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Resumo — O uso de compostos sinérgicos em combinagéo com inseticidas
quimicos € uma estratégia para o manejo da resisténcia de insetos, mas
ha poucas op¢oes de produtos comerciais com essa propriedade. O apro-
veitamento das fragbes do o6leo essencial de pimenta-de-macaco Piper
aduncum L. (Oepa) é considerado ambientalmente sustentavel pela redugéo
de residuos. Portanto, o desenvolvimento de formulagdes a partir dessas fra-
¢bes enriquecidas por adigao de blends de compostos pode ser uma opgao
sinérgica para inseticidas quimicos, sendo esse 0 objetivo deste trabalho.
Utilizaram-se, para a elaboragéo do blend, 27 monoterpenoides, 3 sesquiter-
penoides e 7 fenilpropanoides combinados com a fragao propanoica, consi-
derada como Oepa (85,3% de dilapiol), nas proporgdes de 2,0, 10,0 e 25,0%.
A toxicidade dos tratamentos foi diferenciada pela comparagao dos fatores
de sinergismo (FSs) e coeficientes angulares das retas obtidas da regresséo
da resposta concentragdo-mortalidade. A fragéo propanoica (Oepa), enrique-
cida ou ndo com os diferentes compostos, apresentou efeito sinérgico para o
inseticida B-ciflutrina, sendo o maior valor do FS observado na combinagao
com a fragdo sem enriquecimento que necessitou de um tempo maior para
a promog¢ao da mortalidade de larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuidae). Observou-se um aumento proporcional do
FS em relagdo ao aumento da concentragdo do blend de compostos na fra-
cao até atingir 25,0% (V/V) na combinagdo com o inseticida S-ciflutrina.

Termos para indexagdo: fenilpropanoides, fracionada,

Piperaceae, resisténcia de insetos, dilapiol.

destilacéo

Synergist for synthetic pyrethroid based on the propanoic
fraction of Piper aduncum L. essential oil

Abstract — The use of synergistic compounds in combination with chemical
insecticides is an effective strategy for managing insect resistance; however,
there are few commercial products with this property. Utilizing fractions of
Piper aduncum L. essential oil (Oepa) is considered an environmentally
sustainable approach due to its potential to reduce chemical residues.



Consequently, developing formulations from
these fractions, enriched with blends of specific
compounds, presents a promising synergistic
alternative for chemical insecticides this being the
aim of the present study. The blend was prepared
using 27 monoterpenoids, 3 sesquiterpenoids, and
7 phenylpropanoids, combined with the propanoic
fraction identified as Oepa (85.3% dillapiole), at
concentrations of 2.0, 10.0 and 25.0% (V/V). The
toxicity of the treatments was assessed by comparing
synergism factors (SF) and the slope coefficients of
regression lines obtained from the concentration-
mortality response. The propanoic fraction (Oepa),
whether enriched with additional compounds or not,
demonstrated a synergistic effect with the insecticide
B-cyfluthrin. The highest SF was observed in the
combination with the non-enriched fraction, which
required a longer time to achieve larval mortality
in Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae). A proportional increase
in the SF was recorded with higher concentrations
of the compound blend, reaching its peak at 25.0%
(V/V) in combination with B-cyfluthrin.

Index terms: phenylpropanoids, fractional distilla-
tion, Piperaceae, insect resistance, dillapiole.

Introducgao

Os inseticidas do grupo dos piretroides sintéti-
cos se destacam por sua alta seletividade de agao,
caracteristica que os diferencia de outros grupos,
além de sua elevada atividade inseticida aliada a
uma toxicidade significativamente baixa para huma-
nos e outros organismos superiores do reino animal.
Essas propriedades tornaram-nos um dos grupos
de inseticidas mais amplamente utilizados no mun-
do. Sua estrutura quimica é semelhante a das pire-
trinas naturais, compostos extraidos das flores do
crisantemo (Chrysanthemum cinerariaefolium Sch.
Bip.) (Gammon et al., 2019).

Os piretroides sintéticos sdo ésteres de acido
crisintemo combinados com alcoois de diferentes
estruturas e, geralmente, apresentam-se como uma
mistura racémica de estereoisdbmeros. De acordo
com sua estrutura quimica e modo de agéo, es-
ses compostos podem ser classificados em dois
grupos principais: piretroides tipo I, que possuem
ciclopropanocarboxila em sua estrutura, causam
hiperatividade e comprometimento da coordena-
¢ao motora dos insetos; e piretroides tipo Il, como a
B-ciflutrina, que contém o grupo a-ciano, o qual in-
tensifica/potencializa sua atividade inseticida ao in-
duzir a despolarizagao dos nervos, resultando na
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paralisia dos insetos (Shafer et al., 2005; Chang
et al., 2016).

O modo de acéao dos piretroides esta relaciona-
do, principalmente, a interferéncia no fluxo ibénico
dos canais de sodio, impedindo o seu fechamento.
Essa disfuncgao fisiolégica provoca um fluxo con-
tinuo e irrestrito de ions de soédio, levando a des-
polarizagdo permanente da membrana axonal e,
consequentemente, a paralisia do inseto (Li et al.,
2017; Chrustek et al., 2018). Em concentragbes
elevadas, os piretroides também podem afetar
0s canais de cloreto regulados pelo acido gama-
-aminobutirico (Gaba), causando convulsbes seve-
ras (Burns; Pastoor, 2018). Embora os piretroides
sejam considerados relativamente seguros, o uso
intensivo pode resultar em acumulo no ambiente,
gerando impactos negativos para seres humanos e
animais (Bradberry et al., 2005).

