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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 opgdes de produtos comerciais com essa propriedade. O aproveita-
mento das fragbes do o6leo essencial de Piper aduncum L. (Oepa) é consi-
derado ambientalmente sustentavel pela redugao de residuos. Portanto, o
desenvolvimento de formulagbes a partir dessas fragdes enriquecidas por
adicdo de blends de compostos pode ser uma opgao sinérgica para inseti-
cidas quimicos, sendo esse 0 objetivo deste trabalho. Utilizaram-se para a
elaboracgao do blend 27 monoterpenoides, 3 sesquiterpenoides e 7 fenilpro-
panoides combinados com a fracdo nas proporgdes de 2,0, 10,0 e 25,0%.
A toxicidade dos tratamentos foi diferenciada pela comparagao dos fatores
de sinergismo e coeficientes angulares das retas obtidas da regressao da
resposta concentragao-mortalidade. A fragao enriquecida ou ndo com os di-
ferentes compostos foi sinérgica para os inseticidas metomil e ciflutrina, e a
adigéo do blend a 25,0% (V/V) favoreceu uma rapida resposta de mortalida-
de; pequeno efeito sinérgico foi observado para a combinagéo do inseticida
dursban com a fragdo sem adi¢ao do blend; o inseticida ciflutrina, comparado
aos demais, apresentou maior resposta sinérgica em todas as proporgdes na
combinagao com o blend de compostos avaliados.

Termos para indexagao: fenilpropanoides, destilacao fracionada, d6leo
essencial, resisténcia de insetos, terpenoides.

Formulation of the terpene fraction from Piper aduncum L.
oil as a synergist for chemical insecticides

Abstract — This study explores the synergistic potential of combining
fractions of Piper aduncum L. essential oil (Oepa) with compound blends to
enhance chemical insecticides’ efficacy. Limited options exist for synergistic
compounds commercially, making this research significant. Oepa fractions
obtained via rectification are environmentally friendly due to reduced waste.
The study aimed to create formulations by blending Oepa fractions with



27 monoterpenoids, three sesquiterpenoids, and
seven phenylpropanoids in ratios of 2.0, 10.0 and
25.0%. Toxicity evaluations included synergism
factors and angular coefficients from concentration-
mortality response regression. Results revealed
Oepa fractions, enriched or not, enhanced
insecticides methomyl and cyfluthrin synergistically,
especially at 25.0% (V/V) concentration, causing
swift mortality. Insecticide dursban exhibited slight
synergy without the blend. Cyfluthrin consistently
showed robust synergistic responses across
proportions with the evaluated blend. Overall,
the study underscores the potential of Piper
aduncum L. essential oil fractions and compound
blends as effective tools for boosting chemical
insecticides, offering promising avenues for insect
resistance management and pest control.

Index terms: essential oil, fractional distillation,
insect resistance, phenylpropanoids, terpenoids.

Introducao

Atualmente, o desenvolvimento de um pro-
duto fitossanitario exige de 10 a 12 anos en-
tre a descoberta de um composto quimico e o
inicio de sua produgdo em escala comercial.
O custo desse desenvolvimento gira ao redor de
US$ 250 milhdes (Confederagédo da Agricultura e
Pecuaria do Brasil, 2019).

Na obtencédo da protegcdo patentaria no Brasil
s&80 necessarios, em meédia, 12 anos (Instituto Na-
cional de Propriedade Industrial, 2021), a partir do
seu depdésito. Durante a vigéncia da protecédo, mui-
tas vezes, o agroquimico perde parte de sua eficacia
devido a evolugdo da resisténcia dos organismos-
-alvo (insetos e acaros-praga) a esses produtos, di-
minuindo sua vida util, interferindo assim diretamen-
te, de forma negativa, na sua comercializago.

Embora ndo existam informagdes atualizadas,
Oliveira (2017) relata que houve evolugao da resis-
téncia para 56 ingredientes ativos comercializados
no Brasil. Isso equivale a 22,0% dos 254 inseticidas
e acaricidas categorizados pelo Comité de Agéo a
Resisténcia a Inseticidas (Irac). Esses ingredientes
pertencem a 22 grupos distintos e os que apresenta-
ram maior numero de casos de relatos de resistén-
cia foram: organofosforados (16), ciclodieno organo-
clorado (16) e piretroides e piretrinas (12).

O uso intensivo levou a rapida evolugao da re-
sisténcia de muitos insetos a varias classes de inse-
ticidas. Como resultado, é continua a busca por pro-
dutos novos e mais seguros (Akhtar; Isman, 2013).

Existem estratégias que podem ser adotadas
para 0 manejo da resisténcia de insetos, dentre
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elas, a utilizagdo de sinérgicos em combinagdo com
inseticidas. Produtos comerciais usados como si-
nergistas de inseticidas sao utilizados com menor
frequéncia devido, principalmente, a indisponibilida-
de de opgdes de compostos com essa propriedade
(Fazolin et al., 2016a).

O butoxido de piperonila é o sinergista mais uti-
lizado pela industria de agroquimicos. Desde 1947,
¢ sintetizado a partir da incorporagédo de um radical
éter a molécula de safrol. Portanto, apresenta mul-
tiplas possibilidades de formulagdes principalmente
quando combinado com piretrinas, piretroides, rote-
nona e carbamatos na forma de pds, sprays, nebuli-
zadores e liquidos (Knowles, 1991; Tozzi, 1998).

Os 6leos essenciais (OEs) podem atuar como
sinergistas com inseticidas pela capacidade de ini-
bicdo de enzimas metabdlicas detoxificativas, rela-
cionadas ao mecanismo bioquimico de resisténcia.

Os componentes maijoritarios dos OEs, geral-
mente, refletem suas caracteristicas biofisicas e
bioldgicas (lpek et al., 2005), sendo a amplitude
dos seus efeitos biolégicos em um organismo-alvo
dependente apenas das suas respectivas concen-
tragdes, quando esses componentes sdo avaliados
de forma isolada ou como combinagcdo com outros
compostos presentes no déleo. Oleos essenciais sdo
muitas vezes consideravelmente mais eficazes do
que seus compostos puros isolados e ha evidéncias
de que constituintes menores podem atuar como
sinergistas, aumentando o efeito dos constituintes
principais por meio de uma variedade de mecanis-
mos (Akhtar; Isman, 2013).

Com base no conhecimento das interagcbes en-
tre compostos, formulagées com misturas ou combi-
nacdes de compostos ou 6leos essenciais tém sido
desenvolvidas para maximizar a eficacia de produ-
tos inseticidas. A ECOSMART Technologies desen-
volveu uma combinacdo de diferentes 6leos essen-
ciais que aumenta consideravelmente a bioatividade
desses compostos contra insetos e produziu uma
gama de pesticidas contendo diferentes misturas de
6leos de alecrim, hortela-pimenta, capim-limao, cra-
vo, canela e/ou monoterpenos como ingredientes
ativos (Isman; Tak, 2017).

Piper aduncum L. (Piperaceae) é uma espé-
cie abundante no Acre e seu sistema de produgao
encontra-se em estagio avangado de aperfeicoa-
mento. Apés a colheita das plantas, obtém-se talos
finos e folhas que, depois da secagem, sdo subme-
tidos inicialmente a destilagdo por arraste de vapor
e, na sequéncia, ao processo de destilagao fracio-
nada, de modo a obter o 6leo essencial com uma
composigao constante e reprodutivel e também
para atingir um nivel desejado de atividade dentro
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de um intervalo de concentragao em dilapiol entre
68 e 88% por contato residual (Fazolin et al., 2022).

