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por 
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RESUMO 

A pesquisa objetivou: (i) avaliar os efeitos do piretroide lambda-cialotrina no estresse oxidativo, na 

imunohistoquímica intestinal e na morfologia e histoquímica do intestino médio e gônadas em três 

populações de Anthonomus grandis; (ii) investigar a influência do piretroide beta-ciflutrina e das 

DL50 e DL70 dos óleos essenciais de Juniperus virginiana e Melaleuca alternifolia nos parâmetros 

nutricionais, na morfohistoquímica do intestino médio e gônadas de duas populações do respectivo 

inseto. A contaminação pelo piretroide se deu por ingestão dos botões florais imersos nas soluções 

inseticidas e dos óleos por contato tópico, ambos com 24h. Lambda-cialotrina causou aumento da 

apoptose em todas as populações. Em Pernambuco houve maior estresse oxidativo e alterações 

morfohistoquímicas no intestino médio e gônadas, com reflexo na gemetogênese. Ceará e Mato 

Grosso tiveram menor estresse, porém em Mato Grosso o índice de proliferação celular foi maior, 

no qual contribuiu para a sua menor suscetibilidade. Nas populações de Pernambuco e Ceará, beta-

ciflutrina e os óleos promoveram danos nutricionais e morfohistoquímicos no intestino e gônadas, 

principalmente na DL70 dos óleos. Esses resultados revelam que os bicudos de Mato Grosso 

apresentam mecanismos mais eficientes de respostas celulares, além da evidência que óleos 

essenciais têm efeitos bioquímicos e fisiológicos promissores, não apenas porque podem causar 
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mortalidade, mas porque afeta parâmetros indispensáveis a sobrevivência e estabelecimento de A. 

grandis dentro da cultura. Ressaltamos que esta pesquisa é pioneira no estudo dos efeitos de óleos 

essenciais em A. grandis, com ênfase nos aspectos nutricionais e morfohistoquímicos que norteiam 

essa interação. Assim, tais resultados abrem caminho para o desenvolvimento de substâncias que 

possuam características indispensáveis na produção agrícola, a saber, efetividade e segurança. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Inseticida sintético, óleos essenciais, intestino médio, apoptose, 

gametogênese, estresse oxidativo, nutrição, bicudo-do-algodoeiro. 
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COMPARED BIOCHEMISTRY AND PHYSIOLOGY OF POPULATIONS OF Anthonomus 

grandis BOHEMAN (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) EXPOSED TO PIRETROIDS AND 

ESSENTIAL OILS 

por 

HILTON NOBRE DA COSTA 

(Sob Orientação da Professora Valéria Wanderley Teixeira UFRPE) 

ABSTRACT 

The research aimed to: (i) evaluate the effects of the pyrethroid lambda-cyhalothrin on oxidative 

stress, intestinal immunohistochemistry and morphology and histochemistry of the midgut and 

gonads in three populations of Anthonomus grandis; (ii) to investigate the influence of the 

pyrethroid beta-cyfluthrin and the LD50 and LD70 of the essential oils of Juniperus virginiana and 

Melaleuca alternifolia in the nutritional parameters, in the morphology of the midgut and gonads 

of two populations of the respective insect. Contamination by the pyrethroid was due to the 

ingestion of flower buds immersed in insecticidal solutions and oils by topical contact, both with 

24h. Lambda-cyhalothrin caused an increase in apoptosis in all populations. In Pernambuco, there 

was greater oxidative stress and morpho-histochemical changes in the midgut and gonads, reflected 

in gemetogenesis. Ceará and Mato Grosso had less stress, however in Mato Grosso the rate of cell 

proliferation was higher, which contributed to their lower susceptibility. In the populations of 

Pernambuco and Ceará, beta-cyfluthrin and oils promoted nutritional and morphological and 

chemical damage in the intestine and gonads, mainly in the LD70 of the oils. These results reveal 

that the boll weevils in Mato Grosso have more efficient mechanisms of cellular responses, in 

addition to the evidence that essential oils have promising biochemical and physiological effects, 
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not only because they can cause mortality, but because they affect parameters that are essential to 

the survival and establishment of A. grandis within the culture. We emphasize that this research is 

a pioneer in the study of the effects of essential oils in A. grandis, with emphasis on the nutritional 

and morpho-histochemical aspects that guide this interaction. Thus, these results open the way for 

the development of substances that have indispensable characteristics in agricultural production, 

namely, effectiveness and safety. 

KEY WORDS: Synthetic insecticide, essencial oils, midgut, gametogenesis, oxidative stress, 

nutrition. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUÇÃO 

Importância do algodão 

 No Brasil, a cotonicultura é uma grande atividade agrícola que gera vários empregos diretos 

e indiretos e bastante rentabilidade ao país. Na safra 2018/2019, o Brasil assumiu o posto de 

segundo colocado em relação à exportação de pluma, ultrapassando a Índia e ficando atrás apenas 

dos Estados Unidos, sendo o quinto maior do mundo (Conab 2019, Abrapa 2020). No acumulado 

de janeiro a outubro, o Brasil exportou 1,42 milhão de toneladas em 2020, volume 31% superior ao 

acumulado do mesmo período do ano de 2019. A expectativa da Conab é que o Brasil exporte 1,92 

milhão de toneladas em 2020, volume 18,9% superior ao recorde exportado em 2018, que foi de 

1,61 milhão de toneladas. Apesar do bom desempenho das exportações, diante das produções 

recordes em 2019 e 2020 e do enfraquecimento da demanda interna e externa, causado pela 

pandemia da COVID-19, os estoques brasileiros deverão ficar próximos das 2,0 milhões de 

toneladas no final do ano de 2020, maior volume da história. Apesar do alto nível dos estoques, a 

maior parte já está negociada para entrega futura (Conab 2020). A produção da safra 2019/20 já 

atinge os 2.737,9 milhões de toneladas, volume maior que os 2.724,9 milhões estimados. Deste 

total, a região Centro-Oeste representa 77,4%, com o estado do Mato Grosso produzindo 73,4% de 

todo o algodão nacional (Conab 2020). Além disso, os números da produção em caroço em 2019 

são recordes e totalizaram em dezembro 4.088,3 milhões de toneladas (Conab 2020).  

A fibra é o principal produto do cultivo, considerada como a principal matéria prima para a 

indústria têxtil no mundo (Fortucci 2002). Além dela, o algodão também gera outros produtos como 
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o línter, o óleo bruto presente nas sementes, a torta e o caroço usados para alimentação animal 

(Beltrão 2004). 

Gênero Anthonomus e o bicudo-do-algodoeiro   

Os insetos do gênero Anthonomus, ordem Coleoptera e família Curculionidae, têm uma 

distribuição cosmopolita, com cerca de 500 espécies descritas (Smith-Pardo 2015). Muitas destas 

de importância agrícola, a saber:  Anthonomus flavus Boheman, encontrados em plantas de 

Malphigia spp.; Anthonomus melanostictus Champion, em plantas da família Malvaceae; 

Anthonomus pomorum Linnaeus, encontrados em Malus domestica (maçã) e Pyrus communis (pêra 

européia); Anthonomus rubi Herbst, em flores e frutos de Rosaceae (Morango e Framboesa); 

Anthonomus sisyphus Clark, em várias plantas das famílias Leguminoseae, Malphigiaceae e 

Rubiaceae; e Anthonomus grandis Boheman, em plantas da família Malvaceae (Gossypium spp, 

Cienfuegosia spp., Thespesia spp. e Hampea spp.) (Smith-Pardo 2015). 

Anthonomus grandis, popularmente chamado de bicudo-do-algodoeiro, é a espécie que tem 

limitado a expansividade do cultivo de algodão no Brasil, pois alimenta-se de botões florais, flores 

e maçãs, interferindo diretamente na produção, podendo provocar prejuízos de 75% a 100% 

(Abrapa 2018). Além disso, a oviposição ocorre preferencialmente nos botões florais, entretanto 

pode ser feita nas flores e maçãs. A fêmea coloca os ovos isoladamente através de um orifício de 

oviposição, fechando-o posteriormente com uma secreção cerosa produzida por ela mesma (Praça 

2007, Azambuja & Degrande 2015, MAPA 2020). Pelo fato das larvas se desenvolverem dentro 

destas estruturas vegetais, o contato com os inseticidas e inimigos naturais se torna limitado. Como 

consequência, o produtor muitas vezes é obrigado a utilizar inseticidas sintéticos com o intuito de 

controlar a praga, geralmente pulverizando produtos não seletivos e de amplo espectro (Fonseca et 

al. 2011, Godoy & Nakano 2011, Rolim et al. 2019, MAPA 2020). Para a maioria dos produtores, 

o controle químico com inseticidas sintéticos ainda tem sido considerado o mais promissor 
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(Azambuja & Degrande 2014, Santos 2015). Atualmente, existem no Brasil 29 ingredientes ativos 

registrados para pulverizar os campos de algodão contra A. grandis pertencentes às classes de 

inseticidas organofosforados, carbamatos e piretroides, com a maior quantidade dos produtos 

comerciais pertencentes ao grupo dos piretroides (AGROFIT 2020).  

Piretroides 

Os piretroides são derivados sintéticos das piretrinas, ésteres originalmente isolados das 

flores da espécie Chrysanthemum cinerariaefolium e espécies relacionadas (Santos et al. 2007). 

São classificados como inseticidas neurotóxicos que agem nos canais de sódio modulando-os, 

fazendo com que estes fiquem abertos por mais tempo e matando o inseto por hiperexcitabilidade 

do sistema nervoso (IRAC 2020).  

Na região Centro-Oeste, especificamente no estado de Mato Grosso, os principais 

ingredientes ativos desta classe de inseticidas usados na lavoura algodoeira para controle do bicudo 

são beta-ciflutrina e zeta-cipermetrina, porém, recentemente os agricultores relataram falhas de 

controle (Oliveira-Marra et al. 2019). Miranda et al. (2017), ao usar populações de bicudo também 

do Centro-Oeste, porém do estado de Goiás, relataram que beta-ciflutrina e zeta-cipermetrina foram 

capazes de causar mortalidade de 60% a 80% em bicudos, porém lambda-cialotrina apresentou 

baixa eficiência (34%) levando a valores excessivos de CL50 e CL90. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Netto et al. (2017) com populações de Mato 

Grosso, onde a bifentrina, lambda-cialotrina e beta-ciflutrina causaram mortalidades abaixo de 

80%. Eles ainda ressaltaram que esta classe de inseticidas tem apresentado menor toxicidade em 

comparação aos anos anteriores para o bicudo, devido à falta de rotação de produtos, que aliado ao 

baixo custo de aplicação, contribui par ao uso excessivo e, consequentemente, para a seleção de 

índivíduos resistentes.  
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Diante desses relatos, é evidente que populações do bicudo da região Centro-Oeste possam 

ter desenvolvido mecanismos de defesa contra os piretroides, ainda mais quando há pressão de 

seleção por conta da aplicação frequente. O controle químico na respectiva região começa muitas 

vezes antes mesmo do bicudo ser encontrado na lavoura e as aplicações são realizadas 

sequencialmente com o mesmo inseticida a cada 3 ou 5 dias (Oliveira-Marra et al. 2019).  

Análises de suscetibilidade e resistência dessas populações aos piretroides devem ser 

incentivadas. A exemplo dos métodos convencionais, como atividades de enzimas desintoxicantes 

(esterases, glutationa S-transferases e monooxigenases) e alterações do sítio-alvo de ligação (Davies 

et al. 2008, Huang et al. 2018, Sarabia et al. 2019, Huang et al. 2019), nos quais mostram-se 

promissores, porém, não de maneira absoluta, pois a quantificação da mortalidade e sobrevivência 

sempre devem estar associadas.  

Mesmo não ocorrendo mortalidade (efeito agudo), o produto pode agir de forma secundária 

e assim suprimir a população. Para isso, outros métodos investigativos como parâmetros de níveis 

bioquímicos e respostas citotóxicas de órgãos alvo, como por exemplo intestino médio e gônadas, 

podem ser usados para auxiliar nessa finalidade. Esses dados devem ser levados em consideração 

pois permitem a permanência dos insetos no ambiente, já que participam de processos essenciais a 

sua sobrevivência. Estes processos envolvem principalmente a digestão e transformação de 

nutrientes essenciais a reprodução, como a gametogênese (Martin 1983, Spit et al. 2012, Zielinska 

et al. 2018). Entretanto, essas respostas podem variar dependendo da população testada e, nesse 

sentido, se faz necessária a realização de pesquisas que envolvam populações de bicudos não só da 

região supracitada, mas também de outras do Brasil, como as do Nordeste.  

No entanto, sabe-se que a pulverização constante de produtos sintéticos, em detrimento de 

não apresentarem seletividade, pode acarretar em sérios problemas à saúde e ao meio ambiente, 

deixando resíduos nas plantas e no solo, contaminando ecossistemas aquáticos e eliminando insetos 
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benéficos, além de favorecer a seleção de populações resistentes (Metcalf 1989, Alyokhin et al. 

2008, Stehle & Schulz 2015). Nessa perspectiva, outros métodos de controle podem ser utilizados, 

a exemplos dos óleos essenciais de plantas. 

Óleos essenciais  

Alternativamente, óleos essenciais têm ganhado destaque nas pesquisas envolvidas no 

controle de pragas de importância agrícola devido a sua propriedade toxicológica. Além disso, eles 

são, em geral, produtos de baixo risco e contaminação ambiental, de baixa toxicidade aos mamíferos 

e biodegradáveis (Madbouly et al. 2015, Preedy 2015).  

Os componentes presentes nos óleos essenciais pertencem a dois grupos químicos distintos, 

os terpenos e os fenilpropanoides. Os terpenos são biossintetizados a partir das rotas metabólicas 

do metileritritol fosfato e da rota do ácido mevalônico, enquanto os fenilpropanoides a partir da rota 

do ácido chiquímico. Sendo atribuída aos terpenos grande parte da atividade inseticida dessas 

substâncias (Simões & Spitza 2004, Taiz & Zeiger 2006, Bernards 2010).  

Segundo estimativas, cerca de 17.500 espécies de plantas aromáticas superiores produzem 

óleos essenciais, pertencendo as mais diversas famílias botânicas incluindo Myrtaceae, Lauraceae, 

Piperaceae, Rutaceae e Lamiaceae (Rodriguez et al. 1984, Jacobson 1989, Rajendran & Sriranjini 

2008, Tripathi et al. 2009). 

Dentre os diversos óleos já estudados, o de Melaleuca alternifolia Cheel vem se mostrando 

promissor, pois além de demonstrar atividade inseticida, está amplamente disponível e é indicado 

também como um agente antimicrobiano, anti-inflamatório e anticâncer (Hammer et al. 2006).  

Estudos desenvolvidos por Benelli et al. (2013), mostraram que o óleo essencial de M. 

alternifolia, apresentou toxicidade por ingestão, fumigação e contato sobre adultos de Ceratitis 

capitata Wiedemann. Diversas pesquisas também comprovaram a atividade inseticida deste óleo 
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sobre pragas como Sitophilus zeamais Motschulsky (Liao et al. 2016) e Helicoverpa armigera 

Hübner (Liao et al. 2017).  

Outro óleo que merece destaque é o de cedro, Juniperus virginiana L., que possui aroma 

amadeirado fraco e ação relaxante, com diminuição da pressão arterial e das frequências cardíacas 

e respiratórias (Zhang & Yao 2018) e ação anti-inflamatória em humanos (Tumen et al. 2013). 

