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RESUMO

A principal funcé@o dos lipidios cuticulares em insetos é limitar a perda de agua
através da superficie. Porém também estdo envolvidos em varios tipos de
comunicacdo quimica entre espécies e reducdo da penetracdo de inseticidas,
produtos quimicos e toxinas além de fornecer protecdo contra o ataque de
microorganismos, parasitas e predadores. Numerosas espécies de insetos
transmissores de doencas altamente virulentas de plantas, desempenham um papel
critico como pragas agricolas, como é o caso do Rhynchophorus palmarum que é
vetor no nematoide transmissor da doenca Anel vermelho responsavel por causar
danos a economia agricola de palmeiras, em especial o coqueiro, em diversas
regides do pais. No entanto, a susceptibilidade ou resisténcia de varias espécies de
insetos a infeccdo pode resultar de varios fatores, incluindo as diferencas de
estrutura e composicdo do exoesqueleto, assim como a presenca de compostos
antimicrobianos na cuticula. O papel dos lipidios de superficie de acolhimento na
patogénese de insetos ainda é pouco compreendida. A determinacédo do perfil de
lipideos cuticulares é, portanto, de grande importancia para a compreensao da
suscetibilidade do inseto ou a resisténcia a infec¢éo. Este estudo teve como objetivo
caracterizar o perfil cuticular do inseto adulto R. palmarum macho e fémea, e avaliar
a presenca de atividade antimicrobiana. As analises foram executadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa das fragdes cuticulares
em hexano (extrato I) e diclorometano (extrato Il e Ill). Foram identificados os
principais constituintes cuticulares, como hidrocarbonetos, &lcoois, cetona e
aldeido, tanto em macho quanto em fémea, incluindo a presenca de alcanos (Czs;
C27; Caz), trimetil-alcano (Cao), identificado no extrato Il do inseto fémea,
hidrocarboneto insaturado (C20:5) no extrato | fémea e macho, e alceno metil-
ramificado (Cz4:6) apenas no extrato |l da fémea. Foram identificados 10 ésteres de
acidos graxos de Cisa Cz23, com variacao entre 0s sexos em Cz2:0, Cis:1, C21:0€ C20:2.
Apresentou quantidade relevante de Cis e Cis, comum no extrato de lipideos
cuticulares (Il) e internos (Ill). A quitina extraida da cuticula, e o seu derivado
quitosana, foram caracterizados em estudo por infravermelho e por difracdo de raio-
X. Os extratos da cuticula apresentaram inibicdo satisfatéria contra Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans e Candida
tropicalis.

Palavras-chave: Rhynchophorus palmarum. Lipideos. Cuticula. CG-EM. Atividade
antimicrobiana.



ABSTRACT

The main function of cuticular lipids in insects is to limit water loss through the
surface. However they are also involved in various types of chemical communication
between species and reduced penetration insecticides chemicals, and toxins as well
as provide protection against the attack of microorganisms, parasites and predators.
Numerous species of insect vectors of highly virulent diseases of plants, play a
critical role as agricultural pests as in the case of Rhynchophorus palmarum which
is vector in nematode transmitter red ring disease is responsible for causing damage
to the agricultural economy of palm trees, in particular coconut in various regions of
the country. However, the susceptibility or resistance of various insect species,
infection can result from several factors, including differences in structure and
composition of the exoskeleton, and the presence of antimicrobial compounds in the
cuticle. The role of the host surface lipids in the pathogenesis of insects is still poorly
understood. The determination of cuticular lipids profile is therefore of great
importance to understanding insect susceptibility or resistance to infection. This
study aimed to characterize the cuticular profile adult insect R. Palmarum male and
female, and evaluate the presence of antimicrobial activity. The analyzes were
performed by gas chromatography-mass spectrometry of the hexane fractions
(extract 1) and dichloromethane (extract Il and Ill). the main cuticular components
were identified as hydrocarbons, alcohols, ketone and aldehyde, both in male and in
female, including the presence of alkanes (Czs; C27; Cas) trimethyl-alkane (Cao)
identified in the extract Il female insect unsaturated hydrocarbons (Czo:5) in the
extract | female and male, and methyl branched alkene (C24:6) only in female extract
II. They identified 10 fatty acid esters of Ci4 to Czs, with variation between the sexes
in C22:0, C1s:1, C21:.0and C20:2. Showed relevant amounts of Cis and Cis, the common
cuticular lipids extract (II) and internal (Ill). The extracted chitin cuticle, chitosan and
derivative thereof, in the study were characterized by IR and X-ray diffraction. The
extracts of cuticle were satisfactory inhibition against Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans and Candida tropicalis.

Keywords: Rhynchophorus palmarum. Lipids. Cuticle. GC-MS. Antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

A cuticula do inseto representa a primeira barreira contra inseticidas de
contato bioldgico ou quimico, e principalmente resistente a degradacdo enziméatica
e exposicoes a agua. Dessa forma, surgiu o crescente interesse, sobre o seu papel
na absorcdo de produtos quimicos agricolas e na prevencado de microorganismos
de se fixar e penetrar no tegumento do inseto (NAPOLITANO; JUAREZ 1997).

Massuda e Trigo (2014) comentam em estudo, que a cuticula além de fornecer
defesa fisica, pode conter produtos quimicos originado a partir da planta hospedeira,
bem como derivados destes compostos produzidos pelas larvas.

Os lipidios estao envolvidos em varios tipos de comunicagdo quimica entre as
espécies e reduzem a penetracéo de inseticidas, produtos quimicos e toxinas, assim
como fornecem protecao contra o ataque de microrganismos, insetos parasitas, e
predadores (GOLEBIOWSKI, et al. 2010). Entretanto, as composi¢des cuticulares
de insetos podem variar a depender da espécie, fase de desenvolvimento, sexo,
idade e meio (SZAFRANEK, et al. 2012, p. 39).

A cuticula dos insetos, também é conhecida como exoesqueleto quitinoso,
pois a sua regido mais interna, € composta principalmente por quitina, por isso &
considerada um dos principais componentes da cuticula dos insetos
(MERZENDORFER; ZIMOCH, 2003). A quitina consiste em um amino
polissacarideo natural comumente encontrado em invertebrados, formando
componentes estruturais no exoesqueleto de artropodes ou nas paredes celulares
de fungos e leveduras (RINAUDO, 2006). E um composto bastante visado de alguns
invertebrados, como lagostas, camardo, krill, caranguejo para produzir quitina
comercial e derivados como a quitosana. Em insetos, porém, a quitina s6 foi isolada
e caracterizada a partir de algumas poucas espécies de insetos (KAYA, et al.
2014b).

Estudos relacionados a fundamentos ecoldogicos a respeito do inseto R.
palmarum séo bem conhecidos, no entanto, muito pouco se sabe a respeito da sua
composicao lipidica, especificamente da camada cuticular e sua importancia, assim
como a sua composicdo interna quitinosa e lipidica, a fim de propor uma

investigacao da biologia de artropodes, como também a pesquisa de substancias
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bioativas, aperfeicoamento de técnicas para analise de compostos organicos, e a
investigag&o para possiveis tratamentos para combate da praga. Diante desse fato,
o trabalho se prop6s a identificar e caracterizar o perfil de componentes da cuticula
do inseto R. palmarum e avaliar a presenca de atividade biol6gica desses

cuticulares identificados, incluindo componentes lipidicos e quitinosos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Insetos Como Modelo Experimental

Estudos em insetos estdo cada vez mais sendo ampliados, na busca de
modelos alternativos que possam ser faceis de manter e infectar, além de passiveis
de manipulacdo genética, e que permitam mimetizar aspectos de defesa de
vertebrados apos infeccdo (INSUA, et al. 2013).

Os insetos representam um dos grupos mais importantes do reino animal, quer
sob o aspecto econémico, ou sob o aspecto médico (LEHANE, 1991). A classe
Insecta constitui o grupo mais numeroso dos artropodes, e compreende cerca de
70% de todas as espécies animais conhecidas, sendo a classe que obteve maior
sucesso evolutivo dentre as espécies eucarioticas. Um dos fatores que contribuiram
para o seu sucesso foi o fato de manterem um ciclo de vida altamente especializado,
onde adultos e larvas se desenvolvem, em sua grande maioria, com hbitos
alimentares diferentes. Um fator que contribuiu muito para o sucesso adaptativo do
grupo foi, sem duvida, a presenca de asas, que possibilitou a conquista dos
ambientes mais diversos. Esta caracteristica lhes permitiram uma maior eficiéncia
na busca do alimento e defesa contra predacao, além de garantir o fluxo génico das
espécies através da migracdo (MARANHAO, 1977). Além disso, muitas espécies
de insetos se reproduzem facilmente e apresentam um ciclo de vida curto, que pode
ser acompanhado em todas as fases, possibilitando com isso, um bom modelo para
0 desenvolvimento de ensaios experimentais. Os insetos tém outra vantagem em
relacdo aos outros grupos, sdo pequenos e apresentam 6rgdos que podem ser

facilmente manipulados.

Por apresentarem maior resisténcia a intervencgdes cirurgicas, devido ao fato
de nédo necessitarem sofrer incubacgéo para irrigagdo com oxigénio; por possuirem
um sistema nervoso menos complexo, entre outras caracteristicas, 0s insetos
constituem um grupo de escolha para diversos tipos de estudos dentre eles,

genéticos, bioquimicos, celulares e moleculares (GRILLO, 2005).

Alguns estudos, utilizando insetos como modelo, geraram descobertas que

podem ser aplicadas aos vertebrados. Com a finalidade de conhecer mais sobre os
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mecanismos bioldgicos que acontecem no desenvolvimento de insetos e fornecer
informacdes para o desenvolvimento de novas formas de controle biolégico para

insetos-pragas.

2.2 Rhynchophorus palmarum: O Modelo
2.2.1 Origem e distribuicao

Sabe-se que o género Rhynchophorus tem ocorréncia em quase toda a regiao
tropical do planeta. Mas a espécie Rhynchophorus palmarum é tipica da América,
ocorre desde a Argentina até a Califérnia, incluindo as Antilhas (FERREIRA;
WARWICK; SIQUEIRA, 1998). Principalmente na América do Sul e Central, onde a
espécie é considerada a principal praga do coqueiro, 6leo de palma e cana de
aclcar (ESPARZA-DIAZ, et al. 2013).

No Brasil, diversas regibes sdo afetadas pelo R. palmarum, dentre estas,
alguns estados ja foram relatados, como: Amazonas, Para, Maranhédo, Paraiba,
Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Rio Grande
do Sul, Rio Grande do Norte, Alagoas, Sergipe e Mato Grosso do Sul (CYSNE, et
al. 2013a).

Diversos paises relataram enormes danos as culturas em plantacdes de
palmeiras, entre eles, incluem Costa Rica, Coldmbia, Venezuela e Brasil. O inseto
R. palmarum foi classificado como uma das maiores pragas importantes em
plantagOes de palmeiras comerciais (SANTANA, 2014).

2.2.2 Broca-do-olho-do-coqueiro

O cogueiro da espécie Cocos nucifera L., assim como outras 22 espécies da
familia Arecaceae, podem ser consideradas plantas hospedeiras do
Rhynchophorus palmarum, além de outas 12 familias botanicas. Entretanto, a
Arecaceae apresenta o maior numero de espécies hospedeiras. Exemplos de
plantas hospedeiras (ou fonte alimentares do inseto praga), sdo: a cana-de-acucar
(Saccharum officinarum L.), a banana (Musa spp. L.) o dendé (Elaeis guineenses
Jacq.), o mamao (Carica papaya L.), o abacaxi (Ananas comosus L.), a palma do
Oleo (Elaeis guineenses), entre outras. Com tudo, o inseto sé é considerado praga

nas palmeiras, devido aos consideraveis danos ja relatados. As outras culturas
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relatadas, sédo fontes alternativas de alimento, por isso ele pode ser considerado
inseto polifago (CYSNE, et al. 2013b).

Os insetos sdo normalmente atraidos pela exsudacgéo da seiva e os odores
da fermentacao, principalmente para a oviposi¢ao nas cicatrizes recém abertas na
planta pelo corte provocado pelos préprios insetos ou outro dano. Além disso, existe
um forte fator de atracdo do inseto pela planta hospedeira além da fonte de alimento,
guando o inseto encontra a planta hospedeira, 0 macho passa a exalar feromonios
de agregacao, que atraem machos e fémeas, que, por sua vez, se agrupam sobre
a fonte de alimento, e com isso, 0 macho pode detectar a fémea para realizar a
copula (FERREIRA; WARWICK; SIQUEIRA, 1998).

A acao nociva das pragas pode ser observada desde a implantacdo da
cultura do coqueiro. Apés penetrar na parte apical da planta, atraidos pelos odores
da fermentacéo produzidos pelas plantas infestadas ou estressadas, a fémea faz a
postura dos ovos nas cicatrizes recém-abertas. As larvas, ao eclodirem, passam a
alimentar-se dos tecidos meristematicos, que é tecido responsavel pelo crescimento
e desenvolvimento da planta, onde constroem galerias (Figura 1) por toda parte da
planta, e por isso a coleobroca, como é chamada, ocasiona atraso no
desenvolvimento vegetativo e retardamento do inicio da producdo, podendo
ocasionar a morte da planta (DUARTE; LIMA, 2001). Devido ao dano direto causado
pelas larvas, o Rhynchophorus palmarum é popularmente conhecido como Broca-

do-olho-do-coqueiro, bicudo ou como broca-do-coqueiro.

