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Resumo — Os 6leos essenciais podem sinergizar inseticidas pela capacidade de inibicdo de enzimas
metabdlicas detoxificativas do inseto, relacionadas ao mecanismo bioquimico de resisténcia. A acao
do sinergista minimiza a quantidade de inseticida quimico necessaria para o controle de insetos, pois
age como um substrato alternativo, interferindo negativamente na destoxificagcao. A ciflutrina também
afeta as concentracdes de calcio no tecido nervoso por meio da inibicao de uma enzima envolvida no
transporte de calcio. O objetivo deste trabalho foi avaliar a magnitude sinérgica de fragbes terpénicas
do dleo essencial de Piper aduncum (Piperaceae), enriquecidas com um blend de compostos,
visando definir uma propor¢ao sinérgica ideal para a combinagdo com inseticidas do grupo quimico
dos piretroides sintéticos. A combinacao do inseticida ciflutrina com a fragdo terpénica do dleo
essencial de P. aduncum, independentemente do enriquecimento, apresenta sinergia significativa.

Termos para indexacao: antagonismo, razédo de toxidez, resisténcia.

Introducao

Os oleos essenciais podem sinergizar inseticidas pela capacidade de inibicdo de enzimas
metabdlicas detoxificativas, relacionadas ao mecanismo bioquimico de resisténcia. Com isso, ha
evidéncias de que o Oleo essencial de Piper aduncum L. (Piperaceae) (Oepa), rico em dilapiol,
sinergiza inseticidas de diferentes grupos quimicos (Bhuiyan et al., 2010; Liu et al., 2014; Fazolin et
al., 2015).

A evolugéo da resisténcia de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) no
Brasil foi constatada para um numero significativo de principios ativos inseticidas, sendo os principais
grupos os organofosforados, ciclodienos organoclorados, piretroides e piretrinas. Atualmente esses
grupos ainda sao utilizados, em nivel mundial, para o controle dessa praga (Oliveira, 2017).

Os piretroides sao moduladores dos canais de sodio e exercem efeito significativo, mantendo
esses canais abertos, ocasionando a entrada permanente desse ion na célula, que resulta em
transmissbes de impulsos nervosos repetitivos e descontrolados, hiperexcitabilidade, perda
da postura locomotora, paralisia e morte. A resisténcia a piretroides foi reportada nos paises de
origem de Helicoverpa armigera (Hubner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) (india, China, Paquistéo
e Australia) e na maioria dos casos esta relacionada a destoxificacdo do inseticida por meio da
acao de enzimas, tais como glutationa-S-transferases (GSTs), esterases (ESTs) e citocromo P450
(CYPs). Essas enzimas possuem a capacidade de metabolizar a molécula inseticida e transforma-la
em um composto ndo toéxico a praga-alvo (Insecticide Resistance Action Committee, 2017).
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A ciflutrina € um piretroide que causa hiperexcitacdo do sistema nervoso, levando a convulsées
e posterior morte do inseto (Melo et al., 2010). Esse ingrediente ativo tem um complexo modo de
acao que incentiva alteracbes na membrana do nervo, diminuindo a absorg¢do de soédio e o fluxo
de potassio. Isso resulta em repetidas descargas elétricas dos neurénios, causando convulsdes
e também futuro bloqueio dos impulsos nervosos. A ciflutrina também afeta as concentracbes de
calcio no tecido nervoso, por meio da inibicdo de uma enzima envolvida no transporte desse ion,
ocasionando um aumento na quantidade do neurotransmissor acetilcolina, liberado na jungao entre
os nervos (Al-Rajhi, 1990).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a magnitude sinérgica de fragbes terpénicas do Oepa enriquecidas
com um blend de compostos, visando definir uma proporgéao sinérgica ideal para a combinagdo com
inseticidas do grupo quimico dos piretroides sintéticos.

Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Entomologia da Embrapa Acre. Em todos
0s bioensaios, larvas de terceiro instar da espécie S. frugiperda foram obtidas por meio de criagdo
artificial em laboratdrio, conforme metodologia proposta por Cruz (2000). O principio ativo ciflutrina
(piretroide) purificado e o blend foram adquiridos da Sigma Aldrich. O dleo essencial foi obtido da
biomassa seca de plantas de P. aduncum, cultivadas no campo experimental da Embrapa Acre,
por meio de um extrator, utilizando o principio de arraste de vapor em um sistema de caldeira
aquecida a diesel, adaptada de Pimentel e Silva (2003). O Oepa foi redestilado por meio do sistema
de retificacado fracionada, utilizando coluna de recheio. O processo teve a duragao de 4 horas e,
a cada 15 minutos, houve coletas das fragdes para posterior estudo bioldgico e de caracterizagao
quimica. Nesse processo foram obtidas trés fracées (F1, F2, F3), sendo utilizada a F1 (fragdo
terpénica) para avaliar a identificagdo e quantificacdo dos constituintes quimicos. As fracdes obtidas
foram submetidas a analise em cromatégrafo gasoso (detector DIC), acoplado ao espectrdmetro de
massa (CG-EM).

Inicialmente foram realizados testes preliminares com o propdsito de determinar os padrdes ideais
dos seguintes fatores: tempo de exposigao dos insetos aos compostos, volume do produto a ser
utilizado e numero de insetos por tratamento. A partir dai, foram estabelecidas entre cinco e sete
concentracdes das respectivas combinagoes, além de um controle (solvente acetona). Todas as
concentracoes foram usadas nos bioensaios definitivos de curva de concentragdo-mortalidade
e determinacdo da dose com probabilidade de causar 50% de mortalidade (DL,)) para cada
combinacéo testada.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com quatro repeticoes.
Em todos os bioensaios definitivos, lagartas de S. frugiperda de terceiro instar foram confinadas
isoladamente em placas de Petri (5 cm x 1,5 cm), mantidas em camara climatizada (BOD) a
temperatura de 25 °C £ 1 °C, umidade relativa de 70% * 5% e fotofase de 12 horas, até o momento
da avaliagcdo da mortalidade dos individuos. O tempo de exposi¢do dos insetos aos tratamentos
foi de 24 horas, considerando-se a mortalidade cumulativa no periodo. Foi utilizado o programa de
analise de Probit (SAS Institute, 2001), para obter analises de regressao polinomial e coeficiente
angular (inclinagao) da reta do inseticida ciflutrina e da fragéo terpénica do Oepa sem enriquecimento
e com enriquecimento com um blend de compostos.

Os procedimentos experimentais descritos acima foram adotados para as seguintes avaliagoes:
a) efeito inseticida do ingrediente ativo ciflutrina tomado de forma isolada; b) efeito sinérgico da
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fracao terpénica sem enriquecimento; e c) efeito sinérgico da fragcao terpénica formulada a partir
da adigdo de um blend de compostos (borneol, 6xido de cariofileno, camphene, isoborneol, timol,
sarisan, limonene, dilapiol, citral, a-pineno, ocimene, s-carvone, L-carvone, anethol, terpinen-4-
ol, terpinolene, a-phellandrene, a-terpineol, L-menthone, nerolidol, a-terpinene, p-anisaldehyde,
B-pineno, citronelal, y-terpinene, sabinene, [B-caryophyllene, myrcene, eucalyptol, carvacrol,
3-carene, eugenol, geraniol, trans-cinamaldeido, p-cymene e I-linalool), tomado em diferentes
concentragdes (2%, 10% e 25%) na adigdo com o principio ativo comparado por meio da DL, das
combinacgoes.

Por meio do calculo do fator de sinergismo, FS = CL, i.a. inseticida/CL,; i.a. inseticida + CL,
do inseticida sinergizado (Guedes et al., 1995), foi obtida a eficacia sinérgica das combinacdes
avaliadas. O efeito sinérgico foi considerado significativo quando ndo houve sobreposicédo dos
intervalos de confianga a 95% das CL,, das combinagdes avaliadas (Van Frankenhuyzen, 2009),
sendo os valores acima de 1 indicadores de sinergismo, iguais a 1, aditivismo, e abaixo de 1,
antagonismo (Abbassy et al., 2009).

Resultados e discussao

Todas as combinagdes do inseticida ciflutrina com a fragao terpénica sem e com enriquecimento
(2%, 10% e 25% do blend de compostos) sinergizaram significativamente com a ciflutrina, devido aos
valores dos fatores de sinergismo serem maiores que 1. A combinacao ciflutrina + fragéo terpénica
sem enriquecimento apresentou valores do fator de sinergismo com magnitude expressiva, diferindo
significativamente das demais combinacdes.