No contexto do controle da lagarta-do-cartucho-
-do-milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), no Brasil, ha atualmente
291 marcas diferentes de inseticidas registradas
para utilizagcdo na cultura do milho (Agrofit, 2024).
Dentre elas, 86 pertencem ao grupo quimico dos
piretroides sintéticos, seja em formulac¢des isoladas
ou combinadas com outros principios ativos de di-
ferentes caracteristicas quimicas. Isso representa
29,5% dos inseticidas registrados para o manejo
dessa praga no milho, ressaltando a relevancia da
lagarta-do-cartucho e do grupo quimico no seu ma-
nejo integrado.

A importancia da lagarta-do-cartucho é evi-
denciada por ser uma praga polifaga nativa das
Américas tropical e subtropical, com alimentagao
registrada em 353 plantas de 76 familias botani-
cas (Montezano et al., 2018). As razbes dessa am-
pla dispersao do inseto podem estar relacionadas
a rapida capacidade de migragdo, maior potencial
reprodutivo e natureza polifaga da praga (Barros
et al., 2010; Babu et al., 2019).

No Brasil, além do milho, a praga ataca o algo-
dao e soja, alimentando-se dos érgaos vegetativos
e reprodutivos dessas culturas. Os problemas rela-
cionados a evolugao da resisténcia desses insetos
aos agroquimicos sédo agravados pelos cultivos su-
cessivos de plantas hospedeiras da praga (auséncia
de vazio fitossanitario que formam pontes verdes),
permitindo a sobrevivéncia da espécie na area de
producgéo. Esse sistema de cultivo ocasiou um au-
mento da frequéncia de pulverizagdes de insetici-
das, acarretando a selegao de populagdes resisten-
tes decorrente do uso intensivo de produtos com o
mesmo mecanismo de ac¢ao. Devido a alta capaci-
dade de dispersado do inseto, torna-se necessaria,
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muitas vezes, a recomendacao de manejo regional
(Irac Brasil, 2024).

Yu (1991) observou resisténcia de populagdes
de S. frugiperda coletadas em campos de milho
para praticamente todos os grupos de pesticidas,
com razéao de resisténcia de 2 a 216 vezes, para o
grupo dos piretroides sintéticos.

No Brasil, em um levantamento realizado por
Oliveira (2017), foi relatada a evolugdo da resis-
téncia de populagdes de S. frugiperda para quatro
grupos de inseticidas quimicos: organofosforados,
Bacecillus thuringiensis Berliner 1915, benzoilureias
e piretroides sintéticos. No Brasil, foi relatada a re-
sisténcia de S. frugiperda a piretroides, com uma
populacao apresentando taxas de resisténcia de
aproximadamente 13 vezes a lambda-cialotrina
(Diez-Rodrigues; Omoto 2001).

Portanto, a natureza polifaga de S. frugiperda,
juntamente com sua capacidade de evolugéo de re-
sisténcia a inseticidas quimicos, reflete claramente
a forte adaptabilidade ambiental dessa espécie de
inseto (Pashley, 1988; Storer et al., 2010).

Entre as estratégias utilizadas para retardar o
processo de evolugdo da resisténcia, sugere-se o
uso de compostos sinergistas para bloquear pro-
cessos metabdlicos, especialmente a destoxificagao
enzimatica (Fazolin et al., 2023a).

Os dleos essenciais (OEs) sao frequentemente
mais eficazes em relagdo aos compostos isolados,
e ha evidéncias de que seus componentes minorita-
rios podem atuar como sinergistas, aumentando o
efeito dos componentes majoritarios por meio de va-
rios mecanismos (Akhtar; Isman, 2013). Com base
no conhecimento das interagdes entre compostos,
foram desenvolvidas formulagdes com misturas de
OEs para maximizar a eficacia dos produtos inseti-
cidas. Por exemplo, a ECOSMART Technologies de-
senvolveu pesticidas contendo diferentes misturas
de d6leos de alecrim, hortela-pimenta, capim-limao,
cravo, canela e/ou monoterpenos como ingredien-
tes ativos (Isman; Tak, 2017).

Piper aduncum L. (Piperaceae) € uma espécie
abundante em toda a América Central e do Sul, e
seu o6leo essencial, rico em dilapiol, tem mostrado
efeito sinérgico para varios inseticidas quimicos e
naturais, como Neem, Toosendanin, Tenulin, Ro-
tenona, Piretrum e 6leo de Tansy (Handa; Dewan,
1974; Lichtenstein et al., 1974; Bernard et al., 1990;
Bernard; Philogéne 1993; Larocque et al., 1999;
Liu et al., 2014; Fazolin et al., 2015, 2016a, 2016b,
2016¢, 2017).

Para a adequacao do teor de dilapiol do éleo de
P. aduncum produzido na Embrapa Acre, é utiliza-
do o processo de retificagado fracionada, resultando
em trés fragcOes distintas com teores de dilapiol de
26,0% (fracao terpénica), 59,1% (fracdo interme-
diaria) e 85,3% (fragdo propanoica) (Fazolin et al.,
2024a).