Figura 1- Dano direto causado pelas larvas de Rhynchophorus palmarum no coqueiro Cocos
nucifera.

Fonte: FERREIRA; WARWICK; SIQUEIRA, 1998.
O inseto adulto é considerado uma das importantes pragas da cultura do

coqueiro por ser vetor do nematéide Bursaphelenchus cocophilus, agente causal de

uma doenga mortal para esta planta conhecida como o Anel vermelho (Figura 2),



22

gue também é responsavel por perdas significativas das plantas em pequenas e
grandes propriedades (FERREIRA; MICHEREFF FILHO, 2002).

Figura 2- Sintoma interno caracteristico da doenga do anel vermelho.

Fonte: FERREIRA, et. al, 2014.

A medida mais pratica e comum adotada, consiste na erradicacao pelo corte
e queima das plantas infestadas pela doenca do anel vermelho, porém as formas
jovens da broca do olho do coqueiro podem permanecer vivas no interior da planta
que néo foi queimado, além de acelerar o processo de fermentagédo pela queima
ineficiente, e por consequéncia, atrair ainda mais insetos reinfestando as plantas
sadias.

A descoberta do ferombnio de agregacdo do R.palmarum, denominado
rincoforol (6-metil-2-hepten-4-ol) (Figura 3), permitiu 0 uso da coleta massal dos
insetos, se tornando o manejo de escolha para o controle da praga. A técnica
consiste no uso do feromonio sintético (rincoforol) associado a uma isca vegetal (por
exemplo, cana-de-agucar) com poder de fermentacdo, que age como sinergista,
depositados em armadilhas no meio ambiente (FERREIRA, et al. 2014).

Figura 3- Feromonio de agregacédo de Rhynchophorus palmarum.

OH
/V\)\

6-Metil-2-hepten-4-ol (Rincoforol)
Fonte: NAVARO, et al., 2002.

O controle biolégico também pode ser uma outra medida adotada por meio
de parasitoides e fungos entomopatogénicos. Ha algum tempo, o uso do controle
biolégico tem sido feito com o fungo entomopatogénico Beauveria bassiana
(FERREIRA, et al. 2014). Em condi¢Bes laboratoriais, o Oleo de Neem Puro®
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mostrou-se eficiente no controle de adultos da broca-do-olho-do-coqueiro (SABINO,
et al. 2014 ). Porém, nenhuma técnica totalmente eficaz foi posta em pratica para
controle permanente desta praga, tanto pela captura, quanto por utilizacdo de

agentes quimicos.

2.2.3 Impactos na cultura do coqueiro

A agricultura exerce grande importancia na economia do Brasil, sendo a
cocoicultura uma fracdo significativa dentro da economia agricola nacional. Em
dados do IBGE de 2013, estimou-se que a cultura do coco ocupou uma area de
aproximadamente 260 mil ha com producéo de aproximadamente dois bilhGes de
frutos dispersos por quase todo Brasil. No entanto, verificou-se uma redugéo total
da area em aproximadamente 8.000 ha a um nivel de produtividade constante
nacionalmente nos ultimos anos com 7,0 mil e 7,4 mil frutos/ha entre 2003 e 2013.
Essa produtividade estagnada, mesmo diante das variacdes regionais de
produtividade, é caracterizada pelos chamados riscos fitossanitarios decorrente das
pragas e doencas (ALMEIDA, et al. 2015).

A brocado-do-olho-do coqueiro, assim como a doenca do anel vermelho tem
incidéncia em todas as regides do Brasil. Em especial, na regido nordeste, a cultura
do coqueiro (Cocus nucifera L.) é de fundamental importancia para a economia dos
Estados. Porém sua exploracao € limitada pela presenca do inseto-praga (DUARTE,
et al. 2003). Em Alagoas, acdes em pesquisa identificaram e priorizaram, dentre os
problemas que mais causam prejuizos a produtividade dos coqueirais alagoanos,
as pragas e doencas. Alagoas possui condi¢cdes naturais propicias ao cultivo do
coqueiro, entretanto a incidéncia de pragas e doenc¢as nos coqueirais constitui um
problema limitante a essa exploracéo, respondendo, de maneira significativa, pelo
depauperamento geral da cultura e também pela baixa produtividade registrada
(ARAGAO, 2003).

2.2.4 Biologia

O inseto pertence a maior ordem de animais existente, (Ordem: Coleoptera,
Familia: Curculionidae), conhecida como a ordem dos besouros ou cascudos. O
Rhynchophorus palmarum (Figura 4), é caracterizado principalmente por seu par

de asas anterior endurecido, chamadas de élitros, que deixa exposta a parte
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terminal do abdémen. Consiste em um besouro de cor preta opaca aveludada,
caracterizado por apresentar um rostro (bico recurvado) forte, e com antenas em
forma de cotovelo (FERREIRA; MICHEREFF FILHO, 2002).

Figura 4- Dimorfismo sexual do Rhynchophorus palmarum (A) rostro liso no inseto adulto fémea
(B) rostro com pelos rigidos no inseto adulto macho (C) inseto adulto fémea.

B A

C
Fonte: SEPULVEDA-CANO; RUBIO-GOMEZ, 2009; Laboratério de bioquimica e fisiologia de insetos

- LBFI.

Como outros insetos da familia Curculionidae, este também é caracterizado
por seu aparelho bucal (sugador labial) modificado em forma de rostro. O rostro
caracteriza o dimorfismo sexual (Figura 4A e Figura 4B). No inseto fémea, o rostro
€ mais comprido, delgado e curvo; no macho, apresenta pélos rigidos em forma de
escova, sendo responsavel pela liberacdo do feroménio de agregacédo durante a
fase reprodutiva (Figura 4C) (SEPULVEDA-CANO; RUBIO-GOMEZ, 2009). O
adulto pode medir de 2 a 6 cm de comprimento e sua forma larvar se alimenta da
gema apical da planta, mostrado na Figura 1, o que pode acarretar em um dano
fatal para o vegetal (SANCHEZ-SOTO, NAKANO, 2002).

O inseto apresenta metamorfose completa (todas as fases) com habitos
diurnos. O ciclo de vida, varia entre 132 a 215 dias, sendo dividido em quatro etapas:
ovo; larva; pupa e adulto (Figura5) (NEGRISOLI JUNIOR, 2011; CYSNE, 2013a).
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Figura 5- Etapas do ciclo de vida do Rhynchophorus palmarum.

2 - 4 dias .
- @ 42 - 62 dias Q3
l l 8 - 23 dias 27 - 61 dias
OvVOS PUPAS
. ADULTOS
Fémeas ovopositam LARVAS Amareladas, de 8- A
= besouros de coloragao preto-
de 5-6 ovos por dia Brancas, cabega 10 cm, abrigam- &
) S fosca, medem entre 3,5-6,0
naraqus, totahizando || castanho-escura endurecida, recurvadas se em casulos de
: ¥ cm, apresentam um rostro
~ 250 ovos por ado e chegam amedir 7,5 cm fibras construidos
& alongado ~ 1 am
(3-4 meses) pelas larvas =

Fonte: BATISTA, 2014.

Os ovos sao lisos e apresentam coloracdo branco creme. A larva pode se
desenvolver por até 10 instares e pode mediraté 7,5 cm de comprimento e 2,5cmde
largura. Seu corpo apresenta 13 anéis enrugados, uma cabeca escura avermelhada e
aparelho bucal desenvolvido. No momento em que a larva empupa, ela tece um casulo
com fibras vegetais da propria planta hospedeira. A pupa passa a apresentar membro
de adulto e permanece no interior do casulo até emergir na forma adulta. Na fase adulta,
as fémeas podem iniciar o acasalamento a partir do quinto dia ap6s a saida do casulo e
realizar uma ovopostura de, em média, 250 ovos durante todo o seu ciclo de vida
(CYSNE, 2013a).

2.3 Cuticula dos Insetos
2.3.1 Formacao e diferenciagao

A superficie externa dos insetos, denominada cuticula, abrange todos os
tecidos expostos, incluindo o corpo, o intestino grosso e traqueia. A cuticula fornece
protecdo, sustentacdo e auxilia na locomogédo do inseto. Consiste numa matriz
extracelular apical produzida pela epiderme e traqueia durante a embriogénese, e
sofre um processo de renovacgao durante a muda e a metamorfose. (MOUSSIAN,
2010).

A natureza hidrofébica da cuticula proporciona ao inseto a primeira barreira

de protecdo contra a desidratacdo, agentes quimicos e microrganismos invasores.
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A distribuicdo dos componentes cuticulares é referente a uma espécie especifica e
a arquitetura da regido estratificada (MOUSSIAN, 2010). A cuticula pode ser
dividida em trés camadas: cuticula externa (ou envelope) a prova d'agua, epicuticula
rica em proteinas, e a procuticula (exo e endocuticula) a qual apresenta uma
estrutura quitinosa no interior, que liga a regido cuticular com a membrana
plasmatica apical das células epidérmicas através da chamada zona de montagem
(Figura 6) (MOUSSIAN, et al. 2006).

Figura 6- Esquema do exoesqueleto (cuticula) dos insetos.

/ Envelope

\ Epicuticula

Exocuucula
— Endocuticula Procuticula
- - Epiderme
- Membrana basal

Fonte: adaptada de DAFFRE, 2013.

Moussian e colaboradores (2006) propuseram a diferenciacdo da cuticula
estudando embrides de Drosophila melanogaster, por identificacdo de trés fases. A
primeira inicia-se no embrido, a partir da membrana plasméatica apical a qual faz
saliéncias (manchas cinzentas) em posic¢des aleatdrias formando os fragmentos do
envelope (Figura 7-1). Em seguida, ondula¢des longitudinais regulares emergem
(Cinza), subdividindo a superficie apical em quitina (Figura 7-2), e finalmente, a epi-
e procuticula engrossam simultaneamente e consequentemente ocorre a

diferenciacao (Figura 7-3).



27

Figura 7- Esquema do curso da diferenciagéo cuticular em embrido de Drosophila melanogaster. O
painel superior ilustra seccfes da epiderme embriondria durante a diferenciacdo da cuticula. E o
painel inferior apresenta a vista de cima sobre o0 esquema mostrado no painel superior.
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Fonte: MOUSSIAN, 2010.
A procuticula do inseto € a divisdo mais espessa da cuticula, e mais espessa

do que a procuticula larval, subdivide-se em uma parte superior, chamada de
exocuticula, e uma zona inferior, chamada endocuticula. A epicuticula € um
complexo de matriz extracelular construido por meio de atividade paralela e
cooperativa do citoplasma, associada a membrana e a processos extracelulares. O
envelope consiste numa camada de cera que pode entrar em choque pelo processo
de fixacdo (MOUSSIAN, 2010).

Um dos papéis dos lipidios epicuticulares dos insetos € servir como uma
grande barreira contra a perda de agua e, por isto, a dessecacdo tem sido
frequentemente abordada. Além da sua participacdo nos processos de
comunicacdo quimica como feroménios de agregacdo, atracdo sexual, e, como
afrodisiacos, também é bem conhecido (KUHBANDNER, et al. 2012).

2.3.2 Lipideos cuticulares e sua importancia

Os lipideos séo nutrientes importantes na dieta, e fundamentais para todos
0s sistemas biologicos, pois exercem importantes fun¢des na homeostasia
energeética, fisiologia reprodutiva e participam de uma variedade de caminhos de
sinalizacao, e, além disso, estdo inclusos em inUmeros aspectos da biologia celular
(SESSLER; NTAMBI, 1998).

O estudo da composicéao lipidica em sistemas eucariontes evidencia a sua
extrema complexidade. Pois uma célula individual pode ter mais de 1.000 lipidios
diferentes, e um organismo ou tecido, entre 10.000 e 100.000 lipidios diferentes. A
relevancia funcional dessa imensa diversidade de lipidios ainda nédo é clara. Dentre

as classes de lipidios, uma grande variedade de acidos graxos com diferentes
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cadeias podem ser associados, contribuindo para uma porcao significativa da
diversidade lipidica observada. Em estruturas de membrana, a composi¢cdo de
acidos graxos de fosfolipidios pode influenciar bastante membrana, tais como
espessura, fluidez, tenséo, curvatura, e formacao de microdominios. E em demais
regides, pode haver enzimas lipase a qual pode clivar trigliceridios e fosfolipidios,
liberando os respectivos &cidos graxos livres que podem funcionar como moléculas
de sinalizagcdo importantes no metabolismo do organismo. Entre os acidos graxos,
os poli-insaturados (PUFAS) e seus derivados de sinalizagdo, os eicosanoides e
endocanabindides, estdo envolvidos numa variedade de processos biologicos,
incluindo a inflamacao e respostas imunes, neurorecepc¢éo, desenvolvimento e a
maioria dos processos de reproducdo (VRABLIK, WATTS, 2013).