Ha evidéncias de que o 6leo essencial rico em
dilapiol, particularmente o de P. aduncum (Oepa),
possui efeito sinérgico com inseticidas dos gru-
pos quimicos dos carbamatos, fosforados e pire-
troides, além de inseticidas naturais como Neem,
Toosendanin, Tenulin, Rotenona, Piretrum e dleo
de Tansy (Handa; Dewan, 1974; Lichtenstein et al.,
1974; Mukerjee, 1979; Parmar; Tomar, 1983; Ber-
nard et al.,, 1990, Bertrand, 1992; Bernard; Philo-
géne, 1993; Larocque et al., 1999; Shankarganesh
et al., 2009; Bhuiyan et al., 2010; Liu et al., 2014;
Lima et al., 2015; Fazolin et al., 2015, 2016a, 2016b,
2016¢, 2017).

Na aplicacao do fracionamento do Oepa realiza-
do pela Embrapa Acre tém sido obtidas, em média,
trés fragbes: uma rica em terpenoides, uma interme-
diaria (terpenoides e fenilpropanoides) e uma fragédo
final rica em dilapiol e outros fenilpropanoides.

Como atualmente o interesse do 6leo produzido
€ a fragao rica em dilapiol, consideram-se as duas
outras com maiores teores de terpenoides como
coprodutos. Portanto, o aproveitamento, ao invés
do descarte dessas fragdes, é considerado susten-
tavelmente desejavel em fungdo da demanda da
sociedade por uma economia circular, reducao da
geragao de residuos e sustentabilidade ambiental
(Fontgalland, 2022).

Foi levada em consideragao, como critério para
a selegao dos compostos a serem utilizados no en-
riguecimento da fragao terpénica do Oepa para ava-
liagcdo sinérgica, a ocorréncia em plantas do género
Piper (Andrade et al., 2009; Kumari et al. 2014; Mon-
zote et al., 2017; Salehi et al., 2019; Durdfil et al.,
2021). Adicionalmente, foi considerada a facilidade
de obtencédo e disponibilidade desses compostos
no mercado (Fazolin et al., 2022), sendo eleitos
como referéncia os 6leos essenciais ricos em alfa-
-pineno, limoneno, 1,8-cineol, timol, metil eugenol,
dilapiol, sarisan ou asaricina. Os demais compostos
comumente encontrados e utilizados nas combina-
¢bes sinérgicas como miristicina, pulegona, alfa-
-terpineno e terpinen-4-ol, embora também sejam
produzidos em pequenas quantidades por pipera-
ceas, nao foram considerados, pois podem ser iso-
lados em processos quimicos especificos (Andrade
et al., 2009).

O desenvolvimento de formulagdes com foco
no manejo da resisténcia dos insetos, a partir
de fragbes quimicas do oleo essencial de Piper
aduncum L. enriquecidas por adigdo de diferentes
compostos, tem como finalidades o aumento da efi-
cdacia sinérgica para inseticidas quimicos ja testados

€ 0 aproveitamento sustentavel de fracdes de Oepa
anteriormente consideradas como residuo. Essa é
uma alternativa adicional sustentavel de oferta de
novos compostos sinergistas na avaliagéo da resis-
téncia bioquimica de insetos, viabilizando a utiliza-
¢ao de varios agroquimicos no controle de pragas
de importancia agropecudria em diferentes sistemas
da cadeia produtiva do agronegdcio brasileiro.

Além disso, a proposta de trabalho pretendeu
ampliar a inser¢cdo de produtos da biodiversidade
da Amazodnia na melhoria da eficacia de insetici-
das produzidos e comercializados pela industria de
agroquimicos, por meio do incremento da maturida-
de de ativos tecnoldgicos existentes, que apresen-
tam potencial de geragao de novos produtos comer-
ciais dentro dessa cadeia de produgéo.

Esta publicagéo esta de acordo com o Objeti-
vo de Desenvolvimento Sustentavel 2 (Fome Zero
e Agricultura Sustentavel). Os Objetivos de Desen-
volvimento Sustentavel (ODS) sdo uma colegéo de
17 metas globais estabelecidas pela Assembleia
Geral das Nagdes Unidas e contam com o apoio da
Embrapa para que sejam atingidas.

Material e métodos

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

Toda a producédo do 6leo essencial e experi-
mentacao relatada neste trabalho foram conduzidas
na Embrapa Acre, localizada na Rodovia BR-364,
km 14, sentido Rio Branco-Porto Velho, no munici-
pio de Rio Branco, Acre.

Plantas de P. aduncum foram coletadas em area
de producédo da Embrapa Acre, separando-se so-
mente as folhas e talos finos para secagem. O d6leo
essencial foi obtido em um destilador, utilizando o
principio de arraste de vapor em um sistema de
caldeira aquecida a diesel, adaptado de Pimentel
e Silva (2003). O d6leo essencial foi redestilado por
meio do sistema de destilagéo fracionada, utilizando
coluna empacotada (segredo industrial). O processo
teve a duracao de 4 horas, coletando-se trés fragdes
que foram caracterizadas quimicamente.

Os dleos e as fragdes retificadas foram anali-
sados por cromatografia em fase gasosa em equi-
pamento Agilent 7890A com detector de ioniza-
¢do 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 um). 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 L 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 carreador
usado foi o hidrogénio (1,50 mL min-'). Para a quan-
tificagéo, as areas brutas obtidas no CG-DIC foram
normalizadas utilizando-se um padrao interno (octa-
noato de metila) e corrigidas com os fatores de res-
posta tedricos em planilha Excel (Bizzo et al., 2020)
expressos como area relativa percentual.

A identificacdo foi realizada em cromatégrafo
Agilent 7890A acoplado a espectrometro de massas
Agilent 5775C (CG-EM), operado no modo ionizagao
eletrénica (70 ev), taxa de varredura de 3,15 scan s™,
na regiao de 35 a 350 u. As temperaturas da linha
de transferéncia, fonte de ionizagcdo e analisador
foram de 260, 200 e 150 °C, respectivamente.
O hélio foi utilizado como gés carreador (1,00 mL
min'). A coluna e demais condigbes de analises
foram as mesmas utilizadas para a analise
quantitativa. A caracterizagdo quimica foi feita pela
comparagao dos espectros de massas obtidos no
banco de dados do CG-EM e pelo calculo dos indices
de retencgéo linear (IRL), que foram comparados
com dados da literatura (Adams, 2007). Para a
determinagéo dos IRL, foi injetada uma mistura de
alcanos lineares (C9 a C26) e calculados os indices
segundo Van den Dool e Kratz (1963).

Dessa forma puderam ser definidas, tomando-
-se como referéncia os diferentes teores de dilapiol,
as trés fragdes: terpénica, intermediaria e fenilpro-
panoica. Nessa fase experimental, foi considerada
apenas a fragéo terpénica.

Adicao de compostos as fragoes retificadas para
a composicao de blends

ApOds a caracterizagao quimica da fragao terpé-
nica do Oepa foi elaborado um blend completo pela
combinagao de 36 compostos presentes em grande
parte nos Oleos essenciais de Piperaceae, adquiri-
dos na sua forma purificada na Sigma Aldrich Brasil
com pureza superior a 98,0%.

Foram utilizados 7 fenilpropanoides: anetol, eu-
genol, miristicina, p-anisaldeido, (E)-cinamaldeido,
sarisan e dilapiol; 12 monoterpenos: (-)-B-pineno,
(-)-a-pineno, (+)-limoneno, (+)-3-careno, mirce-
no, o-cimeno, p-cimeno, sabineno, terpinoleno,
a-felandreno, a-terpineno, 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
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6 °C), utilizando-se quantidade equivalente de cada
composto (1:1) (Tak et al., 2017) em trés proporgdes
diferentes no enriquecimento da fragao terpénica.

