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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 fracbes do 6leo essencial de Piper aduncum L. (Oepa) € consi-
derado ambientalmente sustentavel pela reducao de residuos. Portanto, o
desenvolvimento de formulagbes a partir dessas fragdes enriquecidas por
adicao de blends de compostos pode ser uma opgao sinérgica para inseti-
cidas quimicos, sendo esse o objetivo deste trabalho. Utilizaram-se para a
elaboragao do blend 27 monoterpenoides, 3 sesquiterpenoides e 7 fenilpro-
panoides combinados com a fragdo intermediaria (50,00% de dilapiol) do
Oepa nas proporgdes de 2,00, 10,00 e 25,00%. A toxicidade dos tratamentos
foi diferenciada pela comparagéo dos fatores de sinergismo (FSs) e coefi-
cientes angulares das retas obtidas da regresséo da resposta concentragao-
-mortalidade. A fragcédo enriquecida ou ndo com os diferentes compostos foi
sinérgica para os inseticidas metomil e ciflutrina; ocorreu uma tendéncia de
decréscimo dos valores dos FSs com o aumento da concentragao percentual
do blend de compostos na combinacao da fragdo com o inseticida metomil;
o maior valor do FS foi observado para a ciflutrina combinada com a fragao
sem enriquecimento, porém necessitando de um tempo maior para a promo-
¢ado da mortalidade de larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith); esse
inseticida, comparado aos demais, apresentou maior resposta sinérgica em
todas as proporg¢des na combinagao com o blend de compostos avaliados; a
fracdo sem qualquer enriquecimento combinada ao inseticida dursban apre-
sentou efeito antagdnico.

Termos para indexagao: fenilpropanoides, destilacao fracionada, déleo
essencial, resisténcia de insetos, dilapiol.

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

Abstract — The utilization of synergistic compounds alongside chemical
insecticides represents a promising strategy for manage insect resistance.



The availability of commercial products embodying
this approach remains limited. Leveraging essential
oil fractions derived from Piper aduncum L. (Oepa)
presents an environmentally sustainable alternative,
owing to its waste reduction benefits. Consequently,
this study aims to develop formulations utilizing
these fractions, enhanced by the incorporation
of compound blends, as a synergistic option for
chemical insecticides. In the formulation process,
27 monoterpenoids, 3 sesquiterpenoids, and 7
phenylpropanoids were incorporated with the
intermediate fraction (50.00% dillapiole) of Oepa
in varying proportions of 2.00, 10.00 and 25.00%.
The toxicity of these treatments was assessed
through the comparison of synergism factors (FS)
and angular coefficients derived from concentration-
-mortality response. Both the enriched and non-
enriched fractions demonstrated synergism with the
insecticides methomyl and cyfluthrin. Furthermore,
there was an trend of decreasing FS values with
increasing blend concentration in the methomyl
combination. Cyfluthrin exhibited the highest FS
value when combined with the fraction lacking
enrichment, albeit requiring a longer duration to
induce mortality in Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith) larvae compared to other insecticides.
Cyfluthrin displayed a more pronounced synergistic
response across all blend proportions evaluated.
However, it's worth mentioning that the fraction
without any enrichment, when combined with the
insecticide dursban, exhibited an antagonistic effect.

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

Introducgao

O desenvolvimento de um produto fitossanitario
implica um processo longo, geralmente levando de
10 a 12 anos desde a descoberta de um composto
quimico até o inicio de sua produg¢do em larga es-
cala. Os custos associados a esse desenvolvimen-
to sao significativos, girando em torno de US$ 250
milhdes (Do Laboratério [...], 2019). Paralelamente,
0 processo de obtengdo de protecéo patentaria no
Brasil requer em média 12 anos (Instituto Nacional
da Propriedade Industrial, 2021) a partir do depo-
sito da patente. Durante o periodo de protegao,
muitas vezes os agroquimicos perdem parte de
sua eficacia devido a evolucado da resisténcia dos
organismos-alvo, como insetos e acaros-praga, o
que afeta negativamente sua comercializagéo.

Embora ndo haja dados atualizados, Oliveira
(2017) observou que a resisténcia evoluiu para 56
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ingredientes ativos de pesticidas comercializados
no Brasil, abrangendo 22,00% dos 254 inseticidas
e acaricidas categorizados pelo Comité de Agao
a Resisténcia a Inseticidas (Irac). Os ingredientes
afetados pertencem a 22 grupos distintos, com os
organofosforados, ciclodieno organoclorados e
piretroides/piretrinas registrando o maior nimero de
casos de resisténcia.

O uso intensivo de inseticidas tem levado a ra-
pida evolugao da resisténcia em muitos insetos, im-
pulsionando a busca por produtos novos € mais se-
guros (Akhtar; Isman, 2013). Uma das estratégias é
o uso de sinérgicos em combinagao com inseticidas,
embora produtos comerciais com essa propriedade
sejam menos utilizados devido a escassez de op-
¢bes de compostos sinérgicos disponiveis (Fazolin
et al., 2016a).

O butéxido de piperonila (PBO) é o sinergista
mais comumente usado pela industria de agroqui-
micos. Sintetizado desde 1947, oferece diversas
possibilidades de formulagdo, especialmente em
combinagao com piretrinas, piretroides, rotenona e
carbamatos (Knowles, 1991; Tozzi, 1998). Além dis-
S0, 0s oleos essenciais (OEs) também podem atuar
como sinergistas, inibindo enzimas metabdlicas de-
toxificativas relacionadas ao mecanismo bioquimico
de resisténcia.

Os OEs séao frequentemente mais eficazes do
que os compostos isolados, e ha evidéncias de que
seus componentes minoritarios podem atuar como
sinergistas, aumentando o efeito dos componen-
tes maijoritarios por meio de varios mecanismos
(Akhtar; Isman, 2013). Com base no conhecimento
das interagdes entre compostos, foram desenvolvi-
das formulagdes com misturas de OEs para maximi-
zar a eficacia dos produtos inseticidas. Por exemplo,
a EcCoSMART Technologies desenvolveu pesticidas
contendo diferentes misturas de 6leos de alecrim,
hortela-pimenta, capim-limao, cravo, canela e/ou
monoterpenos como ingredientes ativos (Isman;
Tak, 2017).