Além das propriedades acima citadas, este óleo tem demonstrado efeito inseticida com eficiência 

em insetos, como Resseliella oculiperda Rübsaamen (Tol et al. 2007), Anopheles stephensi Liston 

(Tahghighi et al. 2019) e formigas e cupins (Eller et al. 2010, Eller et al. 2014). Amer & Mehlhorn 

(2006) trataram larvas de terceiro ínstar de Aedes aegypti L. na concentração de 50 ppm do 

respectivo óleo e observaram uma mortalidade de 100%, em 12h após a instalação do experimento.   

Vale salientar que além da mortalidade, os óleos essenciais podem ocasionar efeitos 

subletais na biologia, comportamento, reprodução, desenvolvimento e alimentação, além de 

causarem repelência e deterrência (Alves et al. 2013, Mitić et al. 2019, Ebrahimifar et al. 2020, 

Ginassi et al. 2020). Por exemplo, os óleos de Eucalyptus staigeriana F.Muell. ex Bailey, Ocimum 

gratissimum L. e Foeniculum vulgare Mill causaram redução do peso larval e pupal em Spodoptera 

frugiperda J.E. Smith (Cruz et al. 2016). Já na fisiologia, pode promover efeitos adversos a níveis 

celulares, teciduais e nutricionais (Cruz et al. 2017, Dutra et al. 2019, Guedes et al. 2020).  

Requerimentos nutricionais 

Um dos mecanismos favoráveis à sobrevivência dos insetos é o seu estado nutricional, no 

qual, alimentando-se, adquire nutrientes essenciais para suprir as demandas energéticas associadas 

à manutenção geral, além de estimular o crescimento e a reprodução (Behmer 2008, Gullan & 

Crasnton 2012).  

Nesse aspecto, os insetos só diferem de outros animais porque são capazes de obter seus 

nutrientes de uma ampla gama de diferentes fontes de alimentos que, por vários motivos, não estão 
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disponíveis para a maioria dos outros animais. Por exemplo, cupins se alimentam de madeira, 

baratas de material vegetal morto, os insetos sugadores das seivas do floema e xilema de planta 

(pulgões, cigarrinhas e cigarras) ou no caso de piolhos sugadores de sangue de vertebrado. Algumas 

formigas e besouros obtêm seus nutrientes cultivando fungos (Behmer 2008).  

Apesar disso, a qualidade dos nutrientes necessários à grande maioria dos insetos é 

semelhante, visto que a composição química básica de seus tecidos e seus processos metabólicos 

são geralmente similares. Mesmo assim, existem grandes diferenças nas necessidades nutricionais, 

podendo ser o resultado de mudanças evolutivas associadas à alimentação em substratos com 

quantidades e qualidades nutricionais diferentes (Chapman 2013). 

Um dos nutrientes importantes são as proteínas, que fornecem aminoácidos envolvidos em 

muitos processos como morfogênese, crescimento, produção de ovos e esclerotização cuticular, 

além de atuarem como neurotransmissores (Chen 1966, Dadd 1985, Kunkel & Nordin 1985, 

Klowden 2007). O corpo gorduroso é o principal local de síntese de aminoácidos nos insetos, apesar 

de ocorrer também em outros tecidos (Gullan & Cranston 2012). É nesse órgão também que ocorre 

a síntese da vitelogenina, a principal molécula necessária ao sucesso reprodutivo das fêmeas 

(Klowden 2007, Coelho et al. 2016, Salmela & Sundström 2017, Huo et al. 2018). 

Carboidratos também são importantes, pois são as principais fontes energéticas da maioria 

dos insetos. Eles podem ser convertidos em gorduras e contribuir para a produção de aminoácidos. 

Participam também do desenvolvimento cuticular, das estruturas reprodutivas e do processo pré-

vitelogênico (Arrese et al. 2010). O dissacarídeo trealose e o polissacarídeo glicogênio são 

importantes fontes de carboidratos nos insetos. Ambos podem ser facilmente convertidos em 

glicose quando há necessidade e, assim, mobilizada para a região de interesse (Klowden 2007, 

Gullan & Cranston 2012, Yamada et al. 2018).  
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Já os lipídeos são importantes reservas que fornecem energia para atividades que exigem 

grande esforço metabólico, como tolerância a temperaturas mais baixas, metamorfose, voo 

prolongado, produção de ovos e longevidade, além de atuarem na composição de membranas 

celulares (Canavoso et al. 2001, Bretas 2016). Eles são absorvidos tanto como ácidos graxos como 

diacilgliceróis no intestino anterior e nos cecos gástricos (Klowden 2007). Quase toda gordura nos 

insetos está estocada no corpo gorduroso em células chamadas trofócitos (Gullan & Cranston 2012) 

e mais de 90% do armazenado é triglicerídeo (Arrese & Soulages 2010).  

Nessa perspectiva, os nutrientes são de fundamental importância para o desenvolvimento, à 

capacidade de defesa e, sobretudo, a reprodução dos insetos (Klowden 2007, Gullan & Cranston 

2012, Chapman 2013). Assim, no contexto do manejo integrado de pragas (MIP), saber quais 

produtos afetam esses parâmetros são alternativas viáveis para o controle de pragas importantes, 

como A. grandis (Gallo et al. 2002). 

Cunha et al. (2015), observaram que o bicudo-do-algodoeiro após tratamento com o 

inseticida pimetrozina apresentou alterações nos padrões de açúcar, glicogênio e lipídeo. Óleos 

também tem essa capacidade, como é o caso de Piper corcovadensis Miq. que foi capaz de reduzir 

as taxas de proteínas, açucares e glicogênio em S. frugiperda por contato tópico (Dutra et al. 2019). 

Os autores ainda destacam que devido a estas alterações, os padrões reprodutivos possivelmente 

sejam alterados. Nesta mesma lagarta, o óleo de Piper hispidinervum C.DC. promoveu diminuição 

de carboidratos e proteínas nos ovaríolos e, consequentemente, redução do número de ovos e de 

larvas eclodidas (Alves et al. 2013). Além disso, o trans-anetole, o limoneno e a associação entre 

eles, reduziu carboidratos, lipídeos e proteínas que impactam no número de ovos, período de 

oviposição e longevidade dos adultos (Cruz et al. 2017). 

Para Costa et al. (2004) e Milano et al. (2010), a diminuição das taxas de reprodução 

geralmente está associada a transtornos alimentares e deficiência nutricional. A quantidade e 
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qualidade dos nutrientes disponíveis para os ovaríolos durante a diferenciação pode levar a 

alterações na vitelogênese, maturação dos ovos e produção de ovos (Engleman 1998). 

Sendo assim, testes bioquímicos de nutrição são importantes parâmetros avaliativos dos 

efeitos letais e subletais dos compostos de óleos essenciais em populações de pragas, principalmente 

com bicudos, pois ainda são incipientes.  

Efeitos citotóxicos 

A nutrição dos insetos está diretamente relacionada à capacidade de digestão e absorção 

promovida pelo epitélio intestinal. Na região do intestino médio, está presente a membrana 

peritrófica que é considerada uma significativa barreira mecânica contra agentes estressores, como 

os inseticidas. Porém, se ultrapassada, o dano ao epitélio é iminente, podendo levar a complicações 

irreversíveis (Gullan & Cranston 2012). Ao longo do epitélio da parede intestinal predominam as 

células colunares (também chamadas de digestivas ou enterócitos) que atuam na absorção de 

nutrientes, na síntese de enzimas e membrana peritrófica e no transporte de íons e água (Klowden 

2007, Gullan & Cranston 2012, Chapman 2013).  

Dada à importância fisiológica, essa região torna-se um importante alvo na estratégia de 

supressão de pragas. Em A. gradis, os inseticidas pimetrozina e lufenurom já demonstraram causar 

danos histológicos e histoquímicos ao epitélio intestinal, com consequências nos testículos e 

ovaríolos e impacto no processo de gametogênese (Cunha et al. 2015, Costa et al. 2017). Com base 

nisto, a homeostase intestinal está diretamente relacionada à manutenção nutricional e, 

consequentemente, ao bom funcionamento de processos vitais do inseto, como a reprodução.  

A exposição dos insetos a algum tóxico desencadeia processos de defesa, como os celulares 

e humorais, que podem agir simultaneamente. Uma das respostas celulares observadas e estudadas 

é a apoptose, que mesmo ocorrendo naturalmente na fisiologia dos organismos, pode resultar dos 

danos ocasionados por agentes estressores (Levy et al. 2004, Klowden 2007, Chapman 2013, Huang 
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et al. 2013) isso foi observado no intestino médio, nas glândulas salivares e ovaríolos de abelhas 

Apis mellifera L. após tratamento com organofosforados, piretroides e neonicotinoides (Gregorc & 

Ellis 2011).  

Óleos essenciais também induzem o processo de morte celular. O óleo de nim promoveu 

efeitos necróticos como: alterações nas microvilosidades, ruptura da membrana plasmática, 

vacuolização do citoplasma, formação e ampliação de espaços intercelulares, dentre outros efeitos 

(Correia et al. 2009, Almehmadi 2011, Scudeler & Santos 2013, Scudeler et al. 2014). Em larvas 

de S. frugiperda, os compostos limoneno e trans-anetole e os óleos essenciais do gênero Piper foram 

capazes de causar apoptose no testículo e intestino, além de diminuição da proliferação celular 

(Cruz et al. 2017, Dutra et al. 2019).  

Os danos nas células colunares estimulam o processo de regeneração tecidual do intestino, 

que leva a proliferação e diferenciação de células-tronco intestinais, também chamadas de 

regenerativas (Spies e Spence 1985, Chiang et al. 1986). O objetivo do organismo é tentar recuperar 

o tecido lesado e evitar que os processos digestivos entrem em colapso. Estas células proliferadas 

podem agrupar-se formando ninhos por todo o epitélio e permite que elas mantenham suas 

características de células-tronco com capacidade de proliferação e diferenciação (Illa-Bochaca & 

Montuenga 2006). A regeneração indica que o dano é transitório e reversível, do contrário, em 

situações graves pode não ser acompanhado pela reparação celular e causar a morte do organismo 

(Miller & Zachary 2017).   

Diante disso, a investigação da ocorrência dos respectivos mecanismos torna-se uma 

importante ferramenta de suporte no estudo de suscetibilidade de populações de pragas-chave para 

assim desenvolver melhores táticas de controle. Para isso, o conhecimento de quais produtos 

sintéticos e naturais causadores de danos histológicos e, consequentemente, apoptóticos em células 
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intestinais é um indicativo de efeito promissor que poderá levar a complicações no potencial 

reprodutivo do inseto. 

Sabe-se que a contaminação causada por algum agente tóxico pode levar ao aumento do 

estresse oxidativo no organismo do inseto, no qual caracteriza-se quando há um desequilíbrio entre 

a produção e eliminação de espécies reativas de oxigênio (ERO) (Lalouette et al., 2011). Entretanto, 

danos nas células digestivas pode aumentar o estresse oxidativo a partir do acúmulo de ERO, 

levando a perda das funções básicas dos constituintes celulares, como DNA, proteínas, carboidratos 

e lipídeo que, consequentemente, prejudica a absorção dos nutrientes ingeridos (Bi & Felton 1995, 

Velki et al. 2011). 

Assim, o objetivo deste trabalho é elucidar as alterações provocadas pelos óleos essenciais de 

J. virginiana e M. alternifolia e dos piretroides beta-ciflutrina e lambda-cialotrina nas respostas 

celulares do intestino médio e gônadas, no estresse oxidativo e em parâmetros nutricionais de três 

populações brasileiras do bicudo-do-algodoeiro oriundas dos estados de Mato Grosso, Pernambuco 

e Ceará, a fim de comparar suas respostas bioquímicas e fisiológicas.  
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RESUMO - Populações de Anthonomus grandis da região Nordeste do Brasil mostraram-se 

suscetíveis ao tratamento com lambda-cialotrina (dados não publicados), porém, populações da 

região Centro-Oeste submetidas à piretroides revelaram baixa mortalidade. Assim, a investigação 

dos mecanismos celulares envolvidos na resposta a exposição a piretroides em diferentes 

populações de A. grandis é fundamental. Desse modo, avaliamos o efeito do lambda-cialotrina no 

estresse oxidativo e nas alterações celulares do intestino médio e gônadas de populações A. grandis 

de Mato Grosso, Pernambuco e Ceará. Botões florais foram imersos na solução inseticida (200 µL 

do ingrediente ativo + 100 mL de água destilada) e oferecidos aos insetos adultos por 24h. Todos 

os parâmetros foram avaliados 24h após a alimentação. Nas populações PE houve maior estresse 

oxidativo, porém em CE e MT esse índice foi menor. PE e CE apresentaram baixa proliferação 

celular e danos histológicos e histoquímicos nas gônadas. No entanto, em MT houve alto índice de 

proliferação celular no intestino médio. Em todas as populações houve aumento do índice 

apoptótico. Entendemos que as análises bioquímicas e fisiológicas são suficientes para explicar o 

fato que os bicudos de MT respondem de maneira mais eficiente a exposição ao inseticida a partir 

de regeneração de células intestinais danificadas, processo que evitou a depleção nutricional do 

organismo. Também deduzimos que essa população consegue equilibrar o mecanismo de reparação 

ao dano e realocação de reservas nutricionais. Além disso, constatamos que a capacidade de 

proliferação celular, que culmina em reparação tecidual, foi o principal motivo das diferentes 

respostas entre as populações.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Piretróide, bicudo-do-algodoeiro, estresse oxidativo, apoptose, proliferação 

celular, gônadas 

 



 22 

LAMBDA-CYHALOTHRIN PROMOTES DIFFERENT CYTOTOXIC EFFECTS ON THE 

GUT AND GONADS IN BRAZILIAN POPULATIONS OF COTTON BOLL WEEVIL 

 

ABSTRACT – Anthonomus grandis populations in the northeastern region of Brazil are susceptible 

to pymetrozine and lufenuron. However, populations in the Central-West submitted to pyrethroids 

showed low mortality. Thus, the investigation of the cellular mechanisms involved in susceptibility 

is necessary, since there is a risk of resistance. Therefore, we evaluated the effect of lambda-

cyhalothrin on oxidative stress and on cellular changes in the midgut and gonads of populations of 

A. grandis, from Mato Grosso, Pernambuco, and Ceará. Flower buds were immersed in the 

insecticide solution and offered to adult insects for 24 hours. All parameters were evaluated 24h 

after feeding. The results showed less oxidative stress and greater cell proliferation in the midgut in 

the MT population, avoiding nutritional depletion. The populations of PE and CE suffered greater 

oxidative stress, low cell proliferation, and histological and histochemical damage to the gonads. In 

all populations there was an increase in the apoptotic index.  We conclude that low cell proliferation 

in populations of PE and CE may be the factor for susceptibility. This work demonstrates that 

physiological analyzes such as oxidative stress, apoptosis, cell proliferation, and 

morphohistochemistry are sufficient to explain the fact that MT bollworms present better responses 

when exposed to lambda-cyhalothrin compared to PE and CE, being considered a tolerant 

population to treatment at the recommended dose. Therefore, this research provides evidence that 

the study of the susceptibility of pest populations and different responses to the same product can 

be explained from a physiological perspective through the investigation of different cellular 

responses as an alternative to conventional methods. 

