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RESUMO

Os fosforamidatos sdo uma classe de compostos que apresentam pelo menos um grupo
-NR1R2 (R1e Rz = Alquila, Arila) ligado diretamente ao &tomo de fésforo em suas estruturas.
Compostos dessa classe sdo mencionados como potenciais agentes inseticidas. Neste trabalho,
discorremos de forma genérica sobre a sintese de trés novos composto aminoaril-fosforamidico
e, em condi¢Oes de laboratdrio, avaliamos a toxicidade letal desses compostos quando aplicados
de forma tdpica ao inseto praga Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae),
vulgarmente conhecida como “lagarta-do-cartucho-do-milho” e, também, seu efeito letal em
organismo considerado potencialmente benéfico para a agricultura, incluindo essa praga, a
vespa predadora Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1792) (Hymenoptera: Vespidae),
vulgarmente conhecida como “marimbondo-farinha-seca”. Larvas de S. frupiderda usadas em
experimento foram provenientes de criacdo em dieta artificial e, vespideos adultos foram
provenientes de colbnias capturadas em campo e mantidas em laboratério. O efeito letal agudo
(considerado em nosso trabalho até 72 horas da aplicacdo topica) dos compostos fosforamidatos
para as larvas de S. frugiperda foi significativamente menor, quando comparado ao tratamento
controle (produto comercial). Entretanto, esse efeito letal agudo é significativamente maior no
inseto benéfico (vespideo). Apds aplicagdo topica dos compostos fosforamidatos, dieta
alimentar ad libitum era oferecida aos insetos e, nessa condicdo, avaliou-se possivel neuropatia
tardia, inferida pela mortalidade de insetos ao longo do tempo. Para larvas de S. frugiperda
(considerado até o tempo de 360 horas da aplicacdo topica dos compostos), a DL sy para 0s
compostos aminoaril-fosforamidicos 1, 2 e 3 foram respectivamente de 99,34, 28,10 ¢ 80,28 ug
/ mg de larva. Para operarias de P. occidentalis, a DL50y para 0s compostos fosforamidicos 1,
2 e 3 foram respectivamente de 68,71, 60,98 e 74,06 ug / mg de vespideo. Se considerarmos a
regra de que o inseticida neurotéxicos devem promover rapida mortalidade da praga, os
fosforamidatos investigados neste trabalho, em comparagdo com produto comercial de modo
de acdo semelhante, ndo se mostraram adequados para futuro uso em controle efetivo em
lavouras. Além disso, eles se apresentam mais toxico para o inseto benéfico (vespideo) quando

comparado com a praga.

Palavras-chave: Fosforamidatos; inseticida; seletividade de inseticida, larvicida.
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ABSTRACT

Phosphoramidates are a class of compounds that feature at least one -NR1R2 group (R1
and R2 = Alkyl, Aryl) directly attached to the phosphorus atom in their structures. Compounds
from this class are mentioned as potential insecticidal agents. In this work, we generally discuss
the synthesis of three new aminoaryl-phosphoramidic compounds and, under laboratory
conditions, we evaluated the lethal toxicity of these compounds when applied topically to the
pest insect Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), commonly known
as the "fall armyworm,"” as well as their lethal effect on an organism considered potentially
beneficial to agriculture, including against this pest, the predatory wasp Polybia (Myrapetra)
occidentalis (Olivier, 1792) (Hymenoptera: Vespidae), commonly known in Brazil as the
"marimbondo-farinha-seca.”" S. frugiperda larvae used in the experiment were reared on an
artificial diet, and adult wasps were collected from field colonies and maintained in the
laboratory. The acute lethal effect (considered in our study up to 72 hours post topical
application) of the phosphoramidate compounds on S. frugiperda larvae was significantly lower
compared to the control treatment (a commercial product). However, this acute lethal effect
was significantly higher on the beneficial insect (wasp). After the topical application of the
phosphoramidate compounds, ad libitum food was offered to the insects, and under this
condition, possible delayed neuropathy was assessed, inferred by insect mortality over time.
For S. frugiperda larvae (considered up to 360 hours post topical application of the compounds),
the LDsos for aminoaryl-phosphoramidic compounds 1, 2, and 3 were respectively 99.34, 28.10,
and 80.28 pg/mg of larva. For P. occidentalis workers, the LDsoy for phosphoramidic
compounds 1, 2, and 3 were respectively 68.71, 60.98, and 74.06 ng/mg of wasp. Considering
the rule that neurotoxic insecticides should promote rapid mortality of the pest, the
phosphoramidates investigated in our study, compared to a commercial product with a similar
mode of action, were not found to be suitable for future use in effective crop control. Moreover,

they appear to be more toxic to the beneficial insect (wasp) compared to the pest.

