos CL; €
CLs,.

Intestino

Corpo
gorduroso

Legenda: Cortes histologicos de musculo, intestino médio e corpo gorduroso de f€émeas de Drosophila
suzukii coradas com Hematoxilina e Eosina (HE), Azul de bromofenol (AB) e Acido Periodico-Schiff

(PAS) pertencentes aos tratamentos CL,, e CLs,. Barra de escala: 50 pm.

3.4.1 Grupos controle I e 11

Nao foram encontradas diferengas significativas entre os grupos controle I (dgua) e
grupo controle I (DMSO a 2% v/v em agua). Nesse sentido, uma descri¢do das principais
caracteristicas morfologicas do corpo gorduroso, fibras musculares tordcicas e intestino médio

dos insetos de ambos os grupos serdo descritas conjuntamente.
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Intestino médio

A por¢ao abdominal do intestino médio ¢ evidenciada como um tubo que se prolonga até
aproximadamente a metade do abdomen. Esse tubo ¢ visualizado tanto transversalmente
quanto longitudinalmente, a depender da posicdo do corte histolégico. Em seguida, ¢
evidenciado o intestino posterior (hindgut), caracterizado por ser menos espesso que o
intestino médio. O intestino médio apresenta cé€lulas colunares com nucleos posicionados em
alturas aproximadamente iguais. Todavia, todas as células parecem estar aderidas & membrana
basal. O nucleo das células ¢ pouco evidente, ndo sendo observado o nucleolo. A espessura do
epitélio do intestino médio ¢ praticamente constante. A parte apical do epitélio apresenta
pequenos espagamentos entre as células, que se prolongam até a metade do epitélio. Por meio
da coloracdo com azul de bromofenol, ¢ possivel observar que as proteinas parecem estar
uniformemente distribuidas no intestino, sendo evidenciadas por uma coloracdo azul de média
intensidade. A técnica de PAS corou fortemente o contetido intestinal, bem como a parte
apical das células epiteliais. Além disso, sdo observadas finas regides retilineas extracelulares
reativas ao PAS. Essas regides sdo uniformemente distribuidas no intestino médio e conectam

a parte apical ao polo basal das células.

Corpo gorduroso

O corpo gorduroso representa cerca de 20 a 30% da constituicdo do abdomen desses insetos.
Esse tecido esta presente principalmente nas extremidades do abdomen, particularmente na
porc¢ao final desse compartimento. O corpo gorduroso € caracterizado pela presenga de células
adiposas evidenciadas por regides nao coradas por hemotaxilina e eosina (HE). As goticulas
apresentam formato variando de circular a oval, com pequenas variagdes de area. As goticulas
estdo envoltas por matriz eosinofilica e que também se apresenta homogeneamente corada
pelo azul de bromofenol. Para a técnica de PAS, sdo observados pontos fortemente reativos
uniformemente distribuidos pelo corpo gorduroso. Os pontos corados por PAS sdo cerca de
vinte vezes menores que as goticulas lipidicas e também estdo presentes em menor quantidade

em relagdo as goticulas ndo coradas.
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Fibras musculares toracicas

Nos cortes onde ¢ possivel visualizar a juncao entre a cabeca e o torax do inseto, as
fibras musculares estdo presentes na por¢do acima do esdfago. Em média, seis fibras
musculares dispostas longitudinalmente sdo observadas nessa regido. As fibras sdo conectadas
de uma extremidade a outra do exoesqueleto. Sdo verificadas variagdes na espessura entre as
fibras, mas em uma mesma fibra, a espessura ¢ constante. Além disso, sdo verificados
pequenos espacamentos entre as fibras caracterizados por regides retilineas ndo reativas a
hematoxilina e eosina. Em cada fibra muscular, sdo observadas, em média, cinco a oito
miofibrilas dispostas retilineamente. Para os cortes onde nao se ¢ possivel verificar a juncao
entre a cabeca e o torax, as fibras normalmente ocupam toda a regido toracica e estdo
dispostas em dire¢des variadas. Além disso, muitas fibras nessas regides estdo aderidas a uma
extremidade do torax e se estendem até o centro desse compartimento, onde ¢ verificado um
pequeno espacamento que conecta uma fibra a outra. Para a coloracdo de azul de bromofenol,
proteinas sdo evidenciadas por uma coloracdo azul intensa, disposta homogeneamente no
tecido. Na técnica de PAS, o tecido ¢ fracamente e homogeneamente corado. Além disso, sdo
observados pontos fortemente reativos (glicogénio) distribuidos de forma espagada na