KEY WORDS: Pyrethroids, cotton boll weevil, oxidative stress, apoptosis, cell proliferation, 

gonads 
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Introdução 

Inseticidas são conhecidos por promoverem efeitos adversos nos insetos, por exemplo, na 

fisiologia digestiva, afetando as células que revestem o epitélio da região do intestino médio. Como 

essa região atua na absorção de nutrientes, o impacto nela pode ter consequências nos processos 

reprodutivos. Além disso, a exposição pode afetar diretamente as gônadas, levando a complicações 

na gametogênese nos testículos e ovaríolos. Portanto, a homeostase intestinal está diretamente 

relacionada à manutenção nutricional e, consequentemente, ao bom funcionamento de processos 

vitais do inseto, como a reprodução (Cunha et al. 2015, Costa et al. 2017). 

Constantemente o epitélio intestinal é renovado, principalmente quando a região sofre algum 

dano. A renovação ocorre por meio da proliferação de células regenerativas, também chamadas de 

células-tronco intestinais (Park & Takeda 2008, Caccia et al. 2019). Muitos estudos relacionam a 

renovação epitelial, a partir da proliferação de células-tronco, durante a muda em insetos 

holometábolos, como resposta a infecção a patógenos ou exposição a xenobióticos (Buchon et al. 

2009, Naszai et al. 2015, Taracena et al. 2018, Janeh et al. 2019). Muitas vezes esse mecanismo 

atua como resposta a apoptose, que pode ocorrer naturalmente ou ser induzida após algum estresse 

(Gregorc & Ellis 2011, Huang et al. 2013). Já a apoptose tem relação com o estresse oxidativo 

causado pelo desequilíbrio entre a produção e eliminação de espécies reativas de oxigênio (ERO), 

que leva a perda das funções básicas dos constituintes celulares, como DNA, proteínas, carboidratos 

e lipídeos (Lalouette et al. 2011, Velki et al. 2011).  

Investigar a ocorrência desses mecanismos nos insetos-praga de importantes culturas é 

fundamental para desenvolver melhores táticas de controle, a exemplo do bicudo-do-algodoeiro 

(Anthonomus grandis Boheman, Coleoptera: Curculionidae). Este besouro é a principal praga do 

cultivo de algodão em todas as regiões do Brasil e pode causar prejuízos de 75% a 100% na 

produtividade (Godoy & Nakano 2011, Abrapa 2020, MAPA 2020). A região Centro-Oeste é a 
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maior produtora de algodão do país e para manter a viabilidade do cultivo são necessárias aplicações 

de formulações convencionais para o controle deste besouro (Rolim et al. 2019). Pesquisas 

anteriores demonstraram que populações de A. grandis da região Nordeste são susceptíveis a 

piretroides (dados não publicados). No entanto, populações da região Centro-Oeste submetidas à 

piretroides revelaram baixa mortalidade (Oliveira-Marra et al. 2019). Diante disso, a investigação 

dos mecanismos subjacentes envolvidos na suscetibilidade a inseticidas em diferentes populações 

brasileiras de A. grandis se faz necessária, principalmente quando existe o risco de resistência. 

Mecanismos de resistência também podem ser inferidos a partir de respostas celulares 

intestinais, como já documentados por intoxicação via patógenos (Loeb et al. 2001, Castagnola & 

Jurat-Fuentes 2016). Nos mosquitos Aedes albopictus, Culex pipiens e Anopheles gambiae, foram 

relatadas a relação da capacidade de regeneração do intestino médio com a resistência a infecções 

bacterianas (Janeh et al. 2017, Janeh et al. 2019). Diante disso, é fundamental analisar as respostas 

celulares a exposição a piretroides de A. grandis oriundas de diferentes regiões do Brasil, para o 

melhor conhecimento e desenvolvimento de estratégias de manejo, visto serem ainda escassas. 

Portanto, a fim de conhecer os mecanismos de respostas celulares de populações brasileiras 

de A. grandis, o presente estudo avaliou os efeitos da ingestão de lambda-cialotrina no estresse 

oxidativo, bem como na apoptose, proliferação celular e morfohistoquímica do intestino médio e 

gônadas.  

 

Material e Métodos 

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratório de Fisiologia de Insetos do Departamento de 

Morfologia e Fisiologia Animal, no Centro de Apoio à Pesquisa (Cenapesq) da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco (UFRPE, Recife, Pernambuco, Brasil) e no Laboratório de Fisiologia 
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Renal do Departamento de Bioquímica e Fisiologia da Universidade Federal de Pernambuco 

(UFPE, Recife, Pernambuco, Brasil). 

Criação e Obtenção das Populações Anthonomus grandis. Botões florais e cápsulas de algodão 

infestados com larvas e pupas de A. grandis foram coletados em campos comerciais e experimentais 

em três cidades, Rondonópolis (Mato Grosso/MT, centro-oeste do Brasil), Recife (Pernambuco/PE, 

nordeste do Brasil) e Barbalha, (Ceará/CE, nordeste do Brasil) (Fig. 1), e enviados ao Laboratório 

de Fisiologia de Insetos do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco (UFRPE, Recife, Pernambuco, Brasil). Os grupos de insetos de cada 

estado foram então alojados separadamente em gaiolas plásticas de emergência (42,5 × 30,7 × 30,5 

cm) armazenadas em laboratório mantido a 25 ± 1 °C, com umidade relativa de 65 ± 5 % e fotofase 

de 12 horas. Os insetos da população de Pernambuco também foram utilizados como o grupo 

controle. 

Tratamento com Lambda-cialotrina. Os insetos foram expostos ao piretroide lambda-cialotrina 

na dose recomendada para o controle do A. grandis a uma concentração (200 µL do p.c. + 100 mL 

de água destilada) baseada na dose de rótulo (300 mL p.c./ha em 100 à 200 L de calda/ha, Karate 

Zeon 50® 50 g/L suspensão encapsulada, Syngenta Crop Protection Ltda, São Paulo / SP-Brasil). 

Botões florais de algodão foram imersos na solução inseticida e secos em temperatura ambiente por 

1 hora. A água destilada foi usada para o controle. Após esse período, os botões tratados foram 

oferecidos como alimento, durante 24 h, para os insetos adultos (24 h de idade), individualmente 

colocados em recipientes plásticos (80 mL) forrados internamente com papel filtro umedecido e 

mantidos em câmara climatizada sob 12 h de fotoperíodo, 25 ± 0,5 °C e umidade relativa de 70%. 

Todas as avaliações foram realizadas após 24 h de exposição ao inseticida. O bioensaio foi 

conduzido em delineamento de blocos inteiramente casualizados com três blocos de 50 insetos para 

cada tratamento.  
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Estresse Oxidativo. Para o estresse oxidativo, foi avaliada a peroxidação lipídica realizada pela 

mensuração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS - thiobarbituric acid reactive 

substances), de acordo com Ohkawa et al. (1979). Cinco insetos adultos de cada tratamento foram 

homogeneizados com KCl 1,15 % + EDTA 3 mM em banho de gelo. Posteriormente, foi adicionado 

um meio de reação contendo 0,3 % de ácido tiobarbitúrico, 0,4 % de SDS e 7,5 % de ácido acético 

(pH 3,5), e subsequentemente a mistura foi aquecida a 95 °C por uma hora. As amostras foram 

centrifugadas e o sobrenadante teve a absorbância mensurada em comprimento de onda de 535 nm. 

Os dados obtidos foram corrigidos pela concentração de proteína do homogenato, mensurada de 

acordo com Lowry et al. (1951). 

Coleta dos Órgãos e Inclusão em Historesina. Dez tubos digestivos, dez testículos e dez ovaríolos 

após 24 h foram coletados. Os insetos foram imobilizados em baixa temperatura (4 °C), dissecados 

em microscópio estereoscópico, fixados em formol a 10 % por 24 h e armazenados em álcool 70 

%. Os intestinos médios dos insetos foram seccionados e, juntamente com os testículos e ovaríolos, 

desidratados em banhos crescentes de etanol (70–100 %), por 10 minutos cada. As amostras foram 

impregnadas em álcool + historesina (1:1) por 24 h e finalmente incluídas em historesina pura 

(Leica®).  

Confecção e Coloração das Lâminas Histológicas e Histoquímicas. Cortes de espessura de 5 μm 

foram obtidos de um micrótomo Leica© RM 2035 e submetidos a técnicas de coloração com azul 

de toluidina para análise morfológica. Para a análise histoquímica, utilizou-se o ácido periódico-

Schiff (P.A.S.) (detecção de carboidratos neutros) e Xylidine Ponceau (detecção de proteína total). 

Todas as lâminas foram examinadas com fotomicroscópio Leica®.  

Quantificação de Pixels. Para a quantificação histoquímica de carboidratos neutros e proteína total 

a partir dos pixels, as imagens foram submetidas ao programa editor de imagens GIMP® 2.8 (GNU 

Image Manipulation Program, plataformas UNIX) para conversão das imagens digitais em tons de 
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cinza (preto e branco). Esta segmentação de cores permite a medição do número de pixels no tecido 

selecionado (Temitope 2013). Para cada tratamento, foram utilizadas três lâminas de insetos 

diferentes, onde foram avaliadas quatro seções, totalizando 12 seções.  

Confecção das Lâminas Imunohistoquímicas. Para a análise imunohistoquímica (apoptose e 

proliferação celular), os intestinos médios foram incluídos em parafina e os cortes de 5 µm de 

espessura feitos em micrótomo Minot (LEICA RM 2035), colocados em banho-maria e coletados 

em lâminas silanizadas. As imagens foram capturadas e digitalizadas pelo software Leica LAS 

Image (Junqueira & Junqueira 1983, Solomon 2009). 

Imunohistoquímica do Intestino Médio. Para detectar apoptose pela fragmentação do DNA, 

lâminas silanizadas contendo cortes de intestino médio, foram submetidas ao teste de TUNEL 

(Terminal Deoxinucleotidil Transferase Uracil Nick End Labeling) (Gravrieli et al. 1992) seguindo 

o protocolo do kit Apoptag Plus (Merck®). Os cortes foram inicialmente desparafinados e 

hidratados e, logo em seguida, incubados em PBS por 5 minutos à temperatura ambiente. Após, a 

Proteinase K foi aplicada sobre as lâminas por 15 minutos. As lâminas foram lavadas em água 

destilada e incubadas em peróxido de hidrogênio por 5 minutos em temperatura ambiente. Os cortes 

foram lavados em PBS e incubados em tampão equilíbrio por 60 minutos a 4° C. Depois, os cortes 

foram incubados em TdT a 37° C por 1 hora em câmara úmida. Foi aplicada a solução stop por 10 

minutos em temperatura ambiente, em seguida, as lâminas foram lavadas em PBS e incubadas em 

anti-digoxigenina. As lâminas foram enxaguadas em PBS e os cortes revelados com substrato 

cromogênico diaminobenzidina (DAB, DakoCytomationTM) (±20 minutos), sendo contracorados 

com hematoxilina por 20 a 30 segundos. Após isso, as lâminas foram lavadas em água corrente, 

desidratadas em concentrações crescentes de álcool e colocadas em xilol para serem montadas e 

observadas em microscópio de luz. 
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Para determinar a proliferação celular, os cortes foram despafarafinizados, hidratados e 

submetidos à recuperação antigênica com tampão citrato (pH=6) em banho-maria por 20 minutos, 

a 100 °C, e após descanso de 20 minutos em temperatura ambiente foi aplicado sobre o peróxido 

de hidrogênio a 3 % por 30 minutos. Em seguida, os cortes foram lavados em tampão Tris e com 

anticorpo PCNA (antígeno nuclear de proliferação celular) (Spring) na diluição 1:100, por 1 hora 

em temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em tampão Tris e incubados com histofine por 

30 minutos, submetidos ao cromógeno diaminobenzidina (DAB, DakoCytomation™) e 

contracorados com hematoxilina.  

O índice apoptótico e a proliferação celular foram determinados pelo percentual de células 

positivas a partir da contagem de, pelo menos, 500 núcleos/tratamento subdivididos em 10 campos 

escolhidos aleatoriamente utilizando-se a objetiva de 40x (Losa et al. 2000, Wu et al. 2013). 

Quantificação de Células Regenerativas do Intestino Médio. A quantificação foi realizada por 

meio de dois cortes da linha média do intestino de três insetos por tratamento (controle e lambda-

cialotrina 24 h), corados com azul de toluidina. A captura das imagens foi realizada por uma câmera 

de vídeo Sony® acoplada a um microscópio Olympus BX50. Em cada repetição, (lâmina com uma 

seção de corte) células regenerativas foram contabilizadas em todo o intestino médio.  

Análise Estatística. Os dados que assumiram normalidade e homogeneidade tiveram suas médias 

comparadas pelo teste de Tukey ao nível 5% de probabilidade, enquanto os que não assumiram 

foram analisados em Kruskal Wallis ao nível 5% de probabilidade no programa SAS Institute. 

 

Resultados 

Estresse Oxidativo  

Os bicudos tratados com lambda-cialotrina durante 24 horas apresentaram aumento de 

peroxidação lipídica em relação ao grupo controle (Fig. 2), sugerindo a ocorrência de estresse 
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oxidativo causado pelo inseticida. Os bicudos da população PE tiveram aumentos expressivos em 

relação aos demais (F=16.73; P< 0.0001). A população MT não diferiu dos insetos de CE. 

Histologia e Histoquímica do Intestino Médio  

Os adultos do controle, após 24 horas, apresentaram intestino médio revestido externamente 

por duas camadas de tecido muscular estriado, uma interna, disposta circularmente, e outra externa, 

longitudinalmente. O epitélio é simples, composto por dois tipos de células: (1) as células digestivas 

colunares, com núcleos esféricos centrais e uma borda em escova de microvilosidades em seu ápice 

e (2) células-tronco ou regenerativas com citoplasma basófilo, que ocorrem individualmente ou 

agrupadas em ninhos, que ficam em contato com a lâmina basal. Além disso, foi observada a 

presença de membrana peritrófica (MP) na luz intestinal, separando o bolo alimentar da camada de 

células epiteliais (Fig. 3A e B). 

O intestino médio dos adultos tratados com lambda-cialotrina apresentou, após 24 horas, 

camadas de tecido muscular preservadas. No entanto, houve em todas as populações testadas 

aumento do número de células regenerativas, com formação de ninhos nos tratamentos de MT e 

CE, mas surgindo isoladamente no tratamento de PE. Na população MT, houve desorganização das 

células colunares, espaçamentos nos ninhos de células regenerativas, ejeção de núcleos e 

fragmentos celulares no lúmen, indicando processo de descamação epitelial (Fig. 3 C-D). No 

epitélio intestinal dos bicudos da população PE, foi possível identificar principalmente a formação 

de protusões citoplasmáticas e secreções (Fig. 3 E-F). Na população CE, observou-se também 

descamação epitelial, a formação de protusões citoplasmáticas, alterações nas células colunares e 

espaçamentos nos ninhos de células regenerativas (Fig. 3 G-H).   