Piper aduncum L. (Piperaceae) é uma espé-
cie abundante no Acre, e seu 6leo essencial, rico
em dilapiol, tem mostrado efeito sinérgico para va-
rios inseticidas quimicos e naturais, como Neem,
Toosendanin, Tenulin, Rotenona, Piretrum e dleo
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, 2016c, 2017).

A Embrapa Acre tem obtido fragbes do dleo de
P. aduncum ricas em dilapiol por meio de fraciona-
mento, resultando em duas outras fragdes distin-
tas como residuos. O aproveitamento sustentavel
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dessas fragdes, em vez do descarte, é considerado
desejavel para promover uma economia circular e
reduzir a geracao de residuos (Fontgalland, 2022).

Para o enriquecimento da fragédo intermediaria
do dleo, foram selecionados compostos com base
em sua ocorréncia em plantas do género Piper
e disponibilidade no mercado. Compostos como
alfa-pineno, limoneno, 1,8-cineol, timol, metil euge-
nol, dilapiol, sarisan ou asaricina foram considera-
dos devido a sua abundancia e facilidade de obten-
¢ao (Fazolin et al., 2022). Esses compostos visam
aumentar a eficacia sinérgica dos inseticidas e pro-
mover o aproveitamento sustentavel das fracoes de
Oleo antes consideradas residuos.

O desenvolvimento de formulagées para o ma-
nejo da resisténcia dos insetos, por meio de fragdes
quimicas do 6leo essencial de P. aduncum enrique-
cidas com diferentes compostos, busca aumentar a
eficacia dos inseticidas e promover a sustentabili-
dade na agricultura. Essa abordagem n&o apenas
oferece uma alternativa sustentavel para o controle
de pragas, mas também amplia a utilizagdo de re-
cursos da biodiversidade amazénica na industria de
agroquimicos, contribuindo para a geragdo de no-
vos produtos comerciais e melhoria da eficacia dos
produtos existentes.

Esta publicagdo estd 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., identificagcao e quantificagcdao dos
constituintes

Toda a produgéao do 6leo essencial e experimen-
tacao relatada neste trabalho foram conduzidas na
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 coletadas em
area de produgcao da Embrapa Acre, separando-
-se somente as folhas e talos finos para secagem.
O dleo essencial foi obtido em um destilador, utili-
zando o principio de arraste de vapor em um siste-
ma de caldeira aquecida a diesel. O 6leo essencial
foi redestilado por meio do sistema de destilagdo
fracionada, utilizando coluna empacotada (segredo
industrial). O processo teve a duracao de 4 horas,

coletando-se trés fragcées que foram caracterizadas
quimicamente.

Os oleos e as fragdes retificadas foram ana-
lisados por cromatografia em fase gasosa em
equipamento Agilent 7890A com detector de io-
nizagdo de chama (CG-DIC) e coluna capilar HP-
5-MS (5,00%-fenil-95,00%-metilsilicone, 30,00 m x
0,25 mm x 0,25 um). O detector foi operado a 280 °C
e o injetor a 250 °C. As amostras foram dissolvidas a
0,10% 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
quantificagcao, as areas brutas obtidas no CG-DIC
foram normalizadas utilizando-se um padréao inter-
no (octanoato de metila) e corrigidas com os fatores
de resposta tedricos em planilha Excel (Bizzo et al.,
2020) expressos como area relativa percentual.

A identificagdo foi realizada em cromatégrafo
Agilent 7890A acoplado a espectrdmetro de mas-
sas Agilent 5775C (CG-EM), operado no modo io-
nizagao eletrbnica (70 ev), taxa de varredura de
3,15 scan s, na regido de 35 a 350 u. As tempera-
turas da linha de transferéncia, fonte de ionizagao
e analisador foram de 260, 200 e 150 °C, respec-
tivamente. O hélio foi utilizado como gas 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 indi-
ces de retencgao linear (IRLs), que foram compara-
dos com dados da literatura (Adams, 2007). Para a
determinacao dos IRLs, foi injetada uma mistura de
alcanos lineares (C, a C,;) 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 fragOes: terpénica, intermediaria e fenilpro-
panoica. Nessa fase experimental, foi considerada
apenas a fragao intermediaria.

Adicado de compostos as fragoes retificadas para
a composicao de blends

Apés a caracterizacdo quimica da fragao inter-
mediaria do Oepa foi elaborado um blend completo
pela combinacdo de 36 compostos presentes em
grande parte nos 6leos essenciais de Piperaceae,
adquiridos na sua forma purificada na Sigma Aldrich
Brasil com pureza superior a 98,00%.

Foram utilizados 7 fenilpropanoides: anetol, eu-
genol, miristicina, p-anisaldeido, (E)-cinamaldeido,
sarisan e dilapiol; 12 monoterpenos: (-)-B-pineno,
(-)-a-pineno, (+)-limoneno, (+)-3-careno, mirceno,



o-cimeno, p-cimeno, sabineno, terpinoleno, a-felan-
dreno, a-terpineno, y-terpineno; 14 monoterpenos
oxigenados: (-)-terpinen-4-ol, L-carvona, (+)-car-
vona, citronelal, (-)-endo-borneol, carvacrol, ne-
ral, eucaliptol (1,8 cineol), geraniol, isoborneol,
L-linalol, L-mentona, timol e a-terpineol; 1 sesquiter-
peno: B-cariofileno; e 2 sesquiterpenos oxigenados:
nerolidol e 6xido de cariofileno.

Inicialmente, apenas um blend completo foi
produzido e armazenado em geladeira domésti-
ca a 6 °C, utilizando-se quantidade equivalente
de cada composto (1:1) (Tak et al., 2017) em trés
propor¢des diferentes no enriquecimento da fracao
intermediaria.