Nos insetos existe uma capacidade de utilizar eficientemente os lipidios como
substratos para reproducédo, embriogénese, metamorfose e vbo, extremamente
importante para o seu desenvolvimento, protecéo e perpetuacédo da espécie. Neste
sentido, os lipidios sdo utilizados como um meio de comunicacdo atraveés da
liberacao de ferorménios; regulacdo de uma variedade de processos fisioldgicos por
horménios; protecdo contra um ambiente dessecante pela presenca de ceras
cuticulares; e constituintes celulares presentes em membranas (GILBERT; CHINO,
1974).

Os lipidios cuticulares em insetos variam em composicdo e quantidade
dependendo da espécie e estagio de desenvolvimento. Com tudo, a composicéo de
acidos graxos de um microrganismo é determinada pelo tipo de via biossintética da
espécie. Desta forma, a analise da composicao lipidica é rotineiramente utilizada
para a identificacdo e diferenciacdo de microorganismos. Os perfis especificos de
acidos graxos e de fosfolipidios totais da célula também tém sido utilizados para
estimar biomassa microbiana e fornecer informacdes sobre a diversidade e estado
nutricional dos microrganismos. Podem variar dependendo do ciclo de vida e da
atividade metabolica, e sao influenciados por inUmeros fatores ambientais e de
estresse (GOLEBIOWSKI, et al. 2010).

Acredita-se que os lipidios da dieta sdo responsaveis por uma pequena parte

da cuticula, para a maioria das espécies. E que o principal local de biossintese de
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hidrocarbonetos cuticulares ocorre nas células associadas com a camada
epidérmica ou corpo adiposo periférico, especificamente nos oenocytes, geralmente
encontrado dentro do tegumento abdominal e identificado como local para sintese
de hidrocarbonetos. Os hidrocarbonetos sintetizados séo entdo carregados até a
lipofirina na hemolinfa e transportado para locais de deposicdo. Sendo que para
transferir estes compostos para outras partes do corpo, pressupde-se que haja uma
lipoproteina de alta densidade (HDL) responsavel por essa transferéncia
(BLOMQUIST, BAGNERES, 2010, p. 35-37).

A importancia dada a cuticula dos insetos corresponde ao perfil de
componentes presentes na camada de cera sobre a cuticula que é composta por
mistura complexa de hidrocarbonetos de cadeia longa, &cidos graxos, alcoois,
ésteres, aldeidos e cetonas que protege insetos da dessecacao, assim como,
alguns destes compostos, também tém papéis secundarios como feromonios de
contato (GINZEL, et al. 2006).

Hidrocarbonetos sédo os principais componentes cuticulares de insetos, nesta
classe estéo inclusos hidrocarbonetos saturados e insaturados de cadeia linear e
hidrocarbonetos metil-ramificados. As classes quimicas normalmente encontradas,
sdo os ésteres de cera, aldeidos de cadeia longa, alcoois, acidos graxos livres,
cetonas e acilgliceréis (GOLEBIOWSKI, et al. 2013a). As composi¢es cuticulares
de insetos podem variar a depender da fase de desenvolvimento, sexo, idade e
meio ambiente que vivem (SZAFRANEK, et al. 2012).

2.3.3 Atividade antimicrobiana

A partir do inicio da década de 1970, foram demonstrados estudos sobre os
efeitos dos &cidos graxos sobre a resposta imune, como suas atividades
antimicrobianas e antifingicas (FERREIRA, et al. 2012).

A relacdo estrutura atividade dos acidos graxos encontra-se intimamente
relacionada a estrutura e forma com que ele se apresenta no meio. Os acidos
graxos sdo constituidos de uma estrutura hidrocarbonada apresentando em uma
extremidade um grupo carboxil (-COOH) e, na outra extremidade, um grupo metil (-
CHB3). Com isso, a atividade pode variar a depender do comprimento da cadeia de

carbono e a presenca, numero, posicdo e orientacdo de ligagcbes duplas. No
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entanto, sdo sugeridas algumas tendéncias gerais, como a presenca do grupo -OH
do grupo carboxil ser importante para a atividade antibacteriana. Além disso, sdo
relatados em literatura algumas relagdes estrutura atividade, como por exemplo,
acidos graxos de cadeia média e longa insaturada que tendem a ser mais ativo
contra bactérias Gram-positivas do que Gram Negativas. Em geral, acidos graxos
insaturados tendem a ter uma maior poténcia do que 4cidos graxos saturados com
0 mesmo comprimento da cadeia de carbono. Sendo que &cidos graxos
monoinsaturados, apresentaram uma atividade mais significativa entre 14 ou 16
atomos de carbono. E para acidos graxos saturados, existe uma maior atividade em
10 ou 12 atomos de carbono, porém, a eficacia antibacteriana tende a diminuir a
medida que o comprimento da cadeia fica mais longo ou mais curto. Entretanto,
ainda ndo se sabe exatamente como os acidos graxos exercem as suas atividades
antimicrobianas, mas pela sua principal funcéo estar relacionada a estrutura de
membrana, assim como precursores de mensageiros intracelulares e geracao de
ATP, o alvo principal parece ser a membrana celular bacteriana e os varios
processos essenciais que ocorrem dentro e na membrana. O mecanismo de acéo
pode estar envolvido no rompimento da cadeia de transporte de elétrons,
vazamento de metabdlitos celulares, lise celular, inducédo de autdlise, inibicdo da
biossintese de &cidos graxos, interferéncia na fosforilacdo oxidativa, formacéo de
produtos de peroxidacdo ou auto-oxidacao, inibicdo da absorcdo de nutrientes e
inibicdo enzimatica (DESBOIS; SMITH, 2010).

E notavel a existéncia de uma agido quimica de protecéo externa e interna
em seres vivos. Os &cidos graxos, em especial, exercem efeito potencial sobre a
germinacao de esporos de fungos e a sua diferenciacdo. Dessa forma, é possivel
que haja presenca de acao toxica, fungiostatica, ou ocasionalmente, para algumas
espécies patogénicas, efeito estimulatorio (GOLEBIOWSKI, et al. 2012a).

A partir do conhecimento explorado pela medicina popular, em especial a
medicina tradicional chinesa, o extrato de corpos de insetos sdo amplamente
utilizados para tratar doengas purulentas superficiais como infec¢gbes de garganta,
ouvido, furdnculo, carbuinculo, cancro e muitas outras doencas. A barreira de

lipideos cuticulares presentes em insetos é composta de uma matriz diversificada
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de compostos com muita variacao no contetdo e na composi¢ao. No entanto, estas
variacdes normalmente se estendem por diferentes estagios de desenvolvimento
(larva, pupa e adulto) e estagio larvar do inseto (PEDRINI, et al. 2013;
GOLEBIOWSKI, 2012a). Mas além de um conhecimento empirico, sabe-se que a
atividade antimicrobiana de lipideos cuticulares presente nos insetos €
frequentemente descrita em alguns estudos (KERWIN, 1981; GOLEBIOWSKI,
2008b, 2012b; URBANEK, 2012).

Em particular, os acidos graxos livres podem ser responsaveis pela
resisténcia a infeccéo fungica como detectado em Bombyx mori e em Hyphantria
cunea. O estudo identificou a acao de acidos graxos de cadeia curta (Ce a C12) capaz
de inibir a germinacéo de conidios e crescimento de hifas de Beauveria bassiana e
Pacilomyces fumoso-roseus (SALTO, 1983). Os acidos graxos foram desenvolvidos
para exercer profundo controle fisiol6gico sobre o desenvolvimento de conidios. Em
combinacdo com quitina, quitosana, acido oleico (Cis:1), consistentemente, induziu
germinacao de conidios vegetativos. O &cido palmitoleico (Cie:1), acido linoleico
(C1s:2) e acido linolénico (Cis:3) foram tdxicos para os conidios em ampla gama de
concentracdes. Acidos graxos cuticulares so toxicos e fungistaticos, mas também
podem ter acdo estimuladora. Por exemplo, o &cido palmitoleico aumenta o
crescimento micelial, mas é toxico para os conidios de Erynia variabilis (KERWIN,
1984).

Os acidos graxos constituem uma importante fonte de energia, além de
desempenhar um papel fundamental na transducdo de sinais, bem como na
acilacao de proteinas necessarias para o crescimento do organismo, diferenciacéo,
reproducdo e homeostase. Esta pode ser uma razao explicavel a acdo de acidos
graxos e alcoois de cadeia média e curta que demonstraram toxicidade para fungos
filamentosos, como descrito anteriormente, incluindo alguns isolados
especificamente, a partir da cuticula do inseto. Porém, a toxicidade de acidos graxos
de cadeia longa ainda é desconhecida. (GOLEBIOWSKI, et al. 2012a).

A suscetibilidade ou resisténcia de varias espécies de insetos a invasao de

fungos pode resultar de varios fatores, incluindo diferencas na estrutura e
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composicdo do exoesqueleto, a presenca de compostos antifingicos na cuticula,
bem como a eficiéncia de reacdes de defesa celular e humoral do inseto. Acredita-
se que o perfil lipidico epicuticular do inseto hospedeiro pode ser um dos fatores
fundamentais que determinam susceptibilidades ou resisténcia ao ataque de fungos
(GOLEBIOWSKI, 2012a). O tegumento quitinoso esclerotizado de um inseto forma
uma barreira eficaz contra a invaséo primaria pela maioria dos microorganismos,
por isso, a via de infeccdo de insetos através do canal alimentar & bastante comum
(GILLESPIE, et al. 2000).

No entanto, apesar de outros microorganismos insetopatogénicos
necessitarem ser ingeridos para iniciar doencga (como por exemplo, virus, bactérias,
nematddeos e protozoarios), fungos entomopatogénicos, como Metarhizium
anisopliae, Conidiobolus coronatus e Beauveria bassiana invadem, principalmente,
por penetracao através da cuticula do inseto. Essa invasao ocorre de determinadas
formas a depender da espécie do inseto e seus componentes cuticulares. E uma
vez que foi estabelecido que a abraséo a cuticula por si s6 é suficiente para induzir
niveis reforcados de atividade antimicrobiana na cuticula e gordura corporal, pode-
se dizer que o exoesqueleto de insetos parece participar ativamente das respostas
imune humoral (BREY, 1993).

2.3.4 Quitina e Quitosana

O Rhynchophorus palmarum, assim com os demais animais artrépodes, tem
como caracteristica um exoesqueleto quitinoso, chamado de cuticula. A regido nao
quitinosa da cuticula oferece protecdo através da diferentes compostos como
quinonas, lipidios e proteinas. Ja a regido mais interna, € composta principalmente
por quitina, por isso é considerado um dos principais componentes da cuticula dos
insetos (MERZENDORFER, ZIMOCH, 2003).

A quitina foi identificada pela primeira vez em 1811, isolada de cogumelos
pelo professor francés Henri Braconnot, o qual a nomeou como fungina. Pouco
tempo depois, em 1823, Odier isolou da carapaga dos insetos uma substancia
insolivel em agua e solventes organicos que ficou conhecida como quitina, sendo
este nome derivado da palavra grega Chiton, que significa carapaga ou caixa

protetora (RAVI KUMAR, 2000). No entanto, acreditava-se que esta quitina isolada
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de insetos fosse a mesma encontrada nas plantas, mas somente em 1843, Payen
diferenciou a quitina da carapaca dos insetos por conter nitrogénio em sua estrutura,
gue seria ausente na quitina de planta que € a celulose (ALMEIDA, et al. 2009).

A quitina é o amino polissacarideo natural mais comum. E um polimero linear
formado por unidades de N-acetil-B-D-glicosamina (Figura 8), unidas por ligagbes
B1-4, produzido principalmente por fungos, artrépodes e nematoides. Em insetos, é
um importante componente estrutural, pois apoia as cuticulas da epiderme e
traqueia, bem como a matriz peritrofica que reveste o epitélio intestinal. Na cuticula,
€ encontrada apenas na camada da procuticula, incluindo exo e endocuticula.
(MERZENDORFER, ZIMOCH, 2003). O residuo N-acetil-D-glicosamina é composto
por trés grupos funcionais reativos, um grupo amino (ligado ao carbono 2) e dois

grupos hidroxila, primario (ligado ao carbono 3) e secundario (no carbono 6).

Figura 8- Estrutura priméria de quitina (N-acetil-B-D-glicosamina), onde n € o grau de polimerizagé&o.

CH-0H NS R
2 0 NHCOCH;
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NHCOCH; CH,0OH n
QUITINA

Fonte: CAMPANA-FILHO, et al. 2007.

Depois da celulose, a quitina é o biopolimero mais abundante na natureza,
comumente encontrada em invertebrados, como em cascas de crustaceos e
cuticula de insetos. A quitina exerce papel importante na cuticula de insetos por
conferir, junto a outras proteinas, principalmente resilin (rica em glicina e prolina),
flexibilidade em determinadas regibes dobraveis da cuticula; no crescimento e
desenvolvimento do inseto, no processo de muda (ecdise) pela capacidade de
remodelar as estruturas quitinosas devido a capacidade de sintetizar e degradar
quitina de forma controlada durante esse processo. Além de propriedades
estruturais, a quitina apresenta propriedades protetoras contra danos mecanicos,
toxinas e patégenos na matriz peritréfica (membrana do intestino médio) do inseto,
além de auxiliar o processo digestivo (MERZENDORFER; ZIMOCH, 2003).