A análise histoquímica das células epiteliais para detecção de carboidratos neutros do grupo 

controle revelou maior reação positiva ao corante P.A.S. em comparação aos tratamentos após 24 

horas. No controle, foi observada a presença e distribuição uniforme dos grânulos de glicogênio em 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/simple-columnar-epithelium
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todo o citoplasma, além da membrana peritrófica (Fig. 4 A). Nos grupos expostos a lambda-

cialotrina, foi observado ausência da membrana peritrófica em todos os intestinos, e distribuição 

dos grânulos de glicogênio de modo intenso para a região apical da célula na população MT (Fig. 

4 B), com predominância para o ápice celular em PE (Fig. 4 C). Na população do CE verificou-se 

distribuição de glicogênio por todo citoplasma e de forma mais intensa do que em PE (Fig. 4 D). 

Do mesmo modo, a quantificação de pixels revelou diferença significativa entre o controle e os 

tratamentos e até entre os tratamentos, com menor redução de glicogênio nos bicudos da população 

MT, mostrando que a quantidade de carboidratos neutros foi alterada pelo inseticida (χ2=34.4005; 

P<0.0001) (Fig. 4 E). 

De maneira semelhante, as análises histoquímicas das células epiteliais para detecção de 

proteínas totais revelaram coloração positiva para Xylidine Ponceau no controle e tratamentos (Fig. 

5 A-D). A quantificação dos pixels também mostrou diferença significativa, sendo que os maiores 

teores foram observados na população de PE, seguida da população de MT, mas sem diferença entre 

as populações controle e CE (F=409.18; P<0.0003) (Fig. 5A- E). 

Imunohistoquímica do Intestino Médio  

Foram detectados marcação positiva (núcleos em marrom) nas células colunares do epitélio 

dos bicudos tratados com o inseticida, indicando que foi induzida a morte celular por apoptose no 

epitélio do intestino médio (Fig. 6 A-D). A análise do índice apoptótico revelou que nos tratamentos 

todas as populações apresentaram mais de 80% dos núcleos positivos, enquanto no controle esse 

valor foi menor que 5% (F= 208.98; P<0.0001) (Fig. 6 E). 

A expressão do PCNA também revelou marcação positiva (núcleos em marrom), indicando 

proliferação celular em todas as populações (Fig. 7 A-D). Porém, a análise do índice de PCNA 

mostrou maior porcentagem de núcleos positivos na população de MT (>70%), seguida de CE 
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(>40%), porém em PE os valores foram bem menores (<2%) que o controle (=17%) (F=89.02; 

P<0.0001) (Fig. 7 E). 

Quantificação de Células Regenerativas do Intestino Médio 

Foi observado que os insetos das três populações tratados com lambda-cialotrina 

apresentaram aumento substancial de células regenerativas por todo o epitélio do intestino médio 

em comparação ao controle (F= 28.93; P<0.0001) (Fig. 8).  

Histologia e Histoquímica dos Testículos  

O grupo controle apresentou testículos revestidos por tecido conjuntivo (cobertura peritoneal) 

em toda a extensão, com formação de vários folículos testiculares a partir de invaginações septadas 

(Fig. 9 A). Além disso, foi observada a presença de muitos espermatozoides e de alguns cistos 

(contendo células da linhagem espermática). Os testículos tratados com lambda-cialotrina 

revelaram cistos em maior proporção e poucos feixes de espermatozoides, quando comparados ao 

controle (Fig. 9 B-D). 

As análises histoquímicas para detecção de carboidratos neutros mostraram que os testículos 

tratados tiveram maiores reações positivas ao P.A.S. quando comparados ao controle (Fig. 10 A-

D). Corroborando com a quantificação dos pixels, no qual houve diferença significativa dos 

tratamentos com o controle, indicando que o tratamento com inseticida aumentou os níveis de 

carboidratos neutros nesse órgão (F= 112.60; P<0.0001) (Fig. 10 E). Do mesmo modo, a detecção 

de proteínas revelou maior reação positiva de Xylidine Ponceau nos tratamentos em relação ao 

controle (Fig. 11 A-D), como também quantificações maiores de pixels (χ2= 27.4345; P<0.0001) 

(Fig. 11 E). 

Histologia e Histoquímica dos Ovaríolos  

As análises histológicas revelaram que os ovaríolos do grupo controle são revestidos por 

uma bainha de tecido conjuntivo, além de apresentarem uma região de gema bem desenvolvida e 
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uma camada de células foliculares envolvendo cada oócito em formação, além de vesícula 

germinativa (Fig. 12 A). Os ovaríolos do tratamento com lambda-cialotrina mostraram-se 

semelhantes morfologicamente ao controle, no entanto nos oócitos da população PE e CE não foi 

identificada a vesícula germinativa (Fig. 12 B-D). 

Histoquimicamente, na detecção de carboidratos houve coloração positiva ao P.A.S. tanto no 

grupo controle quanto nos tratamentos com lambda-cialotrina (Fig. 13 A-D). No entanto, as análises 

dos pixels revelaram diferenças significativas, onde as reduções de carboidratos foram menores 

para MT quando comparados as outras populações (χ2= 40.2505; P<0.0001) (Fig. 13 E). De modo 

semelhante, houve reação positiva ao corante Xylidine Ponceau para as proteínas totais (Fig. 14 A-

D), porém não ocorreram diferenças significativas do número médio de pixels (F=1.94; P=0.1376) 

(Fig. 14 E). 

 

Discussão 

As diferenças apresentadas entre as populações submetidas ao piretroide lambda-cialotrina, 

tem relação com a capacidade antioxidante. Devido a pressão de seleção, a partir das frequentes 

pulverizações de inseticidas na região (Oliveira-Marra et al. 2019, Rolim et al. 2019), os bicudos 

da população MT certamente desenvolveram um mecanismo antioxidante de defesa que é herdado 

pelas gerações seguintes, resultando na sua menor suscetibilidade. 

Em insetos resistentes é comum observar que grupos enzimáticos atuem fisiologicamente 

eliminando e/ou neutralizando a molécula inseticida (Hema et al. 2011, Zimmer & Nauen 2011, 

Barros et al. 2013), resultando no menor estresse oxidativo. Segundo Oliveira-Marra et al. (2019), 

os bicudos da região Centro-Oeste não são resistentes aos piretroides, porém, é evidente nesta 

pesquisa que a população MT sofreu menor estresse.  
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O menor nível de estresse oxidativo permitiu a recuperação dos danos celulares intestinais de 

modo mais eficiente nessa população, pois apesar das alterações histológicas e indução de apoptose, 

a técnica imunohistoquímica revelou alta proliferação celular. Assim, houve a substituição de 

células danificadas, evidenciada também pelo aumento do número de células regenerativas, que 

agruparam-se formando ninhos por todo o epitélio. Consequentemente, a alta proliferação de células 

na população MT evitou que a absorção intestinal fosse reduzida e que o organismo sofresse uma 

depleção nutricional, podendo ser confirmado também pela redução menos intensa de carboidratos. 

O reflexo da eficiência de absorção de nutrientes é muito importante em insetos holometábolos, 

pois estes necessitam da aquisição nutricional adequada para manter o seu potencial reprodutivo 

(Behmer 2008, Cruz et al. 2017), essencial ao estabelecimento de uma praga no agroecossistema.  

Nessa perspectiva, mesmo que em MT tenha ocorrido regeneração celular intestinal, 

verificou-se nos testículos a presença de cistos, entretanto, em proporções menores aos feixes de 

espermatozoides, propondo que não houve retardo na espermatogênese quando comparados as 

outras populações.  

Em contrapartida, os bicudos de PE sofreram maior estresse oxidativo provavelmente por não 

possuírem um mecanismo antioxidante eficiente. Além disso, nessa população a baixa proliferação 

celular, vista também em CE, não permitiu a reparação celular necessária após o processo de 

apoptose, no qual promoveu complicações na absorção. Sendo assim, a não substituição das células 

lesadas nas populações PE e CE levou a problemas na absorção dos nutrientes ingeridos, que 

culminou em menores taxas de carboidratos no intestino. Além do mais, os danos histológicos e 

histoquímicos nas gônadas, principalmente as reduções de carboidratos nos ovaríolos, comprovam 

que a absorção foi comprometida. Costa et al. (2017) relataram que em populações PE de A. grandis 

os danos no intestino médio causados pelo lufenurom refletiram em redução da espermatogênese e 

oogênese.  
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A maturação dos oócitos nos ovaríolos abrange vários estágios, começando na região do 

germário, passando pelo enfileiramento dos folículos e terminando em oócitos com núcleos 

transformados em vesícula germinativa posicionada na região central (Ullmann 1973, Parthasarathy 

et al. 2010). Além disso, a deposição de vitelo para a oogênese está diretamente relacionada com a 

vesícula germinativa (Chapman 2013). Portanto, a não formação dessa vesícula na população PE e 

CE, indica a possibilidade de haver complicações na formação do ovo, uma vez que a secreção do 

córion poderá ser impedida.  

Sabe-se que o aumento do estresse oxidativo é diretamente proporcional ao maior dano 

celular. Na lagarta Helicoverpa armigera Hübner os piretroides permetrina e fenvalarato também 

elevaram o estresse oxidativo (Akbar et al.2012). Portanto, infere-se que o maior dano ocorreu nos 

bicudos da população PE e devido a baixa capacidade de proliferação celular o problema foi 

intensificado, no qual poderá ter sido de caráter irreversível. Já em CE, o estresse oxidativo não 

diferiu de MT, podendo ter relação com a proliferação celular relativamente alta (>40%) em relação 

ao grupo controle, porém, não suficiente para evitar déficit de absorção nutricional, como pode ser 

identificado com a menor quantidade de carboidratos nos ovaríolos.    

Embora nas três populações estudadas tenha sido verificada ausência da membrana 

peritrófica, que desempenha um importante papel de proteção, através do sequestro e/ou inativação 

de toxinas ingeridas (Hegedus et al. 2009), essa não foi preponderante para interferir nesses danos, 

pois a população de MT conseguiu reagir de maneira mais eficiente a tais danos. Assim, inferimos 

que a baixa capacidade de proliferação celular em PE e a ineficiência da proliferação em CE, pode 

ter sido o fator principal para a suscetibilidade dessas populações.  

A redução de carboidratos em bicudos de PE e CE indica um acentuado gasto energético em 

resposta ao agente estressor e comprova as consequências de maiores danos oxidativos. De acordo 

com Arrese et al. (2010) e Rosas-Mejía et al. (2015), os carboidratos são as principais fontes 
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energéticas dos insetos, além de participarem da proteção contra inseticidas. Isso reforça a hipótese 

de que essas populações não conseguiram equilibrar o mecanismo de reparação celular e a 

realocação de reservas.  

Este trabalho demonstra que as análises bioquímicas e fisiológicas são suficientes para 

explicar o fato que os bicudos de MT respondem de maneira mais eficiente a exposição ao 

inseticida, a partir da regeneração de células intestinais danificadas, processo que evitou a depleção 

nutricional do organismo. Também deduzimos que essa população consegue equilibrar o 

mecanismo de reparação ao dano e realocação de reservas nutricionais. Além disso, constatamos 

que a capacidade de proliferação celular, que culmina em reparação tecidual, foi o principal motivo 

das diferentes respostas entre as populações. 
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Figura 1. Mapa ilustrando os locais de coleta das populações de Anthonomus grandis em campos 

de algodão no Brasil. 
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Figura 2. Estresse oxidativo a partir da mensuração do ácido tiobarbitúrico (TBARS) como 

indicativo de peroxidação lipídica (nmol de MDA/mg/proteína) em adultos de Anthonomus grandis. 

Controle e tratamento com lambda-cialotrina após 24 horas das populações Mato Grosso/MT, 

Pernambuco/PE e Ceará/CE. Barras seguidas de letras diferentes diferem significativamente pelo 

teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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Figura 3. Seção transversal do intestino médio de adultos Anthonomus grandis. A e B - controle. C 

– H tratamento com lambda-cialotrina após 24 horas. Coloração Azul de Toluidina. A – visão geral 

do intestino médio com membrana peritrófica (seta vermelha) delimitando o alimento ingerido no 

lúmen (L). B – intestino médio destacado com células colunares (Cc) e núcleos (seta) na região 

mediana; ninhos de células regenerativas (asterisco); Músculos circulares (MC) e Músculos 

longitudinais (ML). C – visão geral do intestino da população Mato Grosso/MT com muito material 

na região do lúmen. D – Observar descamação do epitélio com alterações nas células colunares 
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(Ccd), núcleos ejetados no lúmen (ponta de seta), formação de ninhos de células regenerativas 

(asterisco) com espaçamentos (seta pontilhada). E – visão geral do intestino da população 

Pernambuco/PE. F – Protusões (Pt) das células colunares, secreção (S) e célula regenerativa (Cr). 

G – visão geral do intestino da população Ceará/CE. H – Identificar descamação, desorganização 

(Ccd) e protusões (Pt) das células colunares, bem como vacúolos citoplasmáticos (seta tracejada) e 

presença de vacúolos nos ninhos de células regenerativas (seta longa). 
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Figura 4. Histoquímica do intestino médio de adultos de Anthonomus grandis para carboidratos 

neutros. A – controle. B, C e D, populações de Mato Grosso/MT, Pernambuco/PE e Ceará/CE, 

respectivamente, após tratamento com lambda-cialotrina por 24 horas. Coloração ácido periódico-

Schiff (P.A.S.). A – Presença e distribuição uniforme dos grânulos de glicogênio no citoplasma das 

células (setas) e membrana peritrófica (seta vermelha). B e C – Mudanças no padrão de distribuição 

dos grânulos de glicogênio para o ápice das células (setas pontilhadas) e ausência da membrana 

peritrófica. D – Distribuição uniforme dos grânulos de glicogênio e ausência da membrana 
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peritrófica. E – Número médio de pixels para carboidratos neutros. Barras seguidas de letras 

diferentes diferem significativamente pelo teste não paramétrico de Kruskal-Wallis ao nível de 5% 

de probabilidade. L - lúmen; Setas - grânulos de glicogênio; Gp - grão de pólen.  
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Figura 5. Histoquímica do intestino médio de adultos de Anthonomus grandis para proteínas totais. 

A – controle. B, C e D, populações de Mato Grosso/MT, Pernambuco/PE e Ceará/CE, 

respectivamente, após tratamento com lambda-cialotrina por 24 horas. Coloração Xylidine 

Ponceau. E – Número médio de pixels para proteínas totais. Barras seguidas de letras diferentes 

diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. L - lúmen; Setas - 

núcleos; Gp - grão de pólen. 
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Figura 6. Ensaio TUNEL para detecção de apoptose do intestino médio de populações de 

Anthonomus grandis, A- Controle. B, C e D populações de Mato Grosso/MT, Pernambuco/PE e 

Ceará/CE, respectivamente, após tratamento com lambda-cialotrina por 24 horas. E - Índice 

apoptótico (média ± EP). Barras seguidas de letras diferentes diferem significativamente pelo teste 
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de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. Núcleo apoptótico (seta longa), núcleo normal (seta 

curta), epitélio (Ep), Lúmen (L). 