extremidade das fibras musculares.
3.4.2 Tratamento I
Intestino médio

O intestino médio desses individuos apresenta um maior espagamento entre as células.
O lumen intestinal mostra-se fortemente corado com PAS. Todavia, as células epiteliais
aparecem fracamente coradas em seus polos apicais, sendo ndo reativas em seu interior. Nao
sdo observadas alteragdes pela coloracao de azul de bromofenol.
Corpo gorduroso

O corpo gorduroso de todos os insetos desse grupo apresentou trofocitos de tamanho

aparentemente menor quando comparado aos controles. Além disso, esse tecido esta presente

em menor propor¢ao no abddmen, ocupando cerca de 20% desse compartimento. Através da
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coloracdo com azul de bromofenol, ¢ possivel observar que a matriz que envolve as goticulas
lipidicas apresenta coloracdo ndo homogénea. Trés dos cinco insetos apresentam cerca de
10% dessas regides muito fracamente coradas em azul. Em relacdo a técnica de PAS, 60% dos
insetos apresentam o corpo gorduroso nao reativo. Os pontos corados em rosa sdo visiveis
apenas em 40% dos animais, sendo presente em menor quantidade, representando cerca de

50% do total observado nos controles.

Fibras musculares toracicas

As fibras musculares dos individuos desse grupo apresentaram alteracdes
morfologicas consideraveis. Houve variagcdes na espessura em uma mesma fibra. Além disso,
0 espacamento entre as fibras ¢ aparentemente maior. As miofibrilas também apresentam
espacamento mais evidente em 40% dos animais. Cerca de 10% dessas miofibrilas
apresentam aspecto rompido. Uma coloragdo ndo homogénea ¢ observada com o azul de

bromofenol. Os granulos de glicogénio foram reduzidos drasticamente nos animais desse

grupo.

3.4.3 Tratamento 11

Intestino médio

O intestino médio dos insetos desse grupo estd severamente afetado. O epitélio
apresenta-se aparentemente mais espesso. Além disso, € possivel observar hiperplasia das
células da parede do intestino. As células parecem estar mais alongadas e com maior
espacamento entre si. Pela técnica de PAS, ¢ possivel observar que o conteudo intestinal se
apresenta fortemente corado. Entretanto, a parte apical das células apresenta-se muito
fracamente corada em roxo. As linhas retilineas coradas em roxo sdo raramente observadas.
Quando presentes, mostram-se menos espessas. Nao sdo observadas alteragdes no contetido

proteico intestinal pela colora¢do com azul de bromofenol.
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Corpo gorduroso

O corpo gorduroso dos individuos desse tratamento apresenta goticulas lipidicas
aparentemente menores quando comparadas as do tratamento 1. Além disso, o espago ocupado
por esse tecido ¢ ainda menor, sendo presente em cerca de 10% do abdomen dos insetos desse
grupo. Intensas varia¢des no contetido proteico sdo evidenciadas nas regides que recobrem as
goticulas lipidicas. Todos os animais apresentam o corpo gorduroso nao reativo a técnica de
PAS. Por fim, grandes espagamentos entre Orgdos, tais como intestino e ovario, sdo
observados em regides que, nos grupos controle, sdo preenchidos pelo corpo gorduroso. Tais

regides nao apresentam reatividade a nenhum dos corantes utilizados.

Fibras musculares toracicas

Drasticas alteragdes morfologicas sdo observadas nas fibras musculares nesse
tratamento. Intensas variagdes de espessura nas fibras, bem como um maior espacamento
entre elas, sdo observados. Cerca de metade das fibras parece nao estar aderidas ao
exoesqueleto, sendo observada uma matriz acelular eosinofilica nessa regido. Sdo também
observadas rupturas nas fibras musculares, sendo evidenciadas regides ndo coradas. A
coloragdo de azul de bromofenol mostra-se menos intensa e nao uniforme, quando comparada
aos controles. Nao s3o observadas reservas de glicogénio em nenhum animal desse

tratamento.