Foram utilizadas trés propor¢des do blend com-
pleto de compostos na combinagdo com cada fra-
¢éo: 2,0% (V/V) (1,00 pL de cada composto liquido e
1,00 pg de cada composto sdlido), 10,0% (W/V)
(5,60 pL de cada composto liquido € 5,60 ug de cada
composto solido) e 25,0% (V/V) (13,90 uL de cada
composto liquido e 13,90 ug de composto sélido)
completados em vidro &mbar até que o volume final
atingisse 2,00 mL. Esses frascos foram fechados
com batoque e tampa rosqueada, permanecendo
sob refrigeracdo até o momento de sua utilizagédo. De
forma resumida, a porcentagem de participagédo de
cada grupo quimico na composigéo da fragao terpéni-
ca (F1) antes e ap6s a adigao dos diferentes porcen-
tuais do blend de compostos pode ser observada na
Figura 1.

Dessa forma, foram submetidas a avaliagao do
efeito sinérgico essas proporgbes do blend com-
pleto em combinagcdo com os inseticidas dursban
(organofosforado), ciflutrina (piretroide sintético)
e metomil (carbamato), todos adquiridos na forma
purificada na Sigma Aldrich. Os tratamentos assim
constituidos foram comparados entre si e pela com-
binacdo do butéxido de piperonila (PBO), tomado
a dez vezes (Stewart, 1998), com a DL,, de cada
inseticida.

Avaliagdo toxicoldgica das combinagbes das
frag6es do 6leo essencial de Piper aduncum L.
com os inseticidas

Para cada inseticida e cada uma das combina-
¢bes do blend completo 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 criacao artificial de insetos, conforme
metodologia proposta por Shmidt et al. (2001).

Inicialmente, foram realizados testes prelimina-
res com o proposito de determinar os padroes ide-
ais para experimentagao seguindo-se a metodologia
descrita por Finney (1971).

Foram estabelecidas entre cinco e sete concen-
tracOes de cada tratamento de forma isolada, além
de um controle (solvente acetona). Todas as con-
centragdes foram usadas nos bioensaios definitivos
de curva de concentracdo-mortalidade e determina-
¢ao da dose com probabilidade de causar 50,0% de
mortalidade (DL,,) para cada inseticida e/ou formu-
lagdo a ser avaliada.
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Figura 1. Porcentagem de participagéo de cada grupo quimico utilizado na composicao
da fragao terpénica (F1) sem enriquecimento e apds a adigdo dos diferentes porcentuais
do blend de compostos: F1-2 (enriquecida a 2,0%), F1-10 (enriquecida a 10,0%) e F1-25

(enriquecida a 25,0%).

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com quatro repeti¢des.
Em todos os bioensaios definitivos, lagartas de
S. frugiperda, no terceiro instar, foram confinadas
isoladamente em placas de Petri (5,00 x 1,50 cm),
mantidas em camara climatizada a temperatura de
25 £ 1 °C, umidade relativa de 70,0 £ 5,0% e foto-
fase de 12 horas, até o momento da avaliagdo da
mortalidade dos individuos. O tempo de exposicao
dos insetos aos tratamentos foi de 24 horas consi-
derando-se a mortalidade cumulativa no periodo.

Os bioensaios toxicolégicos por contato topico
consistiram na aplicagdo, com auxilio de uma mi-
crosseringa graduada, de 1,00 yL de cada tratamen-
to a ser avaliado no dorso do pronoto das larvas de
S. frugiperda que ja estavam individualizadas nas
placas de Petri. As placas foram organizadas se-
quencialmente em bandejas de plastico transparen-
te retangular, sendo armazenadas em camara cli-
matizada BOD com temperatura controlada de 25 *
2 °C e fotofase de 12 horas.

Em todos os bioensaios os dados de morta-
lidade de concentragao-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 férmula
de Abbott (1925).

Avaliagdo do potencial sinérgico das combi-
nagcoes de compostos com as fragées do 6leo
essencial de Piper aduncum L. em relagao aos
inseticidas

A partir dos resultados das analises de Probit,
descritas anteriormente, foi tomada 1/2 das DL, de
cada fragdo combinada com as diferentes propor-
¢des dos blends para uma nova combinagao com as
DL,, de cada inseticida, visando manter o principio
da avaliagao de sinergia, segundo Bernard e Philo-
géene (1993).

A partir dai, novos valores da DL, foram obti-
dos para as combinagdes utilizando-se a analise de
Probit.

As eficacias sinérgicas das combinagbes 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 relagéo ao efeito
sinérgico, foi considerada como diferenga significa-
tiva a auséncia da sobreposicdo dos valores dos
intervalos de confianga a 95,0% dos FSs das com-
binagcbes avaliadas (Van Frankenhuyzen, 2009) e,
consequentemente, a sobreposicdo desses valores
indica a auséncia de diferenca significativa entre os
tratamentos comparados.



Além disso, foram consideradas como sinérgi-
cas as combinagdes cujo valor do FS tenha sido
maior que 1. Por outro lado, valores de FS iguais a 1
e abaixo de 1 indicaram efeitos aditivos e antagoni-
cos, respectivamente (Abbassy et al., 2009).

Outro parametro avaliado para todas as com-
binacbes foram os valores do coeficiente angular
obtido na analise de Probit admitida como uma re-
gressao linear. Tal coeficiente indica a rapidez da
resposta de mortalidade quando o inseto-alvo € sub-
metido a pequenas variagbes de doses das combi-
nagdes (Carvalho et al.,, 2017), demonstrando o
espectro da correlagéo de sensibilidade entre a mor-
talidade e a concentragédo do tratamento. Os maio-
res valores desse coeficiente na comparagao dos
tratamentos indicam que um menor intervalo de
tempo é necessario para promover a mortalidade do
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alvo e, consequentemente, os menores valores indi-
cam que um maior intervalo de tempo é necessario
para expressar a letalidade do xenobidtico (Araujo
et al., 2012).

Resultados e discussao

Anadlise da fragao terpénica do éleo essencial de
Piper aduncum L.

As trés fragbes destiladas foram denominadas
tomando-se como referéncia os diferentes teores de
dilapiol: fragao terpénica (26,0% de dilapiol), fragao
intermediaria (59,1% de dilapiol) e fragao fenilpropa-
noica (85,3% de dilapiol). Nessa fase experimental
foi considerada apenas a fragao terpénica, caracte-
rizada na Tabela 1.

Tabela 1. Composicéo (area %) da fragéo terpénica do 6leo essencial de Piper

aduncum L.

Composto identificado IRL_, ™ IRL,®  Area (%)
a-pineno 931 932 1,8
canfeno 945 946 0,1
sabineno 970 969 n.q.®
[B-pineno 974 974 4,2
mirceno 989 988 0,2
a-felandreno 1.002 1.002 1,2
6-3-careno 1.009 1.008 n.g.
a-terpineno 1.015 1.014 n.qg.
p-cimeno 1.022 1.022 0,4
limoneno 1.025 1.024 1,1
1,8-cineol 1.029 1.026 n.g.
(Z)-B-ocimeno 1.034 1.032 0,6
(E)-B-ocimeno 1.044 1.044 2,7
y-terpineno 1.054 1.054 n.g.
terpinoleno 1.085 1.086 0,3
linalol 1.099 1.095 0,4
neo-allo-ocimeno 1.137 1.140 0,2
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 0,2

Continua...
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Tabela 1. Continuagéo.