 

 

 

. 
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Figura 7. Expressão do marcador de proliferação celular PCNA no intestino médio de populações 

de Anthonomus grandis, A- Controle. B, C e D populações de Mato Grosso/MT, Pernambuco/PE e 

Ceará/CE, respectivamente, após tratamento com lambda-cialotrina por 24 horas. E – Proliferação 

(média ± EP). Células positivas (setas), epitélio (Ep), Lúmen (L). Barras seguidas de letras 

diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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Figura 8. Número médio de células regenerativas no intestino médio de adultos de Anthonomus 

grandis, controle e tratamento com lambda-cialotrina após 24 horas das populações de Mato 

Grosso/MT, Pernambuco/PE e Ceará/CE. Barras seguidas de letras diferentes diferem 

significativamente pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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Figura 9. Testículos de adultos de Anthonomus grandis. A - controle. B, C e D, populações de Mato 

Grosso, Pernambuco e Ceará, respectivamente, após tratamento com Lambda-cialotrina por 24 

horas. Coloração Azul de Toluidina. Es, espermatozoides; Seta, cobertura peritoneal; Asterisco, 

cistos. 
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Figura 10. Histoquímica do testículo de adultos de Anthonomus grandis para quantificação de 

carboidratos neutros. A – controle. B, C e D, populações de Mato Grosso, Pernambuco e Ceará, 

respectivamente, após tratamento com Lambda-cialotrina por 24 horas. Coloração Ácido Periódico 

de Schiff (P.A.S.). E - quantificação em pixels de carboidratos neutros. Barras seguidas de letras 

diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade. 
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Figura 11. Histoquímica do testículo de adultos de Anthonomus grandis para quantificação de 

proteínas totais. A – controle. B, C e D, populações de Mato Grosso/MT, Pernambuco/PE e 

Ceará/CE, respectivamente, após tratamento com lambda-cialotrina por 24 horas. Coloração 

Xylidine Ponceau. E – Número médio de pixels para proteínas totais. Barras seguidas de letras 

diferentes diferem significativamente pelo teste não paramétrico de Kruskal-Wallis ao nível de 5% 

de probabilidade. 
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Figura 12. Ovaríolos de adultos de Anthonomus grandis. A - controle.B, C e D, populações de Mato 

Grosso/MT, Pernambuco/PE e Ceará/CE, respectivamente, após tratamento com lambda-cialotrina 

por 24 horas. Coloração Azul de Toluidina. Vi, vitelo; Cf, células foliculares; Seta, bainha de tecido 

conjuntivo; Seta pontilhada, oócitos em formação; Seta vermelha, vesícula germinativa. 
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Figura 13. Histoquímica do ovaríolo de adultos de Anthonomus grandis para quantificação de 

carboidratos neutros. A – controle. B, C e D, populações de Mato Grosso/MT, Pernambuco/PE e 

Ceará/CE, respectivamente, após tratamento com lambda-cialotrina por 24 horas. Coloração ácido 

periódico-Schiff (P.A.S.). E – Número de médio de pixels para carboidratos neutros. Barras 

seguidas de letras diferentes diferem significativamente pelo teste não paramétrico de Kruskal-

Wallis ao nível de 5% de probabilidade. Vi, vitelo. 
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Figura 14. Histoquímica do ovaríolo de adultos de Anthonomus grandis para quantificação de 

proteínas totais. A – controle com destaque das células folículares. B, C e D, populações de Mato 

Grosso/MT, Pernambuco/PE e Ceará/CE, respectivamente, após tratamento com lambda-cialotrina 

por 24 horas. Coloração Xylidine Ponceau. E – Número médio de pixels para proteínas totais. 

Barras seguidas de letras iguais não diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nível de 5% 

de probabilidade. Vi, vitelo. 
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CAPÍTULO 3 

ALTERAÇÕES HISTOFISIOLÓGICAS E NUTRICIONAIS EM POPULAÇÕES DE 

Anthonomus grandis SUBMETIDAS AOS ÓLEOS ESSENCIAIS DE Juniperus virginiana E 

Melaleuca alternifolia EM COMPARAÇÃO A BETA-CIFLUTRINA  1 
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essenciais de Juniperus virginiana e Melaleuca alternifolia em comparação a beta-ciflutrina. Acta 

Histochemica. 

RESUMO - Óleos essenciais de plantas vêm ganhando destaque nas pesquisas com controle de 

pragas devido a sua propriedade inseticida e baixa contaminação ambiental. Os óleos de Juniperus 

virginiana e Melaleuca alternifolia são exemplos já comprovados de produtos com potencial 

inseticida. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi de investigar se os óleos de J. virginiana e M. 

alternifolia promovem alterações morfológicas e histoquímicas no intestino médio e nutricionais, e 

se isso reflete na gametogênese em comparação ao piretróide beta-ciflutrina, em adultos de 

Anthonomus grandis oriundos dos estados de Pernambuco e Ceará. A DL50 e DL70 dos óleos foi 

estabelecida em testes preliminares e testadas topicamente. Para beta-ciflutrina foi usada a dose de 

rótulo para o bicudo e testada via ingestão de botões florais. Todas as avaliações foram feitas após 

24 h. Em todos os tratamentos foi observado nas duas populações de insetos alterações morfológicas 

no intestino (por exemplo, desorganização e vacuolização do epitélio, protusões e aumento no 

número de células regenerativas) e nas gônadas (vacuolização da cobertura peritoneal e das células 

foliculares). Os níveis de proteínas, lipídeos, glicogênio e açúcar sofreram diminuições, no entanto, 

apenas na população Ceará o açúcar não reduziu. A quantificação dos pixels para carboidratos e 

proteínas tanto no intestino quanto nas gônadas mostrou redução. Dessa forma, assim como beta-

ciflutrina, os óleos essenciais de J. virginiana e M. alternifolia são capazes de causar alterações 

morfológicas e histoquímicas no intestino médio com reflexos na nutrição e gametogênese de A. 

grandis de Pernambuco e Ceará. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Bicudo-do-algodoeiro, óleos essenciais, bioquímica, Manejo Integrado de 

Pragas, reprodução 
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ABSTRACT - Essential oils from plants have been gaining prominence in research on pest control 

due to their insecticidal property and low environmental contamination. The oils of Juniperus 

virginiana and Melaleuca alternifolia are proven examples of products with potential insecticide. 

Thus, the objective of this work was to investigate whether the oils of J. virginiana and M. 

alternifolia promote morphological and histochemical changes in the midgut and nutritional, and if 

this reflects on gametogenesis in comparison to the pyrethroid beta-cyfluthrin, in adults of 

Anthonomus grandis from the states of Pernambuco and Ceará. The LD50 and LD70 of the oils were 

established in preliminary tests and tested topically. For beta-cyfluthrin, the label dose for the boll 

weevil was used and tested via ingestion of flower buds. All assessments were made after 24 h. In 

all treatments, morphological changes were observed in the two insect populations in the intestine 

(for example, disorganization and vacuolization of the epithelium, protusions and an increase in the 

number of regenerative cells) and in the gonads (vacuolization of the peritoneal cover and follicular 

cells). The levels of proteins, lipids, glycogen and sugar decreased, however, only in the Ceará 

population, sugar did not decrease. The quantification of pixels for carbohydrates and proteins in 

both the intestine and gonads showed a reduction. Thus, as well as beta-cyfluthrin, the essential oils 

of J. virginiana and M. alternifolia are capable of causing morphological and histochemical changes 

in the midgut with reflexes on the nutrition and gametogenesis of A. grandis from Pernambuco and 

Ceará. 

KEY WORDS: Cotton boll weevil, essentials oils, biochemistry, Integrated Pest Management, 

reproduction. 
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Introdução  

O intestino médio dos insetos é uma das principais vias de contato na avaliação dos efeitos de 

agentes estressores, tornando-se um órgão-alvo importante no estudo de controle de pragas (Catae 

et al. 2014). A membrana peritrófica presente nela é uma importante barreira física, porém, se 

ultrapassada, o dano às células do epitélio será iminente (Costa et al. 2017). Após a digestão, a 

absorção pelas células do intestino médio permite que os nutrientes caiam na hemolinfa e dela sejam 

transportados para todos os tecidos e órgãos (Gullan & Cranston 2012). 

As gônadas, por exemplo, são órgãos que necessitam de nutrientes para o processo de 

gametogênese, na qual em insetos é diretamente proporcional a qualidade e quantidade dessas 

moléculas. No entanto, havendo dano celular intestinal, os níveis nutricionais do organismo como 

um todo sofrerão alterações, afetando esse processo de formação de gametas, que pode acarretar em 

efeitos negativos na história de vida desses organismos (Arrese et al. 2010, Rosas-Mejía et al. 2015, 

Bretas 2016, Cruz et al. 2017, Costa et al. 2017, Silva et al. 2019).  

No contexto nutricional, carboidratos, lipídeos e proteínas participam de processos 

fundamentais a sobrevivência e estabelecimento de um inseto dentro da cultura. Portanto, investigar 

os inseticidas que têm potencial de causar tais efeitos na fisiologia de insetos-praga é imprescindível. 

De maneira alternativa aos produtos formulados, o uso de biopesticidas, como os óleos essenciais de 

plantas, vem ganhando destaque nas pesquisas devido a sua propriedade toxicológica e baixa 

contaminação ambiental e toxicidade aos mamíferos (Madbouly et al. 2015, Preedy 2015). 

Entre os diversos óleos já estudados, o de Melaleuca alternifolia Cheel e o de Juniperus 

virginiana L. vem se mostrando promissores por demonstrarem atividade inseticida para diversos 

insetos praga (Amer & Mehlhorn 2006, Tol et al. 2007, Eller et al. 2010, Benelli et al. 2013, Eller 

et al. 2014, Liao et al. 2016, Liao et al. 2017, Tahghighi et al. 2019). Além da mortalidade, os óleos 

essenciais, assim como os inseticidas, podem atuar na fisiologia desses organismos, promovendo 
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efeitos adversos a níveis celulares, teciduais e nutricionais (Alves et al. 2013, Cruz et al. 2017, Dutra 

et al. 2019, Guedes et al. 2020).  

Insetos que se desenvolvem endofiticamente são de difícil controle devido a pouca exposição 

aos inseticidas comumente utilizados, a exemplo do bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis 

Boheman), que mesmo após tratamento com piretroides se mantém em níveis populacionais altos 

por se desenvolverem em botões e/ou maças (Oliveira-Marra et al. 2019, Rolim et al. 2019). Assim, 

se utilizar de produtos, a exemplo de óleos essenciais, cuja ação não se restringe apenas a 

mortalidade, mas a efeitos tardios na biologia e reprodução é de fundamental importância e pode 

garantir, junto a outros métodos, o sucesso da cultura.  

Nas décadas de 1960/70 o nordeste brasileiro foi uma das principais regiões produtoras de 

algodão devido ao clima e condições favoráveis, chegando a representar 40% da produção nacional, 

contudo, essa produtividade entrou em declínio após o surgimento do A. grandis (Beltrão 2003). 

Hoje observa-se um incremento nessa produção que atualmente se concentra em pequena escala no 

sertão dos estados de Pernambuco, Ceará, Paraíba e Rio Grande do Norte (Beltrão 2003, Coêlho 

2018), com exceção da Bahia que é o segundo maior produtor nacional (Abrapa 2020). Com isso, 

desenvolver métodos de controle mais efetivos e seguros é prioritário para a continuidade do sucesso 

da cotonicultura.  

Sendo assim, o objetivo desta pesquisa é investigar se os óleos essenciais de M. alterfolia e 

J. virgiana promovem alterações morfológicas e histoquímicas no intestino médio, interferindo nos 

níveis de moléculas nutricionais e se isso vai refletir nos testículos e ovaríolos em comparação ao 

piretróide beta-ciflutrina, em adultos de A. grandis, oriundos de campos de algodão dos estados de 

Pernambuco e Ceará. 
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Material e Métodos 

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratório de Fisiologia de Insetos do Departamento de 

Morfologia e Fisiologia Animal e no Centro de Apoio à Pesquisa (Cenapesq) da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco (UFRPE, Recife, Pernambuco, Brasil).   

Criação e Obtenção das Populações de Anthonomus grandis. Botões florais e cápsulas de 

algodão, infestados com larvas e pupas de A. grandis foram coletados em campos comerciais e 

experimentais em duas cidades, Recife (Pernambuco/PE, nordeste do Brasil) e Barbalha, 

(Ceará/CE, nordeste do Brasil), e enviados ao Laboratório de Fisiologia de Insetos do Departamento 

de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE, Recife, 

Pernambuco, Brasil). Os grupos de insetos de cada estado foram então alojados separadamente em 

gaiolas plásticas de emergência (42,5 × 30,7 × 30,5 cm) armazenadas em laboratório mantido a 25 

± 1 ° C, com umidade relativa de 65 ± 5% e fotofase de 12 horas. 

Obtenção dos Óleos Essenciais e Inseticida Sintético. Os óleos essenciais de Melaleuca 

alternifolia e Juniperus virginiana foram obtidos da Empresa Ferquima Ind. e Com. Ltda. (Vargem 

Grande Paulista, São Paulo, Brasil). M. alternifolia foi extraída a partir de folhas e J. virginiana da 

madeira. O método de extração utilizado foi de arraste a vapor para todos os óleos. As informações 

técnicas desses produtos e seus parâmetros de qualidade (coloração, pureza, odor, densidade a 20 

°C e índice de refração a 20 °C) são descritos em relatório técnico fornecido pela empresa, conforme 

site <1461 http://www.ferquima.com.br>. O inseticida piretroide beta-ciflutrina (Bulldock 125 SC) 

foi obtido de casas comerciais do centro do Recife.  

Análises Cromatográficas em Fase Gasosa. Os óleos essenciais de M. alternifolia e J. virginiana 

foram analisados qualitativamente por cromatografia a gás acoplada à espectrometria de massas 

CG/EM em um sistema quadrupolo Agilent 5975C Series CG/EM 1 (Agilent Technologies, Palo 
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Alto, EUA), equipado com uma coluna apolar DB-5 (Agilent J&W; 60 m x 0.25 mm d.i., 0,25 μm 

espessura da película). 1 µL da solução (2000 μg/mL) de cada óleo essencial preparada em hexano 

foi injetada em split 1:50, assim como uma solução hexânica da mistura de padrões de 

hidrocarbonetos: C8-C30 (Sigma-Aldrich® 1484). A temperatura do cromatógrafo gasoso foi 

ajustada em 60 °C por 3 min, sendo então elevada em 2,5 °C min-1 até alcançar 240 °C e mantida 

nesta temperatura por 10 min. O fluxo de hélio foi mantido em pressão constante de 100 kPa. A 

interface da espectrometria de massas foi definida em 200 °C e os espectros de massa registrados 

em 70 eV (em modo EI) com uma velocidade de escaneamento de 0,5 scan-s de m/z 20-350 (Santos 

et al. 2014, Silva et al. 2016). Os constituintes dos óleos essenciais foram quantificados através da 

Cromatografia Gasosa (CG) em um sistema Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) Trace 

CG Ultra gás equipado com um detector de ionização por 47 chama (DIC), com uma coluna HB-5 

(30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 μm de espessura da película). A temperatura do forno foi mantida a 40 

ºC durante 2 min e depois aumentada a 4 ºC min-1 para 230 ºC. O injector e o detector foram 

mantidos a 250 ºC. Para realizar a quantificação, 1 µL da solução (2000 μg/mL) de cada óleo 

essencial preparada em hexano foi injetada em splitless. A composição de cada componente foi 

expressa na forma de percentagens da área total do pico conforme registrado por GC-FID.  

