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Resumo

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797), € uma espécie polifadgica que se alimenta de plantas
cultivadas em vdrias dreas do confinente americano. Os inseticidas lufenuron e triflumuron
controlam com eficdcia esta praga. O uso intensivo desses produtos causa a evolucdo da
resisténcia. O d6leo rico em dilapiol (OEPA) é uma opcdo para produzir sinérgistas que podem
minimizar este problema. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito sinérgico do OEPA em
combinacdo com os dois inseticidas. Foram realizados bioensaios toxicoldgicos por contato tépico
e por ingestdo e determinadas as doses letais (DLso) e tempos letais (TLso) das combinagoes
sinérgicas. Por contato tépico, ocorreu sinergia significativa apenas para o inseticida lufenuron
combinado com o OEPA (Fator de sinergismo = 9,4 e 3,8, respectivamente). A ingestdo de dieta
arfificial contendo friflumuron (1% e 0,001% v.v-') e lufenuron (3% e 0,03% v.v'!), combinados com o
OEPA, reduziram o TLso das larvas em até 22 e 29 horas, respectivamente. Conclui-se pelo presente
estudo, a alta eficdcia sinergica do OEPA para inseticidas lufenuron e triflumuron.

Palavras-chave: lufenuron, triflumuron, dilapiol, éleo essencial.

Abstract

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) is a polyphagous species that feeds cultivated plants
throughout in many areas of the American continente. The intensive use of these products causes
the evolution of resistance. Dillapiole rich oil (OEPA) is an option to produce synergists that can
minimize this problem. The objective of this work was to evaluate the synergistic effect of OEPA in
combination with the two insecticides. Topical contact and ingestion toxicological bioassays were
performed to determine lethal doses (LDso) and lethal fimes (TLso) of the synergistic combinations. By
topical contact, significant synergy occurred only for the insecticide lufenuron combined with OEPA
(Synergism Factor = 9.4 and 3.8, respectively). The ingestion of an artificial diet containing triflumuron
(1% and 0.001% vv-1) and lufenuron (3% and 0.03% vv-1), combined with the OEPA, reduced the LT50
of the larvae in up to 22 and 29 hours, respectively. The present study has demonstrated the high
efficacy of synergism the OEPA for lufenuron and triflumuron insecticides.

Keywords: lufenuron, triflumuron, dillapiole, essential oil.
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INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae),
€ endémica das regides tropical-subtropicais do Continente americano [1, 2]; mais recentemente
foi detectada na Africa Ocidental e Central [3] e India [4]. Alimenta-se de pelo menos 186 plantas
hospedeiras e € uma das principais pragas de culturas economicamente importantes, como milho,
sorgo e arroz [5]. Se ndo controlada, a lagarta-do-cartucho tem o potencial de causar 45% reducdo
de rendimento de milho [6], mas nas regides fropicais os danos podem chegar a 100% [7]. A
frequente utilizacdo de inseticidas sintéticos para o manejo de S. frugiperda, desencadeou uma
pressdo de selecdo da populacdo desta praga para individuos resistentes.

No Brasil hd relatos de evolucdo da resisténcia de S. frugiperda para os principais grupos
guimicos de ingredientes ativos tais como: organofosforados, piretrdides sintéticos, Bacillus
thuringiensis e benzoilfeniluréas [8].

Uma alternativa para mitigar a pressdo de selecdo para a resisténcia foi a infroducdo de
cultivos de milho geneticamente modificados. A falta de manejo adequado, relacionadas
principalmente as dreas de reflgio, tecnicamente e inadequadamente dimensionadas para a
manutencdo de individuos susceptiveis, propiciou a evolucdo de resisténcia para os materiais
transgénicos provenientes de vdrias proteinas Bt tais como: CrylF, CrylAc, Cry1A.105, CrylAb
[9,10,11,12]. No Brasil a resisténcia foi constatada para as proteinas Cry1F e Cry1Ab [13,14, 15].

A evolucdo de populacdes resistentes & Bt trouxe novamente a necessidade de
pulverizacdes com inseticidas sintéticos para manejar esta praga, incluindo aqueles presentes em
dreas de refugio.

Inseticidas seletivos como os inibidores de biossintese de quitina, particularmente as
benzoilfeniluréas, sdo opcdes de interesse aos produtores, pois mesmo apresentando acdo lenta
quando comparado a inseticidas neurotdxicos, atuam principalmente na cuticula do inseto,
exercendo acdo téxica sobre as formas imaturas, especialmente durante a ecdise, quando as
anomalias sobre a deposicdo de quitina podem acarretar dificuldades para liberacdo da exivia o
qgue causa a morte do inseto [16]. Da mesma, podem também interferir negativamente na
formacdo da membrana peritréfica que recobre o intestino médio dos insetos [17].

Estes compostos desempenham papel importante no manejo integrado de pragas, devido
d baixa toxicidade para parasitoides, predadores e outros inimigos naturais [18,19, 20, 21]. Para o
controle de larvas de S. frugiperda na cultura do milho, aproximadamente 35% dos inseticidas a base
de benzoilfeniluréas sdo formulados com triflumuron e lufenuron [22], considerados geracdo mais
moderna deste grupo quimico.