Foram utilizadas trés proporgdes do blend
completo de compostos na combinagdo com cada
fracdo: 2,00% (V/V) (1,00 uL de cada composto li-
quido e 1,00 ug de cada composto soélido), 10,00%
(W/V) (5,60 pL de cada composto liquido e 5,60 ug
de cada composto sélido) e 25,00% (V/V) (13,90 uL
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80,00 -
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59,70 57,90

60,00 -
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de cada composto liquido e 13,90 ug de composto
sélido) completados em vidro &mbar até que o vo-
lume final atingisse 2,00 mL. Esses frascos foram
fechados com batoque e tampa rosqueada, perma-
necendo sob refrigeragéo até o momento de sua
utilizacdo. De forma resumida, a porcentagem de
participagdo de cada grupo quimico na composigcao
da fracao intermediaria (F2), antes e apds a adigéo
dos diferentes porcentuais do blend de compostos,
pode ser observada na Figura 1.

Dessa forma, foram submetidas a avaliagdo do
efeito sinérgico essas proporgdes do blend comple-
to (2,00, 10,00 e 25,00% (V/V)) em combinagao com
os inseticidas dursban (organofosforado), ciflutrina
(piretroide sintético) e metomil (carbamato), todos
adquiridos na forma purificada na Sigma Aldrich.
Os tratamentos assim constituidos foram compara-
dos entre si e pela combinagao do butéxido de pipe-
ronila (PBO), tomado a dez vezes (Stewart, 1998),
com a DL, de cada inseticida.

= Nao identificado

m Pentadecano

ShiEt Fenilpropanoide

m Sesquiterpeno
oxigenado

m Sesquiterpeno
hidrocarbonado

= Monoterpeno
oxigenado

m Monoterpeno
hidrocarbonado

Figura 1. Porcentagem de participagdo de cada grupo quimico utilizado na composi¢cdo da
fracdo intermediaria (F2) apos a adigéo dos diferentes porcentuais do blend de compostos: F2-2
(enriquecida a 2,00%), F2-10 (enriquecida a 10,00%) e F2-25 (enriquecida a 25,00%).
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Avaliagdo toxicoldgica das combinagbes das
fragées do dleo essencial de Piper aduncum L.
com os inseticidas

Para cada inseticida e cada uma das combina-
cOes 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 padrdes ide-
ais para experimentagéo 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 concentragdo-mortalidade e determina-
¢éo da dose com probabilidade de causar 50,00%
de mortalidade (DL, ;) para cada inseticida e/ou for-
mulagao 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 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 70,00 £ 5,00% e fo-
tofase de 12 horas, até o momento da avaliagdo da
mortalidade dos individuos. O tempo de exposi¢cao
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 bandeja de plastico transparente
retangular, sendo armazenadas em camara climati-
zada BOD com temperatura controlada de 25 + 2 °C
e fotofase de 12 horas.

Em todos os bioensaios os dados de morta-
lidade de concentracao-resposta foram submeti-
dos a andlise de Probit, utilizando-se o programa
de andlises 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).

Avaliagdo do potencial sinérgico das
combinagées de compostos com as fragoes do
dleo essencial de Piper aduncum L. em relagao
aos inseticidas

A partir dos resultados das analises de Probit,
descritas anteriormente, foi tomado um meio das
DL,, de cada fragdo combinada com as diferentes
proporgcdes dos blends para uma nova combinacao
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 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 95,00% dos FSs das com-
binacdes avaliadas (Van Frankenhuyzen, 2009) e,
consequentemente, a sobreposicdo desses valores
indica a auséncia de diferencga 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 anadlise de Probit admitida como uma re-
gresséo linear. Tal coeficiente indica a rapidez da
resposta de mortalidade quando o inseto-alvo é sub-
metido a pequenas variagdes de doses das combi-
nacoes (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
alvo e, consequentemente, os menores valores indi-
cam que um maior intervalo de tempo é necessario
para expressar a letalidade do xenobidtico (Araujo
etal., 2012).
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Resultados e discussao de dilapiol: fragdo terpénica (26,00%), fragao inter-
mediaria (59,10%) e fracao fenilpropanoica (85,30%
Analise dafragéo intermediaria do 6leo essencial de dilapiol). Nessa fase experimental foi considera-

de Piper aduncum L.

As trés fragbes destiladas foram denominadas
tomando-se como referéncia os diferentes teores

da apenas a fragéo intermediaria, caracterizada na
Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo (area %) da fragdo intermediaria do odleo
essencial de Piper aduncum L.

Composto identificado IRL_ IRL, 2 Area (%)
a-pineno 931 932 n.q.®
canfeno 945 946 n.q.
sabineno 970 969 n.g.
B-pineno 974 974 0,1
mirceno 989 988 n.q.
a-felandreno 1.002 1.002 n.q.
6-3-careno 1.009 1.008 n.g.
a-terpineno 1.015 1.014 n.g.
p-cimeno 1.022 1.022 n.q.
limoneno 1.025 1.024 n.q.
1,8-cineol 1.029 1.026 n.g.
(2)-B-ocimeno 1.034 1.032 n.g.
(E)-B-ocimeno 1.044 1.044 n.g.
y-terpineno 1.054 1.054 n.g.
terpinoleno 1.085 1.086 n.g.
linalol 1.099 1.095 n.g.
neo-allo-ocimeno 1.137 1.140 n.g.
mentona 1.150 1.148 n.g.
isoborneol 1.152 1.155 n.g.
borneol 1.161 1.165 n.q.
terpinen-4-ol 1.174 1.174 n.q.
a-terpineol 1.188 1.186 n.g.
carvona 1.240 1.239 n.g.
piperitona 1.250 1.249 n.g.
(E)-anetol 1.281 1.282 n.g.
acetato de bornila 1.281 1.284 n.g.
safrol 1.285 1.285 n.g.
n.i. 1.321 - n.qg.

Continua...
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Tabela 1. Continuagéo.