Identificação Química dos Óleos Essenciais. Os Índices de Retenção (IR) de cada componente 

dos óleos essenciais foram calculados segundo a equação de Van den Dool & Kratz (1963), de 

acordo com os tempos de retenção dos componentes da amostra de cada óleo essencial, do padrão 

de hidrocarboneto (C8-C30) e da combinação de cada óleo essencial com a mistura deste padrão. 

Os componentes de cada óleo essencial foram previamente identificados por similaridade dos 

valores dos índices de retenção (IR) e posteriormente confirmados por comparação dos respectivos 
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espectros de massa com aqueles disponíveis na biblioteca do GC/EM: MassFinder 4, NIST08 e 

Wiley Registry™ 9th Edition e com os descritos por Adams (2009). 

Bioensaio com o Inseticida Sintético e de Toxicidade dos Óleos Essenciais. Para a 

utilização do inseticida sintético beta-ciflutrina foi testada uma dose especifica (12.500 µL do p.c. 

+ 100 mL de água destilada) baseada na dose de rótulo recomendada para o A. grandis (80-100mL 

do produto comercial em 100-300L de água/ha). A exposição ao inseticida seguiu os métodos 

usados por Costa et al. (2017) com algumas adaptações, onde botões florais de algodão foram 

imersos na solução inseticida por 30 segundos e deixados em temperatura ambiente para secagem 

por 1 hora. Em seguida, foram oferecidos aos insetos de maneira individualizada em recipientes de 

80 mL forrados com papel filtro, perfazendo um total de 30 insetos para cada população. Para 

garantir a ingestão, os insetos foram deixados 24 horas sem alimentação antes da instalação dos 

experimentos. As avaliações ocorreram com 24 horas após a instalação do experimento. O grupo 

controle de cada população constou apenas de água destilada. 

Para uso dos óleos essenciais, testes preliminares, através do contato tópico, foram realizados 

visando definir as doses de M. alternifolia e J. virgiana capazes de promover mortalidades em torno 

de 5 e 95% nas populações de A. grandis. Para cada dose foram avaliados 30 adultos, sendo em 

média 5 doses, totalizando 150 adutos/óleo. Foi aplicado 1,0 μL da solução do óleo essencial mais 

acetona (solvente), na região protorácica do inseto, utilizando uma seringa Hamilton TM (50 µL). 

O teste controle foi realizado apenas com acetona. A mortalidade foi obtida 48h após a instalação 

do experimento, os resultados submetidos a análise de probit pelo programa SAS (SAS 2001) e as 

razões de Toxicidade (RT) obtidas através do quociente entre a dose letal do óleo de maior 

toxicidade e dose letal dos demais óleos, individualmente. Após a obtenção da curva, foram 

selecionadas as doses letais (DL50 e DL70). Para a realização dos experimentos subsequentes os 
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insetos foram separados em grupo de 5 e colocados em placa de Petri (8 cm de diâmetro x 1,5 cm 

de altura), submetidos às DL50 e DL70, alimentados com botões florais e avaliados com 24 horas 

após a instalação do experimento.  

Coleta dos Órgãos e Inclusão em Historesina. Dez tubos digestivos, dez testículos e dez 

ovaríolos, após 24h de exposição aos produtos testados, foram coletados. Os insetos foram 

imobilizados em baixa temperatura (4° C), dissecados em microscópio estereoscópico, fixados em 

formol a 10% por 24h e armazenados em álcool 70%. Os intestinos médio dos insetos foram 

seccionados e, juntamente com os testículos e ovaríolos, desidratados em banhos crescentes de 

etanol (70–100%), por 10 minutos cada. As amostras foram impregnadas em álcool + historesina 

(1:1) por 24h e finalmente incluídas em historesina pura (Leica®). 

Confecção e Coloração das Lâminas Histológicas e Histoquímicas. Cortes de espessura de 5 μm 

foram obtidos de um micrótomo Leica© RM 2035 e submetidos a técnicas de coloração com azul 

de toluidina para análise morfológica. Para a análise histoquímica, utilizou-se o ácido periódico-

Schiff (P.A.S.) (detecção de carboidratos neutros) e Xylidine Ponceau (detecção de proteína total). 

Todas as lâminas foram examinadas com fotomicroscópio Leica®. As imagens foram capturadas e 

digitalizadas pelo software Leica LAS Image (Solomon 2009, Junqueira & Junqueira 1983).  

Quantificação de Pixels. Para a quantificação histoquímica de carboidratos neutros e proteínas 

totais a partir dos pixels, as imagens capturadas foram submetidas ao programa editor de imagens 

GIMP® 2.8 (GNU Image Manipulation Program, plataformas UNIX) para conversão das imagens 

digitais em tons de cinza (preto e branco). Esta segmentação de cores permite a medição do número 

de pixels no tecido selecionado (Temitope 2013). Para cada tratamento, foram utilizadas três 

lâminas de insetos diferentes, onde foram avaliadas quatro seções, totalizando 12 seções.  
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Ensaios Bioquímicos. Para extração e quantificação das proteínas solúveis totais, lipídeo, açúcar 

total e glicogênio, adultos com 24h após a aplicação dos produtos (óleos essenciais e inseticida 

sintético) foram utilizados e cada amostra constou de dois insetos adultos para cada tratamento, 

sendo obtidas 10 repetições, totalizando 20 insetos/tratamento. O preparo das amostras (controle e 

tratamento) se deu com os adultos imobilizados a uma temperatura de 4 oC e macerados em 500 µL 

do tampão fosfato de sódio (pH 7,4 e 0,1 M). O macerado foi retirado com um pipetador automático 

(inseto adulto + tampão) e armazenado em um microtúbulo devidamente etiquetado. Todo 

procedimento foi efetuado em baixa temperatura para evitar a oxidação das amostras. Após esta 

etapa ocorreu o preparo das amostras e para isso cada grupo de amostras foi centrifugada por 3 

minutos a 3000 rpm. Após a centrifugação foi separado 100 µL de cada amostra para análise das 

proteínas solúveis totais e 200 µL para as análises de lipídeo, açúcar total e glicogênio.  

Extração e Quantificação das Proteínas Solúveis Totais. As proteínas solúveis totais foram 

determinadas a partir do método de Bradford (1976). Os 100 µL de cada amostra de macerado 

foram transferidos para tubos de vidro de centrifugação, adicionando o corante Bradford (0,01% de 

Comissie Blue G-250; 8,5% de ácido fosfórico e 4,7% de etanol) até alcançar o volume de 5 mL. 

Os tubos foram então homogeneizados em agitador tipo vórtex e em seguida permaneceram em 

repouso por 2 minutos. Posteriormente, foi feita a leitura em espectrofotômetro UV visível/190-

1000 nm Biospectro SP-220 em comprimento de onda de 595 nm. A unidade de leitura utilizada 

foi de µg/mL.  

Extração e Quantificação de Lipídio, Açúcar Total e Glicogênio. O conteúdo de lipídio, açúcar 

total e glicogênio foram avaliados utilizando o método de Van Handel (1985a, b), onde 200 µL do 

macerado homogeneizado foi acrescido de 200 µL de sulfato de sódio e 800 µL de clorofórmio e 

metanol (1:1), e centrifugado a 3000 rpm durante 3 min. O precipitado foi utilizado para a análise 



 66 

de glicogênio, e o sobrenadante transferido para um microtúbulo onde foi acrescentado 600 µL de 

água destilada e centrifugado a 3000 rpm durante 3 min. O precipitado foi utilizado para a análise 

de lipídeo e o sobrenadante para análise de açúcar total. O lipídio foi tratado com reagente ácido 

fosfórico/vanilina enquanto que o açúcar total e o glicogênio, tratados com reagente ácido 

sulfúrico/antrona. Posteriormente, foi feita a leitura em espectrofotômetro UV visível/190-1000 nm 

Biospectro SP-220 em comprimento de onda de 625 nm. A unidade de leitura utilizada foi µg/mL.  

Análise Estatística. Os dados que assumiram normalidade e homogeneidade foram submetidos à 

ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade, enquanto 

os assumiram foram submetidos ao teste não paramétrico de Kruskal-Wallis ao nível de 5% de 

probabilidade (SAS 2002). 

Resultados 

Análises Cromatográficas em Fase Gasosa e identificação química dos óleos essenciais. 

A análise da composição química dos óleos essenciais de M. alternifolia e J. virginiana 

permitiu identificar a presença de 68 compostos, quantificando um total de 98,06% e 98,69% dos 

óleos, respectivamente (Tabela 1). O óleo de J. virginiana é exclusivamente rico em sesquiterpenos, 

desses 69,76% não oxigenados e 28,3% oxigenados. Tem como componentes majoritários o (Z)- 

thujopsene (31,94%), cedrol (25,61%) e α-cedrene (18,49%). Em contrapartida o óleo de M. 

alternifolia é predominantemente rico em monoterpenos, desses 53,72% são oxigenados e 38,98% 

não oxigenados, enquanto que a classe dos sesquiterpenos fica restrita a 5,99% do óleo essencial. 

Sendo seus componentes majoritários o terpinen-4-ol (47,24%), γ-terpinene (18,60%) e α-terpinene 

(8,77%) exclusivamente monoterpênicos. 

Bioensaio com o Inseticida Sintético e de Toxicidade dos Óleos Essenciais. 
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A concentração utilizada para beta-ciflutrina foi estabelecida com base na dose de 

rotulagem. Para o óleo de J. virginiana foram obtidos na população PE as seguintes doses DL50 

0,280 (0,139-0,543) mg/g e a DL70 0,597 (0,343-2,322) (χ2 =10,79). Para o óleo de M. alternifolia 

foram obtidos as DL50 0,169 (0,096-0,274) mg/g e a DL70 0,303 (0,196-0,697) (χ2 =13,29) (Tabela 

2). Na DL50 o óleo de M. alternifolia apresentou uma razão de toxicidade 1,65 vezes e na DL70 1,96 

vezes maior do que o de J. virginiana.  

Para a população CE, as doses de J. virginiana foram DL50 0,311 (0,228-0,419) mg/g e a 

DL70 0,488 (0,368-0,783) (χ2 = 21,18). Para o óleo de M. alternifolia foram obtidas as doses DL50 

0,208 (0,128-0,317) mg/g a DL70 0,406 (0,272-0,855) (χ2 =16,39) (Tabela 3). A razão de toxicidade 

na DL50 de M. alternifolia foi de 1,49 vezes e na DL70 1,20 vezes maior do que o de J. virginiana.  

Histologia do Intestino Médio, Testículo e Ovaríolo. 

O intestino médio dos grupos controles (populações de PE e CE) apresentaram-se revestidos 

externamente por camadas de tecido muscular circular e longitudinal e internamente por um epitélio 

de células colunares com núcleos esféricos centrais e uma borda em escova em seu ápice. Além 

disso, identificou-se células regenerativas que ocorrem individualmente ou agrupadas em ninhos 

que ficam em contato com a lâmina basal. Na região do lúmen, observou-se a presença da 

membrana peritrófica separando o bolo alimentar do epitélio (Fig. 1A e B).  

O intestino médio dos bicudos das populações PE e CE tratados com o piretroide beta-

ciflutrina e os óleos essenciais nas DL50 de J. virginiana e M. alternifolia apresentaram alterações 

morfológicas significativas. Em todos os tratamentos o epitélio das duas populações mostrou-se 

desorganizado, com protusões das células colunares, presença de numerosos vacúolos e de células 

regenerativas formando ninhos, além da ausência da matriza peritrófica (Fig. 1C-L). A dose de beta-

ciflutrina e a DL70 de M. alternifolia promoveram espessamento da camada muscular nas duas 
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populações (Fig. 1C e D, 1K e L), enquanto que na DL70 de J. virginiana foi observada camada 

muscular mais delgada com desprendimento das células colunares em CE (Fig. 1H). Também foi 

evidenciado que a DL50 e 70 de M. alternifolia causou a ejeção de núcleos para a região do lúmen 

na população CE (Fig. 1J e L).  

Os adultos dos controles apresentaram testículos revestidos por tecido conjuntivo (ou 

cobertura peritoneal) em toda sua extensão, com septos formando vários folículos testiculares (Fig. 

2A e B). Também foram encontrados vários espermatozóides e alguns cistos. Nos tratamentos com 

beta-ciflutrina e os óleos observou-se poucos espermatozoides (Fig. 2 C-L). Em PE, os folículos 

apresentaram numerosos cistos, e especificamente na DL70 de M. alternifolia ocorreu vacuolização 

folicular intensa (Fig. 2 K). Já em CE, na DL50 e 70 de J. virginiana ocorreu espessamento da 

cobertura peritoneal (Fig. 2F e H) e na DL70 de M. alternifolia vacuolização (Fig. 2L). 

Os grupos controles revelaram os ovaríolos revestidos por uma bainha de tecido conjuntivo, 

uma região de gema bem desenvolvida e uma camada de células foliculares envolvendo cada oócito 

(Fig. 3A e B). Os ovaríolos dos grupos submetidos a beta-ciflutrina e os óleos mostraram-se 

semelhantes morfologicamente ao controle, porém com algumas alterações (Fig. 3C-L). Em PE, o 

tratamento com beta-ciflutrina e DL50 de M. alternifolia reduziu a região de vitelo (Fig. 3C e I), já 

na DL70 não foi observado essa região (Fig. 3K). Na população CE, beta-ciflutrina também reduziu 

a quantidade de vitelo (Fig. 3D), bem como a DL70 de J. virginiana (Fig. 3H) e a DL50 de M. 

alternifolia (Fig. 3J).  

Histoquímica para Carboidratos Neutros do Intestino Médio, Testículo e Ovaríolo. 

A histoquímica das células epiteliais do intestino médio dos grupos controles revelou maior 

reação positiva ao corante P.A.S. em comparação aos tratamentos (Fig. 4A-L). Os tratamentos com 

inseticida e óleos alteraram o padrão de distribuição dos grânulos de glicogênio para o ápice celular, 
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além disso a quantificação de pixels revelou redução de carboidratos, principalmente na DL70 do 

óleo de J. virginiana em Pernambuco (F=112.69; P<0.0001). Já na população do Ceará essa mesma 

redução ocorreu nos dois óleos na DL70 (χ
2=65.5198; P<0.0001) (Fig. 4M e N).  

Os testículos dos controles e dos grupos tratados reagiram positivamente ao P.A.S., porém 

sendo maiores nos controles (Fig. 5A-L). Em PE, a quantificação dos pixels mostrou que os 

tratamentos diminuíram os carboidratos, especialmente na DL70 de J. virginiana e na DL50 e 70 de 

M. alternifolia (χ2=59.9382; P<0.0001), enquanto que em CE a redução ocorreu significativamente 

nas duas doses de ambos os óleos (χ 2=39.8299; P<0.0001) (Fig. 5M e N).  

Nos ovaríolos, houve detecção de carboidratos com coloração positiva ao P.A.S. tanto nos 

grupos controles quanto nos tratamentos (Fig. 6A-L). A quantificação dos pixels revelou diferenças 

significativas, mostrando diminuições em todos os tratamentos, com destaque para a DL70 de M. 

alternifolia tanto em PE (χ2=67.9821; P<0.0001) quanto em CE (χ 2=62.1290; P<0.0001) (Fig. 6M 

e N).  

Histoquímica para Proteínas Totais do Intestino Médio, Testículo e Ovaríolo. 