Resultados promissores no controle de larvas
de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) foram
obtidos por Fazolin et al. (2024a, 2024b), utilizan-
do fragbes terpénicas e intermediarias enriquecidas
com compostos presentes em plantas do género
Piper e disponiveis no mercado na forma de 6leos
essenciais.

Alguns compostos visam aumentar a eficacia
sinérgica dos inseticidas e promover o aproveita-
mento sustentavel das fragdes de 6leo antes consi-
deradas residuos. Os compostos como alfa-pineno,
limoneno, 1,8-cineol, timol, metil eugenol, dilapiol,
sarisan ou asaricina foram considerados devido a
sua abundancia e facilidade de obtencdo na forma
de compostos majoritarios presentes em 0Oleos es-
senciais disponiveis para comercializagdo no Brasil
(Bizzo; Rezende, 2022; Fazolin et al., 2023b).

A fragdo propanoica obtida no fracionamento
possui 85,3% de dilapiol, portanto, pode ser conside-
rada como o 6leo essencial de P. aduncum propria-
mente dito, salientando que esse teor do fenilpropa-
noide se encontra dentro da faixa de interferéncia
biolégica determinada por Fazolin et al. (2022), que
deve estar entre 70,0 e 88,0% de dilapiol.

Essa abordagem n&o apenas oferece uma alter-
nativa sustentavel para o controle de pragas, mas
também amplia a utilizacdo de recursos da biodi-
versidade amazdnica na industria de agroquimicos,
contribuindo para a geragéo de novos produtos co-
merciais e para a melhoria da eficacia dos produtos
existentes.

Este trabalho teve por objetivo avaliar a fragao
propanoica do 6leo essencial de Piper aduncum L.
como sinergista do inseticida S-ciflutrina no contro-
le da lagarta-do-milho. Além disso, esta de acordo
com o Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel 2
(Fome Zero e Agricultura Sustentavel). Os Objetivos
de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) sdo uma
colecao de 17 metas globais estabelecidas pela As-
sembleia Geral das Nagdes Unidas e contam com o
apoio da Embrapa para que sejam atingidas.



Material e métodos

Obtencao das frag6es do 6leo essencial de Piper
aduncum L., identificagcdo e quantificagdao dos
constituintes

Toda a produgdo do 6leo essencial e experi-
mentacgao relatada neste trabalho foram conduzidas
na destilaria de 6leos essenciais da Embrapa Acre,
localizada na Rodovia BR-364, km 14, sentido Rio
Branco-Porto Velho, no municipio de Rio Branco,
Acre.

Plantas de P. aduncum foram produzidas, se-
guindo as recomendagdes de Fazolin et al. (2024c),
e colhidas em area de produgao da Embrapa Acre,
em margo de 2023, separando-se somente as fo-
Ihas e talos finos para secagem. O 6leo essencial foi
obtido em um destilador, utilizando o principio de ar-
raste de vapor em um sistema de caldeira aquecida
a diesel. Posteriormente, foi redestilado por meio do
sistema de destilacao fracionada, utilizando coluna
empacotada. O processo teve a duragao de 4 horas,
coletando-se trés fragdes que foram caracterizadas
quimicamente.

Os o6leos e as fragdes retificadas foram analisa-
dos por cromatografia em fase gasosa em equipa-
mento Agilent 7890A com detector de ionizagéo de
chama (CG-DIC) e coluna capilar HP5-MS (5,0%-
-fenil-95,0%-metilsilicone, 30,00 m x 0,25 mm x
0,25 pm). O detector foi operado a 280 °C e o inje-
tor a 250 °C. As amostras foram dissolvidas a 0,1%
em hexano e 1,00 pL foi injetado com divisdo de
fluxo (1:20). A temperatura do forno variou de 60 a
240 °C, a uma taxa de 3 °C min'. O gas carrea-
dor usado foi o hidrogénio (1,50 mL min™). Para a
quantificagdo, as areas brutas obtidas no CG-DIC
foram normalizadas utilizando-se um padrao interno
(octanoato de metila) e corrigidas com os fatores de
resposta tedricos em planilha Excel expressos como
area relativa percentual (Bizzo et al., 2020).

A identificacado foi realizada em cromatégrafo
Agilent 7890A acoplado a espectrédmetro de mas-
sas Agilent 5775C (CG-EM), operado no modo io-
nizagdo eletronica (70 ev), taxa de varredura de
3,15 scan s, na regido de 35 a 350 u. As tempe-
raturas da linha de transferéncia, fonte de ioni-
zagao e analisador foram de 260, 200 e 150 °C,
respectivamente.

O gas hélio foi utilizado como gas carreador
(1,00 mL min™). A coluna e demais condigbes de
analises foram as mesmas utilizadas para a ana-
lise quantitativa. A caracterizagao quimica foi feita
pela comparagao dos espectros de massas obtidos
no banco de dados do CG-EM e pelo calculo dos
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indices de retencao linear (IRLs), que foram compa-
rados com dados da literatura (Adams, 2007). Para
a determinagéo dos IRLs, foi injetada uma mistura
de alcanos lineares (C, a C,,) e calculados os indi-
ces segundo Van den Dool e Kratz (1963).