Composto identificado IRL_ ™ IRL, 2 Area (%)
carvona 1.240 1.239 n.g.
piperitona 1.250 1.249 n.qg.
(E)-anetol 1.281 1.282 n.qg.
acetato de bornila 1.281 1.284 0,1
safrol 1.285 1.285 0,6
n.i.® 1.321 - 0,1
timol 1.291 1.289 n.qg.
carvacrol 1.300 1.298 n.g.
6-elemeno 1.330 1.335 1,0
a-cubebeno 1.343 1.348 1.1
n.i. 1.357 - n.qg.
ciclosativeno 1.359 1.369 0,8
a-ylangeno 1.364 1.373 0,2
a-copaeno 1.369 1.374 4,2
B-cubebeno 1.383 1.387 0,4
B-elemeno 1.385 1.389 1,0
a-gurjuneno 1.401 1.409 0,6
(E)-cariofileno 1.413 1.417 30,8
B-copaeno 1.421 1.430 0,8
y-elemeno 1.426 1.434 0,3
aromadendreno 1.430 1.439 1,0
a-humuleno 1.445 1.452 3,5
B-santaleno 1.452 1.457 1,3
allo-aromadendreno 1.452 1.458 n.qg.
trans-cadina-1(6),4-dieno 1.466 1.475 n.qg.
n.i. 1.469 - 1,1
y-muuroleno 1.470 1.478 n.g.
germacreno D 1.472 1.480 n.qg.
y-curcumeno 1.473 1.481 n.g.
B-selineno 1.477 1.489 0,3
trans-muurola-4(14),5-dieno 1.483 1.493 0,1
n.i. 1.487 - n.g.
biciclogermacreno 1.488 1.494 n.qg.
asaricina 1.491 1.495 n.g.
n-pentadecano 1.495 1.500 53
(E,E)-a-farneseno 1.503 1.505 0,1

Continua...
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Composto identificado IRL_, ™ IRL,®  Area (%)
B-bisaboleno 1.503 1.505 n.g.
6-amorfeno 1.508 1.511 n.g.
cubebol 1.508 1.514 n.g.
miristicina 1.516 1.517 n.g.
o0-cadineno 1.516 1.522 2,8
(Z)-nerolidol 1.528 1.531 n.g.
trans-cadina-1,4-dieno 1.525 1.533 0,3
a-calacoreno 1.535 1.544 0,3
elemicina 1.555 1.555 0,3
germacreno B 1.547 1.559 n.g.
(E)-nerolidol 1.559 1.561 n.g.
espatulenol 1.569 1.577 0,3
oxido de cariofileno 1.574 1.582 1,0
viridiflorol 1.583 1.592 0,4
epoxido de humuleno 1l 1.600 1.608 n.g.
dilapiol 1.619 1.620 26,0
Total de componentes identificados 98,8
Total de monoterpenos 12,8
Total de monoterpenoides oxigenados 1,3
Total de sesquiterpenos 52,1
Total de sesquiterpenoides oxigenados 1,7
Outros 31,6

Mindice de retengao linear experimental (IRL_,), calculado de acordo com Van Den Dool e

Kratz (1963). @ indice de reteng&o linear da literatura (IRL

) (Joulain; Konig, 1998; Adams,

lit

2007). ®Nao quantificado (n.q.) (<0,1%). ¥ Nao identificado (n.i.).

Trago (-): informagéo néo aplicavel.

Avaliacao do efeito sinérgico da combinagao do
inseticida metomil com a fracao terpénica (F1) do
6leo essencial de Piper aduncum L. enriquecida
com um blend de terpenoides e fenilpropanoides

Independentemente da combinagao do insetici-
da metomil com a fragdo terpénica do Oepa, quer
enriquecida com os diferentes compostos ou nao,
assim como com o butéxido de piperonila (PBO),
foram observados efeitos sinérgicos significativos
(FSs > 1) em todos os tratamentos. Tal tendéncia
de resultado pode ainda ser observada, indepen-
dentemente da porcentagem de participagao do
blend de compostos, ha composi¢cao da combinagao
(Figura 2).

O maior valor de FS = 4,05 (IC = 4,74-3,60)
observado para o metomil combinado com a fragéao
sem enriquecimento nao diferiu significativamen-
te do valor de FS = 3,88 (IC = 3,97-3,54) obtido
para a combinacido desse inseticida com a fragcao
enriquecida com 2,0% (V/V) do blend completo de
compostos. A partir dai, os valores dos FSs foram
decrescentes, na seguinte ordem de combinac¢ao do
metomil, com fragéo enriquecida com 10,0% (V/V)
do blend de compostos [FS = 3,06 (2,78-3,10)],
PBO [FS = 1,94 (1,83—-1,95)] e, finalmente, fracao
enriquecida com 25,0% (V/V) do blend completo de
compostos [FS = 1,42 (1,32-1,44)].
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Figura 2. Fatores de sinergismo da fragao terpénica (F1) sem enriquecimen-
to, com adicdo de butoxido de piperonila - PBO (10 vezes) e apds a combi-
nacao dos diferentes porcentuais do blend de compostos: F1-2 (enriquecida a
2,0%), F1-10 (enriquecida a 10,0%) e F1-25 (enriquecida a 25,0%), combinados
com o inseticida metomil para o controle de larvas de Spodoptera frugiperda

(J.E. Smith, 1797).

Dessa forma, pode-se constatar uma tendéncia
ao decréscimo dos valores dos FSs inversamente
proporcional ao aumento da proporgéo do blend na
combinagao.

Os carbamatos, como o metomil, possuem agéo
inseticida por inibir enzimas acetilcolinesterases
(AChE), classe de esterases que regulam os niveis
de acetilcolina, ao catalisar a hidrélise dessa ace-
tilcolina nos terminais dos impulsos nervosos dos
insetos. Carbamatos ligam-se ao sitio ativo dessa
enzima e a inibem irreversivelmente, gerando um
acumulo de acetilcolina, resultando na morte do in-
seto (Aldridge, 1950).

Portanto, uma alteragdo do mecanismo de ace-
tilcolinesterase produz um espectro amplo de resis-
téncia aos inseticidas do tipo carbamato (Sao Paulo,
2001). Alguns compostos presentes na composi¢ao
da fragao terpénica possuem a capacidade de inibir
esterases e sao relatados como sinergistas de inse-
ticidas do tipo carbamato (Tong; Bloomquist, 2013).
Assim, os monoterpenoides B-pineno, limoneno,
a-terpineno, y-terpineno, terpinen-4-ol, eucaliptol,
linalol, timol, carvacrol e mentona, além do sequi-
terpeno (E)-cariofileno, que estiveram presentes na
composic¢ao da fracao terpénica bem como na com-
posicédo obtida apds a adicdo do blend de compos-
tos em diferentes porcentagens, podem, dessa for-
ma, contribuir com a expressao do efeito sinérgico
para o inseticida metomil.

Adicionalmente, os fenilpropanoides como mi-
risticina, metil eugenol e dilapiol, mesmo nao ultra-
passando 27,0% da composi¢do da fragéo e suas
variagbes de combinagdo com o blend, podem ter
um papel importante na expressao do efeito sinér-
gico, uma vez que inibem ndo somente esterases
como também monooxigenases dependentes do ci-
tocromo P450 e glutationa S-transferase (Lichtens-
tein et al., 1974; Qin et al., 2010; Waliwitiya et al.,
2012; Liu, 2015).

Esses valores do FS para o inseticida metomil
combinado com a fragao terpénica do Oepa, inde-
pendentemente do enriquecimento com o blend de
compostos, foram mais altos do que aqueles obtidos
por Fazolin et al. (2017), quando avaliaram o efeito
sinérgico do Oepa com 71,9% de dilapiol com esse
inseticida pela via de contaminagao tépica sobre lar-
vas de S. frugiperda (variagdo do FS entre 0,93 e
1,1). No entanto, pela via de contaminacao residual,
os FSs obtidos por Fazolin et al. (2017) (variagao
entre 16,5 e 17,2) foram maiores que os observados
no presente trabalho. Isso pode demonstrar a impor-
tancia do dilapiol como sinérgico de inseticidas inibi-
dores de AChE a depender da via de contaminagao
do inseto-alvo.

