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Resumo — As classes de compostos mais comuns que ocorrem nos 6leos essenciais sao de
terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos, etc.) e fenilpropanoides. Embora a bioatividade de
Oleos essenciais seja geralmente atribuida a alguns compostos majoritarios como dilapiol, um
fendmeno sinérgico entre metabdlitos pode resultar em uma maior bioatividade em comparacgao
com os componentes isolados. Informacdes sobre as relacbes mutuas de substancias aromaticas
contidas nos 6leos essenciais podem ser importantes, particularmente no desenvolvimento de
formulagdes de inseticidas botanicos ou na normalizagdo do conteudo de substancias ativas
que asseguram a eficacia biolégica. Combinacbes especificas de compostos de ocorréncia
minoritaria com o dilapiol, obtidas de forma artificial, poderao fornecer informacbes sobre a
composigao ideal do 6leo essencial de P. aduncum (Oepa) para que seja possivel a expressao
do efeito inseticida maximo. Estudos demonstram que misturas binarias de compostos de 6leos
essenciais apresentam maior potencial inseticida quando comparadas com os compostos
puros. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia de 15 compostos aromaticos e suas
combinacdes binarias com o dilapiol quanto a toxicidade, por contato tépico e residual para larvas
de terceiro instar da lagarta do cartucho-do-milho (Spodoptera frugiperda J. E. Smith, 1797).

Termos para indexacéo: dilapiol, dleo essencial, composi¢c&o binaria, inseticida.

Introducao

Os compostos de 6leos essenciais possuem multiplas propriedades relacionadas ao controle de
insetos-pragas como toxicidade, repeléncia, deterréncia alimentar e de oviposi¢cao (Pavela, 2009).
Por serem substancias volateis, os 6leos essenciais sdo de baixa persisténcia e se degradam no
ambiente (Isman, 2000). Os compostos podem ser considerados substancias com um risco minimo
para o ambiente e a saude humana (Isman; Grieneisen, 2014), pois muitas das moléculas de
Oleos essenciais atuam nos receptores de octopamina dos insetos, e a falta desses receptores nos
vertebrados contribui para maior seletividade dos éleos (Tripathi et al., 2009). Embora a bioatividade
de 6leos essenciais seja geralmente atribuida a alguns compostos maijoritarios como dilapiol, um
fendmeno sinérgico entre metabolitos pode resultar em uma maior bioatividade em comparacgao
com os componentes isolados (Hummelbrunner; Isman, 2001).

Estudos demonstram que misturas binarias de compostos de 6leos essenciais apresentam maior
potencial inseticida quando comparadas com os compostos puros (Laurin; Murray, 2001). O
trabalho tem por objetivo avaliar essas combina¢des de compostos e podera servir de referéncia na
formulacao de um produto comercial com uma composi¢cao determinada eficaz como inseticida de
origem vegetal, mantendo os padrdes de qualidade quimica exigidos pelo mercado de agroquimicos.
De modo mais especifico, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia de 15 compostos aromaticos
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e suas combinagdes binarias com o dilapiol quanto a toxicidade, por contato topico e residual para
larvas de terceiro instar da lagarta do cartucho-do-milho (Spodoptera frugiperda J. E. Smith, 1797).

Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos na Embrapa Acre, no municipio de Rio Branco entre os meses
de setembro de 2017 e marco de 2018. Em todos os bioensaios definitivos, larvas de terceiro instar
da espécie S. frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) foram obtidas por meio de uma
criacao artificial de insetos conforme metodologia proposta por Cruz (2000). Os fenilpropanoides
dilapiol, safrol e sarisan foram obtidos por destilacdo fracionada de plantas de Piper spp. em
laboratério, na sua forma purificada. Outros compostos (tetradecanol, a-pinene, aromadendreno,
B-pinene, B-cariofileno, heptadecane, humuleno, metil-eugenol, miristicina, ocimeno, pentadecano,
trans-cariofileno) foram adquiridos junto a Sigma Aldrich como padrées analiticos. Ja o 1,8-cineol foi
adquirido como componente majoritario na forma de 6leo essencial de eucalipto da empresa Gran
Qils. Inicialmente foram realizados testes preliminares com o propdsito de determinar os padroes
ideais dos seguintes fatores: tempo de exposicéo dos insetos aos compostos, volume do produto a
ser utilizado e o numero de insetos por tratamento.