A quitina, em geral, pode apresentar trés diferentes estruturas polimérficas,

conhecidas como a-, - e y- quitina. No entanto a a-quitina é a estrutura em
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destaque na cuticula de insetos, caracteristica de estruturas rigidas e resistentes,
diferente da B- e y- quitina presente em estruturas flexiveis. A a-quitina é conhecida
por apresentar suas cadeias poliméricas em disposicao antiparalela (Figura9), e
por isso proporcionar a formacao de ligacdes de hidrogénio inter- e intra-cadeias
(CAMPANA-FILHO, et al. 2007).

Figura 9- Representacdo esquematica das estruturas polimérficas de quitina, com as setas
representando as cadeias poliméricas no sentido da hidroxila no carbono 4 para a hidroxila no
carbono 1.

a-QUITINA B-QUITINA y-QUITINA

A A A F W W W WY A A | A A

Yyiv Y
Fonte: CAMPANA-FILHO, et al. 2007.

A quitina pode fornecer um derivado importante por desacetilacédo (derivado
N-desacetilado), chamado quitosana (Figura 10). A quitosana é considerada um
material de grande interesse industrial, tecnoldgico e famacéutico, pois apresenta
caracteristicas importantes para divesas aplicacdes, em especial para aplicacfes
biomédicas, como o0 seu carater basico, a biocompatibilidae em meio fisiolégico,
além de ser biodegradado em um residuo nao téxico. Como a quitosana nao é
presente de forma abundante no meio ambiente, ela pode ser facilmemte derivada
através da desacetilacdo da quitina. Este derivado é um polissacarideo semi
cristalino, um copolimero de [((1—4)-D-glucosamina e [(1—4)-N-acetil-D-

glucosamina (BATTISTI, CAMPANA-FILHO, 2008; CROISIER, JEROME, 2013).
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Figura 10- Representagdo das estruturas primarias de quitina e quitosana, onde n é o grau de
polimerizag&o.
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Fonte: BATTISTI, CAMPANA-FILHO, 2008.

Residuos como a casca de alguns invertebrados, como lagostas, camarao,
krill, caranguejo e lulas sdo comumente gerados, e com isso, estes podem ser
reutilizados para produzir quitina comercial e derivados como a quitosana. Em
insetos, porém, a quitina so6 foi isolada e caracterizada a partir de algumas espécies
como, Bombyx mori (bicho-da-pupa exuvia), Bombus terrestris (zangdo), Musca
domestica (larvas de mosca), Holotrichia parallela (besouro), Hogna radiata e
Geolucosa vultuosa (KAYA, et al. 2014b).

A formacdo do derivado quitosana a partir de quitina ocorre em meio
fortemente &cido, para hidrolisar a maioria dos grupos acetamida do polimero de
quitina. Essa reacdo proporciona regides com presenca de grupos amino na
estrutura da quitosana, diferenciando da quitina. Devido a essas regides, a
quitosana passa a apresentar propriedades mais interessantes, diferentes da
quitina. Pois os grupos aminos ao logo da estrutura da quitosana podem ser
protonados em meio acido (pH < 6) conferindo cargas positivas na estrutura, que
proporcionam a sua solubilidade em meio aquoso, porém dependente de pH. Além
disso, essa regido se torna alvo para formacdo de diferentes complexos, e
consequentemente desperta grande interesse em diversas areas da industria e
pesquisa (CROISIER; JEROME, 2013).
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2.4 Caracterizagdo do Perfil Cuticular

2.4.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

A cromatografia gasosa consiste num meétodo fisico de separacdo de
componentes de uma mistura através de uma fase moével gasosa inerte sobre um
solvente estacionario (AQUINO NETO, NUNES, 2003, p. 71). O primeiro
espectrometro de massa foi construido em 1918 por A. J. Dempster, mas foi
somente nas décadas de 1980 e 1990 que houve o desenvolvimento de técnicas de
ionizacdo de compostos de alto peso molecular, além da acessibilidade, alta
resolucdo e confiabilidade, que permitiu 0 uso da espectrometria de massa uma
técnica indispensavel em diversos campos de atuacdo (LAMPMAN, et al. 2010, p.
399).

A analise do perfil cuticular em insetos por cromatografia gasosa foi aplicada
pela primeira vez na década de 1960, com o desenvolvimento da cromatografia de
gas-liquido (CGL). Grande parte dos trabalhos publicados que lidam com este tipo
de estudo fazem uso, preferencialmente, de analise por cromatografia gasosa com
detector de ionizacdo em chama (CG-DIC) ou acoplada ao espectro de massa (CG-
EM), em vez de cromatografia liquida (CL), cromatografia em camada delgada
(CCD) ou cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Isso se justifica pelo fato
da CG isolar e identificar os constituintes da mistura de cera de um complexo, a fim
de se obter informacao sobre a sua composi¢cao qualitativa e quantitativa. A cuticula
além de conter basicamente, hidrocarbonetos, acidos graxos, alcoois, triglicerideos
e ésteres, apresenta uma camada de ceras em sua superficie, na qual evidencia o
primeiro passo para o desenvolvimento de métodos de controle de insetos por meio
da andlise e identificacdo das ceras e demais constituintes da sua superficie
(SZAFRANEK, et al. 2012).

O objetivo da CG é resolver os constituintes da mistura do complexo de
cera, a fim de obter informacdes sobre a sua composi¢do, ocorrendo de duas
formas: (1) analises de cera cuticular intacta (extratos ou fracdes); (2) analise de
derivacéo quimica de grupos funcionais (SZAFRANEK, et al. 2012). Porém, para as
analises qualitativas e quantitativas, a cromatografia gasosa nem sempre permite

uma identificagéo definitiva dos analitos, assim como a espectrometria de massa
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também nao fornece conclusdes da estrutura dos componentes. Por isso, torna-se
necessario o uso das técnicas acopladas como a (CG-EM) e cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa (CL-EM).



38

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral:

Caracterizar o perfil quimico da cuticula do inseto adulto macho e fémea de

Rhynchophorus palmarum, e avaliar a presenga de atividade antimicrobiana.

3.2 Objetivos Especificos:

Extrair compostos da cuticula do inseto macho e fémea de Rhynchophorus
palmarum;

Caracterizar o perfil cuticular no inseto macho e fémea;

Caracterizar o perfil lipidico através da identificacdo dos ésteres metilicos de
acidos graxos do inseto adulto;

Identificar a atividade antimicrobiana de extratos cuticulares por
quantificacdo da concentracao inibitéria minima (CIM)

Isolar e caracterizar a quitina da cuticula de Rhynchophorus palmarum;

Testar a quitina cuticular do inseto na obtencédo de um derivado quitosana.
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4 METODOLOGIA

Toda a metodologia descrita foi realizada nas unidades de pesquisa da
Universidade Federal de Alagoas — campus A. C. Simdes, no Laboratério de
Bioquimica e Fisiologia de Insetos (LBFI), Laboratério de Pesquisa em Tratamento
de Feridas (LpTF), Laboratério de Tecnologia de Nanosistemas Carreadores de
Substancias Ativas (TecNano), localizados na Escola de Enfermagem e Farmacia
(ESENFAR), como também no Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais

(LPgRN), situado no Instituto de Quimica e Biotecnologia (1QB).

4.1 Insetos

O inseto adulto de Rhynchophorus palmarum, utilizado para realizacao desta
pesquisa, foi coletado em diferentes regides do Estado de Alagoas por meio de
armadilhas com o rincoforol (feromémio sintético), fornecido pela empresa Interacta
Quimica Ltda (Campus A. C. Simdes - Universidade Federal de Alagoas) e iscas
alimentares (cana de agucar). As armadilhas foram mantidas em regido cedida pelo
Instituto Federal de Alagoas (IFAL) situado préximo ao municipio de Satuba e em

diversos pontos do litoral sul, no municipio de Feliz Deserto.

4.2 Extracdo de compostos quimicos cuticulares dos insetos

As extracdes foram desenvolvidas no laboratério de Bioquimica e Fisiologia
de Insetos. O método para extracdo das amostras cuticulares do inseto consistiu
num procedimento quimico relativamente simples. Realizou-se por aplicacdo de
solventes apolares em todo o corpo do inseto. Os solventes utilizados foram hexano
e diclorometano (Figura 11), de muito baixa e baixa polaridade, respectivamente,
obedecendo a ordem de extracdo de compostos lipidicos dos externos aos mais
internos. A metodologia empregada foi adaptada com base na descrita por
Golebiowski, 2012a.

Figura 11 — Férmula estrutural das moléculas de (a) hexano e (b) diclorometano.
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Os solventes utilizados permitiram a separacdo de compostos conforme sua
polaridade e localizacdo na cuticula do inseto. O hexano foi utilizado na primeira
etapa da extracao, por se tratar de um solvente apolar e dissolver mais facil e rapido
as moléculas lipidicas da camada de cera que representa a camada mais externa
protetora da cuticula, ja o diclorometano, por ser classificado como um solvente
polar aprético, solvata tanto moléculas apolares como algumas polares (catiénicas),
e por isso permitiu realizar a extracdo de componentes lipidicos mais internos por

um processo de extracdo mais longo em até 10 dias.

A metodologia para extracdo de cuticulares, exposta no Fluxograma 1, foi a
mesma para machos e fémeas, separadamente. Cada inseto, foi submetido a
imersdo em 5 ml de hexano por 10 segundos (extrato 1), em seguida 0 mesmo foi
imerso em 10 ml de diclorometano por 5 minutos (extrato II), e por dltimo, os insetos
foram reunidos em 20 ml de diclorometano por 10 dias (extrato Ill) (Figura 12 e
Figura 13). O produto final correspondeu aos extratos | e Il, de componentes

cuticulares, e o extrato Il de lipideos internos.

Figura 12- Esquema do método de extragdo dos componentes cuticulares dos insetos macho e
fémea.

Inseto
(fémea)

Extracdo com

hexano —»| Extratol

(10 seg.)

l

Extracdo com

diclorometano —>| Extratoll

(5 min.)

|

Extracdo com

diclorometano —>| Extrato lll

(10 dias)

Fonte: autor, 2016
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Figura 13- Processo de extracdo dos compostos cuticulares. (a) inseto macho e fémea imerso em
solvente, respectivamente; (b) da esquerda para a direita, extrato | e Il do inseto fémea e extrato | e
Il do inseto macho.

Fonte: autor, 2016.

As extracBes foram realizadas em recipientes de vidro e os solventes
evaporados por fluxo de nitrogénio para concentrar a amostra. Para a
caracterizacdo do perfil quimico da cuticula, empregou-se a técnica por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-EM - QP5050A
Shimadzu). Utilizou-se uma quantidade suficiente de 5 insetos de cada sexo,
imersos em solventes com alto grau de pureza (grau HPLC — High Performance
Liquid Chromatography), realizado em triplicata com trés lotes diferentes de insetos.
A extracdo de cuticulares para a realizagdo do teste de atividade antimicrobiana,

foram necessarios cerca de 120 insetos.

4.3 Preparo das Amostras para a Cromatografia Gasosa

Para que a amostra extraida fosse analisada por cromatografia gasosa,
inicialmente, foi necessario um processo de filtracao dos extratos | e lll. Isso ocorreu
em virtude de as amostras serem uma mistura de compostos desconhecidos e
visualmente bastante concentrada, rica em lipideos de cadeia longa com baixa
volatilidade. O extrato | (10 segundos), por ser uma amostra visivelmente menos
concentrada, e por conter possiveis compostos mais volateis, ndo foi necessario

filtrar.

A filtracdo do extrato IlI, ocorreu em pipeta Pasteur contendo pequena

guantidade de silica (cobrindo aproximadamente 1 cm da pipeta). Primeiro a coluna
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foi preparada com 1 ml de diclorometano, em seguida, 0,5 ml o extrato Il foi filtrado

na coluna, sem diluir (Figura 14).

O extrato Ill, primeiro foi evaporado, e depois 1 mg do material foi resuspenso
em hexano, filtrado em silica, e depois foram feitas duas elui¢des, uma em 1 ml

hexano:éter (1:1), e outra em 1 ml de éter (Figura 14).

Figura 14- llustracéo do procedimento de preparo das amostras para a cromatografia gasosa.

1. Extrato ll: 2. Extrato lll:

DCM 1 —

Hexanao:
éter

Hexano

- ‘ éter \

4.4 Cromatografia Gasosa com Detector de lonizacdo em Chamas (CG/DIC)

Fonte: autor.

Foram realizadas injecoes (1uL) das fracbes dos extratos em CG/DIC (GC-
2010 Plus, Shimadzu) equipado com coluna de fase apolar Rtx-1 (Dimetil
polisiloxano) de comprimento de 30 m, 0,25 mm de didametro. As corridas foram
realizadas em modo de injecdo split. As condicbes usadas para a analise foram:
temperatura do injetor a 250°C, a temperatura inicial do forno de 50°C fixado por 5
min, com uma rampa de aquecimento de 5°C/min até a temperatura final de 250°C

por 10 min.