Os acréscimos da porcentagem de enriquecimento da fragédo terpénica com o blend de compostos
apresentaram uma relagao direta com o aumento dos valores dos fatores de sinergismo, embora
nao existindo diferenca significativa entre eles, demonstrada pela sobreposi¢cao dos valores do
intervalo de confianca (Figura 1).
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Figura 1. Fatores de sinergismo do inseticida ciflutrina combinado com as doses letais da fragéo terpénica do
Oleo essencial de Piper aduncum, sem e com enriquecimento (2%, 10% e 25%), com um blend de compostos,
por contato topico em larvas de Spodoptera frugiperda.
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Pelos altos valores dos fatores de sinergismo (FS), é possivel que os principais compostos
presentes na fracdo terpénica tenham sido responsaveis por facilitar a penetracdo do inseticida
nas barreiras constituidas por mecanismos destoxificativos associadas a cuticula das larvas de
S. frugiperda (Tak; Isman, 2015). Quando combinados com o piretroide, todos os compostos do blend
poderiam teoricamente atuar na inibicdo das diferentes enzimas destoxificativas, principalmente na
inibicdo das monoxigenases (P450) e esterases, responsaveis pela metabolizacdo de piretroides
como a ciflutrina (Ruttanaphan et al., 2019), o que nao pbde ser evidenciado neste estudo.

A ciflutrina, quando combinada com a fracao terpénica enriquecida com os blends de compostos
a 2%, 10% e 25%, independentemente do enriquecimento considerado, apresentou valores
significativos de FS. Tal resultado demonstra que os compostos apresentam evidéncias de efeito
sinérgico por inibicdo de enzimas destoxificativas, ou sinergismo para a ciflutrina.

Segundo Hoskins e Gordon (1956), uma interpretacado biolégica do coeficiente angular esta
relacionada a homogeneidade de uma determinada populagao, isto €, quanto maior o coeficiente
angular, maior a homogeneidade dessa populagédo. A maior inclinagcao da reta indica tendéncia a
resisténcia a curto prazo, enquanto a menor inclinagao retarda a evolugao para a resisténcia.

Ao comparar o inseticida tomado de forma isolada com a combinagédo do inseticida + a fragao
terpénica sem enriquecimento pode ser observado um decréscimo do valor da inclinagao da reta,
indicando a existéncia de menor probabilidade da evolugéo de individuos resistentes nessa populagéo
(Figura 2). Porém, ao comparar o inseticida com a fracdo terpénica sem enriquecimento com a
combinagéo do inseticida + a fragédo terpénica enriquecida, observa-se um aumento significativo
dos valores da inclinagao das retas, o que nao pode ser considerado desejavel.
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Figura 2. Valores das inclinagdes da reta do inseticida ciflutrina sozinho e combinado com as doses letais da fragéo
terpénica do 6leo essencial de Piper aduncum, sem e com enriquecimento (2%, 10% e 25%), com um blend de compostos,
por contato topico em larvas de Spodoptera frugiperda.
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Esse aumento dos valores da inclinagao da reta na combinagao do inseticida com as referidas fragdes
representa a resposta de uma populacao homogénea que pode acarretar uma maior velocidade
de selecao dessa populacao de insetos para a evolugcao da resisténcia (Hoskins; Gordon, 1956).
No entanto, os valores da inclinagao da reta de todas as combinagdes da fracado terpénica com a
ciflutrina foram significativamente inferiores quando comparados ao inseticida piretroide considerado
de forma isolada. Assim, a combinacao da ciflutrina com a fracao terpénica sem adicao do blend
de compostos pode ser considerada a mais adequada por mitigar a evolugao da resisténcia da
populagao do inseto avaliada (Hoskins; Gordon, 1956).

Conclusoes

As combinacbes do inseticida ciflutrina com a fragao terpénica do Oepa, independentemente do
enriquecimento considerado, apresentam sinergia significativa. O aumento da porcentagem do
blend de compostos no enriquecimento da fracdo terpénica combinada a ciflutrina oportuniza
um acréscimo da pressao de selecao para a resisténcia do inseto-alvo avaliado devido a maior
homogeneidade de resposta da populacdo para essas combinacbes. A fracdo terpénica sem
enriqguecimento, quando combinada a ciflutrina, apresentou a maior potencializagao sinérgica e o
menor impacto na evolucao da resisténcia para S. frugiperda.
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