No entanto, devido ao uso frequente, e muitas vezes inadequado, destes compostos a
evolucdo da resisténcia dos insetos € uma consequéncia inevitdvel. Para as benzoilfeniluréias, a

publicacdo das evidencias cientificas da evolucdo da resisténcia para S. frugiperda no Brasil foi
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readlizada apenas para o principio atfivo lufenuron [23]. No Mexico e Porto Rico foi constatada a
resisténcia desta espécie ao triflumuron [24].

No Brasil foi também constatado resisténcia aos inseticidas comerciais a base de lufenuron
para a espécie Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) no ano de 2011 e apds quatro
anos do seu registro foi relatado casos de resisténcia tambem para S. frugiperda [8].

De forma semelhante a resisténcia de Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera:
Gelechiidae) ao triflumuron, cujo registro havia sido realizado em 2010, foi relatada em 2011 [8].

Como a resisténcia aos inseficidas reguladores de crescimento estd, via de regra relacionada,
dentre outros fatores, a resistencia a outros grupos quimicos de principios ativos [25], € esperada a
curto prazo a evolucdo da resisténcia de S. frigiperda também ao triflumuron no Brasil.

Podem ser apontados vdrios aspectos negativos da evolucdo da resisténcia de insetos para o
produtor rural, meio ambiente e principalmente para a industria de agroquimicos, uma vez que para
o desenvolvimento de um produto fitossanitdrio, atualmente sGo necessdrios de 10 a 12 anos, entre
a descoberta de um composto quimico e o inicio de sua producdo em escala comercial,
apresentando um custo para seu desenvolvimento ao redor de U$ 150 milhdes [26]. Adicionalmente,
durante a vigéncia da protecdo patentdria (12 anos), muitas vezes o agroquimico perde parte de
sua eficdcia devido d evolucdo da resisténcia dos organismos alvo destes produtos, diminuindo sua
vida Util, interferindo assim diretamente, de forma negativa na sua comercializacdo [26].

Dentre as estratégias que podem ser adotadas para o manejo da resisténcia de insetos, a
saturacdo utiliza compostos sinérgicos para bloquear processos metabdlicos relacionados a ela
[27].

Hd& evidencias de que o dleo essencial de Piper aduncum L. (Piperceae) (OEPA), sinergiza
inseticidas dos grupos quimicos dos carbamatos, fosforados e piretréides, além de inseticidas
naturais como Neem, Toosendanin, Tenulin, Rotenona, Piretrum e dleo de Tansy [28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44]. Quimiotipos amazdnicos desta planta, apresentam como
composto majoritdrio o dilapiol, apontado como um dos principais responsdveis por esta
interferéncia bioldgica [33, 34].

Este trabalho tem por objetivo avaliar o efeito sinérgico do OEPA para os inseticidas a base
de lufenuron e triflumuron para disponibilizar uma nova ferramenta para o manejo da resisténcia de

S. frugiperda na cultura do milho.

MATERIAIS E METODOS

Para a avaliacdo toxicoldgica das combinacdes sinérgicas entre do OEPA com osinseticidas
do grupo quimico das benzoilfenilureias, foi necessdrio produzir incialmente, o dleo essencial em
quantidade dentro de um confrole de qualidade monitorada por cromatografia gasosa. A partfir
dai, foram realizados bioensios preliminares com a finalidade de determinar os protocolos

experimentais, que serviram de referéncia para o desenvolvimento dos bioensaios toxicoldgicos
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definitivos, quando as diferentes combinacdes sinérgicas foram avaliadas por contato tépico e por
ingestdo de dieta contaminada.
OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL DE P. aduncum (OEPA) E INSETICIDAS A SEREM AVALIADOS

Plantas adultas de P. aduncum (SISGEN n°® 02000.002056/2014-38) foram coletadas em uma
drea de producdo localizada na Embrapa Acre (10,0226°S, 67,7088°W), em marco de 2019. Apds o
corte das plantas a 0,4 m do solo, folhas foram submetidas d secagem em estufa, até 30% de
umidade. O odleo essencial foi obtido em um extrator por arraste de vapor utilizando sistema de
caldeira aguecida a diesel [45].

A andlise cromatogrdfica do déleo foi efetuada em cromatdégrafo a gds (CG) HP58%0,
equipado com coluna de silica fundida Agilent HP5 (30m x 0,32mm d.i. x 0,25 um de espessura do
filme) tendo hélio como gds de arraste a TmL min-!, além disso foi acoplada a CG a espectrometria
de massa (CG-EM). Os constituintes voldteis foram identificados por comparacdo dos espectros de
massas e indices de retencdo contidos na base de dados. A composicdo do dleo apresentou como
componente maijoritdrio dilapiol (79,7%) (Tabela 1).