Complementando os bioensaios preliminares foram obtidas faixas de resposta para o inseto teste,
ou seja, os intervalos de concentracdes de cada composto tomado de forma individualizada. Dentro
dessa ampla faixa de concentragao foram obtidas faixas mais estreitas de respostas, adotando-
se a metodologia descrita por Finney (1971). Em seguida, foram estabelecidas entre cinco e sete
concentracdes de cada composto e das combinagdes com dilapiol, além de um controle (solvente
acetona). Todas as concentragdes foram usadas nos bioensaios definitivos de curva de mortalidade
e determinagao da concentragdo ou dose com probabilidade de causar 50% de mortalidade (CL, e
DL,,) para cada composto testado. Em todos os bioensaios definitivos, lagartas de S. frugiperda, no
terceiro instar, foram confinadas isoladamente em placas de Petri e mantidas em camara climatizada
a temperatura de 25 °C £ 1 °C, umidade relativa de 70% * 5% e fotofase de 12h, até o momento da
avaliagdo da mortalidade dos individuos. O tempo de exposicéo dos insetos aos tratamentos foi de
24h considerando-se a mortalidade cumulativa no periodo. A mortalidade foi considerada quando
nao houve resposta ao estimulo com pincel.

Bioensaios toxicoldgicos por contato residual foram realizados utilizando placas de Petri e papéis-
filtro de 5,5 cm de didmetro, sendo cada unidade impregnada com 0,2 mL das concentragbes dos
tratamentos a serem avaliados. Apds total evaporacdo do solvente por cerca de 5 minutos em
capela de exaustao de gases, os papéis-filtro ja secos foram colocados nas placas previamente
etiquetadas, que em seguida receberam as lagartas de S. frugiperda. Ja os ensaios toxicolégicos
por contato topico consistiram na aplicagdo dorsal no pronoto de S. frugiperda de 1,0 yL das
concentracdes dos diferentes tratamentos, sendo avaliados com auxilio de uma microsseringa
graduada. Nesse caso, os insetos ja estavam individualizados nas placas de Petri. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado. Quatro replicacées de 10 larvas de S. frugiperda foram
avaliadas por dose.

Para todos os bioensaios dos compostos aromaticos individuais, tanto para o contato tépico como
residual, os dados de mortalidade de concentracao foram submetidos a analise de Probit, que foi
realizada para estimar os valores de CL,, e DL, dentro de limites de confianga de 95% associados
para cada tratamento ou composto por meio do programa de analises estatisticas SAS (SAS Institute,
2001). Os valores de mortalidade foram corrigidos pela mortalidade da testemunha utilizando-se a
férmula E % = (T Tr/T) x 100 (Abbott, 1925). A atividade inseticida dos compostos é considerada
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significativamente diferente quando o intervalo de confianga a 95% da sua DL, ndo se sobrepbe ao
intervalo de confianga a 95% da DL, de outro composto. Com a finalidade de determinar a forma de
interacéo entre compostos, foram testadas combinagdes binarias de DL, e CL,, do dilapiol com a
DL, e CL,, dos demais compostos em avaliagéo. Todas as combinagdes obedeceram a proporgao
de 1:1 (doses DL, : DL,,).