As esterases e as monooxigenases dependen-
tes do citocromo P450 catalisam reagbes que en-
volvem o metabolismo xenobidtico e consequente-
mente a destoxificacdo de quase todas as classes
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de inseticidas (Hemingway; Ranson, 2000), ficando
a cargo das glutationas S-transferases as reagbes
por conjugacao (Hemingway, 2000), que devem ser
consideradas na avaliacdo da mortalidade dos inse-
tos quando ocorrem alteragdes em seus respectivos
mecanismos de atuagdo, principalmente quando
sao inibidas.

Esse complexo de reagdes enzimaticas pode
nao responder de forma linear a adigdo de compos-
tos considerados inibidores das enzimas envolvidas
no processo. A significativa reducao do efeito sinér-
gico da fragao terpénica, na medida em que o blend
foi adicionado de forma crescente, pode ser explica-
da pelo antagonismo que geralmente ocorre entre
alguns compostos quando associados em determi-
nadas propor¢des ao mirceno, a-pineno e 3-pineno
(Pavela, 2014, 2015), sendo possivel a redugdo do
efeito sinérgico pela inativagdo cumulativa desses
compostos. Por se tratarem de monoterpenos hidro-
carbonados, o aumento de seus teores na composi-
¢ao da fracao, quando a ela foi adicionado o blend
a 25,0% (V/V) (Figura 2), pode ter sido decisivo na
queda dos valores do FS.

A complexidade dessas reagbes ao nivel de
fracdo do Oepa pode ainda ser amplificada quan-
do estdo envolvidos o a-pineno e B-pineno. Por se
tratarem de compostos com agao bivalente, po-
dem inibir em certas condi¢cbes e ativar em outras
o mesmo grupo de familia de enzimas como as
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monooxigenases P450 (Brattsten et al., 1977). Tais
resultados podem exigir avaliagbes caso a caso na
elaboracdo de formulagdes sinérgicas a partir de
Oleos essenciais ricos em a-pineno e B-pineno com
outros compostos, com vistas a formulagdes inse-
ticidas. Seria oportuna e melhor a relagao entre a
proporcao desses compostos com os demais dentro
da formulacgdo, quando é definida na rota bioquimi-
ca da destoxificagdo a ocorréncia da separacgao dos
efeitos totalmente ambiguos para esse grupo enzi-
matico durante a agado desses monoterpenos (Fazo-
lin et al., 2023).

Ao mesmo tempo em que ocorreu um decrésci-
mo na potencializacdo do metomil pela fragao terpé-
nica enriquecida com o blend de compostos a 25,0%
(W/V), foi observado um valor significativamente alto
do coeficiente angular [1,86 (1,73-1,99)] que nao
diferiu do valor do coeficiente angular da combina-
¢ao desse inseticida com o PBO 1,81 (1,66—1,96)
(Figura 3). Tal resultado indica que esses tratamen-
tos apresentam uma resposta de mortalidade mais
rapida diante de pequenas variagées das concen-
tracbes das combinagbes comparadas (Carvalho
et al., 2017). Isso implica em uma maior correlagao
de sensibilidade entre a mortalidade e a concentra-
¢ao da amostra e, consequentemente, em um me-
nor intervalo de tempo necessario para a promogao
da mortalidade do inseto-alvo (Araujo et al., 2012).
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o 1, 0,81 ——
o : ]
'E \ == =
% 0,50 - \ = =
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Figura 3. Coeficientes angulares das retas obtidas pela regressdo linear de dose-
-resposta da fragdo terpénica (F1) sem enriquecimento, com adigdo de butdxido de
piperonila — PBO (10 vezes) e ap6s a combinacgao dos diferentes porcentuais do blend
de compostos: F1-2 (enriquecida a 2,0%), F1-10 (enriquecida a 10,0%) e F1-25 (enri-
quecida a 25,0%), combinados com o inseticida metomil para o controle de larvas de

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797).
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Valor considerado intermediario do coeficiente
angular 1,25 (1,11-1,40) foi observado para o inse-
ticida tomado de forma isolada.

As combinag¢des do metomil com a fragéo ter-
pénica sem enriquecimento, fragdo enriquecida a
2,0 e 10,0% (V/V), consideradas como sinérgicas,
apresentaram baixa velocidade de resposta a into-
xicagao do alvo, com valores do coeficiente angular
de 0,70 (0,62-0,77), 0,80 (0,72-0,88) e 0,81 (0,74—
0,88), respectivamente.

Tomando-se como referéncia as particularida-
des de cada combinacgéo e considerando-se 0s re-
sultados extremos, um alto valor de potencializagao
do inseticida metomil, indicado pelo elevado valor
do fator de sinergismo, quando combinado a fragdo
terpénica sem enriquecimento, pode apresentar
o inconveniente de uma lenta resposta de mortali-
dade em fungéo do baixo valor do coeficiente an-
gular. Por outro lado, uma baixa potencializagao,
embora sinérgica, observada na combinacao desse
inseticida com a fragdo enriquecida adicionada a
25,0% (V/V), pode apresentar uma rapida respos-
ta de mortalidade em fungéo do alto valor do seu
coeficiente angular.

1,60 -
1,40 -

1,20 -

Avaliagdo do efeito sinérgico da combinagdo do
inseticida dursban com afragao terpénica (F1) do
dleo essencial de Piper aduncum L. enriquecida
com um blend de terpenoides e fenilpropanoides

A Unica combinagdo do inseticida durs-
ban que apresentou efeito sinérgico significativo
(FS > 1) foi com a fragao terpénica sem qualquer
enriquecimento.

A combinagéao do inseticida dursban com a fra-
¢ao terpénica do Oepa enriquecida com os terpe-
noides e fenilpropanoides em que as porcentagens
de participacao no blend de compostos foi de 10,0 e
25,0% (W/V), assim como a combinagdo des-
se inseticida com o butéxido de piperonila (PBO)
apresentaram efeitos antagbnicos significativos
(FSs < 1). A fracéo enriquecida com 2,0% (V/V) do
blend de compostos foi considerada pelos critérios
de classificacdo como aditiva por apresentar uma
pequena variacao (ao redor de 1), observando-se o
intervalo de confianga (Figura 4).
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Figura 4. Fatores de sinergismo da fragéo terpénica (F1) sem enriquecimento, com adigéo
de butédxido de piperonila — PBO (10 vezes) e apds a combinagéo dos diferentes porcen-
tuais do blend de compostos: F1-2 (enriquecida a 2,0%), F1-10 (enriquecida a 10,0%) e
F1-25 (enriquecida a 25,0%), combinados com o inseticida dursban para o controle de
larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797).
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O maior valor de FS = 1,33 (1,25-1,42) obser-
vado para o dursban, combinado com a fragdo sem
enriquecimento, diferiu significativamente dos va-
lores de fatores de sinergismo obtidos para todas
as demais combinagdes desse inseticida com os
blends de compostos, incluindo-se sua combina-
¢do com o PBO. Observou-se que os valores dos
FSs diferiram significativamente entre si e foram
decrescentes na seguinte ordem de combinagéo
do dursban: fracao enriquecida com 2,0% (V/V) do
blend de compostos [FS = 1,01 (0,94-1,06)], fragao
enriquecida com 10,0% do blend de compostos [FS
= 0,71 (0,59-0,83)], com 25,0% (V/V) do blend de
compostos [FS = 0,50 (041-0,57)] e, finalmente, a
combinagdo com o PBO [FS = 0,24 (0,22-0,25)].