Os inseficidas comerciais do grupo benzoilfeniluréias avaliados foram Triflumuron 480g/L
(Certero®) e Lufenuron 50 g/L (Match®), adquiridos em casas de comercializacdo de agrotdxicos. O
butéxido de piperonila (PBO), sinérgico mais utilizado em formulacdes comerciais considerado

como controle positivo, foi de grau técnico de 90% da Sigma Aldrich®.

AVALIACOES TOXICOLOGICAS POR CONTATO TOPICO

OBTENCAO DE LARVAS DE S. frugiperda

Os insetos foram obtidos por meio de criacdo artificial em laboratério em dieta artificial a

base de feijdo [46]. Larvas de terceiro instar foram ufilizadas em fodas as etapas experimentais.

BIOENSAIOS PRELIMINARES

Inicialmente foram obtidas faixas de resposta para a o inseto teste [47]. A partir dai, foram
estabelecidas entre cinco a sete concentracdes, além de um controle (solvente acetona). Foram
determinadas as doses com probabilidade de causar 50% de mortalidade (DLso) para cada

inseticida e OEPA de forma isolada e combinacdo destes entre si.

BIOENSAIOS DEFINITIVOS

As larvas de S. frugiperda foram confinadas isoladamente em placas de Pefri (5,0cm x 1,5
cm) e mantidas em c@dmara climatizada & temperatura de 25 °C + 2°C, umidade relativa de 70 £ 5%
e fotofase de 12h, até o momento da avaliacdo da mortalidade dos individuos (no minimo de 24h)

considerando-se a mortalidade cumulativa no periodo.
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Tabela 1. Composicdo quimica do éleo essencial de Piper aduncum L.

Pico IR calculado IR literatura* Identificacdo dos compostos Area (%)
1 932 932 a-pineno 0,7
2 976 B-pineno 1,2
3 1005 a-phellandreno 0,4
4 1022 1020 p-cymeno -

5 1026 limoneno -
6 1035 (Z)-p-ocimeno -
7 1046 (E)-B-ocimeno 0,5
8 1345 a-cubebeno -
9 1362 cyclosativeno -
10 1374 a-copaeno 1,0
11 1389 R-elemeno -
12 1404 a-gurjuneno -
13 1415 (E)-caryophylleno 8,0
14 1423 B-copaeno -
15 1433 aromadendreno -
16 1448 a-humuleno 1.0
17 1455 R-santaleno -
18 1472 y-muuroleno -
19 1479 germacreno D 0,9
20 1486 R-selineno -
21 1490 (E)-(14)muurola-4,5-dieno -
22 1494 bicyclogermacreno 1,0
23 1497 pentadecano 1.7
24 1506 1511 6-amorpheno 0,5
25 1515 cubebol 0.8
26 1519 myristicina 2,4
27 1528 (E)-cadina-1,4-dieno -
28 1538 a-calacoreno -
29 1556 elemicina -
30 1561 (E)-nerolidol -
31 1573 spathulenol -
32 1578 oxido de caryophylleno 1,0
33 1586 viridiflorol 0.8
34 1604 humuleno epoxide I -
35 1619 dilapiol 78.0
36 1677 apiol -
Total: 99.9
Monoterpenos: 2,8
Monoterpendides oxigenados: 0.0
Sesquiterpenos: 13,2
Sesquiterpendides oxigenados 1,8
Arilpropandides: 80,4
*IR lit: Adams, 2007 [71] Qutros 1,7
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AVALIACAO DO EFEITO POR CONTATO TOPICO

Para avaliacdo do contato tépico os bioensaios consistiram na aplicacdo dorsal no pronoto
das larvas de 0,5ul das concentragcdes dos compostos e combinacdes com OEPA avaliadas com
auxilio de uma microsseringa graduada Hamilton de 10uL. Foram determinadas desta forma, as
doses letais (DLso) para as larvas submetidas ao tratfamento com o OEPA, assim como para cada
inseficida comercial considerado de forma isolada. Em ftodos os bioensaios foi utilizada como

testemunha a aplicacdo de acetona, solvente de todos 0s compostos avaliados.

AVALIACAO SINERGICA DAS COMBINACOES DOS INSETICIDAS A BASE DE TRIFLUMURON E
LUFENURON COM O OLEO ESSENCIAL DE P. aduncum

Para avaliacdo do efeito sinérgico, foram realizadas combinacdes das concentracdes e
doses e subletais do OEPA (metade e um quarto da sua DLso) com as doses subletais dos inseticidas
comerciais (DLao).

Os mesmos procedimentos experimentais para as avaliacdes por contato tépico descritos
anteriormente foram adotados para as avaliacdes sinérgicas das combinacdes do éleo com os

inseticidas do grupo das benzoilfeniluréias.

As combinacdes sinérgicas dos inseticidas com o Butdxido de Piperonila (PBO) foram de 10:1
(PBO: Inseticida) [48].

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE DOS DADOS

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com quatro
repeticoes contendo10 larvas em cada uma.

Para todos os bioensaios os dados de mortalidade de concentracdo-resposta foram
submetidos a andlise de Probit, utilizando-se o programa de andilises estatisticas SAS [49]. Os valores
de mortalidade dos fratamentos foram corrigidos pela mortalidade da testemunha [50].