3.4.4 Analise morfométrica

Os resultados da analise morfométrica sdo apresentados na Tabela 5. Na analise da
espessura das fibras musculares toracicas, foi observado que ndo ha diferenca estatistica
significativa entre os controles; porém, hd diferenga significativa dos controles para os
tratamentos. Entretanto, ndo ha diferenga significativa entre os tratamentos. Ou seja, ocorre
uma diminuicdo significativa da espessura das fibras musculares dos controles para os
tratamentos. A analise estatistica da distancia entre as fibras musculares mostra que ndo ha
diferenca entre os controles, mas hé diferenca deles para os tratamentos. E neste experimento
ha diferenca significativa entre os resultados obtidos para a CL,;, ¢ CLso. Ou seja, ha um

aumento significativo da distdncia entre as fibras musculares dos controles para a CL,, e
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dessa para a CLsy. Para a andlise do didmetro horizontal do térax, ndo ha diferenca
significativa entre controles e tratamentos. Na analise da espessura do intestino médio, €
observado que ndo ha diferencga estatistica entre os controles, mas hé diferenca destes para os
tratamentos, e ndo ha diferenca entre os tratamentos. Isso quer dizer que ha um espessamento
do intestino médio nos tratamentos, quando comparados aos controles. Por fim, a andlise
estatistica das medi¢des de area de goticulas lipidicas do corpo gorduroso mostra que nao ha
diferenca significativa entre os controles e ha diferenga desses para os tratamentos e ha, ainda,
diferencga entre os tratamentos. Isso mostra que ha diminui¢do na area das goticulas lipidicas

dos controles para a CL,, € dessa para a CLs,.
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Tabela 5 - Dados obtidos nas analises morfométricas.

Grupo controle I Grupo controle 11 Tratamento [ Tratamento II

Estruturas (4gua) (DMSO 2% v/v) (CLyo=1 uL mLY (CLso=2 pL mL™)

Espessura de fibras
musculares do téorax 57,96 + 8,002 57,70 + 5,652 43,08 +2,16° 42,14 + 0,94
(nm)
Distancia entre fibras
musculares do térax 3,53 +0,382 3,54+0,272 5,15+0,13 6,51 £0,12¢
(um)
Diametro toracico
horizontal 733,09 + 86,09° 760,80 + 33,742 737,92 + 47,542 718,18 £ 103,312
(nm)
Espessura do intestino
médio 37,03 £2,06? 37,05 + 2,442 43,34 + 1,03 47,16 + 0,88
] (pm)
Area de goticulas
lipidicas do corpo
gorduroso
(pm?)

43,90 £+ 6,832 42,54 £ 8,212 23,25+3,61° 16,15 £ 1,54¢

Os dados apresentados mostraram normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados seguidos de letras iguais nao diferem entre si por Analise de Varidncia
(ANOVA), seguido de teste post-hoc de Tukey (p > 0,05).
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4 DISCUSSAO

A caracterizagdo quimica dos Oleos essenciais das trés espécies de plantas estudadas
no presente trabalho apresentou uma composicdo bastante diversificada. Tal diversidade
quimica de constituintes pode promover atividade inseticida por variados mecanismos de agao
(BLENAU et al., 2012; IKBAL; PAVELA, 2019; ISMAN, 2019). De fato, observa-se que os
Oleos das trés espécies de plantas apresentaram desempenho toxicologico satisfatorio sobre D.
suzukii, em especial o de . verum, e foram capazes de inibir a enzima acetilcolinesterase,
sendo o 6leo de S. molle o mais eficaz. Por fim, o dleo de /. verum promoveu importantes
alteracdes morfologicas em fémeas de D. suzukii, causando danos no intestino médio,
musculatura toracica e corpo gorduroso.