Dessa forma, foram definidas trés fragbes (ter-
pénica, intermediaria e propanoica), tomando-se
como referéncia os diferentes teores de dilapiol.
Nessa fase experimental, foi considerada apenas
a fracdo propanoica, também denominada de déleo
essencial de P. aduncum pelo alto teor de dilapiol
que apresentou (85,3%).

Adicado de compostos as fragoes retificadas para
a composicao de blends

Ap0s a caracterizagdo quimica do 6leo essencial
de P. aduncum (Oepa), foi elaborada uma mistura
pela combinacdo de 36 compostos presentes em
grande parte nos 6leos essenciais de Piperaceae,
adquiridos em sua forma purificada na Sigma Aldrich
Brasil com pureza superior a 98,0%.

Foram utilizados 7 compostos fenilpropanoi-
des: anetol, eugenol, miristicina, p-anisaldeido,
(E)-cinamaldeido, sarisan e dilapiol; 12 compos-
tos monoterpenos hidrocarbonados: (-)-8 pineno,
(-)-a-pineno, (+)-limoneno, (+)-3-careno, mirce-
no, o-cimeno, p-cimeno, sabineno, terpinoleno,
a-felandreno, a-terpineno e y-terpineno; 15 mono-
terpenos oxigenados: (-)-terpinen-4-ol, L-carvona,
(+)-carvona, citronelal, (-)-endo-borneol, carvacrol,
neral, eucaliptol (1,8 cineol), geraniol, isoborneol,
L-linalol, L-mentona, timol e a-terpineol; 1 sesquiter-
peno: (B-cariofileno); e 2 sesquiterpenos oxigena-
dos: nerolidol e 6xido de cariofileno.

Inicialmente, apenas um blend completo foi pro-
duzido e armazenado em geladeira doméstica a
6 °C, utilizando-se quantidade equivalente de cada
composto (1:1) (Tak et al., 2017), em trés proporgdes
diferentes, no enriquecimento da fragdo propanoica.

Foram utilizadas trés proporg¢des do blend com-
pleto de compostos na combinagdo com cada fra-
¢ao: 2,0% (V/V) (1,00 pyL de cada composto liquido
e 1,00 yg de cada composto solido), 10,0% (V/V)
(5,60 pL de cada composto liquido e 5,60 ug de cada
composto solido) e 25,0% (V/V) (13,90 pL de cada
composto liquido e 13,90 ug de composto sélido)
completados em vidro d&mbar até que o volume final
atingisse 2,00 mL. Esses frascos foram fechados
com batoque e tampa rosqueada, permanecendo
sob refrigeracéo até o momento de sua utilizagao.
De forma resumida, a porcentagem de participagao
de cada grupo quimico na composi¢do do Oepa an-
tes e apds a adicdo dos diferentes porcentuais do
blend de compostos consta na Figura 1.
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Figura 1. Porcentagem de participacdo de cada grupo quimico utilizado na composi¢do da fragao
propanoica (F3) apds a adigdo dos diferentes porcentuais do blend de compostos: F3-2 (enriquecida a
2,0%), F3-10 (enriquecida a 10,0%) e F3-25 (enriquecida a 25,0%).

Dessa forma, foram submetidas a avaliagdo do
efeito sinérgico essas proporgdes do blend comple-
to (2,0, 10,0 e 25,0% (V/V)) em combinagéo com o
inseticida B-ciflutrina (piretroide sintético), adquirido
na forma purificada na Sigma Aldrich. Os tratamen-
tos assim constituidos foram comparados entre si e
pela combinagédo do butéxido de piperonila (PBO),
tomado a dez vezes (Stewart, 1998), com a DL, de
cada inseticida (dose subletal).

Avaliagdo toxicolégica das combinag6es do 6leo
essencial de Piper aduncum L. com o inseticida
B-ciflutrina

Para cada uma das combinagdes do blend com-
pleto com o inseticida, foi adotada a metodologia
a seguir: em todos os bioensaios foram utilizadas
larvas de terceiro instar da espécie Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae),
obtidas por meio de uma criagéo artificial de insetos,
conforme metodologia proposta por Schmidt et al.
(2001).

Inicialmente, foram realizados testes prelimina-
res com o proposito de determinar os padrdes ideais
para experimentagdo, seguindo-se a metodologia
descrita por Finney (1971).

Foram estabelecidas entre cinco e sete concen-
tracdes de cada tratamento de forma isolada, além
de um controle (solvente acetona). Todas as con-
centracoes foram usadas nos bioensaios definitivos

de curva de concentragdo-mortalidade e determina-
¢ao da dose com probabilidade de causar 50,0% de
mortalidade (DL,,) para cada inseticida e/ou formu-
lagéo a ser avaliada.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com quatro repeticoes.
Em todos os bioensaios definitivos, lagartas de
S. frugiperda, no terceiro instar, foram confina-
das de forma isolada em placas de Petri (5,00 x
1,50 cm), mantidas em camara climatizada a tempe-
ratura de 25 + 1 °C, umidade relativa de 70,0 £ 5,0%
e fotofase de 12 horas, até o momento da avaliagdo
da mortalidade dos individuos. O tempo de expo-
sicdo dos insetos aos tratamentos foi de 24 horas,
considerando-se a mortalidade cumulativa no
periodo.