As eficdcias sinérgicas das combinacdes foram avaliadas por meio do cdiculo do Fator de
Sinergismo (FS) (FS= DLso do inseticida/ DLso do Inseticida + OEPA ou PBO) [51].

Foram considerados significativos os valores de FS das combinacdes dos inseticidas com o
OEPA, com seus respectivos Intervalos de confiancas (IC p<0,05%), maiores que os valores obfidos

com a combinacdo dos inseticidas com PBO, demonstrando maior eficdcia sinérgica [52].
AVALIACOES TOXICOLOGICAS POR INGESTAO

Larvas de S. frugiperda terceiro instar, foram obtidas da criacdo artificial em laboratério
alimentadas com dieta a base de feijdo [46]. Esta mesma dieta foi produzida adicionando-se os

diferentes tratamentos durante a sua confeccdo.
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CONCENTRACOES DOS INSETICIDAS AVALIADOS

Os inseticidas foram diluidos em acetona nas seguintes concentracdes:  Certero®
(Triflumuron): 1%; 0,1%; 0,01%; 0,001% e 0,0001% v.v-'; Match® (Lufenuron): 3%; 0,3%;0,03%; 0,003% e
0,0003% v.v'! que compuseram os tratamentos para avaliacdo inseficida de forma isolada.
Posteriormente, uma nova série de concentracdes foram obtidas, adicionando-se a cada uma
destas concentracdes dos dois inseticidas 0,0422% v.v-' do OEPA (equivalente a 2 da DLso que € de
4,9 x 104 uyL mg inseto!, correspondendo a uma concenfracdo de 0,0843% v.v-!) que compuseram
os tfratamentos de combinacdes sinérgicas [41].

Além disso, um tratamento testemunha foi avaliado, onde somente acetona foi adicionada
a dieta e um tratamento testemunha positiva, que consistiu das concentfracdes de 1% v.v! do
inseticida Certero® e 3% v.v-! do insetficida Match® combinados por adicdo de 10% v.v-!' e 30% v.v!

de PBO, respectivamente (equivalente a 10 vezes a concenfracdo de cada um deles) [41].

PREPARO DA DIETA CONTAMINADA

No preparo dos fratamentos de ingestdo para as larvas de S. frugiperda, foram tomados75g
de dieta liquida e agquecida em Becker com capacidade de 100mL, adicionando-se TmL de cada
uma das concentracdes dos fratamentos descritos anteriormente, misturando-se os conteUdos por
20 seq. ininterruptos. Por meio de termdmetro de mercurio, monitorou-se a dieta até que atingisse
45°C quando ocorreu a adicdo de cada uma das solucdes. As misturas foram acondicionadas em
caixas tipo Gerbox até a solidificacdo da massa da dieta, quando entdo, por meio da aplicacdo
de cortes utilizando-se uma espdtula obteve-se pequenos cubos de 6,4g + 1g cada um, para todos

os 13 tratamentos avaliados nesta experimentacdo [53].

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE DOS DADOS

O delineamento experimental foi o infeiramente casualizado com 4 repeticdes, contendo
cada uma delas 10 lagartas de S. frugirperda, individualizadas em copos pldsticos descartdveis com
capacidade para 50 mL e aprisionadas por uma tampa de acrilico. Desta forma foi caracterizada
uma parcela experimental.

Diariamente foi avaliada a mortalidade das lagartas, caracterizada pela auséncia
completa de movimentos.

Curvas de sobrevivéncia foram utilizadas para analisar as diferencas entre a mortalidade
dos insetos submetidos a cada inseticida e suas combinacdes sinérgicas. Utilizou-se o procedimento
PROC LIFETEST, que proporcionou as estimativas de tempo médio de sobrevivéncia e
consequentemente o tempo letal (TLso) para os insefos sujeitos a cada tratamento [49]. Os valores
de mortalidade dos tratamentos foram corrigidos pela mortalidade da testemunha [50]. Foram

considerados como significativos os valores das TLso obtidos para as combinagdes dos inseticidas
SAJ Basic Educ Tech Technol | Rio Branco | v. 9, n.1, p.242-261, jan-abr. (2022).
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com o OEPA, com seus respectivos Intervalos de confiancas (IC p<0,05%), menores que os valores
obtidos com a combinacdo dos inseticidas com PBO (testemunha positiva) demonstrando maior
toxicidade sinérgica. Os valores das TLso dos inseticidas tomados de forma isolada, e seus respectivos
Intervalos de confiangas (IC p<0,05%), foram utilizados para comparacdo com suas respectivas
combinacdes sinérgicas com OEPA, utilizando o critério de diferenciacdo significativa conforme

descrito anteriormente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

AVALIACOES TOXICOLOGICAS POR CONTATO TOPICO

Por contato tépico, todos os inseticidas em combinacdes com o OEPA, apresentaram
toxicidade as lagartas de S. frugiperda (Tabela 2). Para a combinacdo das subdoses do OEPA com
os inseticidas considerou-se o valor da DLso do OEPA de 4,9 x 104 uL mg inseto!, equivalente a uma
concentracdo de 0,843% v.v-1. Portanto, 4 e Vi desta dose letal correspondeu as concentracdes de
0,422% v.v-le 0,211% v.v-1, respectivamente.