Todos os grupos mostraram intestinos com reação positiva ao corante Xylidine Ponceau, com 

destaque para os controles (Fig. 7A-L), A quantificação dos pixels revelou significativa redução, 

principalmente na DL70 de J. virginiana em PE (P<0.0001; X2=64.2180) e CE (P<0.0001; 

X2=66.7645) (Fig. 7M e N).  

Os testículos também reagiram positivamente (Fig. 8A-L), entretanto, em PE a quantificação 

dos pixels não revelou diferenças significativas entre os tratamentos e o controle, com exceção da 

DL70 de M. alternifolia (χ2=35.2542; P<0.0001) (Fig. 8 M). Já em CE, todos os tratamentos 

mostraram redução dos pixels, especialmente na DL70 de M. alternifolia (χ2=50.2009; P<0.0001) 

(Fig. 8N). 
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Ovaríolos também tiveram reação ao corante (Fig. 9A-L) e a quantificação de pixels mostrou 

diferenças significativas com reduções em todos os tratamentos. A principal redução ocorreu no 

tratamento com M. alternifolia, principalmente na DL50 e 70 em PE (χ2=59.9581; P<0.0001) e na 

DL70 em CE (χ2=67.1396; P<0.0001) (Fig. 9M e N). 

Ensaios Bioquímicos. 

Nos bicudos da população PE, os valores nutricionais em µg/mL reduziram no tratamento 

com a DL50 e 70 de J. virgiana e M. alternifolia e a dose de rótulo de beta-ciflutrina sendo, 

respectivamente: proteínas (8.72 ± 0.09; 8.13 ± 0.09; 8.81 ± 0.08; 8.15 ± 0.10; 8.05 ± 0.09) 

(F=661.87; P<0.0001); lipídeo (7.50 ± 0.08; 5.83 ± 0.11; 7.50 ± 0.08; 6.72 ± 0.08; 3.09 ± 0.05) 

(F=835.65; P<0.0001); glicogênio (178.75 ± 6.9; 183.90 ± 11.57; 7.50 ± 0.08; 6.72 ± 0.08; 118.12 

± 2.66) (χ2=22.2295; P=0.0005); açúcar (205.12 ± 6.01; 173.87 ± 11.66; 205.12 ± 6.01; 164.37 ± 

6.74; 261.42 ± 1.13) (χ2=22.4358; P=0.0004); em comparação ao grupo controle (13.74 ± 0.03; 9.82 

± 0.06; 304.50 ± 12.84; 430.62 ± 18.79) (Fig. 10 A-D). 

Resultados semelhantes foram observados na população CE para as proteínas (9.26 ± 0.10; 

8.74 ±   0.09; 9.30 ± 0.09; 8.72 ± 0.09; 9.25 ± 0.08 µg/mL) (F=598.31; P<0.0001), os lipídeos 

(74.87 ± 1.29; 73.64 ± 1.43; 64.97 ± 1.73; 64.65 ± 1.89; 25.36 ± 0.85 µg/mL) (χ2=26.6465; 

P<0.0001) e o glicogênio (302.00 ± 25.97; 286.62 ± 11.26; 395.55 ± 29.87; 282.75 ± 10.50; 460.37 

± 8.91 µg/mL) (χ2=23.2387; P<0.0003) quando comparados ao controle (14.1ds6 ± 0.01; 97.63 ± 

0.89; 643.12 ± 11.71 µg/mL). Porém, os níveis de açúcar (31.72 ± 1.05; 35.49 ± 1.08; 34.52 ± 0.69; 

32.75 ± 1.54; 32.25 ± 0.50 µg/mL) não diferiram (F=1.58; P=0.2047) do controle (34.55 ± 1.79 

µg/mL) (Fig. 11 A-D). 

Na maior parte dos casos, os tratamentos com as DL70 dos óleos e a dose de rótulo de beta-

ciflutrina causaram as maiores reduções dos nutrientes nas duas populações. 
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Discussão 

Os compostos identificados nesse trabalho pertencem as classes dos mono e sesquiterpenos, 

esses terpenos são os mais abundantes em se tratando de composição química de óleos essenciais 

(Modzelewska et al. 2005, Bakkali et al. 2008, Zuzarte & Salgueiro 2015). Além disso, grande 

parte da atividade inseticida dos óleos é atribuída a este grupo (Simões & Spitza 2004, Taiz & 

Zeiger 2006, Bernards 2010).   

A composição química, bem como a quantidade dos compostos presentes nos óleos essenciais 

são intimamente influenciadas pelas condições edafoclimáticas, espécie da planta, localização 

geográfica, assim como fatores genéticos de melhoramento (Gobbo-Neto & Lopes 2007, Bakkali 

et al. 2008, Si et al. 2012). Sabendo que os óleos de J. virginiana e M. alternifolia são amplamente 

estudados e de composição química conhecida, estas variações são evidentemente observadas como 

podemos ver no trabalho de Castelo et al. (2013) que citam os mesmos componentes majoritários, 

porém em quantidades diferentes, α-terpinen-4-ol (36,6%), γ-terpineno (18,2%) e α-terpineno 

(7,1%). Enquanto que Zhang & Yao (2018) constataram para J. virginiana α-cedrene (28,11%), 

cedrol (24,58%), (-)-thujopsene (17,71%) β-cedrene (7,81%) como majoritários, também 

encontrados no nosso trabalho em quantidades diferentes. 

Os óleos essenciais podem agir por contato, ingestão e fumigação (Ko et al. 2009, Benelli et 

al. 2013, Dutra et al. 2016). Porém, o modo de ação é um fator importante a ser considerado, pois 

características como lipofilidade, variações no tamanho e forma da molécula, bem como o grupo 

funcional, podem influenciar na capacidade inseticida de um óleo (Rice & Coats 1994, Pavela 2011, 

Castilhos et al. 2017).  

Os componentes dos óleos essenciais podem ter ação de sinergismo. Por exemplo, 

Hummelbrunner & Isman (2001) relataram que misturas de diferentes monoterpenos produziram 

um efeito sinérgico na mortalidade e desenvolveram uma mistura de monoterpenos patenteada 
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contendo 0,9% de ingrediente ativo para controlar pragas desfolhadoras. Sinzogan et al. (2006), 

descobriram que os danos ao algodão causados pela lagarta Helicoverpa armigera pode ser 

minimizado pela combinação de extratos de três plantas (Azadirachta indica, Khya senegalensis e 

Hyptis suaveolens) as misturas de inseticidas convencionais. Sendo assim, a criação de 

combinações sinérgicas, cujo objetico é reduzir as doses de pesticidas potencialmente poluentes, 

bem como diminuir o risco de desenvolvimento de resistência (Tripathi et al. 2009), é vantajoso em 

relação ao uso do produto sintético isolado, ainda mais com a utilização de óleos essenciais.  

Os vários constituintes dos óleos podem atuar de forma distinta nos diferentes sistemas dos 

insetos, como mortalidade, redução no peso e período larval e pupal, do número e viabilidade dos 

ovos, assim como, na morfologia e histoquímicas das gônadas (Alves et al. 2013, Cruz et al. 2015, 

Cruz et al. 2016). Por exemplo, o composto limoneno encontrado no óleo de M. alternifolia nesta 

pesquisa, já foi relatado por Cruz et al. (2017) como capaz de reduzir nutrientes como lipídeos, 

proteínas, açúcares e glicogênio em S. frugiperda.   

Nesta pesquisa, assim como o inseticida sintético, todas as doses dos óleos de J. virgiana e M. 

alternifolia causaram alterações morfo-histoquímicas no intestino médio de adultos de A. grandis. 

Isso mostra a capacidade que esses óleos têm de servirem como aliados aos inseticidas sintéticos 

comumente usados no manejo desta praga ou como alternativa para combinações sinérgicas.  

Os danos nas células digestivas, como protusões, vacuolização, lise celular com núcleos 

ejetados para a região do lúmen são alguns dos exemplos que indicam o comprometimento na função 

do órgão. Além do mais, em todos os tratamentos a membrana peritrófica não foi observada, 

certamente por conta dos danos celulares, visto que é secretada justamente por essas células 

(Hegedus et al. 2009). O espessamento da camada muscular do intestino promovido pela DL70 de M. 

alternifolia e a dose rótulo de beta-ciflutrina provavelmente comprometeu a contração peristáltica e 

resultou ainda mais em problemas digestórios.  
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Para tentar se recuperar do dano, o epitélio aumenta o número de células regenerativas para 

substituição e reparação tecidual (Spies & Spencer 1985). Neste estudo, isso foi verificada pela 

presença de vários ninhos de células regenerativas ao longo do epitélio, principalmente nos grupos 

tratados com a DL70 dos óleos e a dose de beta-ciflutrina. Apesar disso, a presença de vacúolos nesses 

ninhos indica o dano permanente e provavelmente a não reparação celular. Esses resultados 

corroboram com os de Costa et al. (2017), que também relataram aumento de ninhos de células 

regenerativas, desorganização das células colunares e presença de vacúolos em populações PE de A. 

grandis expostas ao lufenurom.  

Outros bioinseticidas e piretroides também já foram comprovados ter efeitos no intestino 

médio. Por exemplo, Correia et al. (2009) quando submeteram larvas de S. frugiperda ao nim após 

96h na concentração de 1,0% e após 144h a 0,5 %, relataram a degeneração do epitélio do intestino 

médio. Gutiérrez et al. (2016), relataram que a CL50 de deltametrina após 24h promoveu retração da 

camada muscular, vacuolização do citoplasma, desorganização do núcleo e da borda estriada em 

Callibaetis radiatus.  

As alterações histológicas observadas na presente pesquisa certamente influenciaram a 

histoquímica, reduzindo os níveis de carboidratos e proteínas no intestino. Além disso, houve 

mudança de grânulos de glicogênio para o ápice da célula em todos os tratamentos, sugerindo 

realocação de reservas para tentar se recuperar do dano e manter a funcionalidade do órgão. 

Dificuldades na absorção e metabolização dos nutrientes pode levar a realocação de nutrientes 

entre processos fisiológicos. Por este motivo, foi observado que os tratamentos com os óleos 

essenciais de J. virgiana e M. alternifolia reduziram as taxas de proteínas, lipídeos, glicogênio e 

açúcares, assim como beta-ciflutrina. No entanto, apenas na população CE não foi visto redução de 

açúcar e isso mostra a capacidade dessa população de manter esse nutriente e, de consequentemente, 

o fornecimento de energia sob estresse. Teoricamente, isso pode ser explicado pela redução de 
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glicogênio que, entrando na via glicolítica, liberou glicoses na hemolinfa. Cunha et al. (2015), 

quando trataram bicudos da população PE com pimetrozina observaram alterações ultraestruturais e 

morfológicas no intestino médio e, consequentemente, redução dos níveis de glicogênio e lipídeos 

após 48h.  

As proteinas, lipídeos, carboidratos e glicogênio são fundamentais para um bom desempenho 

reprodutivo nos insetos. Por exemplo, as proteínas estão diretamente envolvidas na síntese de 

hormônio e enzimas, que são importantes para o processo de vitelogênese (Arrese et al. 2010, Guizzo 

et al. 2012, Lima-Mendonça et al. 2014, Rosas-Mejía et al. 2015). A redução de proteínas e 

carboidratos nos ovaríolos e testículos provavelmente tem relação com as reduções dos níveis 

nutricionais que, por sua vez, está diretamente ligada ao dano no intestino médio.  

Essas reduções podem ter ligação com os danos histológicos, como por exemplo, a 

vacuolização da cobertura peritoneal e das células foliculares, que provavelmente levou a baixa 

absorção de nutrientes da hemolinfa. Embora a indução de apoptose não ter sido analisada, é possível 

que esses danos tenham levado a esse processo, ainda mais porque o composto limoneno encontrado 

em M. alternifolia neste estudo, também foi capaz de causar apoptose testicular e, consequentemente, 

redução populacional em S. frugiperda (Cruz et al. 2017). Portanto, a diminuição tanto de 

espermatozoides quanto de vitelo provavelmente culminará em baixa taxa reprodutiva, podendo 

impactar no número de indivíduos da geração F1.  

Sendo assim, os resultados desta pesquisa evidenciam que, assim como o piretroide beta-

ciflutrina, os óleos essenciais de J. virgiana e M. alternifolia são capazes de causar alterações morfo-

histoquímicas no intestino médio e morfológicas nas gônadas. Além disso, devido às complicações 

na absorção os níveis de moléculas nutricionais reduzem e também afetam a histoquímica das 

gônadas, refletindo na diminuição da gametogênese em adultos de A. grandis de PE e CE.  
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Tabela 1. Composição química dos óleos essenciais de Juniperus virginiana e Melaleuca 

alternifolia. 

   J. virginiana M. alternifolia 

Nº Compound1 I.R.2 I.R.3 % I.R.3 % 

1 α-Thujene  924 - - 924 0.51 

2 α-Pinene 932 - - 930 1.93 

3 Sabinene 969 - - 971 0.24 

4 β-Pinene 974 - - 973 0.45 

5 Myrcene 988   990 0.36 

6 α-Phellandrene 1002 - - 1003 0.30 

7 α-Terpinene 1014 - - 1014 8.77 

8 p-Cymene 1020 - - 1022 3.40 

9 Limonene 1024 - - 1026 1.45 

10 1,8-Cineole 1026 - - 1028 1.75 

11 γ -Terpinene 1054 - - 1057 18.60 

12 Terpinolene 1086 - - 1087 2.97 

13 (Z)-p-Menth-2-en-1-ol 1118 - - 1120 0.18 

14 (E)-p-Menth-2-en-1-ol 1136 - - 1138 0.19 

15 Terpinen-4-ol 1174 - - 1177 47.24 

16 α-Terpineol 1186 - - 1189 4.18 

17 γ -Terpineol 1199 - - 1196 0.18 

18 2-epi-α-Funebrene 1380 1379 0.13 - - 

19 α-Duprezianene 1387 1384 0.34 - - 

20 β-Elemene 1390 1392 0.25 - - 

21 α-Chamipinene 1396 1397 0.07 - - 

22 α-Funebrene 1402 1401 0.11 - - 

23 Sesquithujene 1405 1406 0.11 - - 

24 α-Gurjunene 1409 - - 1410 0.30 

25 α-Cedrene 1410 1413 18.49 - - 

26 (E)-Caryophyllene 1417 - - 1420 0.18 

27 β-Cedrene 1419 1421 4.31 - - 

28 (Z)-Thujopsene 1429 1432 31.94 - - 

29 Isobazzanene 1436 1437 0.12 - - 

30 Aromadendrene 1439 - - 1439 1.23 

31 Myltayl-4(12)-ene 1445 - - 1444 0.10 

32 α-Himachalene 1449 1450 0.55 - - 

33 α-Humulene 1452 1454 0.09 - - 

34 allo-Aromadendrene 1458 - - 1462 0.45 

35 α-Acoradiene 1464 1465 0.61 - - 

36 β-Acoradiene 1469 1468 0.45 - - 

37 α-Neocallitropsene 1474 1472 0.20 - - 

38 E-Cadina-1(6),4-diene 1475 - - 1474 0.24 

39 β-Chamigrene 1476 1478 1.48 - - 

40 ar-Curcumene 1479 1484 0.28 - - 

41 β-Selinene 1489 1487 0.44 1487 0.08 
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42 (Z)-β-Guaiene 1492 - - 1489 0.16 

43 Viridiflorene 1496 - - 1496 1.86 

44 β-Alaskene 1498 1496 0.69 - - 

45 α-Muurolene 1500 - - 1501 0.12 

46 β-Himachalene 1500 1501 2.95 - - 

47 α-Chamigrene 1503 1504 0.93 - - 

48 Cuparene 1504 1506 2.15 - - 

49 α-Alaskene 1512 1514 1.31 - - 

51 δ-Cadinene 1522 1524 1.04 1525 0.99 

52 (E)-Cadina-1,4-diene 1533 - - 1534 0.11 

53 γ-Cuprenene  1533 1533 0.48 - - 

54 δ-Cuprenene 1542 1544 0.24 - - 

55 Allocedrol 1589 1591 0.23 - - 

56 Globulol 1590 - - 1586 0.17 

57 (Z)-dihydro-Mayurone 1595 1596 0.07 - - 

58 Cedrol 1600 1603 25.61 - - 

59 Epi-cedrol 1618 1615 0.30 - - 

60 α-Acorenol 1632 1632 0.58 - - 

61 β-Acorenol 1636 1636 0.37 - - 

62 Himachalol 1652 1649 0.11   

63 3-Thujopsanone 1653 1652 0.43 - - 

64 7-epi-α-Eudesmol 1662 1660 0.07 - - 

65 8-Cedren-13-ol 1688 1692 0.09 - - 

66 Mayurone 1703 1708 0.11 - - 

67 (Z)-Thujopsenal 1708 1706 0.16 - - 

68 Cedryl acetate 1767 1766 0.17 - - 

       

 Monoterpenos   -  38.98 

 Monoterpenos 

Oxigenados 

  -  53.72 

 Sesquiterpenos   69.76  5.82 

 Sesquiterpenos 

Oxigenados 

 

  28.3  0.17 

 Total   98.06  98.69 

 
1 Constituintes listados em ordem de eluição na coluna apolar DB-5; 

2 Índices de retenção de Kratz da literatura (Adams, 2009); 

3 Índices de retenção de Kratz calculados através dos tempos de retenção em relação aos da série 

de n-alcanos (C8-C30). 
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Tabela 2. Toxicidade dos óleos essenciais de Melaleuca alternifolia e Juniperus virginiana 

em adultos de Anthonomus grandis da população de Pernambuco (PE) por contato tópico. 