Fazolin et al. (2017) determinaram, em larvas
de S. frugiperda por via de contato topico, FSs para
diferentes inseticidas organofosforados combinados
com Oepa com teor de dilapiol de 71,9%. Os valo-
res do FS variaram para profenofos de 0,008 a 5,4;
fenitrotiona de 6,3 a 33,8; e clorpirifés de 0,18 a 2,5.
Com excegéao do clorpirifés, maiores proporgdes do
blend na combinagao propiciaram menores efeitos
sinérgicos, indicando que a propor¢ao do sinergista
na combinacgao é outro fator de importancia relevan-
te. Esses resultados sugerem que as respostas para
acao sinérgica ou antagbnica podem ainda depen-
der do tipo de inseticida fosforado considerado.

Essa influéncia da proporcionalidade, tanto em
combinagdes com principios ativos de inseticidas
quimicos ou por blends de compostos sinergistas,
necessita do estabelecimento de proporcionalida-
des entre o agente a ser sinergizado e o sinergista
propriamente dito (Fazolin et al., 2022). Para tanto, a
construgao de isobologramas especificos na formu-
lagdo desses agentes de controle é de fundamental
importancia. A descrigao da agao conjunta de dois
produtos/compostos por meio desse método permi-
te que os principios e altera¢des ligados a analise
das associagdes possam ser claramente evidencia-
dos (Kruse et al., 2006).

Na continuidade das observagdes para o in-
seticida dursban, constatou-se uma tendéncia ao
decréscimo dos valores dos FSs inversamente pro-
porcional ao aumento da concentragcdo do blend
combinado com o inseticida. Isso resulta em um
aumento do antagonismo da combinagéo da fragao
enriquecida com o inseticida. O aumento do anta-
gonismo culminou com a combinagao do inseticida
com o PBO que apresentou significativamente o
menor valor do FS quando comparado aos demais
tratamentos.

Os inseticidas fosforados como o dursban, apos
contato e/ou ingestdo, agem como inibidores das
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enzimas acetilcolinesterases, responsaveis por hi-
drolisar o neurotransmissor acetilcolina. A enzima
¢é fosforilada pelo inseticida, ficando inativa. Ocorre
0 acumulo de acetilcolina na fenda sinaptica, que
provoca uma hiperatividade nervosa e consequente
colapso do sistema nervoso. Além disso, também
ocorre a dessensibilizagado do receptor de acetilco-
lina que cessa o impulso nervoso, levando o inseto
a morte (Eldefrawi, 1976; Eldefrawi et al., 1982; Sao
Paulo, 2001).

Portanto, uma alteragdo do mecanismo de ace-
tilcolinesterase produz um espectro amplo de resis-
téncia aos inseticidas organofosforados, a seme-
Ihanca dos inseticidas tipo carbamato (Sdo Paulo,
2001). Dessa forma, os mesmos compostos pre-
sentes na composigéo da fragéo terpénica possuem
a capacidade de inibir esterases e sao relatados
como sinergistas de inseticidas organofosforados
(Lichtenstein et al., 1974; De-Oliveira et al., 1997;
Abbassy et al., 2009; Abdelgaleil et al., 2009; Lépez;
Pascual-Villalobos, 2010).

Deve ser ressaltado, no entanto, que a fosfori-
lagdo da AChE envolve um conjunto complexo de
reagdes que inclui outras enzimas. Dessa forma,
dependendo do local especifico em que ocorre a
fosforilagdo e das caracteristicas da quinase (en-
zimas responsaveis por adicionar grupo fosfato a
residuos de aminoacidos especificos em proteinas-
-alvo) envolvida, a fosforilagdo da AChE pode levar
a diferentes resultados. Por exemplo, a fosforilagao
em determinadas posi¢des pode resultar na inibicao
da atividade da AChE, enquanto em outras posicdes
pode ter efeitos opostos (Jokanovi¢, 2001).

No entanto, é importante observar que a fos-
forilagdo da acetilcolinesterase ndo é o principal
mecanismo de regulagcao da AChE (Gigliolli et al.,
2011) e sim a carbamilagdo, conforme discutido
anteriormente. A fosforilagdo pode desempenhar
um papel secundario na regulagdo da AChE, mas
seu papel exato e os efeitos resultantes dependem
do seu local especifico e das quinases envolvidas
(Jokanovi¢, 2001).

Isso pode explicar a diferenga de resposta en-
tre o inseticida do tipo carbamato, metomil, em re-
lacdo ao fosforado dursban, quando da adigao de
compostos hipoteticamente sinérgicos que estao
presentes na fragéo terpénica e respectivas adi¢cdes
em diferentes proporgdes do blend.

Como mencionado anteriormente, monoter-
penos com fB-pineno, limoneno, alpha terpineno,
y-terpineno, terpinen-4-ol, eucaliptol, linalol, ti-
mol, carvacrol e mentona, além do sequiterpeno
(E)-cariofileno, sao reconhecidamente inibidores
de esterases (Tong; Bloomquist, 2013) e estiveram
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presentes na composicao da fracao terpénica, bem
como na composicao obtida apos a adigao do blend
de compostos em diferentes porcentagens. Des-
sa forma, podem contribuir na expressao do efeito
sinérgico para o inseticida carbamato diferente-
mente do inseticida fosforado. O mesmo pode ser
inferido para o efeito dos fenilpropanoides como
miristicina, metil-eugenol e o dilapiol, mesmo né&o
ultrapassando 27,0% da composi¢cao da fragdo e
suas variagdes de combinacado com o blend. Os fe-
nilpropanoides podem ter um papel importante na
expressao do efeito sinérgico, uma vez que inibem
nao somente esterases como também monooxige-
nases dependentes do citocromo P450 e glutationa
S-transferase (Lichtenstein et al., 1974; Qin et al.,
2010; Waliwitiya et al., 2012; Liu, 2015), porém hi-
poteticamente poderiam atuar de forma diferenciada
em relagéo a inibigdo das esterases, além das qui-
nases envolvidas no processo.

Como mencionado anteriormente, esse comple-
xo de reagdes enzimaticas pode nao responder de
forma linear a adigdo de compostos considerados
inibidores das enzimas envolvidas no processo.

A significativa reducao do efeito sinérgico da
fracao terpénica, na medida em que o blend foi
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adicionado de forma crescente, pode ser explicada
pelo antagonismo que geralmente ocorre entre al-
guns compostos quando associados em determina-
das proporgdes ao mirceno, a-pineno e ao S-pineno
(Pavela, 2014, 2015), o que pode reduzir o efeito
sinérgico pela inativacdo cumulativa desses com-
postos. E importante observar que, por se tratarem
de monoterpenos, o aumento de seus teores na
composicao da fracdo quando da adicao do blend
a 25,0% (V/V) (Figura 1) pode ter sido determinan-
te na queda dos valores do FS. Além disso, deve
ser considerada a diferenca entre a fosforilacédo e
carbamilagédo na regulagdo da AChE em que esses
compostos podem atuar de diferentes formas para
a expressdo do sinergismo ou antagonismo das
combinagdes.

Na comparagdo com os coeficientes angulares
das combinagdes sinérgicas do blend de compostos
com o inseticida dursban, o maior valor 1,38 (1,29—
1,47) foi observado para o inseticida sem nenhuma
adicdo de compostos, diferindo significativamente
dos demais valores dos coeficientes angulares dos
outros tratamentos avaliados (Figura 5).