Observou-se que os valores dos fatores de sinergismo foram significativamente superior nas
combinagdes do inseticida lufenuron com as subdoses da DLso OEPA 2 e 4 de sua DLso (FS=9,4 e
3.8, respectivamente). NGo foram observadas significGncias nos valores FS para as combinacdes do
triflumuron com nenhuma das duas subdoses da DLso do OEPA.

Deve-se ressaltar que neste caso o valor do FS do PBO, tomado como referéncia para a
mensuracdo de sinergia, foi extremamente elevado (37,7) o que fez com que os valores do FS das
subdoses equivalentes a 2 e a '« da DLso do OEPA combinadas com o insetficida triflumuron, mesmo
sendo elevados (6,5 e 6,5, respectivamente), ndo fossem considerados significativos pelo critério
adotado.

Por contato tépico, a toxicidade do lufenuron e friflumuron utilizados na experimentacdo
mostraram alta eficdcia toxicoldégica. Quando aplicados de forma isolada apresentaram valores
de DLso (3,4 x 104 e 2,0 x 102 yL mg inseto') em concentracdes muito abaixo (0,00058% e 0,03359%
v.vl, respectivamente) da concentracdo recomendada para aplicacdo no campo 0,15% e 0,10%
v.v1, respectivamente para lufenuron e triflumuron[22].

Nos bioensaios para avaliacdo das combinacdes sinérgicas do lufenuron com subdoses
letais de OEPA, os fatores de sinergismo (FS) foram significativos quando comparados aos valores
de FS das combinacdes do insetficida com PBO. Tal resultado permite inferir que hipoteticamente
hd uma predominéncia do envolvimento de enzimas destoxificativas do complexo P450 para a

biodegradacdo do lufenuron, uma vez que o PBO inibe tais enzimas [58].
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Tabela 2. Toxicidade das combinacdes de inseticidas do grupo quimico das benzoilfeniluréias com o dleo
essencial de Piper aduncum L. para lagartas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) por contato
topico (n=210 a 290).

Combinagoes DLso (IC 95%) Coeficiente
inseticidas (ML mg inseto-) s (IC 95%) x* Gt Prob. Angular + EPM

OEPA 4,9x104 (2,7 x104=7,1 x 104) - 33,9 26 0.14 0,33+ 0,04
lufenuron 3.4x1042,8x 104 4,7 x 104) - 19,05 22 0.16 0.82 £0,09
lufenuron +1/2 OEPA 3,7 x 10%(2,9 x 10— 4,5 x 10°9) 9.4 (9,0-10,5)* 24,52 34 0.88 056+0,03
lufenuron +1/4 OEPA  9,0x10°(7,2x105-1,1 x 10+4) 3.8(3.8-4.3)* 6,83 22 0,99 0,70+0,04
lufenuron +BPO 1,3x104 (1,1 x 104-1,4x 104 2,7 (2,5-3,4) 22,20 30 0,84 0,98 £0,05
Triflumuron 2,0x102(82x10%-5,4x107?) - 33,97 30 0,28 0,13£0,01
triflumuron +1/2 OEPA  3,0x 103 (1,2x103-9,0x 109) 6,5(6,0-6,8) 20,28 22 0,56 0,16 £0,02
triflumuron +1/4 OEPA  3,0x 103 (1,6 x 103 -5,9 x 103) 6,5(50-9,1) 8,12 22 0,99 0,23 +0,01
triflumuron +BPO 52x104(1,9x104-1,3x10%) 37,7 (358-40,8) 28,11 22 0,17 0,16 £0,02

n = nUmero total de insetos submetidos ao ensaio, OEPA= bleo essencial de P. aduncum:; 2 e s OEPA= metade e um quarto da dose
letal do éleo de P. aduncum; PBO= Butdxido de piperonila; DLso = Doses Letais que causam 50% de mortalidade dos insetos; IC 95% =
Intervalo de Confianca a 95% de probabilidade; FS (DLso) = Fatores de Sinergismo calculados em funcdo das Doses Letais; (*) Indica
diferenca significativa emrelacdo ao FS da combinagcdo com BPO; x 2= Qui-quadrado; GL= Graus de liberdade, Prob.= probabilidade
e EPM= Erro padrdo da média.

No enfanto, com base nessas evidéncias indiretas, ndo podemos deixar de considerar a
existéncia de diferentes formas de citocromo P450 que podem ser ativadas coma a finalidade de
eliminar xenobidticos. Tal reacdo foi observada em larvas de Plutella xylostella (L., 1758)
(Lepidoptera: Plutellidae) que produziram rapidamente formas de citocromo P450 para destoxificar
teflubenzurom, indicando que o sistema monooxigenases deste inseto € muito ativo e versdtil.