Os bioensaios toxicolégicos por contato tdpico
consistiram na aplicagdo, com auxilio de uma mi-
crosseringa graduada, de 1,00 uL de cada tratamen-
to a ser avaliado no dorso do pronoto das larvas de
S. frugiperda ja individualizadas nas placas de Petri.
As placas foram organizadas, sequencialmente, em
bandejas de plastico transparente retangular, sen-
do armazenadas em camara climatizada BOD com
temperatura controlada de 25 + 2 °C e fotofase de
12 horas.

Em todos os bioensaios, os dados de mortali-
dade de concentragdo-resposta foram submeti-
dos a analise de Probit, utilizando-se o programa



de analises estatisticas SAS (SAS Institute, 2001)
para determinar a DL, de cada combinagao testa-
da. Os valores de mortalidade foram corrigidos pela
mortalidade da testemunha, utilizando-se a formula
de Abbott (1925).

Avaliacido do potencial sinérgico das
combinagées de compostos com o Oleo
essencial de Piper aduncum L. em relagao a
B-ciflutrina

A partir dos resultados das analises de Probit,
descritas anteriormente, foi tomado um meio das
DL,, de cada fragdo combinada com as diferentes
propor¢gdes dos blends para uma nova combinagao
com as DL,, de cada inseticida, visando manter o
principio da avaliagédo de sinergia, segundo Bernard
e Philogéne (1993).

A partir desse ponto, novos valores da DL, fo-
ram obtidos para as combinagdes, utilizando-se a
analise de Probit.

As eficacias sinérgicas das combinacdes ava-
liadas foram comparadas por meio do valor do fa-
tor de sinergismo (FS), baseado em Guedes et al.
(1995), (FS = DL, i.a. inseticida/DL, do inseticida
combinado com o sinérgico), revelando a poténcia
relativa das combinagdes consideradas. Para a di-
ferenciagdo dos tratamentos com relacdo ao efeito
sinérgico, foi considerada como diferenca significa-
tiva a auséncia da sobreposicao dos valores dos
intervalos de confianca a 95,0% dos FSs das com-
binacbes avaliadas (Van Frankenhuyzen, 2009);
consequentemente, a sobreposi¢do desses valores
indica a auséncia de diferenca significativa entre os
tratamentos comparados.
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Além disso, foram consideradas como sinérgi-
cas as combinagdes com valor do FS maior que 1.
Por outro lado, valores de FS iguais a 1 e abaixo de
1 indicaram efeitos aditivos e antagodnicos, respecti-
vamente (Abbassy et al., 2009).

Outro parametro avaliado para todas as com-
binagbes foram os valores do coeficiente angular
obtido na analise de Probit admitida como uma
regressao linear. Tal coeficiente indica a rapidez
da resposta de mortalidade quando o inseto-alvo
€ submetido a pequenas variagdes de doses das
combinagdes (Carvalho et al., 2017), demonstrando
0 espectro da correlagdo de sensibilidade entre a
mortalidade e a concentragdo do tratamento.

Os maiores valores desse coeficiente na com-
paracgao dos tratamentos indicam que um menor in-
tervalo de tempo € necessario para promover a mor-
talidade do alvo; consequentemente, os menores
valores indicam que um maior intervalo de tempo é
necessario para expressar a letalidade do xenobidti-
co (Araujo et al., 2012).

Resultados e discussao

Analise da fracdo propanoica do 6leo essencial
de Piper aduncum L.

As trés fracdes destiladas foram denominadas
tendo como referéncia os diferentes teores de dila-
piol: fracdo terpénica (26,0%), fracao intermediaria
(59,1%) e fracao propanoica (85,3% de dilapiol).
A fracado propanoica do Oepa foi quimicamente ca-
racterizada e os resultados constam na Tabela 1.

Tabela 1. Composicéo (area %) da fracdo propanoica do 6leo essencial de Piper

aduncum L.

Composto identificado IRL_, ™ IRL 2 Area (%)
a-pineno 931 932 0,3
canfeno 945 946 n.q.®
sabineno 970 969 n.g.
B-pineno 974 974 0,4
mirceno 989 988 n.qg.
a-felandreno 1.002 1.002 0,1
6-3-careno 1.009 1.008 n.g.
a-terpineno 1.015 1.014 n.g.
p-cimeno 1.022 1.022 0,1
limoneno 1.025 1.024 0,2

Continua...
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Tabela 1. Continuagéo.

Composto identificado IRL_, ™ IRL, 2 Area (%)
1,8-cineol 1.029 1.026 n.g.
(Z)-B-ocimeno 1.034 1.032 n.qg.
(E)-B-ocimeno 1.044 1.044 n.qg.
y-terpineno 1.054 1.054 0,2
terpinoleno 1.085 1.086 0,1
linalol 1.099 1.095 n.g.
neo-allo-ocimeno 1.137 1.140 n.qg.
mentona 1.150 1.148 n.g.
isoborneol 1.152 1.155 n.qg.
borneol 1.161 1.165 n.g.
terpinen-4-ol 1.174 1.174 n.qg.
a-terpineol 1.188 1.186 n.g.
carvona 1.240 1.239 n.qg.
piperitona 1.250 1.249 n.g.
(E)-anetol 1.281 1.282 n.qg.
acetato de bornila 1.281 1.284 n.qg.
safrol 1.285 1.285 n.qg.
n.i.® 1.321 - n.qg.
timol 1.291 1.289 n.g.
carvacrol 1.300 1.298 n.qg.
o-elemeno 1.330 1.335 n.g.
a-cubebeno 1.343 1.348 n.qg.
n.i. 1.357 - n.g.
ciclosativeno 1.359 1.369 0,2
a-ylangeno 1.364 1.373 n.g.
a-copaeno 1.369 1.374 0,8
B-cubebeno 1.383 1.387 n.qg.
B-elemeno 1.385 1.389 0,2
a-gurjuneno 1.401 1.409 0,1
(E)-cariofileno 1.413 1.417 2,3
B-copaeno 1.421 1.430 0,2
y-elemeno 1.426 1.434 n.g.
aromadendreno 1.430 1.439 0,2
a-humuleno 1.445 1.452 0,7
B-santaleno 1.452 1.457 n.qg.
allo-aromadendreno 1.452 1.458 0,2