Os 0leos essenciais foram obtidos com bons rendimentos. Para 1. verum, o rendimento
da extracao foi de 2,49%:; na literatura sdo relatados valores de 3,1% (VORIS et al., 2018) e
6,1% (LI et al., 2020). Ja para M. fragrans, o rendimento observado foi de 5,14% e os
relatados na literatura sao de 2,4% (DU et al., 2014) e 6,6% (VORIS et al., 2018). Por fim, o
rendimento obtido para a extracdo do oleo das folhas de S. molle foi de 1,14%; na literatura
sao relatados valores de 1,2% (DO PRADO et al., 2019) e 1,0-1,6% (GOMES et al., 2013).
Quanto aos constituintes majoritarios, para I. verum, o fenilpropanoide (E)-anetol foi o
componente nessa extragdo, correspondendo a 99,61% do 6leo. Em outras publicagdes, esse
composto também ¢ o majoritario em diferentes proporgdes: 88,85% (MATOS et al., 2020),
89,50% (HUANG et al., 2010) e 91,32% (LI et al., 2020). Para M. fragrans, os majoritarios
foram sabineno (27,39%), limoneno (25,51%), f-pineno (17,95%) e a-pineno (17,77%).
Kapoor et al. (2013) identificaram como majoritarios sabineno (29,4%), f-pineno (10,6%), a-
pineno (10,2%) e terpinen-4-ol (9,6%). Du et al. (2014) identificaram eugenol (19,9%),
metilisoeugenol (16,8%), metileugenol (16,7%) e sabineno (11,8%). Para S. molle, os
majoritarios foram limoneno (25,55%), biciclogermacreno (22,93%), sabineno (19,66%) e
trans-f-cariofileno (12,74%). Do Prado et al. (2019) identificaram como majoritarios p-
pineno (25,33%), epi-a-cadinol (21,29%), a-pineno (18,72%) e mirceno (11,54%). Gomes et
al. (2013) identificaram a-pineno (5,5-31,5%), f-pineno (4,6-20,0%) limoneno (0,3-31,0%) e
biciclogermacreno (3,5-17,6%). As variagdes observadas tanto no rendimento, quanto na
composi¢do quimica dos o6leos, quando comparados aos diferentes trabalhos publicado,
podem ser justificados por diversos fatores, destacando-se as diferentes localizagoes

geograficas, estacdes do ano, disponibilidade de nutrientes e 4gua, ataque de patdgenos e
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herbivoros, poluicdo, radiagdo solar e fatores genéticos (GOBBO-NETO; LOPES, 2007;
BLANK et al., 2010).

O ¢leo essencial de 1. verum apresentou o melhor desempenho toxicologico sobre D.
suzukii, com CLsy de apenas 1,9 pL mL-!'. Os 6leos de M. fragrans e S. molle apresentaram
desempenho inferior, quando comparados a I verum. Os valores para CLs, foram,
respectivamente, 26,5 ¢ 58,7 uL mL-'. Todavia, os resultados toxicologicos sdo divergentes
em relacdo aos de inibicdo da enzima acetilcolinesterase. Os valores de Clsy foram mais
elevados para I verum, 0,117 mg mL"!, enquanto M. fragrans ¢ S. molle apresentaram,
respectivamente, os valores de 0,057 e 0,047 mg mL-!. Voris et al., (2018) relatam Cls, igual
a 4,800 ¢ 4,510 mg mL-!' para o 6leos de I. verum e M. fragrans, respectivamente, valor
consideravelmente mais elevado do que os observados neste trabalho. Quanto a inibigdo pelo
0leo essencial das folhas de S. molle, Aboalhaija et al., (2019) observaram Cls, igual a 0,161
mg mL!, valor ligeiramente superior ao observado neste trabalho. Apesar de a inibi¢ao da
enzima acetilcolinesterase ser um dos mecanismos envolvidos na atividade inseticida de 6leos
essenciais (BLENAU et al., 2012), os resultados deste experimento sugerem que este nao € o
principal mecanismo envolvido em D. suzukii. O O6leo de anis-estrelado apresentou
concentragdo de inibi¢do enzimatica (Clsy) duas vezes maior que os demais 6leos; porém, seu
desempenho inseticida (CLsg) foi de aproximadamente 14 e 31 vezes superior a M. fragrans e
S. molle, respectivamente.