A mortalidade do composto individual foi comparada com aquela dos tratamentos binarios segundo
o0 método de Hummelbrunner e Isman (2001). Para os compostos aromaticos utilizaram-se as
concentragbes tomadas na DL, e CL,,, adicionando cada composto ao dilapiol, a fim de obter
os valores percentuais de mortalidade conjunta. Em todos os casos foram utilizadas 100 larvas
de terceiro instar de S. frugiperda para cada tratamento: MC (%) = (%MO-%Mt) / (100-%Mt)
x100, sendo MC (%) = percentual da morte corrigida; %MO = percentual da morte no tratamento;
%Mt = percentual de morte no tratamento testemunha. As misturas binarias de compostos foram
determinadas uma a uma, sempre considerando o dilapiol como o principal composto para cada
combinacao. A mortalidade observada foi comparada com a mortalidade esperada com base na
seguinte formula: E = Oa + Ob (1-Oa), sendo E = a mortalidade esperada; Oa e Ob = as mortalidades
observadas de compostos puros na concentragao a 25% da sua dose letal. Os efeitos das misturas
designados como antagdnicos, aditivos, ou sinérgicos foram obtidos por meio de uma analise
usando comparagdes teste de Qui-quadrado (X?) = 3,84. Em uma combinagéo de valores em que
X2 > 3,84 e a mortalidade é maior que a mortalidade esperada, o efeito foi considerado sinérgico ou
antagonico. O efeito aditivo foi definido quando o valor de X? < 3,84.

Resultados e discussao

Considerando-se os agrupamentos quimicos dos compostos avaliados em funcdo da média das
CL,, obtidas, pode-se constatar que os fenilpropanoides apresentaram maior toxicidade para as
lagartas de S. frugiperda, seguidos dos sesquiterpenos, monoterpenos e alifaticos ndo terpénicos.
No ensaio por contato tépico foram avaliadas 15 combinagdes binarias contendo dilapiol, das quais
quatro mostraram efeito sinérgico: B-cariofileno, heptadecano, 1,8-cineol e tetradecanol. Aquelas que
apresentaram efeitos antagbnicos em combinagdao com dilapiol foram: aromadendreno, 3-pineno,
miristicina, ocimeno, pentadecano e B-cariofileno. No entanto, seis combinagdes ndo apresentaram
efeito (safrol, sarisan, metileugenol, humuleno ou a-pineno).

Na exposigao por contato residual nove combinagdes foram significativamente antagdnicas (dilapiol
com aromadendreno, B-pineno, heptadecano, metileugenol, ocimeno, pentadecano, safrol, sarisan
e 1,8-cineol) e quatro combina¢des ndo apresentaram efeito (dilapiol com a-pineno, humuleno,
B-cariofileno > 80% e B-cariofileno > 98,5%). Para o contato residual, ndo foram realizadas as
avaliagdes de duas combinagdes (dilapiol com miristicina — em funcao da limitagdo da quantidade
de produto — ou tetradecanol — em que a solugao ultrapassava a concentragdo de 50% v/v e néo
causou mortalidade mesmo na concentragdo mais alta). Nenhuma combinagdo avaliada mostrou
efeito sinérgico significativo.

Osfenilpropanoides foram mais toxicos que os terpenos nas duas formas de exposicao, a semelhanca
dos resultados obtidos por Morais et al. (2007) e Yatagai et al. (1998) quando constataram que os
fenilpropanoides, enquanto constituintes maijoritarios, foram mais ativos que os terpenos contra
larvas de Aedes aegypti (L., 1762) e adultos do acaro Dermatophagoides pteronyssinus Trouessart,
1897, respectivamente. Por outro lado, Simas et al. (2004) demonstraram que os sesquiterpenos
oxigenados sdo mais efetivos enquanto larvicidas que fenilpropanoides e monoterpenos.
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Os maiores efeitos sinérgicos por contato topico foram encontrados para combinacdes de dilapiol
com tetradecanol, heptadecano, B-cariofileno e 1,8-cineol. Alguns trabalhos confirmam o efeito
sinérgico desses compostos. O 1,8-cineol (ou eucaliptol) ao interagir com a camada lipidica da
cuticula do inseto parece aumentar a penetragao da canfora (Tak; Isman, 2015). O B-cariofileno
potencializa a atividade de outros compostos ao alterar a permeabilidade da membrana (Legault;
Pichette, 2007). A aplicagao topica de um alifatico nao terpénico similar ao tetradecanol provocou um
dano irreversivel no desenvolvimento da cuticula de insetos da familia dos triatomideos (Cueto et
al., 2005). Um modo similar de acao foi proposto para o efeito inseticida de alcoois alifaticos contra
Aedes spp. por Sinniah (1983). Segundo esse autor, os alcoois alifaticos conseguiram penetrar nos
ovos, larvas e pupas dos mosquitos, quebrando a composicao lipidica.