0,81

+

T T

Dursban +

T 1

Dursban +
F1-25

Dursban +
F1-10

Figura 5. Coeficientes angulares das retas obtidas pela regresséao linear de dose-resposta da fra-
¢éao terpénica (F1) sem enriquecimento, com adi¢gao de butéxido de piperonila — PBO (10 vezes) e
apos a combinagéo dos diferentes porcentuais do blend de compostos: F1-2 (enriquecida a 2,0%),
F1-10 (enriquecida a 10,0%), F1-25 (enriquecida a 25,0%), combinados com o inseticida dursban
para o controle de larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797).
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Nao diferiram significativamente entre si os
valores dos coeficientes angulares do insetici-
da dursban que recebeu a adicdo das fragoes:
a) sem enriquecimento 0,90 (0,82-0,98); b) enri-
quecidas e adicionadas a 2,0% (V/V) ao inseticida
0,81 (0,70-0,91); e c) adicédo a 25,0% (V/V) 0,77
(0,68-0,86). Na sequéncia, o coeficiente angular
da combinagdo do dursban com a fracdo enrique-
cida a 10,0% (V/V) foi de 0,62 (0,55-0,68) e com o
PBO 0,51 (0,46-0,56), sendo os menores valores
observados, além de terem diferido significativa-
mente entre si.

Tal resultado indica que, com exceg¢ao da com-
binacdo da fragdo sem enriquecimento com o in-
seticida dursban, os demais tratamentos, além de
apresentarem antagonismo ao inseticida, ndo ace-
leram a resposta de mortalidade diante de peque-
nas variagdes das concentragdes das combinagdes
comparadas (Carvalho et al., 2017). Isso implica
em uma menor correlagao de sensibilidade entre a
mortalidade e a concentragdo da amostra e, conse-
quentemente, um maior intervalo de tempo neces-
sario para a promogao da mortalidade do inseto-
-alvo (Araujo et al., 2012).

Jaoinseticida dursban, combinado com a fragédo
sem enriquecimento, apresentou um valor de coefi-
ciente angular que junto ao modesto efeito sinérgico
pode ser considerado uma alternativa dessa combi-
nacgao na formulagdo como inseticida.

Avaliagdo do efeito sinérgico da combinagao do
inseticida ciflutrinacomafragao terpénica(F1) do
dleo essencial de Piper aduncum L. enriquecida
com blend de terpenoides e fenilpropanoides

Independentemente da combinagéo do insetici-
da ciflutrina com a fragao terpénica do Oepa, quer
enriquecida com os diferentes compostos ou nao,
assim como com o butéxido de piperonila (PBO),
foram observados efeitos sinérgicos significativos
(FSs > 1) em todos os tratamentos. Tal resultado
pode ainda ser observado, independentemente
da porcentagem de participacéo do blend de com-
postos, na composigdo da combinagado (Figura 6).
O maior valor de FS = 71,43 (IC = 65,93-75,93) ob-
servado para a ciflutrina combinada com a fracédo
sem enriquecimento diferiu significativamente de
todos os demais tratamentos avaliados.

O valor de FS = 17,61 (IC = 13,99-20,87) obti-
do para a combinacado desse inseticida com a fra-
¢ao enriquecida com 2,0% (V/V) do blend comple-
to de compostos nao diferiu significativamente dos
valores de FSs, que foram crescentes na seguin-
te ordem de combinagéo da ciflutrina: com fragao
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enriquecida com 10,0% (V/V) do blend de compostos
[FS = 21,52 (19,26-23,85)] e com 25,0% (VW/V) do
blend completo de compostos [FS = 23,06 (20,94—
25,20)]. A combinagéo do PBO com esse inseticida
apresentou um valor de FS = 4,64 (4,48-4,70) que
diferiu significativamente dos tratamentos conside-
rados anteriormente.

Tais valores de FSs foram maiores que os ob-
tidos 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 combinagao, demonstrando a necessidade
de maiores concentragdes de compostos, incluindo
o dilapiol, na manifestagéo da sinergia.

Os piretroides foram desenvolvidos a par-
tir do piretrum, que € uma mistura de substan-
cias obtidas da maceracado da flor do crisantemo
(Chrysanthemum spp.). Apds o estabelecimento das
rotas para a sua sintese, surgiu esse grupo de inse-
ticidas classificados como ésteres do acido crisan-
témico (Santos et al., 2008; Zambolim et al., 2008)
que atuam interagindo com os canais de sodio dis-
tribuidos ao longo dos axdénios, prolongando ou im-
pedindo o fechamento normal deles apds a trans-
miss&o do impulso nervoso. Dessa forma, permitem
o fluxo excessivo de ions de sédio para o interior da
célula nervosa, ocasionando a hiperexcitabilidade e
morte do inseto (Zambolim et al., 2008).

Embora na degradacédo 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 atuacado de esterases especificas perten-
centes a uma grande superfamilia de a/@ proteinas
hidrolases seja importante para a resisténcia de
piretroides (Oakeshott et al., 2005; Ai et al., 2010),
sendo essa classe de enzimas considerada de me-
nor importancia para a degradacao de piretroides
(Kadous et al., 1983). Essas enzimas sequestram
os inseticidas mais rapidamente do que os metaboli-
zam, impedindo, desse modo, que cheguem ao local
de agdo. Sao importantes para a evolugao da resis-
téncia a inseticidas organofosforados e carbamatos
e, em menor escala, aos piretroides (Kadous et al.,
1983).

Resultados cinéticos obtidos por meio de espec-
trofotometria indicaram que os inseticidas piretroides
aletrina, deltametrina, fenpropatrina e cipermetrina
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afetam a GST, reduzindo a sua atividade catalitica,
principalmente o composto deltametrina, que apre-
sentou maior potencial inibitério. Embora os inseti-
cidas aplicados neste estudo pertengam a mesma
classe, mostraram mecanismo de inibicao diferen-
tes dependendo do composto (Ribeiro et al., 2022).

A associagdo da resisténcia de noctuideos
como S. frugiperda aos inseticidas piretroides com o
aumento da desintoxicagdo pelas monooxigenases
dependentes do citocromo P-450 é relatada em di-
ferentes regides do mundo (Pittendrigh et al., 1997;
Grubor; Heckel, 2007; JouRen et al., 2012; Han
et al., 2015).

Compostos com reconhecida agéo sinérgica
para piretroides estdo presentes na composig¢ao do
blend, tais como, fenilpropanoides: eugenol (Norris
et al., 2018), miristicina (Joffe et al., 2012), cinamal-
deido (O’'Neal et al., 2019; Yuan et al., 2019) e dila-
piol (Joffe, 2011; Fazolin et al., 2015; 2016a, 2016b,
2016c, 2017); monoterpenos: limoneno (Joffe et al.,
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2012; Melo, 2017), 3-careno (Suwannayod et al.,
2019) e a-terpineno (Melo, 2017); monoterpenoi-
des oxigenados: terpinen-4-ol (Melo, 2017), carva-
crol (Norris et al., 2015, 2018, 2019; Gross et al.,
2017), neral (Gross et al., 2017; Norris et al., 2015),
1,8-cineol (Melo, 2017) e linalol (Suwannayod
et al., 2019), além do sesquiterpeno B-cariofileno
(Suwannayod et al., 2019). Esses compostos re-
lacionados apresentam capacidade de inibicdo de
pelo menos uma das trés principais classes de enzi-
mas destoxificativas.

As mesmas consideragdes sobre a necessida-
de de construgéo de isobologramas, feitas anterior-
mente para os inseticidas organofosforados, tam-
bém sao validas para esse grupo quimico.

Pode-se constatar, no presente estudo, uma
tendéncia ao acréscimo dos valores de FSs pro-
porcional ao aumento da concentragao do blend na
combinagado, embora com auséncia de significancia
entre os tratamentos.