4.5 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

As amostras dos extratos foram injetadas em equipamento de cromatografia
gasosa acoplada a um espectro de massas, modelo QP5050A da Shimadzu,
utilizando impacto de elétrons como modo de ionizagdo, e com modo de injecédo
split equipado com coluna apolar DB-5. A coluna foi condicionada a uma
temperatura inicial de 140°C constante por 3 min e com gradiente de aumento de
temperatura de 4°C/min até a temperatura final de 300°C por 5min, com temperatura
de interface de 200°C.
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4.6 Transesterificacdo dos Extratos Lipidicos

Empregou-se uma reacdo de transesterificacéo por Catélise Acida utilizando
Trifluoreto de Boro em Metanol (BFs MeOH 10%) (Figura 15). Foram pesados
aproximadamente 25 mg (+ 0,1 mg) do extrato 6leo, adicionados 1,5 mL de solucéo

de NaOH 0,50 mol/L em metanol. A mistura foi aquecida em banho a

aproximadamente 100°C por 5 minutos e em seguida resfriada a temperatura
ambiente. Foram adicionados 2,0 mL de uma solugéo de BF,em metanol (10%),

aguecido novamente a aproximadamente 100°C por 30 min. em seguida resfriou-se
o tubo em fluxo de agua corrente e foi adicionado 1 mL de hexano. Agitou-se
vigorosamente por 30 segundos, em seguida foram adicionados 5,0 mL de solucéo
de solucdo brine. A amostra esterificada foi levada a geladeira e deixada em
repouso para melhor separacdo das fases. Apds a coleta do sobrenadante, foi
realizada a separacédo de fases por mais 2 vezes com hexano. Por fim a amostra foi
analisado no CG/FID (JOSEPH; ACKMAN, 1992 apud MILINSK, 2007, p. 26).

Figura 15- Reacgéo de transesterificacdo de lipideos.

BF,MeOH 10%

H,C —OCOR' RO+COR' H,C—OH
H<|:—0COR" + ROH = ROCOR" 4+ HC—OH
H,C—OCOR"™ e kool Rot:oa"' H,A—OH
Extrato dleo  N@OH 0,50 mol/L ESte"‘?s metilicos  gjicerol
metanol de acidos graxos

4.7 Identificacdo dos Compostos Quimicos

Para analise qualitativa do perfil cuticular dos insetos, 0s espectros de massa
dos picos isolados por cromatografia gasosa, foram inicialmente analisados junto as
bibliotecas anexadas ao programa do equipamento de espectro de massas
(LabSolution — GCMSSolution versao 2.7, Shimadzu Corporation). As bibliotecas
anexadas foram NIST (National Institute of Standards and Technology) e Wiley, que
sdo consideradas base de dados de referéncia padrdo para identificacdo de
compostos quimicos através de uma analise de similaridade da fragmentacéo entre

0s espectros de massas observados e relatados na base de dados.
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A cromatografia gasosa (CG) e cromatografia gasosa acoplado a
espectrometria de massa (CG-EM) séo técnicas amplamente empregadas para a
identificagdo de compostos organicos. No entanto é dificil utilizar apenas a analise
por espectros de massa. Por isso, os parametros de indice de retencéo (IR) sé&o

Gteis em combinagcdo com a espectrometria de massa.

O sistema de analise por indice de retencéo, foi sugerido por Kovats para
caracterizar compostos quimicos diferentes em uma escala de tempo especifico,
por isso é conhecido também como indice de Kovats (KI). De acordo com Kovats,
o indice do analito (IR) € a sua retencao relativa entre os n-alcanos mais proximos
qgue eluem imediatamente antes e depois do analito alvo. No entanto o IR varia
ligeiramente com a temperatura, e de maneira significativa com a fase estacionaria
da coluna. Para calcular o IR (Kovats) dos compostos cuticulares isolados dos
insetos, foi aplicada a equacao (Equacao 1) empregada para um programa com
rampa de aquecimento (BABUSHOK, LINSTROM, ZENKEV, 2011).

Equacéo 1- Equacéo utilizada para calcular o indice de reten¢éo (IR) em programa com rampa de
temperatura.

I, = 1000+ 100(t, — t,)/(taey — to),
Onde, tn e tn + 1 sdo tempos de retencdo de referéncia de n-alcanos eluidos imediatamente antes e
depois composto "X", e tx € o tempo de retencdo do composto.
Através do calculo do indice de retencéo (ou indice de Kovats - Kl) para cada
composto separado em CG-EM, pode-se comparar os valores aproximados de Kl
ja descritos registrados na base de dados Pherobase (online). Nesta base de dados,

foi possivel determinar o composto pelo valor aproximado do Kl, de acordo com a

coluna de separacao utilizada no processo cromatografico.

Para confirmar identificacbes dos ésteres metilicos de acidos graxos foram
conduzidas co injecfes com padrdes quimicos sintéticos analisado por CG/DIC. Foi
utilizada uma mistura de padrées de ésteres metilicos de Cs4 a C24 (FEME Mix C4 a
C24 100 mg Supelco Analytcal - Sigma-Aldrich). A sobreposicao dos picos analisada

confirmou a presenca dos ésteres metilicos.
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4.8 Quantificacao relativa por area percentual

A quantificacao relativa foi feita com base em um padrao interno. Esse padréo
ndo deve nunca interferir na andlise, ou seja, o pico desse padrdo deve aparecer
em um tempo de retencéao distinto dos demais picos da amostra. Com isso, 0 padrao
tridecano foi adicionado a amostra contendo os componentes cuja massa pretende
determinar. (LANCAS, 2004). Para tal, foi preparada uma concentracao de 1 mg/ml
da amostra e 1 mg/ml do padréo interno (Pi), em seguida foram transferidos 50 pl
da amostra junto a 1 ul do padréo interno. Desses 51 ul, 1 pl foi injetado no CG-EM.
Sabendo que em 1 pl da solucéo injetada tem-se 1,96. 10> mg do padrdo, foi
possivel calcular a quantidade em miligramas de cada pico da amostra pela

proporcao da area do pico do padrao pela area do pico da amostra.

4.9 Atividade Antimicrobiana

4.9.1 Concentracdao inibitoria minima (CIM)

Para analise da atividade antimicrobiana, foi realizado o teste de
determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) pelo método de diluicdo em
placa conforme recomendacgao do CLSI (Manual Clinical and Laboratory Standards
Institute - antigo NCCLS) (2003) e por adaptacéo da literatura (CHAIBUB, et al.
2013). Os microorganismos gram positivos e gram negativos inicialmente utilizados
foram: Staphylococcus epidermidis (ATCC 14990); Enterococcus faecalis (ATCC
29212); Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853); Escherichia coli (ATCC 14942);
Klebsiella pneumoniae (ATCC 31488); Salmonella entérica (ATCC 14028); Candida
albicans (ATCC 10231); Candida tropicalis (ATCC 13083). Todos os inéculos
microbianos testados foram mantidos em meio de cultura agar Muller Hinton em
laboratorio e em condicfes apropriadas para conservacao. O teste foi realizado com
0s trés extratos brutos cuticulares e objetivou avaliar a concentracdo minima do
extrato em meio de cultura capaz de inibir totalmente o crescimento do

microorganismo testado.

Para a preparacdo do meio contendo o extrato, foi estritamente necesséria a
associacao de um agente emulsificante (cremofor — Tween 80), pelo fato da amostra

ser bastante oleosa e necessitar de um agente capaz de torna-la miscivel em meio
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aguoso. Por tanto o processo ocorreu ao associar Tween 80 (2%) em cada
concentracdo de extrato testado, e incorporado ao &gar Mueller Hinton (MH)

aguecido.

Os indculos microbianos foram preparados na concentragdo do tubo n° 0,5
da escala de MacFarland (15 x 108 UFC/mL), e posteriormente diluidos 1:10 (v/v)
em solucéo salina estéril a 0,9% (m/v), obtendo-se10’ UFC/mL, e desta um volume
de 5 uL (10* UFC/mL) foi pipetado na placa de petri semeado com a ajuda de uma
alca de platina. O meio semeado foi incubado a temperatura de 37°C por 24 horas
(bactérias) e 48 horas (fungos). A CIM foi considerada a menor concentracédo do
extrato que inibiu o crescimento microbioldgico. Para o controle negativo foi

considerado a associacao de Tween 80 (2%) ao agar Mueller Hinton (MH) aquecido.

4.10 Extracéo de Quitina Cuticular

A extracdo da quitina do exoesqueleto do inseto de Rhynchophorus
palmarum ocorreu em 3 passos: pré tratamento; desmineralizacdo e
desproteinizacao. No pré tratamento os insetos foram lavados com agua destilada
e congelados. O descongelamento foi feito a temperatura ambiente, e dissecados,
removendo todo o conteudo interno permanecendo apenas a cuticula. A cuticula foi
mantida em estufa a 50°C durante 2 dias. Depois de secos, foi triturada em moinho
de facas até p6. Na desmineralizacao, foi coletado 5 g do p6 em 250 mL de solugéo
de HCI 1mol L't a 100°C por 30 min. sob agitacdo constante. Em seguida, o material
foi submetido a filtracdo a vacuo e lavagem do sobrenadante com agua destilada
até atingir a neutralizacdo. O soélido obtido (material desmineralizado) foi mantido
em estufa por 12 h a temperatura de 50°C. E por fim, a desproteinizacéo foi
realizada utilizando um tratamento alcalino com solu¢do de NaOH 1 mol Lt (250
mL) a 80 ° C durante 24 h, e o produto foi lavado com agua destilada até
neutralidade (LIU, et al. 2012).

O material filtrado de quitina ainda sofreu um processo de descoloracdo
mantido em solugé@o de cloroférmio, metanol e agua (numa proporcéo de 1: 2: 4)
durante 1 h. Apés a descoloragéo, o material foi filtrado e lavado com agua destilada

pela Ultima vez, e seco em estufa de secagem a 60 ° C (KAYA, et al. 2014a).
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4.11 Desacetilacdo de quitina (quitosana)

A quitina foi desacetilada para obtencao do derivado quitosana por tratamento
com solucao concentrada de NaOH (50% m/v) na proporg¢éo 1:20, a 100 °C durante
3 h (Figura 16). Em seguida o derivado quitosana foi lavado com agua deionizada
até atingir neutralidade (KAYA, et al. 2014a).

Figura 16- Mecanismo geral de producéo de quitosana a partir de quitina.

— —_—

CH,OH

NaOH 50%

Fonte: autor, 2016.
O material resultante foi seco em estufa a 40°C durante 24 h. A Figura 17
mostra as amostras de quitina extraida da cuticula do inseto Rhynchophorus

palmarum e a quitosana obtida da quitina.

Figura 17- Material resultante da extracdo e desacetilagdo de quitina. Da direita pra esquerda,
guitosana e quitina devidamente identificadas e armazenadas em tubo do tipo ependorff.
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4.12 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de

Fonte: autor, 2016.

Fourier
Os espectros de infravermelho de quitina extraida dos insetos adultos de
Rhynchophorus palmarum e quitosana, foram realizados em espectrébmetro Thermo

Scientific modelo Nicolet iIS10. A analise foi realizada no intervalo de frequéncia
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entre 4000 - 400 cm™L. Para andlise da quitina foi feito pellets com KBr (brometo de
potéssio) (smart omni-sampler infrared Fourier transform spectroscopy - SOSIFTS),
enquanto a analise de quitosana foi em RTA (Reflexdo Total Atenuada) (smart omni-

transmission infrared Fourier transform spectroscopy - SOTIFTS).

4.13 Difragéo Raio-X (DRX)

Os espectros de difracao de raio-X das amostras de quitina e quitosana foram
medidos em equipamento DRX-7000 da Shimadzu, série Q305452, a 40 kV, 30 mA
e 20 de angulo de leitura a partir de 5 ° a 45 °, com uma velocidade de varredura de
1°/minuto e passo de 0,02°. O perfil de DRX foi utilizado para identificacdo do
material através do perfil de estrutura cristalina por comparagcdo com o padréo
comercial de quitina da casca de camardo e quitosana (Sigma aldrich) e com o0s

dados publicados em literatura.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Extracdo de compostos quimicos da cuticula

A extracdo de compostos quimicos da cuticula dos insetos adultos de
Rhynchophorus palmarum foi realizada com os solventes apolares, hexano e
diclorometano, para obtencéo final de trés extratos brutos acompanhando a ordem
de extracdo de componentes mais externos para os mais internos. A Tabela 1, lista
0 numero de insetos adultos utilizados para a extracdo, assim como a sua respectiva
massa em gramas, o rendimento de lipideos por extrato e o teor de lipideos por
grama do corpo do inseto.
Tabela 1- Resumo quantitativo da extracéo: numero e massa de inseto; massa de extrato.