Continua...
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Composto identificado IRL_, ™ IRL, 2 Area (%)
trans-cadina-1(6),4-dieno 1.466 1.475 n.q.
n.i. 1.469 - n.qg.
y-muuroleno 1.470 1.478 0,1
germacreno D 1.472 1.480 0,8
y-curcumeno 1.473 1.481 n.qg.
B-selineno 1.477 1.489 n.qg.
trans-muurola-4(14),5-dieno 1.483 1.493 n.qg.
n.i. 1.487 - n.g.
biciclogermacreno 1.488 1.494 0,8
asaricina 1.491 1.495 n.g.
n-pentadecano 1.495 1.500 1,1
(E,E)-a-farneseno 1.503 1.505 n.g.
B-bisaboleno 1.503 1.505 n.qg.
6-amorfeno 1.508 1.511 0,1
cubebol 1.508 1.514 n.g.
miristicina 1.516 1.517 1,5
o-cadineno 1.516 1.522 n.g.
(Z)-nerolidol 1.528 1.531 n.g.
trans-cadina-1,4-dieno 1.525 1.533 n.g.
a-calacoreno 1.535 1.544 0,2
elemicina 1.555 1.555 n.g.
germacreno B 1.547 1.559 0,1
(E)-nerolidol 1.559 1.561 n.qg.
espatulenol 1.569 1.577 1,2
oxido de cariofileno 1.574 1.582 1,2
viridiflorol 1.583 1.592 1,1
epoxido de humuleno I 1.600 1.608 0,3
dilapiol 1.619 1.620 85,3
Total de componentes identificados 100,0
Total de monoterpenos 1,4
Total de monoterpenoides oxigenados 0,0
Total de sesquiterpenos 7,0
Total de sesquiterpenoides oxigenados 3,8
Qutros 87,9

Mindice de retencao linear experimental (IRL

calc

), calculado de acordo com Van Den Dool e

Kratz (1963). @indice de retengao linear da literatura (IRL,,) (Joulain; Kénig, 1998; Adams,
2007). ®Nao quantificado (n.q.) (<0,10%). “ Nao identificado (n.i.).

Traco (-): informacao nao aplicavel.
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Avaliagdo do efeito sinérgico da combinagéo
do inseticida B-ciflutrina com o 6leo de Piper
aduncum L. (fragdo propanoica) enriquecido
com blend de terpenoides e fenilpropanoides

Independentemente da combinagéo do insetici-
da B-ciflutrina com o Oepa, quer enriquecido com
os diferentes compostos ou n&o, assim como com
o butéxido de piperonila (PBO), foram observados
efeitos sinérgicos significativos (FSs > 1) em todos
os tratamentos. Tal resultado pode ainda ser obser-
vado, independentemente da porcentagem de parti-
cipagao do blend de compostos, na composi¢ao da
combinagédo (Figura 2).

O maior valor de FS = 71,43 (IC = 75,93-65,93)
observado para a B-ciflutrina combinada com a fra-
¢éo sem enriquecimento diferiu significativamente
de todos os demais tratamentos avaliados. A com-
binagédo dessa fragdo com o blend de compostos a
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71,43

Fator de sinergismo

4,64

A\

25,0% (W/V) [FS = 37,91 (40,06-35,80)] diferiu signi-
ficativamente tanto das demais combinagdes, inde-
pendentemente das porcentagens de participagao
do blend completo de compostos, como também do
inseticida combinado com o PBO (Figura 2).

O valor de FS = 25,94 (IC = 29,20-22,32) obtido
para a combinagao do inseticida S-ciflutrina com o
Oepa enriquecido com 2,0% (V/V) do blend comple-
to de compostos nao diferiu significativamente do
valor de FS da fragao enriquecida com 10,0% (V/V)
do blend de compostos [FS = 26,90 (29,23-24,64)].
Ambos os tratamentos diferiram significativamen-
te do Oepa enriquecido com 25,0% (V/V) do blend
completo de compostos [FS = 37,91 (40,06-35,80)].
A combinagao do PBO com esse inseticida apresen-
tou o menor valor de FS [FS = 4,64 (4,70-4,48)] que
diferiu significativamente de todos os demais trata-
mentos considerados anteriormente.