Em relacao aos antagonismos encontrados nas avaliagbes por contato tépico, ha dificuldade em
discuti-los diante da inexisténcia de estudos focados nas interagdes entre substancias contidas
nos OEs. O 1,8-cineol possui acao repelente e inseticida, principalmente para a barata-americana
(Periplaneta americana), assim como larvicida e repelente ovipositivo para mosquitos (Tripathi;
Mishra, 2016). Neste trabalho apenas o B-cariofileno > 80% apresentou efeito sinérgico quando
combinado ao dilapiol. Provavelmente isso ocorreu em funcédo da possivel presenca de outros
sesquiterpenos (< 19%) na sua composi¢ao como o seu isdbmero a-humuleno (também conhecido
como a-cariofileno). Uma maior eficacia de compostos combinados em relagdo a sua aplicagéo
de forma isolada foi descrita por Legault e Pichette (2007): a presenca elevada de a-humuleno
aumentou a atividade anti-inflamatéria, analgésica e anticancerigena do B-cariofileno. Ha pesquisas
mostrando acao sinérgica entre essas duas moléculas, que juntas atuam mais poderosamente que
separadas, exemplo disso foi a constatacdo de atividade anticancerigena pronunciada da sinergia
entre a-humuleno e B-cariofileno. No presente estudo, a combinacao de alguns sesquiterpenos com
o B-cariofileno aumentou a atividade inseticida do dilapiol.

Amaioria das combinacdes binarias por contato residual foi antagénica. E possivel que as interacdes
antagonistas encontradas nesse modo de contaminag¢ao tenha alguma relagdo com a repeléncia
exibida por alguns desses compostos. Segundo resultados de Plata-Rueda et al. (2018), os insetos
reduzem suas taxas respiratorias apos serem expostos a terpenos de 6leos essenciais e evitam ou
reduzem sua mobilidade nas superficies tratadas com terpenos.

Existem trabalhos que reportam atividade repelente dos compostos B-pineno (Pajaro-Castro et al.,
2017), a-pineno, safrol e metil-eugenol (Ngoh et al., 1998), 1,8-cineol (Inceboz et al., 2015.; Locke
et al.,1987) e E-B-ocimeno (Chen; Wiemer, 1984). Pode-se inferir diante desses resultados que
nas superficies contaminadas com dilapiol combinado a outro composto ocorreu uma mudancga de
comportamento quando o inseto procurou evitar o contato com essa superficie e consequentemente
se desvencilhou do composto mais toxico. Caso essa hipotese seja verdadeira, havera uma menor
probabilidade da larva se contaminar caminhando sobre as superficies contaminadas uma vez que
sera fortemente repelida pelo outro componente menos téxico da combinacgao.

Conclusoes

O usode 1,8-cineol (monoterpeno), B-cariofileno >80% (sesquiterpeno), tetradecanol e heptadecano
(alifaticos nao terpénicos) maximiza a acao inseticida do dilapiol por contato tépico. Na exposicao
das larvas de S. frugiperda por contato residual, nenhum dos compostos que foram combinados
com o dilapiol apresentaram sinergia. Os compostos tetradecanol e B-cariofileno ndo demonstraram
qualquer antagonismo na combinacdo com o dilapiol, independentemente da forma de exposicéo
das larvas de S. frugiperda.
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