Composto identificado IRL_, ™ IRL, Area (%)
timol 1.291 1.289 n.g.
carvacrol 1.300 1.298 n.qg.
o-elemeno 1.330 1.335 0,2
a-cubebeno 1.343 1.348 0,3
n.i. 1.357 - n.g.
ciclosativeno 1.359 1.369 0,2
a-ylangeno 1.364 1.373 n.q.
a-copaeno 1.369 1.374 1,1
[B-cubebeno 1383 1.387 0,2
B-elemeno 1.385 1.389 0,4
a-gurjuneno 1.401 1.409 0,2
(E)-cariofileno 1.413 1.417 17,4
B-copaeno 1.421 1430 0,5
y-elemeno 1.426 1.434 0,2
aromadendreno 1.430 1.439 n.g.
a-humuleno 1.445 1.452 3,2
B-santaleno 1.452 1.457 0,9
allo-aromadendreno 1.452 1.458 n.g.
trans-cadina-1(6),4-dieno 1.466 1.475 0,2
n.i. 1.469 - 1,3
y-muuroleno 1.470 1.478 n.g.
germacreno D 1.472 1480 n.g.
y-curcumeno 1473 1.481 n.g.
B-selineno 1.477 1.489 n.g.
trans-muurola-4(14),5-dieno 1.483 1.493 n.g.
n.i. 1.487 - 0,5
biciclogermacreno 1.488 1.494 n.q.
asaricina 1.491 1.495 n.g.
n-pentadecano 1.495 1.500 3,6
(E,E)-a-farneseno 1.503 1.505 0,2
[B-bisaboleno 1.503 1.505 n.g.
o-amorfeno 1.508 1.511 0,3
cubebol 1.508 1.514 0,3
miristicina 1.516 1.517 n.g.

Continua...
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Composto identificado IRL_ IRL, 2 Area (%)
6-cadineno 1.516 1.522 4,5
(Z)-nerolidol 1.528 1.531 n.g.
trans-cadina-1,4-dieno 1.525 1.533 0,5
a-calacoreno 1.535 1.544 0,6
elemicina 1.555 1.555 0,6
germacreno B 1.547 1.559 n.q.
(E)-nerolidol 1.559 1.561 0,9
espatulenol 1.569 1.577 0,5
6xido de cariofileno 1.574 1.582 1,3
viridiflorol 1.583 1.592 0,9
epoxido de humuleno |l 1.600 1.608 n.q.
dilapiol 1.619 1.620 59,1
Total de componentes identificados 98,2
Total de monoterpenos 0,1
Total de monoterpenoides oxigenados 0,0
Total de sesquiterpenos 32,9
Total de sesquiterpenoides oxigenados 3,9
Outros 63,3

™ indice de retengdo linear experimental (IRL

), calculado de acordo com

calc:

Van Den Dool e Kratz (1963). @ indice de retencdo linear da literatura (IRL,)
(Joulain; Konig, 1998; Adams, 2007).®) Nao quantificado (n.q.) (<0,10%). ® Nao

identificado (n.i.).
Trago (-): informag&o n&o aplicavel.

Efeito sinérgico da combinagdo do inseticida
metomil com a fragao intermediaria (F2) do dleo
essencial de Piper aduncum L. enriquecida com
um blend de compostos

Independentemente da combinagdo do inseti-
cida metomil com a fragéo intermediaria do Oepa,
quer enriquecida com os diferentes compostos
ou nao, assim como com o butéxido de piperonila
(PBO), foram observados efeitos sinérgicos signifi-
cativos (FSs > 1) em todos os tratamentos. Tal ten-
déncia de resultado pode ainda ser observada, inde-
pendentemente da porcentagem de participacéo do
blend de compostos, na composi¢ao da combinagao
(Figura 2).

O maior valor de FS = 1,94 (IC = 1,83-1,95)
observado para o metomil combinado com o buté-
xido de piperonila ndo diferiu significativamente do
valor de FS = 1,93 (IC = 1,77-2,00) obtido para a
combinagao desse inseticida com a fragdo sem enri-
quecimento, assim como da fragao enriquecida com
2,00% (W/V) do blend completo de compostos [FS
= 1,87 (1,62—-1,98)]. A partir desse ponto, os valo-
res dos FSs foram significativamente decrescentes,
na seguinte ordem de combinagdo do metomil, com
fracao enriquecida com 25,00% (V/V) do blend com-
pleto de compostos [FS = 1,42 (1,34-1,43)] e com
10,00% (V/V) do blend de compostos [FS = 1,23
(1,19-1,23)].
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Dessa forma, pode-se constatar uma tendéncia
de decréscimo dos valores dos FSs a medida que
aumenta a quantidade do blend na combinagao.

Os carbamatos, como o metomil, possuem agao
inseticida por inibir enzimas acetilcolinesterases
(AChE), classe de esterases que regula 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). A fragao intermediaria apresentou uma quan-
tidade insignificante de monoterpenos (0,01%). No
entanto, alguns compostos desse grupo quimico
adicionados a essa fragdo possuem teoricamente
a capacidade de inibir esterases e sao relatados
como sinergistas de inseticidas do tipo carbamato
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(Tong; Bloomquist, 2013). Assim, os monoterpenoi-
des B-pineno, limoneno, a-terpineno, y-terpineno,
terpinen-4-ol, eucaliptol, linalol, timol, carvacrol e
mentona poderiam ter influenciado no discreto efei-
to sinérgico, principalmente quando combinados em
enriquecimentos de maior proporcionalidade (10,00
e 25,00% (V/V)), o que nado pdde ser observado.
Por inibir varias enzimas da familia das esterases,
0 mais provavel nesse caso é que o sesquiterpeno
(E)-cariofileno tenha tido a maior influéncia na siner-
gia, uma vez que participou de forma majoritaria em
17,40% da composigéo final da fragdo intermedia-
ria. Atendéncia positiva dessa participacao pode ser
evidenciada somente na combinagao da fragcdo com
2,00% (V/V) com o blend de compostos. A partir
desse ponto, observaram-se decréscimos inespera-
dos dos valores do FS mesmo que a porcentagem
da participacdo do (E)-cariofileno na composicédo
final da fracdo enriquecida tenha se mantido sem
alteracdes significativas.

1,87

1,23

}1
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0,20 -
0,10 -

i

Fator de sinergismo
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0,00 -
Metomil + Metomil +
F2 PBO 10x

Metomil +

Metomil + Metomil +
F2-2 F2-10 F2-25

Tratamento

Figura 2. Fatores de sinergismo da fragdo intermediaria (F2) com adicdo de butdxido de piperonila — PBO
(10 vezes) e apds a combinagéo dos diferentes porcentuais do blend de compostos: F2-2 (enriquecida a 2,00%),
F2-10 (enriquecida a 10,00%) e F2-25 (enriquecida a 25,00%), combinados com o inseticida metomil para o controle

de larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797).
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Adicionalmente, os fenilpropanoides presentes
na composi¢cao do 6leo como elemicina (0,60%) e
dilapiol (59,10%) e suas variagbes de combinacéo
com o blend podem ter um papel importante na ex-
pressao 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; Liu, 2015).