w
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0,00 -
B-ciflutrina
+F3

B-ciflutrina
+ PBO 10X

B-ciflutrina
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+ F3-10

B-ciflutrina

+F3-2 +F3-25

Tratamento

Figura 2. Fatores de sinergismo da fragdo propanoica (F3) com adigdo de butéxido de piperonila— PBO (10
vezes) e apos a combinacao dos diferentes porcentuais do blend de compostos: F3-2 (enriquecida a 2,0%),
F3-10 (enriquecida a 10,0%) e F3-25 (enriquecida a 25,0%), combinados com o inseticida 3-ciflutrina para
o controle de larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797).
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Tais valores de FSs foram maiores que os obti-
dos por Fazolin et al. (2016b), ao avaliarem o efei-
to sinérgico do Oepa para diferentes inseticidas do
grupo quimico piretroides sintéticos, quando a ci-
permetrina apresentou a maior resposta sinérgica
[FS = 5,97 (5,52—7,14)]. Para todos os piretroides
avaliados, os valores de FSs decresceram a medida
que menores propor¢des do sinérgico foram utiliza-
das na combinacdo, demonstrando a necessidade
de maiores concentragdes de compostos, incluindo
o dilapiol, na manifestagéo da sinergia.

Por contato tépico, os FSs observados fo-
ram expressivamente maiores que os obtidos por
Fazolin et al. (2015) quando combinaram Oepa,
contendo 71,9% de dilapiol, com o inseticida
B-ciflutrina em formulagdo comercial [FS = 5,3 (4,1-
7,5)]. Os altos valores de FSs obtidos no presente
estudo podem estar relacionados a maior concen-
tracao de dilapiol no Oepa utilizado (85,3%), além
da adicao de dilapiol puro na aliquota propanoica
do blend. Nao pode ser descartada, no entanto, a
possibilidade de ter ocorrido interferéncias nega-
tivas dos inertes da formulagdo comercial sobre a
atividade sinérgica do Oepa.

Embora na degradagdo dos piretroides este-
jam envolvidas as trés classes de enzimas des-
toxificativas monooxigenases P-450, glutationa
S-transferase (GST) e esterases (ESTs), ha relatos
de que a atuacao de esterases especificas perten-
centes a uma grande superfamilia de a/f protei-
nas hidrolases seja importante para a resisténcia a
esses inseticidas (Oakeshott et al., 2005; Ai et al.,
2010), sendo essa classe de enzimas considerada
de menor importancia para a degradagao de pire-
troides (Kadous et al., 1983). Essas enzimas se-
questram os inseticidas mais rapidamente do que
os metabolizam, impedindo, desse modo, que che-
guem ao local de agdo. Sdo importantes para a evo-
lugédo da resisténcia a inseticidas organofosforados
e carbamatos e, em menor escala, aos piretroides
(Kadous et al., 1983).

Resultados cinéticos obtidos por meio de es-
pectrofotometria indicaram que os inseticidas pire-
troides, aletrina, deltametrina, fenpropatrina e ciper-
metrina afetam a GST, reduzindo a sua atividade
catalitica, principalmente o composto deltametrina,
que apresentou maior potencial inibitério. Embora
os inseticidas aplicados neste estudo pertencam a
mesma classe, mostraram mecanismos de inibigao
diferentes dependendo do composto (Ribeiro et al.,
2022).

A associagao da resisténcia de noctuideos como
S. frugiperda aos inseticidas piretroides, com o au-
mento da desintoxicagdo pelas monooxigenases
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dependentes do citocromo P-450, é relatada em di-
ferentes regides do mundo (Grubor; Heckel, 2007;
JouRen et al., 2012; Han et al., 2015).

Compostos com reconhecida acdo sinérgica
para piretroides estdo presentes na composigcao
da mistura. Esses compostos relacionados apre-
sentam capacidade de inibicdo de pelo menos
uma das trés principais classes de enzimas des-
toxificativas, tais como, fenilpropanoides: eugenol
(Norris et al., 2019), miristicina (Joffe et al., 2012),
cinamaldeido (Yuan et al., 2019) e dilapiol (Joffe,
2011; Fazolin et al., 2015, 2016a, 2016b, 2016c,
2017); monoterpenos: limoneno (Joffe et al., 2012;
Melo, 2017), 3-careno (Suwannayod et al., 2019) e
a-terpineno (Melo, 2017); monoterpenoides oxige-
nados: terpinen-4-ol (Melo, 2017), carvacrol (Norris
et al., 2015, 2019; Gross et al., 2017), neral (Norris
et al., 2015; Gross et al., 2017), 1,8-cineol (Melo,
2017) e linalol (Suwannayod et al., 2019), além do
sesquiterpeno [-cariofileno (Suwannayod et al.,
2019).

Pode-se constatar que, para a fragao propanoi-
ca do Oepa avaliada, foi observada uma tendéncia
ao acréscimo dos valores de FSs proporcional ao
aumento da concentragdo do blend na combinagao
com a B-ciflutrina, a semelhanga da fragao terpéni-
ca avaliada nas mesmas condi¢gdes experimentais
(Fazolin et al., 2024a).

Essa influéncia da proporcionalidade, em com-
binagbes com principios ativos de inseticidas quimi-
cos com blends de compostos sinergistas, necessita
do estabelecimento de proporg¢des entre o agente
a ser sinergizado e o sinergista propriamente dito
(Fazolin et al., 2022). Para tanto, a construgao de
isobologramas especificos na formulagdo desses
agentes de controle é de fundamental importancia.
A descricao da acao conjunta de dois produtos/com-
postos por meio desse método permite que os prin-
cipios e alteragbes ligados a analise das associa-
¢bes possam ser claramente evidenciados (Kruse
et al., 2006).