Extracdo por imersado do inseto em hexano por 10 segundos (l); extracdo por imerséo do inseto em
diclorometano por 5 minutos (ll); extracdo por imerséo do inseto em diclorometano por 10 dias (lIl)

N . v g v 4 Teor de
o umero de assa dos assa dos linideos
Estagio NSelos insetos (g) SRS lipideos (g) (mgF;g corpo
do inseto)
| 0,36 2,34
Adultos 120 152,24 Il 0,49 3,28
1] 1,93 12,65

Fonte: autor, 2016.
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Inicialmente, as extracGes foram realizadas para andlises qualitativas atraves
do processo de separagao por cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em
chama (CG DIC), e em seguida, analise foi complementada por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) para a identificacdo da
composicao quimica. Para isso as extracdes foram executadas com apenas cinco
insetos adultos e em solventes com alto grau de pureza (HPLC), sendo esta
quantidade de insetos suficiente para efetuar este tipo de analise.

No entanto, para obtencdo de uma quantidade de massa de extrato bruto
suficiente para analise em testes de atividade antimicrobiana, foram necessarios
120 insetos adultos integros sem distincdo de sexo. Com isso, foram obtidos 356
mg na extracao I, 49 mg na extracdo Il e 1,9 g na extracao lll. O total quantitativo
de lipideos cuticulares e internos do inseto adulto foi 855 mg e 1,9 g, o qual
corresponde 0,56 e 1,25% da massa total de insetos (Tabela 1). Considerando que
o extrato Il apresentou um valor de massa bastante superior as duas primeiras, iSSo
pelo fato de ser um processo extrativo mais intenso, com o intuito de extrair lipideos
internos, diferente da extracao | e Il (10 seg. e 5 min., respectivamente), e com isso,
apresentou aspecto de cor amarelo mais intenso (concentrado) e volume do extrato

seco mais abundante com relag&o as outras extragdes.

Na literatura (GOLEBIOWSKI, et al. 2012a; GOLEBIOWSKI, et al. 2012b;
GOLEBIOWSKI, 2012c; GOLEBIOWSKI, et al. 2013a; GOLEBIOWSKI, et al.
2008b), verificou-se que metodologia empregada neste estudo € bastante descrita
com énfase para extracdo de lipideos, caracterizando os extratos | e Il com a
presenca de lipideos cuticulares e o extrato Ill com lipideos internos. Lipidios de
cuticula podem conter ésteres de cera e, adicionalmente, aldeidos, hidrocarbonetos
e alcool de cadeia longa (GOLEBIOWSKI, et al. 2011).

Posteriormente, a extracao dos insetos adultos foi realizada por distingao entre
em macho e fémea, separadamente, para investigar possiveis diferencia¢cdes no

perfil cuticular.
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5.2 Identificacdo de Compostos Cuticulares por CG-EM

Os produtos das extracdes | (10 seg. em hexano), Il (5 min. em diclorometano)
e Il (10 dias em diclorometano) de insetos macho e fémea, foram submetidos
inicialmente a CG DIC para observacao inicial dos possiveis grupos funcionais que
seriam encontrados, para estabelecer uma concentracdo minima suficiente para
caracterizacdo do perfil cuticular e possivel identificacdo dos componentes, e para
adequacao da condicdes de corrida aplicada no equipamento para melhor
separacao e identificacdo dos picos cromatograficos. Apos analise, adequacao do
método, e da concentracdo das amostras, foi realizada analise em cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) para estabelecer parametros

qualitativos do perfil cuticular em relacdo aos sexos.

De modo geral, as ceras cuticulares identificadas em insetos adultos de R.
palmarum sdo constituidas por misturas complexas de compostos nao polares de
cadeia longa. O perfil cuticular pode ser analisado conforme a distribuicdo das
classes quimicas durante o processo de extracdo dos componentes da cuticula e
diferenciando os sexos (Figura 18). De acordo com a identificacdo realizada por
espectrometria de massa, 0s principais componentes da cuticula sdo os alcoois
seguidos dos hidrocarbonetos, aldeidos e cetonas. No entanto o perfil de

componentes na cuticula da fémea apresentou maior complexidade que no macho.

Entre os componentes cuticulares identificados no inseto macho (Figura
18a), a porcentagem de 4alcool (63,2%) foi maior que a porcentagem de
hidrocarbonetos no extrato I. No extrato Il, ndo foi possivel avaliar a presenca de
hidrocarbonetos, assim como 0s compostos cetona, provavelmente pelo fato de
corresponderem uma pequena quantidade na cuticula do inseto macho, e por isso,
suficientes para serem extraidos em hexano por 10 segundos (extrato I). No
entanto, foram identificados alcool e aldeido na mesma proporcao (25%). O perfil
cuticular no inseto fémea (Figura 18b), apresentou uma quantidade maior de
hidrocarbonetos em relagdo ao macho com 44,4% no extrato Il, porém a cuticula no
inseto fémea compreende uma quantidade maior de alcoois (52,6%) seguido de

hidrocarbonetos, cetonas e aldeidos.
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Figura 18- ldentificacédo e quantificagdo das classes quimicas dos componentes cuticulares | e Il
encontrados nos insetos adultos (a) fémea e (b) macho de Rhynchophorus palmarum.
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Fonte: autor, 2016.

Estrutura cuticular da fémea identificada no extrato | e Il revelou uma
composicdo mais complexa por compor maior quantidade e variedade de
compostos quimicos exclusiva nesta, em relacéo ao que foi identificado na cuticula
do inseto macho. Esses dados condizem ao que se sabe sobre a principal funcéo
dos lipidios no metabolismo dos insetos, o0 qual se faz extremamente importante
para metamorfose, ovogénese e v0o, entretanto, apenas a fémea exerce o papel na

ovogénese, ja que consiste nela o papel de ovoposicdo, e com isso, exigir um
melhor arcabouco protetor.

A camada mais externa da cuticula conhecida como envelope, consiste em
uma camada de cera, que sdo ésteres de acidos graxos saturados e insaturados de
cadeia longa (C14 a Css) com alcoois de cadeia longa (Cie a Cszo) que proporciona
ao inseto um importante papel na impermeabilizagdo e consisténcia firme da
cuticula (Figura 19) (NELSON; COX, 2014, p. 362).
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Figura 19- Estrutura quimica da cera Triacontanoilpalmitato formado por um éster de &cido
palmitico com o alcool triacontanol.

O
|
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Fonte: NELSON; COX, 2014, p. 362.

A superficie externa da epicuticula é coberta por uma camada rica em lipideos,
geralmente composta de hidrocarbonetos, juntamente com quantidades variaveis
de alcoois, e revelada uma grande quantidade de &lcoois de alto peso molecular
(GOLEBIOWSKI, et al. 2012b). Componentes alcoois priméarios de alto peso
molecular de Ci7 a C2 alifaticos saturados e aldeidos de Cigs a Cz2 foram
identificados na cuticula de abelhas adultas (DONZE, et al. 1998). Em insetos
sugadores de sangue como o Triatoma infestans (barbeiro), foram identificados
hidrocarbonetos saturados, principalmente de cadeia linear de C21 a Css, juntamente
com alcoois de cadeia linear de 20 a 30 carbonos sendo dois alcoois especificos no
sexo feminino, docosanol (C22) e eicosanol (C20). Alcoois de cadeia longa também
foram relatadas nas secre¢cdes do Cochonilhas Bemisia tabaci e Trialeurodes
vaporariorum (GOLEBIOWSKI, et al., 2012b). Em Musca domestica os lipideos
cuticulares de machos e fémeas continha alcoois saturados de Ci2 a Czs. E além
destes insetos, outras espécies foram registradas com um perfil cuticular que
apresenta uma variacao de alcoois de 8 a 34 atomos de carbono (GOLEBIOWSKI,
et al. 2012b). No presente estudo, os lipideos cuticulares em R. palmarum
apresentam alcoois primarios de cadeia longa saturados, Cis e Czs, € insaturados,
Cis:2 e Cis:1. Foram identificados também aldeido com 14 carbonos e cetona Cio €

Ci1s metil-ramificado.

Em geral, os hidrocarbonetos sdo os principais constituintes da epicuticula dos
insetos e ocorrem frequentemente como misturas complexas de cadeia linear e
componentes metil-ramificado, com cadeias de alquila saturadas e insaturados
(CALDERON-FERNANDEZ; JUAREZ, 2013). A composi¢ido de hidrocarbonetos

cuticulares é complexa e desempenham um papel na impermeabilizacdo da cuticula
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inseto e comunicacdo quimica, onde Sa0 necessarias substancias quimicas
relativamente n&o-volateis (BLOMQUIST; BAGNERES, 2010). O perfil de
hidrocarbonetos encontrados na cuticula do inseto R. palmarum foi avaliado com a
presenca de alcanos (Czs; Cz7; Ca3), trimetil-alcano (Cao) identificado no extrato Il do
inseto fémea, hidrocarboneto insaturado (Cz2o:5) no extrato | fémea e macho, e alceno
metil-ramificado C24:6 apenas no extrato Il da fémea. Existe uma variedade grande
de hidrocarbonetos identificados em cuticula de insetos descrito em literatura,
porém existe rara presenca de alceno metil ramificado (CALDERON-FERNANDEZ,
JUAREZ, 2013; ZHANG, et al. 2014; VANICKOVA, et al. 2014; NELSON, et al.
2003).

Nelson e colaboradores (2003) identificam que alcanos metil-ramificados
constituem 20% dos lipideos externos em Semidalis flint (Neuroptera:
Coniopterygidae), incluindo mono-, di-, tri- e tetrametil-ramificado. E entre os metil-
alcanos, existe uma série de heptacosanos que variam em quantidade no macho
(66,5%) e na fémea (58,2%).

No entanto, a composicao de lipidios cuticulares varia em todos os niveis de
organizacdo em insetos, dentre as espécies e dentro dos individuos, assim como
pode depender do estagio de desenvolvimento (GOIEBIOWSK, et al. 2014; CHAO,
et al. 2010). O perfil cuticular de outros insetos, incluindo os insetos da ordem
coleoOptera, tem sido descrito em varios tipos de estudo (GOIEBIOWSKI, et al. 2011)
como forma de investigacéo bioldgica e aperfeicoamento de técnicas de separacdo
e identificacdo de compostos, assim como também, visando estabelecer o primeiro
passo para o desenvolvimento de métodos de controle de insetos praga, como € o

caso da broca do olho do coqueiro (R. palmarum).

5.3 Transesterificagao dos Extratos Cuticulares e Internos para ldentificacao
de Metil Acidos Graxos por CG-EM

A presenca de triacilglicerois (TAGs) e outros derivados de acidos gordos

nao volateis ocorrem em grandes quantidades em tecidos internos de insetos,

especialmente nos adipdcitos do corpo gorduroso, porém podem estar contidos em

menor quantidade na cuticula. No entanto TAGs e derivados de acidos graxos nao
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volateis ndo sdo detectaveis por técnicas de cromatografia gasosa padréao (CG), por
isso, se faz uso de transesterificagdo em ésteres metilicos dos &cidos graxos mais
volateis que permite simular a presenca de derivados &cidos graxos ndo volateis
por analise em CG-EM (KUHBANDNER; RUTHER, 2015).

Por essa razdo, o extrato Il de lipideos internos ndo forneceu picos
relevantes na separacdo por cromatografia gasosa, suficientes para analise da
fragmentacdo molecular pelo espectro de massas. Apenas apos a
transesterificacdo do extrato, em éster metilico do acido graxo, foi possivel
identiicar o perfil lipidico do inseto adulto. Sendo 0 mesmo processo realizado nos

extratos cuticulares de 5 min. (11).

A transesterificacdo realizada com BFs-metanol (10%) forneceu derivados
mais volateis que resultou em uma resolucdo eficiente dos lipideos de interesse.
Com isso, foi revelada a presenca de ésteres metilicos de acidos graxos tanto no
extrato cuticular (extrato Il), quanto no extrato cuticular de lipideos internos (extrato
[I). A probabilidade de identificar &cidos graxos no extrato cuticular | (10 segundos
em hexano) é bastante reduzida, pois o tempo de extracdo ndo seria suficiente para
eluir acilgliceréis, o que torna caracteristica a presenca predominante de
hidrocarbonetos, alcoois e cetonas identificado no extrato cuticular | compondo a
primeira barreira de defesa, referente a camada de cera na cuticula do inseto. Por

esta razao, a reacéo de transesterificacdo ocorreu apenas para os extratos Il e .

Apos a transesterificacdo, os ésteres metilicos foram analisados por CG-EM
(Tabela 2). A identificacdo ocorreu através da similaridade dos espectros de massas
de acordo com as bibliotecas NIST e Wiley, o tempo de retencéo e o indice de
Kouvats (KI) calculado e comparado com a base de dados Pherobase. Nesta
analise permitiu avaliar um possivel perfil de ésteres de acidos graxos com 17 e 19
carbonos na cuticula externa da fémea e do macho, e na interna uma variagcéao de
C15 a C19 tanto no macho quanto na fémea, e quase nenhuma diferenca na

COMpOSIGAo entre 0S sexos.
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Tabela 2- Esteres metilicos de acidos graxos identificados apds transesterificacéo de extratos da

cuticula externa e interna diferenciando inseto macho e fémea por anélise em CG-MS.

*TR (min.)