Keywords: Phosphoramidates; insecticide; insecticide selectivity, larvicide.



1. INTRODUCAO

Os insetos-praga s@o as principais causas de perdas de colheitas agricolas em todo o
mundo e o manejo delas desempenha um papel critico no fornecimento de seguranca alimentar
e rendimentos econdmicos para o agricultor (ZHANG et al., 2018). Para manejo desses
organismos, a estratégia mais antiga e, ainda a mais empregada é baseada em substancias
inseticidas, de origem natural ou sintética, utilizadas nas diferentes fases do ciclo de vida dos
insetos-praga (MOREIRA et al., 2012).

O uso generalizado de organofosforado como inseticida se deu a partir da segunda
metade do século 20 (OLIVEIRA et al. 2008). Tais inseticidas sdo os mais amplamente
utilizados no mundo, com mais de 35.000 formulacGes diferentes (SANTOS et al., 2015).
Juntamente com os carbamatos, ainda representam 40% do mercado mundial de inseticidas
(CASIDA e DURKIN, 2013).

Organofosforados (OP) sdo substancias quimicas produzidas pelo processo de
esterificacdo entre o acido fosforico e o alcool. Os organofosforados podem sofrer hidrélise
com a liberacdo de alcool da ligacdo éster. Esses produtos quimicos sdo 0s principais
componentes de herbicidas, pesticidas e inseticidas (ADEYINKA et al., 2022). Os inseticidas
organofosforados, apds contato ou ingestdo pelo inseto, inibem a acetilcolinesterase (AChE),
uma enzima do sistema nervoso central e periférico de insetos que degrada o neurotransmissor
acetilcolina. A inibicdo da AChE leva ao acimulo da acetilcolina (ACh) nas fendas sinapticas,
ja que esta é responsavel por hidrolisar a ACh produzindo colina e acetato; portanto, sob efeito
desse inseticida, é verificado hiperatividade nervosa e consequente colapso do sistema nervoso,
desencadeando o processo de paralisia e morte do inseto (WARE, 2000; RICHARDSON e
MAKHAEVA, 2014).

A principal razdo para o sucesso dos compostos organofosforados como inseticidas é

sua forte atividade biolégica (ZHU et al., 2020) acoplada com sua relativa instabilidade na
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biosfera, que se traduz em uma meia-vida em plantas da ordem de 2 até 10 dias (SANTOS et
al., 2007). Além disso, segundo Santos et al. (2007), tal interesse deve-se a facilidade de sintese
de novos derivados, & possibilidade de sintese de pré-inseticidas, que sofrem ativagdo
preferencial em insetos e ndo em mamiferos. Os organofosforados apresentam baixa acéo
residual, com pouca estabilidade no meio ambiente e acumulagdo limitada

Segundo Richardson & Makhaeva (2014), os compostos organofosforados (OP) sdo
referidos genericamente como organofosfatos. Entretanto, este € um subconjunto especifico que
compreende derivados do acido fosforico. Muitos outros derivados sdo possiveis, como
fosforotioatos, fosfonatos, fosfinatos e fosforamidatos. Inseticidas OP sdo tipicamente
organofosforados ou organofosforotioatos. Exemplo conhecidos deles sdo os organofosforados
(Fenthion, Fenitrothion, Parathion, Malathion, Dursban e Demothon-S) e, o0s
organofosfotioatos (Ethion, Fonophos, Disulfoton, Acetofos e Danifos).

Os fosforamidatos sdo uma classe de compostos que apresentam pelo menos um grupo
-NR:R2 (R1e Rz = Alquila, Arila) em suas estruturas (LAGES, 2016). Compostos dessa classe
também sdo usados como inseticidas (OLIVEIRA et al., 2014; MOTA et al., 2023). Exemplos
desses inseticidas sdo Acephato, Isoscarbophos, Amidotioato e Avenin. Segundo Santos et al.
(2007) e Mota et al. (2023), entretanto, nUmero pequeno de compostos dessa classe foi
desenvolvido para uso como inseticida; isso, devido a dificuldade de sintese e sérios problemas
de toxicidade para mamiferos. Embora com essas limitacOes, esses inseticidas sdo ainda
largamente comercializados em todo o mundo (MOTA et al, 2023). Segundo Paula et al. (2008),
para contornar esse problema, fosforamidatos derivados de aminas secundarias e terciarias,
inibidores mais fracos de AchE, a partir de trabalhos desenvolvidos por Hudson (1996) tém
sido sintetizados.