1N= número de insetos usados no teste;  

2GL= grau de liberdade;  

3EP= erro padrão da média;  

4DL= Dose letal (mg/g de inseto); 

5IC = intervalo de confiança;  

6RT = razão de toxicidade; 

7χ2= Quiquadrado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamentos N¹ GL² Inclinação 

da reta 

(±EP)³ 

DL50
4 (IC95%)5 

(mg/g) 

RT50
6 DL70

4 (IC95%)5 

(mg/g) 

RT70
6 χ² 7 

J. virginiana 150 3 1,5±0,48 0,280 (0,139-0,543) - 0,597 (0,343-2,322) - 10,79 

M. alternifolia 150 3 2,0±0,56 0,169 (0,096-0,274) 1,65 0,303 (0,196-0,697) 1,96 13,29 
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Tabela 3. Toxicidade dos óleos essenciais de Juniperus virginiana e Melaleuca alternifolia 

em adultos de Anthonomus grandis da população de Ceará (CE) por contato tópico. 

1N= número de insetos usados no teste;  

2GL= grau de liberdade;  

3EP= erro padrão da média;  

4DL= Dose letal (mg/g de inseto); 

5IC = intervalo de confiança;  

6RT = razão de toxicidade; 

7χ2= Quiquadrado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamentos N¹ GL² Inclinação 

da reta 

(±EP)³ 

DL50
4 (IC95%)5 

(mg/g) 

RT50
6 DL70

4 (IC95%)5 

(mg/g) 

RT70
6 χ² 7 

J. virginiana 150 3 1,3±0,33 0,311 (0,228-0,419) 

 

- 0,488 (0,368-0,783) 

 

- 21,18 

M. alternifolia 150 3 1,2±0,32 0,208 (0,128-0,317) 

 

1,49 0,406 (0,272-0,855) 

 

1,20 16,39 
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Figura 1. Seção transversal do intestino médio de adultos de Anthonomus grandis.  Coloração Azul 

de Toluidina. A, C, E, G, I e K população de Pernambuco (PE). B, D, F, H, J e L população de 

Ceará (CE). A-B – controle com membrana peritrófica (seta amarela) no lúmen (L) com grãos de 

pólen (Pg), com células colunares (Cc) com núcleos centrais (seta) e borda em escova de 

microvilosidades no ápice (mv) e ninhos de células regenerativas (**) na base do epitélio (Ep), além 

de músculos circulares (Mc) e músculos longitudinais (Ml) revestindo externamente. C e D – 

tratamento com beta-ciflutrina, observar protusões (Pt) das células colunares, numerosos vacúolos 

(seta branca), presença de ninhos de células regenerativas (**) e camada muscular espessa (seta 

tracejada). E-F – DL50 e G-H – DL70 do óleo essencial de Juniperus virginiana, evidenciar protusões 

(Pt) das células colunares, numerosos vacúolos (seta branca), desorganização do epitélio (Epd), 

numerosos ninhos de células regenerativas (**) e camada muscular delgada (seta tracejada 

vermelha). I-J – DL50 e K-L – DL70 do óleo essencial de Melaleuca alternifolia, identificar 

protusões (Pt) das células colunares, numerosos vacúolos (seta branca), desorganização do epitélio 
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(Epd), presença de ninhos de células regenerativas (**), camada muscular espessa (seta tracejada) 

e ejeção de núcleos para o lúmen (L). 
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Figura 2. Testículo de adultos de Anthonomus grandis. Coloração Azul de Toluidina. A, C, E, G, I 

e K população de Pernambuco (PE). B, D, F, H, J e L população de Ceará (CE). A-B – controle, 

visualizar folículos testiculares separados pelos septos peritoneais (seta) com grande quantidade de 

espermatozoides (Es) e de cistos (Asterisco). C-D – tratamento com beta-ciflutrina, observar poucos 

feixes de espermatozoides (Es) e maior quantidade de cistos. E-F – DL50 e G-H – DL70 do óleo 

essencial de Juniperus virginiana, analisar poucos feixes de espermatozoides (Es) e maior 

quantidade de cistos e espessamento do septo peritoneal (seta tracejada). I-J – DL50 e K-L DL70 do 

óleo essencial de Melaleuca alternifolia, identificar poucos feixes de espermatozoides (Es), 

aumento de cistos, espessamento do canal deferente (seta vermelha) e vacuolização no folículo e 

nos septos peritoneais (seta amarela). 
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Figura 3. Ovaríolo de adultos de Anthonomus grandis. Coloração Azul de Toluidina. A, C, E, G, I 

e K população de Pernambuco (PE). B, D, F, H, J e L população de Ceará (CE). A-B – controle, 

observar oócito com região de gema bem desenvolvida e com grande quantidade de vitelo (Vi). C-

D – tratamento com beta-ciflutrina, identificar oócito com pouco vitelo (Vi). E-F – DL50 e G-H – 

DL70 do óleo essencial de Juniperus virginiana, analisar oócitos com pouco vitelo (Vi). I-J – DL50 

e K-L DL70 do óleo essencial de Melaleuca alternifolia, visualizar oócitos com pouco vitelo (Vi). 

Seta, bainha de tecido conjuntivo; Cf, células foliculares. 
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Figura 4. Histoquímica do intestino médio de adultos de Anthonomus grandis para carboidratos 

neutros. Coloração Ácido Periódico de Schiff (P.A.S.). A, C, E, G, I, K e M população de 

Pernambuco (PE). B, D, F, H, J, L e N população de Ceará (CE). A-B – controle com distribuição 

normal dos grânulos de glicogênio. C-D – tratamento com beta-ciflutrina, E-F – DL50 e G-H – DL70 

do óleo essencial de Juniperus virginiana, I-J – DL50 e K-L DL70 do óleo essencial de Melaleuca 

alternifolia, evidenciar mudança do padrão de distribuição dos grânulos de glicogênio para o ápice 

celular (seta). L, lúmen. M-N – quantidade média de pixels (média ± erro). Barras seguidas de letras 

distintas diferem estatisticamente pelo teste Tukey ao nível de 5% de probabilidade.  
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Figura 5. Histoquímica do testículo de adultos de Anthonomus grandis para carboidratos neutros. 

Coloração Ácido Periódico de Schiff (P.A.S.). A, C, E, G, I, K e M população de Pernambuco (PE). 

B, D, F, H, J, L e N população de Ceará (CE). A-B – controle. C-D – tratamento com beta-ciflutrina. 

E-F – DL50 e G-H – DL70 do óleo essencial de Juniperus virginiana. I-J – DL50 e K-L DL70 do óleo 

essencial de Melaleuca alternifolia. Es, espermatozoides. M-N – quantidade média de pixels (média 

± erro). Barras seguidas de letras distintas diferem estatisticamente pelo teste não paramétrico de 

Kruskal-Wallis ao nível de 5% de probabilidade. 
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Figura 6. Histoquímica do ovaríolo de adultos de Anthonomus grandis para carboidratos neutros. 

Coloração Ácido Periódico de Schiff (P.A.S.). A, C, E, G, I, K, e M população de Pernambuco 

(PE). B, D, F, H, J, L e N população de Ceará (CE). A-B – controle. C-D – tratamento com beta-

ciflutrina. E-F – DL50 e G-H – DL70 do óleo essencial de Juniperus virginiana. I-J – DL50 e K-L 

DL70 do óleo essencial de Melaleuca alternifolia. Vi, vitelo. M-N – quantidade média de pixels 

(média ± erro). Barras seguidas de letras distintas diferem estatisticamente pelo teste não 

paramétrico de Kruskal-Wallis ao nível de 5% de probabilidade. 
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Figura 7. Histoquímica do intestino médio de adultos de Anthonomus grandis para proteínas totais. 

Coloração Xylidine Ponceau. A, C, E, G, I, K e M população de Pernambuco (PE). B, D, F, H, J, L 

e N população de Ceará (CE). A-B – controle. C-D – tratamento com beta-ciflutrina. E-F – DL50 e 

G-H – DL70 do óleo essencial de Juniperus virginiana. I-J – DL50 e K-L DL70 do óleo essencial de 

Melaleuca alternifolia. L, lúmen. M-N – quantidade média de pixels (média ± erro). Barras seguidas 

de letras distintas diferem estatisticamente pelo teste não paramétrico de Kruskal-Wallis ao nível 

de 5% de probabilidade. 
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Figura 8. Histoquímica do testículo de adultos de Anthonomus grandis para proteínas totais. 

Coloração Xylidine Ponceau. A, C, E, G, I, K e M população de Pernambuco (PE). B, D, F, H, J, L 

e N população de Ceará (CE). A-B – controle. C-D – tratamento com beta-ciflutrina. E-F – DL50 e 

G-H – DL70 do óleo essencial de Juniperus virginiana. I-J – DL50 e K-L DL70 do óleo essencial de 

Melaleuca alternifolia. Es, espermatozoides. M-N – quantidade média de pixels (média ± erro). 

Barras seguidas de letras distintas diferem estatisticamente pelo teste não paramétrico de Kruskal-

Wallis ao nível de 5% de probabilidade. 
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Figura 9. Histoquímica do ovaríolo de adultos de Anthonomus grandis para proteínas totais. 

Coloração Xylidine Ponceau. A, C, E, G, I, K e M população de Pernambuco (PE). B, D, F, H, J, L 

e N população de Ceará (CE). A-B – controle. C-D – tratamento com beta-ciflutrina. E-F – DL50 e 

G-H – DL70 do óleo essencial de Juniperus virginiana. I-J – DL50 e K-L DL70 do óleo essencial de 

Melaleuca alternifolia. Vi, vitelo. M-N – quantidade média de pixels (média ± erro). Barras 

seguidas de letras distintas diferem estatisticamente pelo teste não paramétrico de Kruskal-Wallis 

ao nível de 5% de probabilidade. 
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Figura 10. Análise bioquímica (µg/mL) de adultos de Anthonomus grandis submetidos aos óleos 

essenciais de Juniperus virginiana (DL50 0,280 mg/g e DL70 0,597 mg/g) e Melaleuca alternifolia 

(DL50 0,169 mg/g e DL70 0,303 mg/g) e ao piretroide beta-ciflutrina (Bulldock 125 SC, 125 g/L – 

Bayer) após 24 horas. População de Pernambuco (PE). A, proteína total. B, lipídeo total. C, 

glicogênio. D, açúcar total. Barras seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo 

teste de Tukey e Kruskal-Wallis ao nível de 5% de probabilidade (p<0.001).  

 

 

 

 

 

 



 95 

 

Figura 11. Análise bioquímica (µg/mL) de adultos de Anthonomus grandis submetidos aos óleos 

essenciais de Juniperus virginiana (DL50 0,311 mg/g e DL70 0,488 mg/g) e Melaleuca alternifolia 

(DL50 0,208 mg/g e DL70 0,406 mg/g) e ao piretroide beta-ciflutrina (Bulldock 125 SC, 125 g/L – 

Bayer) após 24 horas. População de Ceará (CE). A, proteína total. B, lipídeo total. C, glicogênio. D, 

açúcar total. Barras seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey e 

Kruskal-Wallis ao nível de 5% de probabilidade (p<0.001). 
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CAPÍTULO 4 

Considerações finais 

Os bicudos oriundos de campos de algodão do estado de Mato Grosso da região Centro-Oeste 

do Brasil possivelmente, em virtude da alta pressão de seleção, desenvolveram um mecanismo 

antioxidante que é herdado entre as gerações. Esse mecanismo, observado principalmente na sua 

capacidade proliferativa celular intestinal, possibilita a recuperação dos danos subletais, que por sua 

vez pode evitar a morte do inseto. Além do mais, isso pode ocorrer sem necessariamente afetar o 

equilíbrio fisiológico do organismo, pois a realocação de moléculas nutricionais sendo garantida, 

permite, desse modo, que processos essenciais, como a taxa reprodutiva, não seja afetada ou que 

tenha impactos menores.  

O estudo dos mecanismos de respostas celulares de insetos pragas, em virtude da exposição 

a inseticidas, é viabilizado pelos ensaios bioquímicos e fisiológicos, destacadamente as dosagens de 

moléculas nutricionais e os efeitos morfo-histoquímicos e imunohistoquímicos de órgãos-alvo, que 

propiciam auxílio nas avaliações de diferentes populações.  

Populações de Anthonomus grandis da região Nordeste, especificamente dos estados de 

Pernambuco e Ceará, enventualmente porque não tem alta proliferação celular intestinal, mostram-

se mais suscetíveis a piretroides do que as populações de Mato Grosso. Além disso, os danos 

causados pelos óleos essenciais de Juniperus virginiana e Melaleuca alternifolia, inéditos para esta 

espécie de inseto, mostram que esses produtos são uma alternativa promissora para o controle de 

pragas. Comprovadamente porque além de apresentarem várias bioatividades em parâmetros 
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indispensáveis à sobrevivência desses organismos, como o desenvolvimento e a reprodução, podem 

atuar em combinações de sinergismo juntos ou não a produtos sintéticos. Entretanto, é importante 

que mais estudos sejam feitos com óleos e seus compostos a nível de campo, bem como, em relação 

a formulações, afim de otimizar o uso destes produtos nessas condições. 

 

 

 

 

 