Resultado inverso ocorreu com o inseficida triflumuron quando combinado com subdoses
letais de OEPA, cujos valores de FS ndo apresentaram significncia quando comparados os valores
do FS das combinacdes do inseticida com PBO. Neste caso, pode-se inferir que para o triflumuron a
inibicdo destoxificativa enzimdtica predominante pode ndo estar relacionada ¢ monooxigenases
P450.

Deve ser ressaltado, no enfantfo a magnitude dos valores de FS para as combinacoes do
triflumuron com as subdoses letais do OEPA, embora significativamente inferiores ds combinacdes
com PBO, podem indicar a agcdo de outras enzimas destoxificativas no processo de eliminacdo
deste xenobidtico.

Considerando-se vdlida esta hipdtese, podem ser apontados outros grupos de enzimas
destoxificativas como esterases e glutationa S-tfransferases, como envolvidos na degradacdo do
triflumuron a semelhanca do que ocorreu com diflubenzurom, pertencente a este mesmo grupo
guimico, quando aplicado em larvas de Platynota stultana Walsingham, 1884 (Lepidoptera:
Tortricidae) [59].

Alguns resultados para a compreensdo dos mecanismos envolvidos no aumento da
penetracdo celular favorecida pelo sinergista [60] frouxeram importantes contribuicdes. Ficou

demonstrado, que interferéncias na reducdo da tensdo superficial, aumento da solubilidade e
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interacdo entre o sinergista e a camada lipidica da cuticula do inseto sdo fundamentais para a
expressdo do efeito sinérgico. EstGo envolvidos neste processo combinacdes de terpenos que
podem promover um aumento substancial da penetracdo do produto na cuticula de insetos [60].

Emrelacdo a esta propriedade, o OEPA utilizado nas combinacdes sinérgicas com lufenuron
e friflumuron, possui em sua composicdo 158% de terpenos, ndo se podendo afirmar que tal
quantidade seja suficiente para auferir aumento da penetracdo do déleo combinado com o
inseticida. Porém parece ser uma hipdtese aceitavel.

Além de favorecer a penetracdo, o OEPA pode estar associado também a inibicdo da
barreira bioquimica, localizado logo abaixo da cuticula, promovida pelas enzimas destoxificativas
presentes nos oendcitos, células associadas ao corpo gorduroso parietal das larvas de S. frugiperda
[62].

A taxa de absorcdo através da cuticula do inseto é importante na toxicidade para
inseficidas reguladores de crescimento. Isso indica que esses produtos possuem uma toxicidade
dérmica e que sua seletividade pode ser regida pela taxa de absorcdo através da cuticula. Em
vista disso, sugere-se que a cinética de absorcdo € um fator importante para o funcionamento
deste grupo de inseficidas [63].

O dleo essencial de P. aduncum, por possuir como composto majoritdrio o dilapiol, inibe
além das monooxigenases P450 também as enzimas dos grupos das esterases e glutationas-S
transferases [28, 29, 30, 32, 33, 34, 35 e 37], conferindo assim um amplo espectro sinérgico para o
inseticida lufenuron e em menor magnitude também co inseticida triflumuron, ambos por contato

topico.

AVALIACOES TOXICOLOGICAS POR INGESTAO

Os valores do TlLso para larvas de S. frugiperda (TLso) alimentadas com a dieta contfaminada
com o inseficida lufenuron, foram significativamente menores no intervalo de concenfracdes entre
3% a 0,03 a v.v!, quando comparadas ao PBO (132,8 horas) independentemente de estarem
combinadas ou ndo ao OEPA. (Figura 1). Neste intervalo de concenfracdes, os valores da TlLso
variaram entre 51,7 horas e 83,4 horas, respectivamente, para o inseficida tomado isoladamente.
J& para a combinacdes deste inseticida com o OEPA a 0,0422% v.v-! (2 da DLso) o intervalo da TLso
foi de 32,2 a 53,8 horas, respectivamente. Estes resultados apontam a significGncia do efeito
sinérgico das combinagdes do lufenuron com o OEPA, uma vez que, concomitantemente a
diferenca dos valores do fratamento PBO, ocorreu uma reducdo significativa dos TLso em todas as
combinagdes deste dleo com o inseticida considerado de forma isolada (Figura 1).

As demais concentracdes de lufenuron (0,003% e 0,0003%) consideradas de forma isolada
ou em combinacdo ao OEPA, ndo apresentaram significGncia no tempo letal de mortalidade

guando comparadas & combinacdo com o PBO.
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Para o inseticida triflumuron, sua adicdo a dieta de alimentacdo, proporcionou valores do
TLso para larva de S. frugiperda significativamente menores para a maioria das concenfracdes no
intervalo de 1% a 0,001% v.v!, independentemente de estarem combinadas ou ndo ao OEPA
(0,0422% v.v-') guando comparados ao PBO (Figura 2). Excecdo feita a concentfracdo 0,001% v.v-1
considerada de forma isolada cujo valor do TLso foi de 107 horas apresentando sobreposicdo com

o IC do fratamento com PBO (112,3 horas).
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- BUTOXIDO = Butdxido de Piperonila
- OEPA= Subdose letal do dleo essencial de P. aduncum.