A simples toxidez de uma substancia quimica ndo a qualifica como inseticida. Alem

desse parametro, a eficacia em baixas concentracdes, a auséncia de toxidez frente a mamiferos,
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a auséncia de fitotoxicidade, a facil obtencdo, a facil manipulacdo e aplicagdo, a viabilidade
econbmica e ndo ser cumulativo em tecido gorduroso de humanos e animais domésticos devem
ser considerados (SANTOS et al., 2007). Essas caracteristicas citadas sdo de um inseticida tido
como ideal e, evidentemente, rara; portanto, esforcos para desenvolvimento de novas
compostos inseticidas deve ser uma constante.

As trés novas moléculas sintéticas de fosforamidatos investigadas neste trabalho foram
obtidas a partir da reacdo de monofosforilagao da fenilenodiamina com o fosfito de dibutila em
sistema bifasico solido-liquido, empregando-se hexacloroetano (catalisador), carbonato de
potassio (base), brometo de tetrabutilamonio (promotor de transferéncia de fase) e
diclorometano.

Os insetos usados como modelo biolégico em nosso experimento é uma praga polifaga
que ataca preferencialmente a cultura do milho, Spodoptera frugiperda (Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), vulgarmente conhecida como “lagarta-do-cartucho-do-milho” ou
simplesmente “lagarta-do-cartucho” e, Polybia (Myrapetra) occidentalis (Olivier, 1792)
(Hymenoptera: Vespidae) (SIBBR, 2023), uma vespa predadora conhecido vulgarmente como
“marimbondo-farinha-seca” ou “marimbondo-estrela” (SOUZA e ZANUNCIO, 2012).

A S. frugiperda, ¢ originaria das Américas, mas tornou-se uma praga invasora na Africa
em 2016, na Asia em 2018 e, em tempo mais recentemente, na Oceania, em 2020 (WAN et al.,
2021). Esta espécie é altamente polifaga e € relatado por atacar mais de 350 plantas comerciais
e ndo comerciais, principalmente Poaceae, Asteraceae e Fabaceae (MONTEZANO etal., 2018).
Segundo estatisticas da “Food and Agriculture Organization of the United Nations” (FAO), s6
o0 Brasil gasta em torno de US$ 600 milhdes todos os anos em tentativas de controlar essa praga
(WILD, 2017).

Vespas, de maneira geral, polinizam uma grande diversidade de plantas e predam insetos

fitofagos que causam grandes prejuizos para a agricultura (PICANCO et al., 2010; JACQUES
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etal., 2018). Segundo Kokler & Lemes (2014), P. occidentalis apresenta uma mancha basal no
clipeo e genas com marcas amarelas evidentes. Segundo esses autores, essa espécie é
reconhecida principalmente por ndo possuir a margem posterior do pronoto ampla. Os ninhos
dessas vespas sdo compostos de varios favos sobrepostos, cobertos por envelope protetor,
principalmente expostos, na face abaxial de folhas (SOMAVILLA et al, 2012), comumente
encontrados na face abaxial de folhas de Bismarckia nobilis Hildebr. & Wendl. (1881),
vulgarmente conhecida como “palmeira azul” (comunicacdo pessoal do entomdlogo, Prof.
Marcio Silva Aradjo, no Municipio de Ipameri, GO, Brasil).

As vespas sociais sao insetos de suma importancia para 0 meio ambiente devido ao seu
papel ecoldgico por atuarem como polinizadores e, também, pela sua alimentacdo generalista,
predando insetos prejudiciais a agricultura (BARBOSA et al., 2022); portanto, atuando no
equilibrio tréfico dos ecossistemas (RESENDE et al., 2001; PREZOTO et al., 2006; PICANCO
et al., 2010; JACQUES et al., 2018, BARBOSA et al., 2022). E notdrio que intervencdes
humanas como aquelas relacionadas ao uso de inseticidas colocam em risco a sobrevivéncia

desses insetos (BACCI et al., 2000).