Esses valores do FS para o inseticida metomil
combinado com a fragéo intermediaria do Oepa, in-
dependentemente do enriquecimento com o blend
de compostos, foram discretamente superiores
do que aqueles obtidos por Fazolin et al. (2017),
quando avaliaram o efeito sinérgico do Oepa com
71,90% de dilapiol com esse inseticida pela via de
contaminagdo tépica sobre larvas de S. frugiperda
(variagado do FS entre 0,93 e 1,10). No entanto, pela
via de contaminacao residual, os FSs obtidos por
Fazolin et al. (2017) (variagao entre 16,5 e 17,2) fo-
ram maiores que os observados no presente traba-
Iho. Isso pode demonstrar a importancia do dilapiol
como sinérgico de inseticidas inibidores de AChE a
depender da via de contaminagéo do inseto-alvo.

Em observagbes anteriores a este trabalho, os
valores dos fatores de sinergismo da fracao terpé-
nica do Oepa, com as mesmas combinacdes de en-
riguecimento com esse inseticida, foram superiores
aos observados para a fragdo intermediaria neste
trabalho, independentemente da porcentagem do
blend de compostos adicionado a ela.

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

Esse complexo de reagdes enzimaticas pode
nao responder de forma linear a adicdo de compos-
tos considerados inibidores das enzimas envolvidas
no processo. A significativa redugao do efeito sinér-
gico da fragéo intermediaria, na medida em que o
blend foi adicionado de forma crescente, pode ser
explicada pelo antagonismo que geralmente ocor-
re entre alguns compostos quando associados em
determinadas proporgbes ao mirceno, a-pineno e
B-pineno (Pavela 2014, 2015), sendo possivel a
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reducgéo do efeito sinérgico pela inativacdo cumula-
tiva desses compostos. Pela presenga crescente de
monoterpenos hidrocarbonados no blend, o aumen-
to de seus teores na composic¢ao da fragao pode ter
sido decisivo na queda dos valores do FS (Figura 2).

A complexidade dessas reacdes ao nivel de fra-
¢ao do Oepa pode ainda ser amplificada quando es-
tdo envolvidos o a-pineno e B-pineno. Por se trata-
rem de compostos com acgao bivalente, podem inibir
em certas condigdes e ativar em outras 0 mesmo
grupo de familia de enzimas como as monooxige-
nases P450 (Brattsten et al., 1977). Tais resultados
podem exigir avaliagdes caso a caso na elaboragao
de formulagbes sinérgicas a partir de éleos essen-
ciais ricos em a-pineno e -pineno com outros com-
postos, com vistas a formulagbes inseticidas. Seria
oportuna e melhor a relagdo entre a proporg¢ao des-
ses compostos com os demais dentro da formula-
¢ao, quando é definida na rota bioquimica da des-
toxificagdo a ocorréncia da separagao dos efeitos
totalmente ambiguos para esse grupo enzimatico
durante a agado desses monoterpenos (Fazolin et al.,
2022).

Ao mesmo tempo em que ocorreu um decrésci-
mo na potencializacdo do metomil pela fragao inter-
medidria enriquecida com o blend de compostos a
10,00 e 25,00% (V/V), foi observado um valor signifi-
cativamente alto do coeficiente angular (1,31 e 1,55,
respectivamente) que diferiu do valor do coeficiente
angular (1,81) da combinagéo desse inseticida com
o PBO (Figura 3). Tal resultado indica que esses
tratamentos apresentam uma resposta de morta-
lidade mais rapida diante de pequenas variagdes
das concentragdes das combinagbes comparadas
(Carvalho et al., 2017). Isso implica em uma maior
correlagcdo de sensibilidade entre a mortalidade e
a concentragdo da amostra e, consequentemente,
em um menor intervalo de tempo necessario para
a promogao da mortalidade do inseto-alvo (Araujo
etal.,, 2012).

Valor considerado intermediario do coeficiente
angular de 1,25 (1,11-1,40) foi observado para o in-
seticida tomado de forma isolada.

As combinag¢des do metomil com a fragéo inter-
mediaria sem enriquecimento, fragdo enriquecida a
2,00% (W/V), consideradas como sinérgicas, apre-
sentaram baixa velocidade de resposta a intoxica-
¢ao do alvo, com valores do coeficiente angular de
0,77 (0,67-0,86) e 0,56 (0,53-0,59), respectivamen-
te (Figura 3).
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Figura 3. Coeficientes angulares das retas obtidas pela regressao linear de dose-resposta da fragéo intermediaria
(F2) com adigéo de butédxido de piperonila — PBO (10 vezes) e apds a combinacao dos diferentes porcentuais do

blend de compostos: F2-2 (enriquecida a 2,00%), F2-10

—

enriquecida a 10,00%) e F2-25 (enriquecida a 25,00%),

combinados com o inseticida metomil para o controle de larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797).

Tomando-se como referéncia as particularida-
des de cada combinacéo e considerando-se os re-
sultados extremos, um alto valor de potencializagao
do inseticida metomil, indicado pelo elevado valor
do fator de sinergismo, quando combinado a fragao
intermediaria sem enriquecimento, pode apresentar
o inconveniente de uma lenta resposta de mortalida-
de em funcao do baixo valor do coeficiente angular.
Por outro lado, uma baixa potencializagdo, embora
sinérgica, observada nas combinagées desse inseti-
cida com a fragéo enriquecida adicionada a 10,00 e
25,00% (V/V), pode apresentar uma rapida resposta
de mortalidade em fungao do alto valor do seu coe-
ficiente angular.