- l = Concentracdo de lufenuron equivalente & dose comercial recomendada.

Figura 1. Tempo Letal (TLso) do inseticida lufenuron combinado com a subdose letal do dleo essencial
de Piper aduncum L. adicionado & dieta alimentar de larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith,
1797).
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Figura 2. Tempo Letal (TLso) do inseticida triflumuron combinado com a subdose letal do dleo
essencial de Piper aduncum L. adicionado & dieta alimentar de larvas de Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith, 1797).

Considerando-se as concentfracdes de friflumuron 1% e 0,01% v.v-1tomado de forma isolada,
os valores significativos dos TlLso variaram entre 51,3 horas a 87,6 horas, respectivamente. Este
intervalo de tempo diminuiu significativamente, passando a variar entre 42,5 horas e 84,3 horas, para
as concentracoes de triflumuron entre 1% e 0,001% v.v-! combinadas com a subdose do OEPA.

Estes resultados apontam a significncia do efeito sinérgico das combinacdes do friflumuron
com o OEPA, no intervalo de concentracdes entre 1% e 0,001% v.v-! utilizando o critério de
comparacdo com o PBO. No entanto, na comparacdo enifre estas mesmas concentracdes do
insetficida com suas respectivas combinacdes com o OEPA, ocorreram reducoes significativas do
TLso somente no intervalo de concentracdes entre 0,1 e 0,001 v.v-! (Figura 2).

A concentracdo de friflumuron de 0,0001% v.v'!, considerada de forma isolada ou em
combinacdo ao OEPA, ndo apresentou reducdo significativa no tempo letal de mortalidade
guando comparadas a combinacdo com o PBO.

A contaminacdo por ingestdo de insetficidas do grupo quimico das benzoilfeniluréias
obedece uma estratégia diferente da contaminacdo por contato tépico, e sua eficdcia depende
do fipo de inseticida avaliado.

O inseticida diflubenzurom, quando ingerido por larvas de Choristoneura occidentalis
(Walsingham,1891) (Lepidoptera: Tortricidae) e Orgyia pseudotsugata (McDunnough, 1921)
(Lepidoptera: Noctuidade), foi eliminado em 90% e 86% do totfal ingerido, sem que ele fosse

absorvido por estes insetos [64]
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Tanto o inseficida friflumuron como o lufenuron combinados com OEPA utilizados na
experimentacdo mostraram alta eficdcia toxicoldégica quando ingeridos junto a dieta alimentar,
uma vez considerados de forma isolada apresentaram, via de regra valores de Tlso
significativamente superiores nas concentragdes abaixo da concentracdo recomendada para
aplicacdo no campo de 0,15% e 0,10% v.v'!, respectivamente [23].

O triflumuron combinado com subdose do OEPA e ingerido no intervalo de concentracoes
entre 1% e 0,001% v.v-!, préoximas a concentracdo recomendada para uso No campo, apresentaram
uma reducdo do fempo de vida das larvas de S. frugiperda na ordem de 8:48 horas e 22:18 horas,
respectivamente.

Da mesma forma o inseficida lufenuron com subdose do OEPA e ingerido no intervalo de
concentracoes entre 3% e 0,03% v.v-1, préximas a concentracdo recomendada para uso no campo,
apresentaram uma reducdo do tempo de vida das larvas de S. frugiperda na ordem de 19:30 horas
e 29:36 horas, respectivamente, demonstrando que as formulacdes sinérgicas deste inseticida com
OEPA s@o mais eficazes que o triflumuron. Apesar disso, foi observado um maior niUmero de
concentracdes avaliadas de friflumuron que combinadas com OEPA apresentaram significativa
reducdo do TL50 em relacdo ao PBO (4 de 5 concenfracdes avaliadas) quando comparado ao
lufenuron (3 das 5 concentfracdes avaliadas).

A diferenca de eficdcia pode ser explicada pela provavel diferenca do tempo de retencdo
do inseticida no corpo das larvas [65], embora esta varidvel ndo tenha sido mensurada. Outra
hipdtese que poderia ser levantada estd relacionada & velocidade do transporte do xenobidtico
do infestino ao local de acdo ou sua estabilidade denfro do inseto [79, 80]. Por exemplo, reacoes
de conjugacdo (realizadas por enzimas do grupo glutationa-S fransferases) sdo geralmente
precedidas por hidrdlise e/ou oxidacdo do inseticida (readlizada principalmente por
monooxigenases P450), o que significa que a inibicdo do mecanismo de defesa do inseto nos
primeiros passos No processo de desintoxicacdo, pode exercer influéncia na retencdo e toxicidade
do inseticida devido ao maior fempo de permanéncia no corpo do inseto [66].

A distribuicdo das enzimas destoxificativas no intestino dos insetos ainda € motivo de
discussdo cientifica, sugerindo que € no intestino médio onde ocorre a maior concentracdo dessas
enzimas em vdarios grupos de insetos avaliados [67,68].