2. OBJETIVO

Em condigdes de laboratorio, investigar a toxicidade de trés novos compostos aminoaril-
fosforamidicos sobre uma populacao da lagarta-do-cartucho-do-milho S. frugiperda e, também,
efeito inseticidas desses mesmos compostos sobre potencial agente de controle bioldgico dessa

praga, o vespideo P. occidentalis.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Processo de sintese, isolamento e identificacdo dos trés novos compostos

aminoaril-fosforamidicos

Os compostos aminoaril-fosforamidicos usados em nosso experimento de toxicidade
foram sintetizados no Laboratério de Quimica da Universidade Estadual de Goias (Campus
Henrique Santillo). A metodologia de sintese desses compostos foi a mesma adotada por
Mascarenhas (2022). Nosso trabalho enfatizou somente a avaliagdo de toxicidade desses
compostos aos insetos; portanto, os procedimentos quimicos detalhados de sintese devem ser
consultados em trabalho dessa referida autora. A seguir, é apresentado de maneira genérica, a
descri¢do metodologica de obtencdo desses fosforamidatose e, sua caracteriza¢do quimica.

Sob pressdo atmosférica, em um baldo bitubulado de 125 mL (junta esmerilhada)
contendo a fenilenodiamina apropriada (0,020 mol; 2,16 g), carbonato de potassio (0,022 mol;
3,0 g), brometo de tetrabutilaménio (0,062 mmol; 0,02 g) e diclorometano (5 mL) sob agitacéo,
adicionou-se lentamente, com auxilio de um funil, uma solugdo contendo fosfito de dibutila
(0,010 mol; 1,95 mL) e hexacloroetano (0,015 mol; 3,55 g) em diclorometano (10 mL) (ver rota
em figura 1).

O tempo de adicdo da solucdo contendo fosfito foi de aproximadamente 10 minutos, em
banho de gelo e apés a adicdo ser concluida, a agitagdo foi mantida por mais 1 hora em banho
de gelo e depois por mais 23 horas a temperatura ambiente, até consumo total do fosfito de
dibutila que foi acompanhado por cromatografia de camada delgada. Posteriormente, a mistura
foi filtrada em papel filtro, para a remoc¢éo do carbonato de potéssio e o cloreto de potassio que
sdo gerados na reacdo, e que ndo sdo de interesse, desta forma, foi possivel isolar a fase
organica.

O filtrado foi transferido para um funil de separacéo e lavado com acido cloridrico 0,2%

(3x10 mL) e agua (1x10 mL). O processo de extracdo com acido cloridrico foi feito para



remover a diamina que estava presente em excesso. Com a presenca desse acido, a diamina foi
protonada e transportada da fase organica para a fase aquosa, um processo importante na etapa
de isolamento reacional. Por fim, a fase organica tambem foi tratada com agua, para a remocao
de residuos inorganicos de néo interesse.

Na fase seguinte, juntou-se as fases organicas e utilizou-se o sulfato de sédio anidro para
a remocdo de qualquer residuo aquoso nas mesmas, e, logo depois, a solucdo foi filtrada. O
solvente foi removido em evaporador rotativo, gerando um residuo solido/oleo. O residuo
gerado foi recristalizado, adicionando-se cerca de 60 mL de éter de petroleo. A utilizagdo de
éter de petroleo se faz necesséria para a importante etapa final de recristaliza¢do dos sélidos. O
sistema foi mantido em agitagdo por 24 horas. Ao final, filtrou-se o decantado formado,
obtendo-se produto solido branco, com rendimento entre 40 e 50%.

Cada reagente possui uma contribuicdo especifica na obtencdo dos produtos. O
hexacloroetano atua como catalisador, ja o carbonato de potéssio atua como base, e 0 brometo
de tetrabutilaménio € um promotor de transferéncia de fase para o carbonato de potéssio, visto
que é um composto inorganico e deve permanecer na fase organica para sua atuagdo como base.
Rota sintética simplificada para a producdo dos novos compostos aminiaril-fosforamidicos
investigados neste trabalhho é apresentada na figura 1.