19100
23220
23820
29300
31460

*TR (min.)

14100
19130
23255
23075
23825

FEMEA
Férmula

C17H3402
C19H3602

C19 H3zs O2

C17H3202
C19H3803

FEMEA
Formula
C15H3002
C17H3402
C19H3602
C19H3402
C19H3802

CUTICULA EXTERNA

Similaridade

(%)
91

86
88
81
89

*TR (min.)
19100
23225
23280
29300

CUTICULA INTERNA

Similaridade

(%)
95

97
97
88
96

*TR (min.)
14095
19110
23060
23230
23815

MACHO
Similaridade

Formula
C17H3402
C19H3602
Ci19 H3802
C17H3202

MACHO
Similaridade

Formula
Ci5H3002
C17H3402
C19H3402
C19H3602
C19H3802

*Tempo de reten¢do do composto na coluna medido em minutos.
Fonte: autor, 2016.

Os compostos analisados por CG-EM foram entdo confirmados por analise

(%)
97

95
94
83

(%)
95

98
93
96
97

da separacdo dos compostos dos extratos cuticulares em comparagdo com 0sS

padrées por CG, onde a sobreposicdo dos picos permitiu identificar de fato a

presenca dos ésteres metilicos de acidos graxos constituinte nos insetos (Tabela

3).
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Tabela 3- Esteres metilicos de acidos graxos identificados apds transesterificacdo de extratos da
cuticula externa e interna diferenciando inseto macho e fémea por analise em CG com padrao
interno.

Compostos Compostos
Cuticula (*FM) Internos (*FM)
Macho Fémea Macho Fémea
Cie:1 Cie1 Cia1 Cia1
Cis:1n9c Cis:1n9c Cie0 Cie:0
Cas:2n6c Cis:2n6c Cie1 Cie1
Ca1:0 C22:0 Cis:1ngc Cis:1not
C20:2 Cazo Cis:2n6c Cis:1noc
Caz0 - C20:2 Cis:2n6c

- - - Coo2

*Formula molecular do ésteres metilicos de 4cidos graxos identificados.
Fonte: autor, 2016.

O perfil lipidico do inseto R. palmarum foi caracterizado pela presenca total
de 10 ésteres metilicos de acidos graxos que variou de Ci4 a Czs, considerando que
existem 7 compostos presentes no extrato de lipideos externo e 7 no extrato interno.
Foi observada semelhanca entre os metil ésteres de acidos graxos identificados nos
lipideos cuticulares e internos, como o palmitato de metila (Cie:0), oleato de metila
(Cis:1), linoleato de metila (Cis:2) e cis-11,14- eicosadienoato de metila (Czo:2),
porém, beenoato de metila (C22:0), heneicosanoato de metila (C21.0) e tricosanoato
de metila (Cz23.0), foram caracteristicos no extrato cuticular e miristoleado de metila
(C14:1), palmitato de metila (Ci6:0) e elaidato de metila (Cis:1not) NO extrato interno. O
perfil lipidico da fémea diferencia do macho pela presenca do beenoato de metila
(C22:0) no extrato cuticular e elaidato de metila (Cis:1not) NO interno, e apenas o macho
constitui heneicosanoato de metila (C21.0) e cis-11,14- eicosadienoato de metila

(C20:2) na cuticula.

Gilbert e Chino (1974) ja relatava a presenca de ésteres metilicos dos acidos
graxos em insetos, com quantidades relativamente alta de palmitato, estearato e
oleato. Dados obtidos acerca do perfil lipidico neste inseto corroboram os estudos

realizados em espécies e ordens diferentes de inseto como em Calliphora vomitéria
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(Diptera), onde os lipideos internos identificados variaram de Cs:.0 a Cz4:0 para 0s
insetos adultos macho e fémea com quantidade relevante de Cis:0, Ci6:1 € C20:0
(GOLEBIOWSK, et al. 2013a). Em Acanthoscelides obtectus (Coleoptera:
Bruchidae) foram identificados teores relativos de ésteres de acidos graxos, também
presente em conteudo de lipideos cuticulares deste inseto contendo derivados de
Ci6:0 € C18:0 (GOLEBIOWSKI, et al. 2008a). Em estudo com Drosophila subquinaria
and D. recens, a derivatizacdo dos extratos revelou a presenca de acidos graxos
em comum com ambos 0S sexos e espécies, e em semelhanca com o inseto R.
palmarum. Foram identificados &cido miristico (Ci4), acido palmitico (Cis), acido
palmitoleico (Cie:1), acido oleico (Cis:), e acido estearico (Cis) (CURTIS, et al.
2013).

Em estudo apresentado por Kihbandner e Ruther (2015), os ésteres
metilicos de &cidos graxos identificados permite simular a presenca de derivados
de acidos graxos néo volateis. Eles confirmaram a composicéo lipidicas na cuticula
em seis espécies de insetos a partir de quatro ordens diferentes com composicao
cuticular bastante semelhante ao R. palmarum com excessao para heneicosanoato
de metila (C21.0) e tricosanoato de metila (Cz23:0) caracteristicos do extrato cuticular

desta espécie no inseto macho.

Numa analise quantitativa inicial desses compostos identificados, avaliou-se
que os ésteres metilicos de &cidos graxos que se repetem (Cis, Cis e C20),
apresentam maior quantidade na fracdo de lipideos internos do que na a fracédo

cuticular.

5.4 Atividade Antimicrobiana

5.4.1 Lipideos Cuticulares

O teste foi realizado com os dois principais grupos de bactérias, as gram
positivas, Staphylococcus epidermidis (ATCC 14990); Enterococcus faecalis (ATCC
29212), e as gram negativas, Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853); Escherichia
coli (ATCC 14942); Klebsiella pneumoniae (ATCC 31488); Salmonella entérica

(ATCC 14028). O mesmo teste foi aplicado em duas espécies de fungo nao
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filamentosos do mesmo género, Candida albicans (ATCC 10231) e Candida
tropicalis (ATCC 13083).

O resultado da concentracdo minima inibitéria (CIM) dos extratos frente as
bactérias testadas (Tabela 4) foi elucidado apenas para Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Os extratos cuticulares | e Il,
apresentaram a mesma CIM para as bactérias, com excecéo da E. coli, que néo foi
inibida pelo extrato Il, e Klebsiella pneumoniae, que nao foi inibida pelo extrato 1. Ja
o extrato Ill, desenvolveu um resultado mais eficaz, com uma CIM de 10ug/mL para
S. epidermidis e 12,5 pg/mL para Klebsiella pneumoniae, entretanto, ndo houve
resposta contra E. coli. E em relacdo a todas as bactérias testadas, dentre as quatro

gram negativas, duas foram inibidas, e entre as duas gram positivas, uma foi inibida.

Tabela 4-Determinagdo da concentragdo minima inibitoria (CIM) dos extratos brutos (I, Il e 1ll) em
bactérias.

Concentracéo Inibitéria Minima- CIM (ug/mL)

In6éculo
oereEG Extrato | Extrato Il Extrato Il
Stap_hylocqc_cus 20 20 10
epidermidis
Escherichia coli 20 >20 >20
KIeb|SS|eI_a 20 20 12,5
peneumoniae
Enterocopcus >20 >20 >20
faecalis
Pseudo_monas >20 20 >20
aeruginosa
Salmonella entérica >20 >20 >20

Fonte: autor, 2016.
A resposta dos extratos frente a Candida albicans e Candida tropicalis foi

positivo apenas na presenca do extrato Ill, pelo qual foi identificada uma CIM de
10pg/mL. Os extratos cuticulares | e Il, ndo conseguiram inibir de maneira eficaz

tais fungos testados (Tabela 5).
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Tabela 5- Determinagdo da concentragdo minima inibitéria (CIM) dos extratos brutos (I, Il e 1ll) em
fungos.

Concentracgéo Inibitoria Minima- CIM (ug/mL)

Inobculo Extrato | Extrato Il Extrato Il
microbiano
Candida albicans >20 >20 10
Candida tropicalis >20 >20 10

Fonte: autor, 2016.

De acordo com o que preconiza o CLSI (2012) uma substéancia é considerada
susceptivel até 4ug/mL e resistente a partir de 32ug/mL, o que caracteriza a cuticula
do inseto R. palmarum com uma atividade intermediaria entre 12,5 e 20ug/mL contra
0S microorganismos testados.

Apesar dos extratos cuticulares (I e Il), ndo apresentarem atividade contra
Candida sp., sabe-se que extratos da cuticula de insetos apresentam acéo
antibacteriana e antifungica, como por exemplo os &cidos graxos cuticulares
identificados em Lepidopteros capaz de inibir a germinacdo de conidios e o
crescimento de hifas em fungos (SALTO, 1982). Assim como, compostos lipidicos
cuticulares e internos de quatro espécies de dipteros apresentaram atividade
bactericida e antifingica contra 18 cepas de referéncia de bactérias e fungos
(GOLEBIOWSKI, et al. 2013a). Em estudo semelhante, testes de atividade
antimicrobiana de é&lcoois isolados da Musca domestica demonstrou atividade
contra bactérias Gram positivas e fraca atividade contra Candida sp., enquanto
cepas bacterianas Gram negativas foram resistentes. O alcool 1-tetradecanol (C14:0)
foi muito eficaz contra bactérias gram positivas (B. subtilis, R. lipolytica e A. niger,
e uma menor atividade contra bactérias Gram-negativas (E. coli, K. pneumoniae e
P. vulgaris), sendo a atividade semelhante em todos os 4&lcoois restantes
(GOLEBIOWSKI, et al. 2012b). A partir dessas evidéncias é admissivel supor que
exista atividade antimicrobiana nos extratos da cuticula do R. palmarum contra
outras cepas microbianas além dessas testadas.

O perfil lipidico identificado no R. palmarum foi semelhante ao perfil de acidos
graxos apresentado por Bogus e colaboradores (2010) identificados na cuticula de
trés espécies de insetos (Dendrolimus Pini; Calliphora vicina; Galleria mellonella)

que representam diferentes susceptibilidades a infeccdo por Conidiobolus
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coronatus (fungo entomopatogénico). Os &cidos graxos de cadeia longa (C16:0,
C16:1, C18:0, C18:1, C18:2, C18 3, C20:0 e C20:1), inibiram o crescimento fungico,
e a esporulacdo, além de altas concentragdes de outros acido graxos de cadeia
menor (C7:0, C8:0, C9:0, C10:0, C12:0, C18:2 e C18:3) inibirem a germinacao de
esporos e crescimento de hifas retardado por C5:0, C6:0, C6:2, C14:0, C16:0,
C16:1, C18:0, C18:1, C20:0 e C20:1.

Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis constituem os dois
principais patégenos oportunista deste género. S. epidermidis, é bastante difundido
em todo o ecossistema cutaneo, enquanto que S. aureus ocorre principalmente em
superficies mucosas. E comum uma resposta natural protetora para esses tipos de
microorganismos, e em especial os acidos graxos, como o acido linolénico (C18:2)
identificado que permitem a manutencdo da integridade da barreira de
permeabilidade da epicuticula e a protecdo contra agentes quimicos e enzimaticos
(FERREIRA, et al. 2012). A atividade antimicrobiana existe tanto em componentes
internos quanto em externos, seja por resposta imediata ao ataque de
microrganismos ou nao.

Este trabalho confirma a determinacédo de gorduras encontradas em lipidios
cuticulares que pode efetivamente contribuir para o conhecimento sobre os

mecanismos de defesa do inseto.

5.5 Caracterizacao de Quitina e Quitosana

5.5.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de

Fourier

O espectro de absorcao no Infravermelho da quitina cuticular de insetos de
Rhynchophorus palmarum, mostrado na Figura 20, apresenta bandas de absorcéo
caracteristicas de quitina. Segundo Liu e colaboradores (2012), os espectros de
quitina sado caracterizados por trés bandas amida significativas: 1654, 1560 e 1310
cm?, que correspondem ao estiramento de C = O (amida I), o de N-H (amida I) e C-
N (amida Ill), respectivamente. Sendo que as bandas em 1654 e 1627 cm? ¢é
representativo de estiramento C=0 e de deformacéo N-H de amida | atribuidas & os

dois tipos de ligacdes de H formadas por grupos amida no alinhamento antiparalelo
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presente na regido cristalina de a-quitina. As atribuicbes relevantes que
caracterizam as ligagdes da estrutura da a-quitina isolada da cuticula do inseto
estdo detalhadas na Figura 20.

Figura 20— Espectroscopia no infravermelho de quitina isolada da cuticula do inseto Rhynchophorus
palmarum (grafico) e atribuicBes de bandas relevantes (tabela).