Efeito sinérgico da combinagdo do inseticida
dursban com a fragao intermediaria (F2) do 6leo
essencial de Piper aduncum L. enriquecida com
um blend de compostos

Todas as combinagdes do inseticida dursban
com as fracdes enriquecidas, independentemen-
te da porcentagem proporcional do blend na com-
binacdo, apresentaram FSs > 1, indicando efeito
sinérgico (Figura 4). Esses valores nao diferiram

significativamente entre si e variaram de 1,36 a
1,14, considerando-se os intervalos de confianga.
Embora considerados como indicadores do efeito
sinérgico para o inseticida dursban, ficaram muito
proximos do limite da aditividade.

A combinacgao do inseticida com o PBO, assim
como com a fragéo intermediaria do Oepa sem enri-
quecimento, apresentou efeito antagbnico, revelado
pelos valores dos FSs < 1 [FS = 0,24 (0,22-0,25) e
0,90 (0,79-0,98)], respectivamente (Figura 4).

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 71,90%. Os valo-
res do FS variaram para profenofés de 0,008 a 5,4;
fenitrotiona de 6,3 a 33,8; e clorpirifés de 0,18 a 2,5.
Com excegéo do clorpirifés, maiores proporgdes do
Oepa na combinagao ocasionaram menores efeitos
sinérgicos, indicando que a propor¢ao do sinergista
na combinagao é outro fator de importancia relevan-
te. Esses resultados sugerem que as respostas para
acgao sinérgica ou antagbdnica podem ainda depen-
der do tipo de inseticida fosforado considerado.
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Figura 4. Fatores de sinergismo da fracdo intermediaria (F2) com adi¢cdo de butéxido de piperonila — PBO
(10 vezes) e apds a combinagao dos diferentes porcentuais do blend de compostos: F2-2 (enriquecida a 2,00%),
F2-10 (enriquecida a 10,00%) e F2-25 (enriquecida a 25,00%), combinados com o inseticida dursban para o
controle de larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797).

Essa influéncia da proporcionalidade, tanto em
combinagdes com principios ativos de inseticidas
quimicos ou por blends de compostos sinergistas,
necessita do estabelecimento de propor¢des entre o
agente a ser sinergizado e o sinergista propriamente
dito (Fazolin et al., 2022). Para tanto, a construgédo
de isobologramas especificos na formulagéo desses
agentes de controle € de fundamental importancia.
A descrigado da agao conjunta de dois produtos/com-
postos por meio desse método permite que os prin-
cipios e alteragbes ligados a analise das associa-
¢cOes possam ser claramente evidenciados (Kruse
et al., 2006).

Os inseticidas fosforados como o dursban, apos
contato e/ou ingestdo, agem como inibidores das
enzimas acetilcolinesterases, responsaveis por hi-
drolisar o neurotransmissor acetilcolina. A enzima
é fosforilada pelo inseticida, ficando inativa. Ocorre
o 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; Séao
Paulo, 2001).

Portanto, uma alteracdo do mecanismo de
acetilcolinesterase produz um espectro amplo de
resisténcia aos inseticidas organofosforados, a

semelhanga dos inseticidas tipo carbamato (Sao
Paulo, 2001). Dessa forma, os mesmos compostos
presentes na composi¢cdo da fragdo intermediaria
possuem a capacidade de inibir esterases e séo
relatados como sinergistas de inseticidas organo-
fosforados (Lichtenstein et al., 1974; Abbassy et al.,
2009; Lopez; 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
fosforilagao 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, € importante observar que a fos-
forilacdo da acetilcolinesterase ndo é o principal
mecanismo de regulacao da AChE (Gigliolli et al.,
2011) e sim a carbamilagdo, conforme discutido
anteriormente. A fosforilagdo pode desempenhar
um papel secundario na regulacdo da AChE, mas
seu papel exato e os efeitos resultantes dependem
do seu local especifico e das quinases envolvidas
(Jokanovi¢, 2001).
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Isso pode explicar a diferenca de resposta entre
o inseticida do tipo carbamato, metomil, em relagao
ao fosforado dursban, principalmente esse ultimo,
quanto ao antagonismo apresentado na sua com-
binagdo com a fragdo sem enriquecimento e com o
butdxido de piperonila. Ja a semelhanga do efeito
sinérgico observado pelos valores dos FSs para os
dois inseticidas quando da adi¢ao do blend de com-
postos, independentemente da proporgéo, revela
que possuem atividade sinérgica, mesmo que de
forma discreta (Figuras 1 e 3).

Como mencionado anteriormente, mono-
terpenos com B-pineno, limoneno, a-terpineno,
y-terpineno, terpinen-4-ol, eucaliptol, linalol, ti-
mol, carvacrol e mentona, além do sesquiterpeno
(E)-cariofileno, sao reconhecidamente inibidores
de esterases (Tong; Bloomquist, 2013) e estiveram
presentes na composi¢do da fragédo intermediaria,
bem como na composi¢cdo obtida apds a adigéo
do blend de compostos em diferentes porcenta-
gens. Dessa forma, podem contribuir na expressao
do efeito sinérgico para o inseticida carbamato di-
ferentemente do inseticida fosforado. O mesmo
pode ser inferido para o efeito dos fenilpropanoides
como miristicina, metil-eugenol e o dilapiol, que po-
dem apresentar um papel importante na expres-
séo do efeito sinérgico, uma vez que inibem ndo
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somente esterases como também monooxigena-
ses dependentes do citocromo P450 e glutationa
S-transferase (Lichtenstein et al., 1974; Liu, 2015).

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

Na comparagdo com os coeficientes angulares
das combinacgbes 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, a excegao da combi-
nacao do inseticida com a fragdo enriquecida com
25,00% (V/V) do blend de compostos [1,15 (0,98—
1,31)] (Figura 5).