O ¢6leo de I. verum ¢ constituido basicamente por (E)-anetol (99,61%), permitindo
inferir que a atividade inseticida do 6leo dessa espécie vegetal ocorre pela agdo desse
fenilpropanoide, sendo pouco provavel a ocorréncia de sinergismo com 0S outros
constituintes. O composto (E)-anetol ¢ derivado do &cido p-cumarico, um composto fenolico,
que sofre reducao e tem um grupo metila substituindo o hidrogénio da hidroxila (DEWICK,
2009). A substitui¢do da hidroxila por uma metoxila confere ao composto maior estabilidade
diante da oxidacdo (SOLOMONS; FRYHLE, 2018). Vale ressaltar que os insetos foram
expostos aos Oleos essenciais pelas vias de contato direto, fumigacdo e, principalmente,
ingestdo, o que pode ter afetado significativamente o sistema digestorio dos animais, além de
ter provocado danos em outros tecidos.

Alteragdes na morfologia interna de insetos sdo normalmente avaliadas através de
técnicas de microscopia de luz (CHAABAN et al., 2019; ATICO BRAGA et al., 2020;
OFTADEH, 2020). De fato, o emprego da microscopia de luz possibilita a identificagdo de
alteracdes cromossOmicas, anormalidades nucleares, bem como alteragdes histopatoldgicas

provenientes da exposicao de individuos a compostos quimicos (FONTANETTI et al., 2010).
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No presente estudo, por meio de técnicas histologicas e histoquimicas, verificaram-se
alteragdes na espessura epitelial e na distribuicdo de carboidratos no intestino médio de D.
suzukii expostos ao 6leo essencial de 1. verum. No corpo gorduroso, houve reducao drastica da
area de células adiposas, bem como de reservas de carboidratos, que foram completamente
consumidas. No torax, fibras musculares tornaram-se menos espessas € mais espacadas entre
si, além de ocorrer rupturas em alguns casos, ¢ as reservas de glicogénio foram extintas.
Recentemente, varios trabalhos tém relatado diversas alteracdes morfoldgicas em insetos
causadas por 6leos essenciais. Como exemplo, Hashem et al., (2018) relataram que doses
subletais do 6leo essencial nanoemulsificado de Pimpinella anisum, teor de (E)-anetol igual a
81,2%, provocou alteragdes no tegumento e intestino médio de Tribolium castaneum.
Através da analise dessas alteragdes provenientes da exposicao a concentragdes subletais do
oleo de 1. verum, pode-se inferir sobre o mecanismo de agdo pelo qual o 6leo atua.

Moscas do género Drosophila se alimentam de frutos fermentados por uma variedade
de leveduras, principalmente por Saccharomyces cerevisiae, de onde as larvas irdo obter as
elevadas taxas de proteinas e carboidratos indispensaveis ao seu perfeito desenvolvimento
bioldgico (BECHER et al., 2012; BELLUTTI et al., 2018). O metabolismo de carboidratos ¢
fundamental para a manutengdo do equilibrio energético em animais, sendo que em insetos as
principais fontes de energia s3o os agucares trealose e o glicogénio (MATTILA;
HIETAKANGAS, 2017; SHI et al., 2017). A trealose ¢ o carboidrato primdrio em insetos,
desempenhando papel fundamental em diversos processos fisioloégicos. Esse actcar ¢€
sintetizado pela trealose-6-fosfato sintase (TPS) e trealose-6-fosfatase, sendo hidrolisado
rapidamente pela trealase (TRE) em glicose para obtenc¢do de energia (TANG et al., 2018). Os
resultados obtidos demonstram que o intestino dos insetos expostos ao oleo de anis foi
severamente danificado, principalmente no tratamento com a CL5,, conforme observado apds
realizagdo da técnica de PAS. Como consequéncia, a absor¢do de carboidratos no intestino
das moscas pode estar comprometida.