Os resultados sugerem a ocorréncia de um nivel
restrito de sinergismo pela proporcionalidade dos
compostos do blend entre si e/ou com 0s compostos
do Oepa (fragéo propanoica), como por exemplo, li-
moneno, 1,8-cineol, etc.; esse ultimo interfere posi-
tivamente na penetragcdo de compostos na cuticula
do inseto. Além disso, deve ser considerada a agao
sinérgica da combinacao desses terpenoides com o
dilapiol, determinada por Fazolin et al. (2023b), que
pode ter influenciado no resultado obtido.

O expressivo valor do FS observado na fra-
¢do sem enriquecimento, quando combinada com
a B-ciflutrina, permite inferir que a quantidade de
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compostos sinérgicos inibidores de P-450 nessa
fracdo deve ter sido suficiente para promover o si-
nergismo para a S-ciflutrina. Nesse caso, as adi¢cdes
de compostos realizadas para o enriquecimento da
fracdo poderiam estar deslocando o efeito do siner-
gismo para o antagonismo, conforme a teoria levan-
tada por Kruse et al. (2006).

Embora tenha sido menor que os demais trata-
mentos, o efeito sinérgico do PBO deve ser consi-
derado por ter potencializado o piretroide em quatro
vezes aproximadamente. E fato que esse valor foi
menor que quaisquer combinagbes da S-ciflutrina
com a fragdo propanoica (Oepa), independente do
enriquecimento (Figura 2).

Na comparagéo dos coeficientes angulares das
combinagdes sinérgicas do blend de compostos
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com o inseticida B-ciflutrina, o maior valor [0,97
(0,88—1,06)] foi observado para a combinacéo des-
se inseticida com o PBO, que diferiu significativa-
mente dos demais tratamentos (Figura 3).

Todas as demais combinag¢des do inseticida
B-ciflutrina, quer com a fragdo sem enriquecimento
quer com a enriquecida a 2,0, 10,0 e 25,0% (V/V)
com o blend de compostos e o PBO, diferiram sig-
nificativamente entre si (Figura 3). Dessa forma,
em ordem decrescente de valores dos coeficientes
angulares, podem-se apontar as seguintes combi-
nagodes da Q-ciflutrina: com PBO (0,97); fragao en-
riquecida com blend a 10,0% (VW/V) (0,78); fragéo
enriquecida com blend a 25,0% (V/V) (0,63); fracao
enriquecida com blend a 2,0% (V/V) (0,57); e, final-
mente, fragdo sem enriquecimento (0,22).
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Figura 3. Coeficientes angulares das retas obtidas pela regresséo linear de dose-resposta da fracéo
propanoica (F3) com adi¢ao de butéxido de piperonila—PBO (10 vezes) e apds a combinagao dos diferentes
porcentuais do blend de compostos: F3-2 (enriquecida a 2,0%), F3-10 (enriquecida a 10,0%) e F3-25
(enriquecida a 25,0%), combinados com o inseticida S-ciflutrina para o controle de larvas de Spodoptera

frugiperda (J.E. Smith, 1797).
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Quando comparados os valores dos coeficien-
tes angulares do inseticida S-ciflutrina combinado a
fracao propanoica (Oepa) com adi¢ao de diferentes
concentragbes do blend de compostos submetido
as mesmas condi¢des experimentais, ndo foi obser-
vada a mesma tendéncia de acréscimo no valor do
coeficiente angular em fungéo do aumento da con-
centracéo do blend, a semelhanca da tendéncia dos
valores dos FSs.

Tal resultado indica que esses tratamentos apre-
sentam uma resposta de mortalidade mais lenta
diante de pequenas variagdes das concentragdes
dessas combinagdes comparadas com o insetici-
da B-ciflutrina considerado de forma individualizada
(Carvalho et al., 2017). Isso implica em uma menor
correlagao de sensibilidade entre a mortalidade € a
concentragdo da amostra e, consequentemente, em
um maior intervalo de tempo necessario para a pro-
mogéao da mortalidade do inseto-alvo (Araujo et al.,
2012).

No entanto, considerando o alto valor do fator
de sinergismo quando esse inseticida é combinado,
principalmente, com a fragédo propanoica (Oepa)
sem adigdo de compostos, a menor velocidade de
expressao da letalidade, devido ao baixo valor do
coeficiente angular, pode ser compensada pela po-
tencializacao do inseticida e mereceria um pondera-
mento na tomada de decisdo quanto a elaboracao
de uma formulagéo.

Conclusoes

1) Afracao propanoica (Oepa), enriquecida ou nao
com os diferentes compostos, apresentou efeito
sinérgico para o inseticida S-ciflutrina.

2) O maior valor do fator de sinergismo foi obser-
vado para a B-ciflutrina combinada com a fragao
sem enriquecimento que necessita, no entanto,
de um tempo maior para a promogao da mortali-
dade de larvas de S. frugiperda.

3) Das combinacbes da fracdo propanoica com o
blend de compostos, a concentragéo de 25,0%
(W/V) foi a que apresentou o maior valor do fator
de sinergismo para a B-ciflutrina.

4) Existe uma relagéo direta entre o sinergismo do
Oepa e a concentragao percentual da mistura
de compostos na combinagdo com o inseticida
B-ciflutrina no controle da lagarta.
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