A membrana peritréfica, que protege o intestino médio dos insetos, € constituida de tecido
epitelial que ao envolver os alimentos ingeridos atua como uma barreira fisica e quimica para a
entrada de xenobidticos, permitindo, entretanto, a passagem de enzimas digestivas no [lUmen e a
absorcdo dos produtos da digestdo. Significativas alteracdes das células da membrana peritréfica
em larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), foram observadas
quando alimentadas com sesquiterpenos e diterpenos, causando a mortalidade dos insetos
avaliados [69].

Isto sugere que o OEPA, rico em dilapiol, pode ter além de uma acdo sinérgica por inibir as

enzimas destoxificativas de todos as familias relacionada a resisténcia de S. frugiperda, uma acdo
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aditiva por facilitar a penetracdo dos inseticidas avaliados devido ds alteracdes proporcionadas
pelos sesquiterpenos presentes na sua composicdo. O dano celular no intestino dos insetos estd
diretamente relacionado & desregulacdo das enzimas digestivas e desintoxicantes [70].

Por Ultimo observou-se uma diferenca nos fatores de sinergismo por contato tépico, do
inseticida lufenuron quando aplicado em combinacdes com 2 e 4 das doses letais do OEPA,
apontando a subdose 2 da DLsp como a que promoveu maior efeito sinérgico para este inseticida.
J& para o inseticida triflumuron esta diferenca ndo foi observada. Tais resultados sdo atribuidos as
respostas das diferentes proporcionalidades das combinacdes dos inseticidas com as subdoses
letais do OEPA, que obedecem ao indice de equivaléncia que classifica as combinacdes como
aditivas, sinérgicas ou antagdnicas [71].

As vias de contaminacdo por contato tépico e por ingestdo utilizadas para avaliacdo dos
inseficidas triflumuron e lufenuron podem ser consideradas como adequadas para tal finalidade,
uma vez que os inseticidas a base de benzoilfeniluréias, sdo inibidores da sintese de quitina que
revestem o exoesqueleto das larvas e o trato intestinal, particularmente a membrana peritréfica do
intestino médio, estrutura que funciona como uma barreira de permeabilidade entre o alimento
ingerido e o epitélio intestinal [52].

Desta forma podem ser esperados como efeito inseticida sobre larvas de vdrias espécies de
insetos, alteracoes na ecdise causando anomalias sobre a deposicdo de quitina que acarretam em
dificuldades para liberacdo da exuvia, causando assim a morte dos individuos contaminados [17].
Pode ocorrer também reducdo no desenvolvimento de larvas e deformidades no aparelho bucal
que impedem a sua alimentacdo [54].

A import&ncia da utilizacdo de duas vias de contaminacdo prende-se ao fato de que a
penetracdo do inseticida por contato tépico pode ser dificultada por mecanismos de resisténcia
dos insetos a agroquimicos. Esse mecanismo é geralmente considerado de menor importdncia, mas
pode tornar-se fundamental quando afua em conjunto com outros mecanismos tais como:
mudanca de comportamento, modificacdo do sitio-alvo e metabolizacdo dos inseticidas, trazendo
como consequéncia um aumento da evolucdo da resisténcia dos insetos [55].

Tais modos distintos de contaminacdo podem definir a eficdcia de um inseticida regulador
de crescimento (IGR) a semelhanca do clorfluazurom que apresentou um acréscimo de mais de
cem vezes em sua toxicidade em funcdo do tempo de retencdo no corpo de larvas quando
comparado com outro IGR, diflubenzurom [56]. Como exemplo, no tratamento tépico de larvas de
Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833) e S. exigua (Lepidotera: Noctuidae) com diflubenzurom foi
observada um resposta toxicoldgica semelhante para as duas espécies. Por outro lado, quando
submetidas a alimentacdo oral foram necessdrias maiores concentracdes deste inseticida para
revelar o mesmo efeito letal para S. exigua na comparacdo com S. litforalis, revelando desta forma

um nivel toleré@ncia 20 vezes maior para aquela espécie por esta via de contaminacdo [57].
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CONCLUSAO

O dleo essencial de Piper aduncum L. apresenta efeito sinérgico significativo, quando
utilizado em subdoses letais de 0,24 e 0,12 x104 uL mg inseto'! combinadas ao inseticida lufenuron
por contato tépico.

O ¢leo essencial de Piper aduncum L. apresenta efeito sinérgico significativo para os
inseficidas lufenuron e triflumuron por ingest@o de dieta contaminada.

Concentracdes entfre 1% e 0,001% v.v-1 do inseticida friflumuron, combinadas com a subdose
letal do OEPA de 0,24 x104 uL mg inseto-!, apresentaram uma reducdo do tempo de vida das larvas
de S. frugiperda entre 8:48 horas e 22:18 horas.

Concentracodes entfre 3% e 0,03% v.v-! do inseticida lufenuron, combinadas com a subdose
letal do OEPA de 0,24 x104 uL mg inseto-!, apresentaram uma reducdo do tempo de vida das larvas
de S. frugiperda entre 19:30 horas e 29:36 horas.

Conclui-se pelo presente estudo, a alta eficdcia sinergica do OEPA para inseticidas lufenuron

e triflumuron.
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