Alternativamente, os organismos utilizam lipideos como fonte secundéria de energia.
Nesse sentido, o corpo gorduroso dos insetos se caracteriza pela principal estrutura de reserva
energética, uma vez que armazena triglicerideos, glicogénio e proteinas. Além de estocar
biomoléculas que fornecem energia, o corpo gorduroso de insetos atua na biossintese de
diversas proteinas e outros metabolitos, e participa da desintoxicagdo do organismo
(CANAVOSO et al., 2001; PATEL et al., 2005; ARRESE; SOULAGES, 2009; ROMA et al.,
2010). Diante disso, os resultados obtidos demonstram a presenga de PAS positivo nos

controles, confirmando a ocorréncia de glicogénio no corpo gorduroso dos insetos. Todavia,
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na CL,y, o teor de carboidratos diminuiu e¢ na CLsy foi extinto. Simultaneamente, foi
observado redugdo na area das gotas lipidicas na CL,, quando comparada aos controles ¢ na
CLs( quando comparada a CL,,. Pode-se inferir, entdo, que ao ser submetido ao 6leo essencial
de I verum, a provavel dificuldade de absor¢do de carboidratos da dieta pode ter levado os
animais a consumirem suas reservas de glicogénio e lipideos.

Quando as reservas de carboidratos sdo consumidas, pode haver, também, degradacao
de proteinas para obtencao de energia (MCCUE et al., 2015; WELCH JR et al., 2016).
Observa-se através da técnica de PAS que os individuos dos grupos controle apresentavam
depositos de glicogénio nas regides musculares toracicas. Entretanto, nos individuos expostos
a CLso, foi observada auséncia de reservas de glicogénio e algumas fibras musculares
fragmentadas. Foi observado, ainda, tanto na CL,, e CLs, reducdo significativa da espessura
das fibras musculares e maior espagamento entre elas. Tais danos podem impactar fortemente
a capacidade de locomocdo e a capacidade de voo dos insetos. Isso implica dificuldade para
obter alimento, para acasalar e encontrar substrato para oviposi¢do, reduzindo de forma
efetiva a capacidade dessa praga de gerar danos.

A utilizacao de doses subletais do 6leo essencial de I. verum afetou drasticamente a
morfofisiologia de D. suzukii. Provavelmente, esse 6leo ndo atua pela inibigdo da enzima
acetilcolinesterase, ja que os resultados obtidos sugerem uma possivel inibicdo de enzimas
digestivas ou receptores de membranas celulares que acarretaram a nao absor¢do de
carboidratos do alimento pelo intestino do inseto. A coloragdo de azul de bromofenol indicou
teor de proteinas constante no intestino médio entre controles e tratamentos, mas com a
possivel inibicdo das enzimas digestivas, os insetos ndo conseguem obter energia a partir do
alimento ingerido. Tais alteracdes podem ser creditadas ao (E)-anetol, composto
predominante no 6leo essencial de anis-estrelado. Sendo assim, o 6leo de /. verum surge como
alternativa ao controle de D. suzukii a longo prazo, uma vez que apresenta alta letalidade para
esse inseto e causa danos severos aqueles que sobrevivem a exposi¢do. Entretanto, estudos
devem ser realizados para avaliar a sua toxicidade em outros animais e desenvolver produtos

para aplicacao em campo.

5 CONCLUSAO

Os o6leos essenciais de 1. verum, M. fragrans e S. molle foram obtidos com bons

rendimentos de extra¢do e composi¢ao quimica coerente com a disponivel na literatura.
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Todos os o6leos em estudo apresentaram atividade inseticida apreciavel sobre D.
suzukii, sendo que o desempenho de [ verum deve ser ressaltado em razdo da baixissima
CL5, observada.

Os trés Oleos essenciais em estudo inibiram a enzima acetilcolinesterase
satisfatoriamente. Entretanto, o desempenho do 6leo de M. fragrans e S. molle foi superior ao
de 1. verum.

As andlises morfoldgicas e histoquimicas evidenciaram os danos causados por doses
subletais do 6leo essencial de 1. verum sobre fémeas de D. suzukii. As alteracdes observadas
no tecido muscular, corpo groduroso e intestino médio dos insetos podem impactar

severamente a sobrevivéncia desses individuos.
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