Nao diferiram significativamente entre si os valo-
res dos coeficientes angulares do inseticida dursban
combinado com as fragbes: a) sem enriquecimento
0,69 (0,62-0,76); b) enriquecidas e adicionadas a
2,00% (V/V) ao inseticida 0,69 (0,63-0,75); e c) adi-
¢aoa 10,00% (V/V) 0,67 (0,60-0,75). O menor valor
do coeficiente angular foi observado para a com-
binagdo do dursban com o PBO 0,51 (0,46-0,56),
que diferiu significativamente de todos os demais
tratamentos.
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Figura 5. Coeficientes angulares das retas obtidas pela regresséo linear de dose-resposta da fracdo intermediaria (F2)
com adigdo de butéxido de piperonila — PBO (10 vezes) e apds a combinacéo dos diferentes porcentuais do blend de
compostos: F2-2 (enriquecida a 2,00%), F2-10 (enriquecida a 10,00%), F2-25 (enriquecida a 25,00%), combinados
com o inseticida dursban para o controle de larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797).
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Tal resultado indica que a combinagéo da fra-
¢ao sem enriquecimento com o inseticida dursban,
assim como com o PBO, além de apresentar antago-
nismo ao inseticida (Figura 4), ndo acelera a respos-
ta de mortalidade (Carvalho et al., 2017). Resultado
semelhante foi observado para as combinag¢des do
inseticida com a fragdo intermediaria enriquecida
com 2,00 e 10,00% (V/V), que embora apresentan-
do efeito sinérgico ndo proporcionaram uma acele-
ragao significativa da resposta a mortalidade.

Isso implica em uma menor correlagdo de sen-
sibilidade entre a mortalidade e a concentragao da
amostra e, consequentemente, um maior intervalo
de tempo necessario para a promogao da mortalida-
de do inseto-alvo (Araujo et al., 2012).

Jaoinseticida dursban, combinado com a fragéo
enriquecida a 25,00% (V/V), apresentou um valor de
coeficiente angular que, junto ao significativo efeito
sinérgico, configura-se uma alternativa promissora
dessa combinagao na formulagdo como inseticida.

Efeito sinérgico da combinagdo do inseticida
ciflutrina com a fragao intermediaria (F2) do éleo
essencial de Piper aduncum L. enriquecida com
um blend de compostos

Independentemente da combinagcdo do inseti-
cida ciflutrina com a fragéao intermediaria do Oepa,
quer enriquecida com os diferentes compostos
ou nao, assim como com o butdxido de piperonila
(PBO), foram observados efeitos sinérgicos sig-
nificativos (FSs > 1) em todos os tratamentos. Tal
resultado pode ainda ser observado, independen-
temente da porcentagem de participagao do blend
de compostos, na composicdo da combinagao
(Figura 6). O maior valor de FS = 43,54 (IC = 45,60—
37,46), observado para a ciflutrina combinada com a
fragcdo sem enriquecimento, diferiu significativamen-
te de todos os demais tratamentos avaliados. A com-
binacdo dessa fragdo com o blend de compostos
a 10,00% (W/V) [FS = 25,08 (27,17-22,94)] diferiu
significativamente tanto das demais combinagées,
independentemente das porcentagens de participa-
¢ao do blend completo de compostos, como tam-
bém do inseticida combinado com o PBO (Figura 6).

O valorde FS = 13,92 (IC = 16,39-11,26), obtido
para a combinacao do inseticida ciflutrina com a fra-
¢ao enriquecida com 2,00% (V/V) do blend completo
de compostos, nao diferiu significativamente do va-
lor de FS da fragdo enriquecida com 25,00% (V/V)
do blend de compostos [FS = 14,33 (18,05-12,53)].
A combinacgao do PBO com esse inseticida apresen-
tou um valor de FS = 4,65 (4,48-4,70) que diferiu
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significativamente dos tratamentos considerados
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 proporg¢des do sinérgico foram utiliza-
das na combinagao, demonstrando a necessidade
de maiores concentragdes de compostos, incluindo
o dilapiol, na manifestacdo da sinergia.

Os piretroides foram desenvolvidos a par-
tir do piretrum, que € uma mistura de substan-
cias obtidas da maceragédo da flor do crisantemo
(Chrysanthemum spp.). Apos o estabelecimento
das rotas para a sua sintese, surgiu esse grupo de
inseticidas classificados como ésteres do acido cri-
santémico (Zambolim et al., 2008) que atua intera-
gindo com os canais de sddio distribuidos ao longo
dos axdnios, prolongando ou impedindo o fecha-
mento normal apds a transmissdo do impulso ner-
voso. Dessa forma, os piretroides permitem o fluxo
excessivo de ions de sodio para o interior da célula
nervosa, ocasionando a hiperexcitabilidade e morte
do inseto (Zambolim et al., 2008).

Embora na degradacao dos piretroides estejam
envolvidas as trés classes de enzimas destoxificati-
vas monooxigenases P450, glutationa S-transferase
(GST) e esterases (ESTs), ha relatos de que a atu-
acao de esterases especificas pertencentes a uma
grande superfamilia de a/B8 proteinas hidrolases
seja importante para a resisténcia aos piretroides
(Oakeshott et al., 2005; Ai et al., 2010), sendo essa
classe de enzimas considerada de menor importan-
cia para a degradacao de piretroides (Kadous et al.,
1983). Essas enzimas sequestram os inseticidas
mais rapidamente do que os metabolizam, impe-
dindo, desse modo, que cheguem ao local de agao.
Sé&o importantes para a evolugédo 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 pertengam a
mesma classe, mostraram mecanismos de inibicao
diferentes dependendo do composto (Ribeiro et al.,
2022).
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Figura 6. Fatores de sinergismo da fragédo intermediaria (F2) com adigdo de butéxido de piperonila — PBO
(10 vezes) e apds a combinagdo dos diferentes porcentuais do blend de compostos: F2-2 (enriquecida a
2,00%), F2-10 (enriquecida a 10,00%), F2-25 (enriquecida a 25,00%), combinados com o inseticida ciflutrina
para o controle de larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797).

A associagdo da resisténcia de noctuideos
como S. frugiperda aos inseticidas piretroides, com
0 aumento da desintoxicagdo pelas monooxigena-
ses dependentes do citocromo P450, é relatada em
diferentes regides do mundo (Grubor; Heckel, 2007;
JoufRRen et al., 2012; Han et al., 2015).

Compostos com reconhecida agdo sinérgica
para piretroides estdo presentes na composicao
do blend, 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). Esses compostos relacionados apresentam
capacidade de inibicdo de pelo menos uma das trés
principais classes de enzimas destoxificativas.

Pode-se constatar que para a fragdo interme-
diaria avaliada nao foi verificada uma tendéncia
ao acréscimo dos valores de FSs proporcional ao
aumento da concentragado do blend na combinagao
com a ciflutrina, observada para a fragao terpéni-
ca avaliada nas mesmas condigbes experimentais.