Pelas andlises preliminares, a partir dos espectros vibracionais de absorcao na regido do
IV do fosfito de dibutila e dos produtos obtidos, ndo se observou a banda de estiramento em
cerca de 2427 cm referente a ligacio P-H da forma pentavalente do fosfito de dibutila, o que
confirma o consumo deste material de partida. As bandas de estiramento das ligaces P=0 e
bandas de deformacdo de P-O-C do grupo fosforila, tipico do composto organofosforado
esperado foram identificadas entre as regides de 500 e 4.500 cm™. A caracterizacio dos novos

fosforamidatos ¢é apresentada nas tabelas 1, 2, 3 e 4.
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Figura 1. Rota sintética para a producdo dos novos compostos aminiaril-fosforamidicos
(1a,b,c) investigados neste estudo de toxicidade para os insetos Spodoptera frugiperda e

Polybia occidentalis. TBAB = brometo de tetrabutilamoénio

Tabela 1. Caracterizacdo dos composto aminoaril-fosforamidicos investigados neste estudo de

toxicidade aos insetos. Dados relativos a absorcdo no IV e respectivo rendimento obtidos no

processo de sintese.

V NH V P=0 6 P-O-C V P-N Rendimento

Composto (cm™) (cm™) (cm?)  (ecm?) (%)
Aminoaril-fosforamidato 1 3378,3223 1206 990 745 44
Aminoaril-fosforamidato 2 3376,3216 1204 981 756 41

Aminoaril-fosforamidato 3 3371,3211 1205 991 739 48




Tabela 2. Principais assinalamentos do derivado aminoaril-fosforamidico 1, em espectrometria
no infravermelho (1V) e ressonancia nuclear magnética (RNM) de *H, *C e 3'P.

12
H:N
- F 0 5 N _~1-;_'|
17 \.---"\4\\ | H & 1:"':}_ 1L"-.
P—N—\ )0
\1 B O 1 -__‘\.__" ;",-"r
— N\_-0 N IV (cm?)
RNM
NO 13C 1H 31P
1 13,6 0,87 (6H,t,1=7,25) 4,45 3220 (largo v NH)
2 18,7 1,34 (4H, sex, J = 7,45) 2961, 2874 (v CH sp3)
2 322 161 (4, qui, ) = 7.12) 1589 115%%6 gi;ﬂ) C=C)
4 66,5 4,04 (4H, m) S e
— 1292 (v cAr-N)
5 - 6,39 (1H, d, J=8,5) 1204 (v P=0)
6 126,6 - 980 (v P-O)
7 127,7 7,11 (1H, d largo, J = 8,0) 749 (y =C-H)
8 119,5 6,73 (2H, m)
9 120,7 6,86 (1H, t,J = 7,62)
10 117,1 6,73 (2H, m)
11 137,3 -
12 - 4,46 (2H, s largo)

Tabela 3. Principais assinalamentos do derivado aminoaril-fosforamidico 2, em espectrometria
no infravermelho (1V) e ressonancia nuclear magnética (RNM) de *H, 1*C e 3!P.

NH.,
- 4 1‘;-j'('ﬂ
- '\\\ _ __H\ ” H " m— ,\
N\ oV g 1
N0 v IV (cm™)
RNM

N° 13C 1H 31P
1 13,5 0,87 (6H,t,J=7,5) 2,74 3354, 3216 (v NH)
2 18,7 1,35 (4H, sex, J = 7,45) 2961, 2874 (v CH sp3)
3 32,2 1,62 (4H, qui, J=7,0) 1608 (5 N_H)
4 66,4 4,02 (4H, m) 1495 (v C=C)
5 - 6,4 (1H, d largo, J = 8.,5) 1306 (v cAr-N)

= Asth € a0, = = S 1223 (v P=0)
6 145,2 _ 992 (v P-0)
7 109,6 6,63 (1H, m) 784 (y =C-H)
8 130,0 7,02 (1H, t)
9 105,4 6,51 (2H, m)
10 140,9 6,73 (2H, m)
11 109,0 6,51 (2h, m)
12 - 4,81 (2H, s largo)




Tabela 4. Principais assinalamentos do derivado aminoaril-fosforamidico 3, em espectrometria
no infravermelho (1V) e ressonancia nuclear magnética (RNM) de *H, *C e 3'P.