Atribuicdes Comprlrrgsrr;t_(l))de onda

= v (O-H) 3446
< v (N-H) 3262
2 v (COCHb) 2934
g N v (C-H) 2882
g | A My “N v (C-0) 1656
. W, g v (C=0) 1622
& (N-H) 1559
Padréo de quitina & (CHs) 1374
0 Quitina cuticula inseto v (C-N) 1311

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Comprimento de onda (cm'l)

Fonte: autor, 2016

Para diferenciar as estruturas polimorficas de B e a-quitina através dos
espectros no infravermelho, deve-se examinar a regido onde ocorrem as bandas de
deformacédo axial de C=0. No espectro de a-quitina, observa-se uma banda em
1652 cm™ e um pequeno ombro em 1619 cm™. A banda é atribuida apenas aos
grupos C=0 envolvidos em liga¢gdes hidrogénio intermoleculares com grupos NH,
enquanto o ombro abrange também a contribuicdo das ligagbes hidrogénio
intramoleculares C=0::------ HOCH. De fato, o desdobramento da banda de amida |
€ observado no espectro da a-quitina, o que ndo ocorre no caso da B-quitina
(CAMPANA-FILHO, et al. 2007). No espectro de infravermelho da quitina, foram
observadas a presenca das bandas caracteristicas de a-quitina em 1656 e 1622 e
1559 cm?, respectivamente. Assim confirma-se a estrutura da quitina caracteristica
da cuticula de insetos presente também nesta espécie de inseto em estudo.

Existem muitos estudos referentes a extracao e caracterizagdo de quitina,

porém muitas vezes em crustaceos como 0 caranguejo, camarao e lagostim, por
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onde é extraida e bem caracterizada a forma a-quitina (ZHANG, et al. 2000). Em
insetos, a a-quitina tem sido relatada em algumas espécies, incluindo a sua

caracterizagao por espectroscopia no infravermelho, citadas na Tabela 6.

Tabela 6- Principais atribuicdes de bandas de quitina identificadas por espectroscopia no
infravermelho em espécies de insetos.

v(N-H) v (C=Ode Zﬂr‘);' o
Origem v (O-H) v(C=0) amida grupo N- acetil) amida Referéncias
Il acetil) |
Rhynchophorus | 5,/6 | 1656 | 3262 1622 1559 Estudo atual.
palmarum
Holotrichia 3424 1654 3262 1624 1560 LIU, et al. 2012
parallela
Bombyx mori 3434 1656 3962 1626 1557 PAULINO, et al.
(pupa) 2006.
Bombyx mori 3447 1656 i 1625 1556 ZHANG, et al.
(larva e pupa) 2000
Cigarra 3500 1650 3250 1617 - SGA(‘)JI(\)I II\IZIS;BI;I-(OB;

Fonte: autor, 2016.

A banda em 1622 cm™ (v C=0) indica a quitina no estado cristalino e a outra
em 1656 cm-1 (v C=0) aparece, provavelmente, indicando um estado amorfo.
Porém ambas sé&o atribuidas as vibra¢des da banda de amida I, sendo a banda em
1656 cm™ corresponde a amida | do alongamento de C=0, e a banda em 1622 cm-
L atribuida ao alongamento de C-N (grupo n-acetil) da vibracéo do grupo sobreposto
C=0, vinculado ao grupo OH por ligagao H, da ocorréncia de ligacéo de hidrogénio
intramolecular (CO-H-OCH2) caracterizando arranjos antiparalelos de a-quitina
(PAULINO, et al. 2006; SAJOMSANG, GONIL, 2010).

A banda observada em 3446 cm corresponde a vibragédo de estiramento
dos grupos hidroxila. A presenca desse pico com certa intensidade, permitiu
observar duas bandas em 1622 e 1656 cm™. A banda a 1311 cm™ corresponde ao
estiramento C-N e a uma deformacdo CO-NH e o grupo CH2 (amida IIl), devido a
formacdo de um grupo CO-NH. A banda em 1374 cm™ corresponde a uma
deformacéo simétrica do grupo CH3, e em 1559 cm* corresponde a deformacédo N-

H de amida .
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A técnica de espectroscopia no infravermelho é Util para comprovar a
hidrélise dos grupamentos acetila da estrutura da quitina, através da reducédo da
banda de estiramento da carbonila da amida (CANELLA; GARCIA, 2001). As
bandas caracteristicas em infravermelho para o derivado quitosana sao observadas
em 1654 e em 1584 centimetro, respectivamente (KAYA, et al. 2014a).

No espectro de infravermelho da quitosana mostrado na Figura 21, pode-se
observar a banda a 1656 cm™ (v C=0), que decresce na mesma propor¢do em que
a banda a 1564 cm™ (v N-H) cresce, indicando assim que o material formado
aumentou o seu grau de desacetilacdo. O espectro mostra a evolucédo das bandas
a 1655 cm™ (amida I). Segundo Canella e Garcia (2001), quando a reagdo ocorre
entre 100 e 120°C em uma concentragdo entre 40 - 50% de NaOH, ocorre um

aumento da desacetilacdo observada até o maximo de 80% em 4-5 h.

Figura 21-Espectroscopia no infravermelho do derivado quitosana apartir da quitina isolada da
cuticula do inseto Rhynchophorus palmarum.
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Fonte: autor, 2016.
5.5.2 Difrac&o de Raio-X (DRX)

A andlise em DRX da quitina extraida da cuticula do inseto Rhynchophorus

palmarum, permitiu observar picos de difracdo caracteristicos de quitina e seu
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derivado quitosana. No difratograma de quitina (Figura 22a), foram observados
picos em 9,2°, 12,73°,19,14°, 20,5°, 23,3° e 26,4°. Para andlise mais precisa, foi
possivel analisar picos de DRX em quitina comercial (Figura 22b), a qual
apresentou picos em 9°, 12°,19°, 20°, 23° e 26°. Considerando os picos observados
como resultado da analise por XRD de quitinas isoladas a partir da cuticula do
inseto, este resultado também pode ser visto em estudos anteriores com grande
semelhanca a este (KAYA, et al. 2014a; BATTISTI; CAMPANA-FILHO, 2008; LIU,
et al. 2012; SAJOMSANG; GONIL, 2010; ABDOU; NAGY; ELSABEE, 2008).

Para a caracterizacao de quitina do tipo a, sdo considerados quatro reflexdes
cristalinas principais que ocorrem em 9,6; 19,6; 21,1 e 23,7 ° (JANG, et al. 2004). O
que caracteriza a presenga de uma a-quitina na cuticula do inseto R. palmarum de
acordo com os resultados expressos nos difratogramas observados na Figura 22.
Segundo Jang e colaboradores (2004), esses resultados indicam que a a-quitina
apresenta uma estrutura cristalina mais rigida justificada pelas interacdes inter e
intra cadeias (em folhas ou empilhadas). Os valores do indice de cristalinidade (Icr)
da quitina isolada dos insetos adultos foi de 27,57%, que correspondeu ao composto

de quitina comercial (Icr= 26,73%).

Figura 22— Picos de DRX das amostras de quitina. (a) quitina isolada de insetos adultos de
Rhynchophorus palmarum (b) quitina comercial.
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A cristalinidade da quitina, dependendo da fonte, pode fornecer
caracteristicas estruturais de trés tipos de polimorfismo, a; B e y. O perfil de DRX
para B-quitina apresenta duas bandas de reflexao cristalina em 9,1 e 20,3°, o que
indica que a cristalinidade de [(B-quitina € bem menor que a-quitina, apresentada
anteriormente, pois a estrutura da cadeia B € paralela, diferente da estrutura
antiparalela da a-quitina, e com isso menos cristalinidade. Porém, a cristalinidade
da estrutura da y-quitina apresenta perfil mais semelhante a a, pois o DRX de y-
quitina apresenta picos maximos em 9,6 e 19.8, que pode caracterizar um arranjo
de estrutura paralela e antiparalela (JANG, et al. 2004). Sendo essas estruturas
determinadas pela existéncia de ligacdo de hidrogénio inter e intra cadeia

caracterizada anteriormente por anélise em infravermelho.

A analise em DRX de quitosana (Figura 23a) obtida da quitina isolada da
cuticula do inseto, apresentou picos de reflex6es cristalinos compativeis com o
descrito em literatura (KAYA, et al. 2014a; BATTISTI; CAMPANA-FILHO, 2008). Os
picos caracteristicos de quitosana apareceram em 26 = 10,43° e 20 = 20,1°, que
correspondem aos picos de quitosana comercial (Figura 23b) visualizados em 10,1°
e 20,17°. Os dois picos de analises XRD da quitosana apresentado foram
observados como sendo semelhantes aos derivados de organismos, tais como

camaréo, lagosta e caranguejo (KAYA, et al. 2014).

Figura 23- Picos de DRX das amostras de quitosana. (a) quitosana isolada e (b) quitosana comercial.
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Fonte: autor, 2016.
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O indice de cristalinidade (Icr) da quitosana isolada a partir da quitina do
inseto Rhynchophorus palmarum, apresentou 15,86%. E pelo valor de Icr
identificado, observa-se que a quitosana perdeu grau de cristalinidade comparado
com 27,57% de Icr da quitina, isso pode ser justificado pelo processo de
desacetilacdo da quitina em quitosana, ou seja, a perda do grupamento acetila (-
COCH3) na estrutura da quitina formando quitosana, influenciou nos reflexos
cristalinos deste composto, além de aumentar o grau de desacetilacdo. Por tanto,
pode-se dizer que quanto maior o grau de desacetilacdo, menor o grau de
cristalinidade do composto. Pois para que o composto seja chamado de quitosana,
a quitina desacetilada deve conter pelo menos 60% de residuos de D-glucosamina
ao longo da cadeia, ao invés de N-acetil-D-glucosamina, correspondendo assim a
um grau de desacetilagdo de 60. E com a presenca de grupos aminos, mais a
reducado da cristalinidade, proporciona a quitosana diferencas importantes entre a
quitina como o aumento da solubilidade em solu¢éo aquosa acida. Pelo fato de que
o efeito dos residuos de grupos amino de D-glucosamina ser protonado e
proporcionar melhora na solubilidade do composto; e a diminuicdo do grau de
cristalinidade facilitar a solubilizacdo (CROISIER; JEROME, 2013).
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6 CONCLUSAO

No presente estudo foi desenvolvida a extracdo de lipideos cuticulares e
internos de insetos adultos de Rhynchophorus palmarum, assim como a
caracterizacdo e diferenciacdo do perfil cuticular entre insetos macho e fémea,
através de métodos aplicados em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa (CG-EM). Foram identificados os principais constituintes cuticulares,
como hidrocarbonetos, alcoois, cetona e aldeido. Nesse contexto, foi observada
grande similaridade no perfil cuticular entre machos e fémeas, foi avaliado diferentes
guantidades de classe quimica de compostos variando em menor quantidade na
cuticula do inseto macho em relagéo a fémea.

O contetdo do extrato lipidico interno e cuticular, foi submetido a
transesterificacdo a fim de propor ésteres metilicos de acidos graxos mais volateis
e com melhor resolucdo em CG-EM. Com isso, pode-se identificar, quantificar e
diferenciar o perfil lipidico cuticular e interno do inseto fémea e macho. O pefrfil
lipidico da fémea diferenciou do macho pela presenca de Cz2:0 no extrato cuticular
e Cis:1not NO interno, e no macho pela presenca de C21:.0 € C20:2 na cuticula. O perfil
lipidico do inseto variou de Ci4 a C23 com total de 10 ésteres metilicos de acidos
graxos identificados. Em uma prévia andlise quantitativa, verificou-se que
componentes semelhantes, como Cis e Cis, estdo em maior quantidade na fragéo

de lipideos internos do que na a fracéo cuticular.

A cuticula do inseto afeta a infeccao fungica por acéo fungicida ou fungistéatica
devido a presenca de lipidios cuticulares e pela barreira de quitina presente no
exoesqueleto do inseto. Nos testes de atividade antimicrobiana, os extratos da
cuticula apresentaram inibicado contra Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Candida albicans e Candida tropicalis, confirmando a
capacidade antimicrobiana e protetora de lipideos cuticulares e internos.

E em associacao ao estudo de cuticulares, foi realizada a extragéo de quitina
da cuticula dos insetos adultos, que confere grande parte da cuticula interna
(procuticula) e representa um importante componente estrutural na carapaga de
insetos e crustaceos. A quitina foi entdo elucidada por caracterizacdo em estudo por

infravermelho e difracdo de raio-X, afirmando sua real presenca na cuticula de R.
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palmarum. A quitina extraida, foi desacetilada a fim de testar a possibilidade de
obter o derivado quitosana, assim, este foi também caracterizado pelas mesmas
metodologias empregadas anteriormente, e com isso pode-se comprovar a
formacédo de um derivado mais sollvel que apresenta grande interesse industrial e
tecnoldgico.

Esta foi a primeira vez que a composi¢cado quimica cuticular foi analisada e
identificada neste inseto. Foram alcangados resultados bastante satisfatorios e em
consonancia com o descrito na literatura de insetos.

Uma vez estabelecida a real capacidade antimicrobiana na cuticula desse
inseto, pretende-se ainda quantificar os metil ésteres de acidos graxos identificados,
com o intuito de contribuir para estudos futuros de possiveis estratégias inseticidas

por interferéncia na barreira quimica composta pela cera ja descrita nesse trabalho.
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8 APENDICE A - CROMATOGRAMAS ANALISE DE IDENTIFICACAO COM
PADRAO DE ESTERS METILICOS DE ACIDOS GRAXOS (PADRAO EM
PRETO E EXTRATO EM ROSA)
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