0,00
Ciflutrina +

Ciflutrina +
F1 PBO 10x

Ciflutrina +

Ciflutrina +
F1-25

Ciflutrina +
F1-2 F1-10

Tratamento

Figura 6. Fatores de sinergismo da fragéo terpénica (F1) sem enriquecimento, com adi¢cdo de butéxido
de piperonila — PBO (10 vezes) e apds a combinacao dos diferentes porcentuais do blend de compostos:
F1-2 (enriquecida a 2,0%), F1-10 (enriquecida a 10,0%), F1-25 (enriquecida a 25,0%), combinados com
o inseticida ciflutrina para o controle de larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797).
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Isso pode sugerir a ocorréncia de sinergismo
nos compostos do blend entre si e/ou com os com-
postos da fracédo terpénica, como por exemplo, li-
moneno, 1,8-cineol, etc. (este ultimo interfere posi-
tivamente na penetragcdo de compostos na cuticula
do inseto). No entanto, a quantidade de compostos
sinérgicos inibidores de P-450 na fragdo deve ter
sido suficiente para promover o sinergismo com a
ciflutrina dentro dessa magnitude.

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

2,30
2,20
2,10
2,00
1,90
1,80
1,70
1,60
1,50
1,40 -
1,30
1,20 -
1,10 -
1,00
0,90 -
0,80 -
0,70 -
0,60 -
0,50 -
0,40 -
0,30
0,20 -
0,10

0,00

1,98

Valor do coeficiente angular

0,22

Ciflutrina Ciflutrina +

Ciflutrina +
F1 PBO 10x

Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento 70

vezes aproximadamente. E fato que esse valor foi
menor que quaisquer combinagdes da ciflutrina com
a fragéo terpénica, independente do enriquecimento
(Figura 6).

Na comparagéo dos coeficientes angulares das
combinagdes sinérgicas do blend de compostos
com o inseticida ciflutrina, o maior valor [1,98 (1,74—
2,22)] foi observado para a combinagédo desse in-
seticida sem a adigdo de quaisquer combinacdes
da fragdo terpénica, independentemente do enri-
quecimento e suas variagdes porcentuais no blend
(Figura 7).

Ciflutrina +
F1-25

Ciflutrina + Ciflutrina +
F1-2 F1-10

Tratamento

Figura 7. Coeficientes angulares das retas obtidas pela regresséo linear de dose-resposta da fragéo terpénica (F1)
sem enriquecimento, com adigdo de butdxido de piperonila — PBO (10 vezes) e ap6s a combinagao dos diferentes
porcentuais do blend de compostos: F1-2 (enriquecida a 2,0%), F1-10 (enriquecida a 10,0%), F1-25 (enriquecida a
25,0%), combinados com o inseticida ciflutrina para o controle de larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797).
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O valor do coeficiente angular da fracdo enri-
quecida com o blend de compostos adicionado a
10,0% (V/V) [0,75 (0,69-0,82)] ndo diferiu significa-
tivamente do valor do coeficiente angular da combi-
nagédo desse inseticida com a fragcdo adicionada a
25,0% (W/V) [0,81 (0,76-0,86)]. Ambas as combina-
¢Oes diferiram significativamente da combinacéo da
ciflutrina com o blend de compostos adicionado a
2,0% (V/V) [0,52 (0,45-0,82)].

De uma maneira geral, pode-se considerar uma
tendéncia de acréscimo no valor do coeficiente an-
gular em fungcado do aumento da concentragao do
blend de compostos na combinagao com a ciflutri-
na, mesmo nao havendo significaAncia na diferenga
entre os valores da menor porcentagem de adigédo
com as duas maiores porcentagens na combinagao
com a ciflutrina.

Quanto a combinagdo desse inseticida com
o PBO, o valor do coeficiente angular foi de 0,97
(0,88-1,06), significativamente maior que todas as
combinagdes da ciflutrina com o blend de compos-
tos, independentemente da porcentagem de adig¢ao.

A combinacgéo da ciflutrina com a fragdo sem adi-
¢ao de compostos foi a que apresentou menor valor
do coeficiente angular [0,22 (0,25-0,19)], diferindo
significativamente de todos os demais tratamentos.

No entanto, considerando o alto valor do fator
de sinergismo quando esse inseticida € combina-
do a fragao terpénica sem adigdo de compostos, a
menor velocidade de expressao da letalidade, devi-
do ao baixo valor do coeficiente angular, pode ser
compensada pela potencializacdo do inseticida e
mereceria um ponderamento na tomada de decisao
quanto a elaboragéo de uma formulagéo.

Caso a opgao seja um efeito sobre a mortalida-
de em um menor intervalo de tempo, acréscimos
percentuais da fragdo enriquecida com o blend de
compostos deverao ser adicionados ao inseticida,
aumentando tanto os valores dos coeficientes an-
gulares como os fatores de sinergismo, considera-
dos ainda elevados por corresponderem a potencia-
lizacdo da ciflutrina em um intervalo entre 17,61 e
23,05 vezes em relagao ao inseticida sem a adigao
de compostos. Nesse caso, fica evidenciada uma
maior correlacao de sensibilidade entre a mortalida-
de e a concentragdo dessas combinagdes e, con-
sequentemente, um menor intervalo de tempo seria
necessario para promover a mortalidade do inseto-
-alvo (Araujo et al., 2012).

Conclusoes

1) A fracao terpénica do Oepa, enriquecida ou nao
com os diferentes compostos, apresentou efeito
sinérgico para o inseticida metomil.

2) O maior valor do fator de sinergismo foi observa-
do para o metomil combinado com a fragdo sem
enriquecimento.

3) Ha um decréscimo dos valores dos fatores de
sinergismo com o aumento da concentragao per-
centual do blend de compostos na combinagéo
com o inseticida metomil.

4) Uma baixa potencializagdo, embora sinérgica,
da combinagdo do metomil com a fragdo enri-
quecida com o blend adicionado a 25,0% (V/V)
apresenta uma rapida resposta de mortalidade
para larvas de S. frugiperda.

5) A fragéo terpénica sem qualquer enriquecimen-
to combinada ao inseticida dursban foi a unica
a apresentar efeito sinérgico e menor tempo
para a promogao da mortalidade de larvas de
S. frugiperda.

6) A fracéo terpénica combinada com 2,0% (W/V)
do blend de compostos apresentou efeito aditivo
para a toxicidade do inseticida dursban.

7) Afragéao terpénica combinada com 10,0 e 25,0%
(W/V) do blend de compostos apresentou efei-
to antagbnico para a toxicidade do inseticida
dursban.

8) Ha um decréscimo dos valores dos fatores de
sinergismo com o0 aumento da concentrag¢ao per-
centual do blend de compostos na combinagéo
com o inseticida dursban.

9) A fragao terpénica do Oepa, enriquecida ou nao
com os diferentes compostos, apresentou efeito
sinérgico para o inseticida ciflutrina.

10) O maior valor do fator de sinergismo foi obser-
vado para a ciflutrina combinada com a fragéo
sem enriquecimento que necessita, no entanto,
de um tempo maior para a promog¢ao da morta-
lidade de larvas de S. frugiperda.

11) A fracao terpénica, combinada com o blend de
compostos e adicionada a 25,0% (V/V) ao inse-
ticida ciflutrina, foi a que apresentou um equi-
librio entre o efeito sinérgico e a necessidade
de menor tempo para a expressao da letalidade
desse inseticida a larvas de S. frugiperda.

12) Ha um acréscimo dos valores dos fatores de si-
nergismo com o aumento da concentragéo per-
centual do blend de compostos na combinagao
com o inseticida ciflutrina.
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13) O inseticida ciflutrina, comparado ao metomil e
dursban, foi o que apresentou maiores valores
de resposta sinérgica pela adi¢cao da fragéo ter-
pénica em todas as propor¢gbes com os blends
de compostos avaliados.
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