Nesse caso, foi obtida uma variagdo com tendéncia
decrescente FS na combinagdo do inseticida com
a fragcdo enriquecida com o blend de compostos
que oscilou de FS = 13,92 (11,26-16,39) na propor-
¢ao 2,00% (W/V), subindo para FS = 25,08 (27,17—
22,94) na proporcéo 10,00% (V/V) e decrescendo
finalmente para 14,33 (18,05-12,53) na proporg¢ao
de 25,00% (W/V).

Dessa forma, as mesmas consideragbes sobre
a necessidade de construgao de isobologramas
para definigdo das curvas de sinergismo, feitas an-
teriormente para os inseticidas organofosforados,
também sdo validas para esse grupo quimico, uma
vez que pode ter sido atingida a faixa de antago-
nismo quando foram adicionadas maiores porcenta-
gens de compostos na combinagao.

Os resultados sugerem a ocorréncia de um nivel
restrito de sinergismo pela proporcionalidade dos
compostos do blend entre si e/ou com 0s compostos
da fragao intermediaria, como por exemplo, limone-
no, 1,8-cineol, etc., com interferéncia positiva des-
se ultimo na penetracdo de compostos na cuticula
do inseto. Além disso, deve ser considerada a agao
sinérgica da combinacgao desses terpenoides com o
dilapiol, determinada por Fazolin et al. (2023), que
pode ter influenciado no resultado obtido.

O expressivo valor do FS observado na fra-
¢ao sem enriquecimento combinada com a ciflutri-
na permite inferir que a quantidade de compostos
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sinérgicos inibidores de P450 nessa fracao deve ter
sido suficiente para promover o sinergismo para a
ciflutrina. Nesse caso, as adigbes de compostos re-
alizadas para o enriquecimento da fragao poderiam
deslocar o efeito do sinergismo para o antagonismo,
conforme a teoria levantada 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 combinagdes da ciflutrina com
a fracao intermediaria, independente do enriqueci-
mento (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 combinagao desse inse-
ticida sem a adicao de quaisquer combinacdes da
fracdo intermediaria, independentemente do enri-
quecimento e suas variagdes porcentuais no blend
(Figura 7).

Todas as demais combinagdes do inseticida ci-
flutrina, quer com a fragdo sem enriquecimento quer
com a enriquecida a 2,00, 10,00 e 25,00% (V/V) com
o blend de compostos e o PBO, diferiram significati-
vamente entre si (Figura 7). Dessa forma, em ordem
decrescente de valores dos coeficientes angulares
podem-se apontar as seguintes combinac¢des da
ciflutrina: com PBO (0,97); fragdo enriquecida com
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blend a 10,00% (V/V) (0,84); fragéo enriquecida com
blend a 25,00% (V/V) (0,66); fragdo sem enriqueci-
mento (0,61) e finalmente fragdo enriquecida com
blend a 2,00% (V/V) (0,50).

Quando comparados os valores dos coeficien-
tes angulares do inseticida ciflutrina combinado a
fracao terpénica do Oepa com adi¢do de diferentes
concentracdes do blend de compostos com a fra-
¢ao intermediaria submetida as mesmas condicdes
experimentais, ndo foi observada a mesma tendén-
cia de acréscimo no valor do coeficiente angular
em funcdo do aumento da concentragdo do blend.
A semelhanca dos valores dos FSs, pode ser ob-
servada uma variagao nos valores dos coeficientes
angulares.

A combinacao da ciflutrina com a fragdo sem adi-
¢ao de compostos foi a que apresentou menor valor
do coeficiente angular [0,61 (0,58-0,64)], diferindo
significativamente de todos os demais tratamentos.

No entanto, considerando o alto valor do fator
de sinergismo quando esse inseticida € combinado
a fracao intermediaria sem adigdo de compostos, a
menor velocidade de expressao da letalidade, devi-
do ao baixo valor do coeficiente angular, pode ser
compensada pela potencializagédo do inseticida e
mereceria um ponderamento na tomada de deciséo
quanto a elaboragao de uma formulagéo.
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Figura 7. Coeficientes angulares das retas obtidas pela regresséao linear de dose-resposta da fragcao intermediaria
(F2) com adigéo de butéxido de piperonila — PBO (10 vezes) e ap6s a combinagao dos diferentes porcentuais do
blend de compostos: F2-2 (enriquecida a 2,00%), F2-10 (enriquecida a 10,00%), F2-25 (enriquecida a 25,00%),
combinados com o inseticida ciflutrina para o controle de larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797).
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Conclusoes

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

2) Os menores valores do fator de sinergismo fo-
ram observados para o metomil combinado com
a fragdo enriquecida com o blend adicionado a
10,00 e 25,00% (V/V).

3) Ha uma tendéncia de decréscimo dos valores
dos fatores de sinergismo com o aumento da
concentragéo percentual do blend de compostos
na combinagado com o inseticida metomil.

4) A fragao intermediaria sem qualquer enriqueci-
mento combinada ao inseticida dursban foi a uni-
ca a apresentar efeito antagdnico a semelhanga
da combinagao com o PBO.

5) A fragdo intermediaria combinada com 2,00,
10,00 e 25,00% (V/V) do blend de compostos
apresentou discreto efeito sinérgico para a toxici-
dade do inseticida dursban.

6) Nao ha variagdo nos valores dos fatores de si-
nergismo com o aumento da concentragao per-
centual do blend de compostos na combinagao
com o inseticida dursban.

7) A fragdo intermediaria do Oepa, enriquecida ou
nao com os diferentes compostos, apresentou
efeito sinérgico para o inseticida ciflutrina.

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

9) Ha um acréscimo dos valores dos fatores de si-
nergismo com o aumento da concentragao per-
centual do blend de compostos até 10,00% (V/V)
na combinagdo com o inseticida ciflutrina.

10) O inseticida ciflutrina, comparado ao metomil
e dursban, foi o que apresentou maiores valo-
res de resposta sinérgica pela adi¢cao da fragéo
intermediaria em todas as proporgdes com 0s
blends de compostos avaliados.
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