L 0 i
- \\—-""{\ | H C-{ '}EI
'\_‘\-:!-_-_\\\ G:-[;P ] % ?.’ NHZ 0
IV (cm™)
RNM

NO 13C 1H 31P
1 13,5 0,87 (6H, t, J = 7,50) 4,10 3364 3202(v NH)
2 18,7 1,35 (4H, sex, J = 7,45) 2959, 2873 (v CH sp3)
3 32,2 1,62 (4H, qui, J = 7,00) 1518, 1479 (v C=C)
4 66,2 4,02 (4H, m) 1§§g(5vpzbc))
5 - 6,28 (1H, d largo, J = 9,50) 829 (y =C-H)
6 134,0 - 780 (y =C-C)
7 132,1 6,86 (2H, d, J = 8,50)
8 118,5 6,66 (2H, d, J = 8,50)
9 139,7 -
10 - Nao foi observado

Essas atribuicdes relacionadas ao aminoaril-fosforamidatos foram embasadas em
conceitos tedricos relacionados a aspectos eletrdnicos dos compostos aromaticos, bem como na

comparagdo com estruturas analogas descritas na literatura (PRETSCH et al., 2020).

3.2 CondicBes de ambiente de realizacdo dos ensaios bioldgicos

Os ensaios biologicos foram conduzidos no Laboratério de Entomologia da UnU
Ipameri, Universidade Estadual de Goias, em sala climatizada com temperatura de 25 + 2 °C,

umidade relativa de 67 = 10% e, fotoperiodo, de 12 horas.

3.3 Criagao estoque de S. frugiperda

A criacdo das lagartas foi iniciada a partir de posturas de criacéo artificial obtidas do
Laboratério de Entomologia Agricola da Universidade do Oeste de Sdo Paulo (UNOESTE),
Estado de S&o Paulo, Brasil. Assim que os ovos eclodiam, larvas eram transportadas para a

dieta artificial a feijdo, conforme metodologia de Pinto et al. (2019), até atingirem o terceiro



instar; nessa fase de desenvolvimento, foram retiradas da dieta e expostas aos tratamentos

investigados.

3.4 Coleta de P. occidentalis em campo e seu acondicionamento em
laboratdrio

Ninhos de P. occidentalis foram capturados em campo e mantidos em laboratério, de
onde foram retiradas as operarias para a realizacdo dos testes bioldgicos. Com uso de macacéo
de apicultor, e escada, os ninhos foram coletados no periodo noturno, o que minimizou
distdrbios na col6nia e, ataques de operarias ao coletor dos ninhos. Os ninhos foram
cuidadosamente removidos das folhas da planta e imediatamente acondicionados em caixas de
madeira (40 x 30 x 30 cm) e levados ao mesmo laboratério onde estavam acondicionadas as
larvas de S. frugiperda. Um dos lados dessa caixa de madeira era em forma de al¢apdo, com
tampa de vidro e, em lado oposto, com tecido tipo “fil6”, que podia ser parcialmente aberto
para a cuidadosa entrada de um tubo coletor de operérias do vespideo (sugador bucal). Uma
placa de Petri contendo um chumago de algodéao foi mantida em fundo da gaiola, e, esse, era
diariamente umedecido com agua, por meio de uma piseta para eventual hidratacdo de operarias
do inseto. Imagens relacionadas ao ninho do inseto em condigdes naturais e de caixa de madeira

para manutencdo de ninhos em laboratério sdo mostrados na figura 2.

3.5 Cultivo de milho para alimentacéo das lagartas de S. frugiperda tratadas

Uma vez retiradas da dieta artificial, as lagartas de S. frugiperda eram tratadas com
provaveis compostos inseticidas e colocadas para alimentar-se, de forma ad lubitum em dieta
natural, ou seja, partes de folhas jovens e frescas de milho, em copos de 250 mL. Para isso,
planta de milho foram cultivadas em casa de vegetacdo na Universidade Estadual de Goias,
cidade de Ipameri. Foram utilizados vasos com capacidade de 8,0 litros, compostos por mistura
de terra, areia e esterco bovino na proporc¢édo de 2:1:1, contendo cinco sementes do cultivar ndo

transgénico (AG 1051), que foram irrigados diariamente, livres de aplicacao de inseticidas e/ou



outros defensivos, que pudessem interferir em resultados experimentais.

Figura 2. Planta de Bismarckia nobilis, vulgarmente conhecida como “palmeira azul” com um
ninho de Polybia (Myrapetra) occidentalis naturalmente fixado na face abaxial da sua folha e,
ao seu lado, de forma ampliada, registros desse mesmo ninho com visivel quantidade de
operarias fora do mesmo e, uma operaria forrageadora. Também, detalhe de uma caixa de
madeira com tampa de vidro, usado para manutencdo de uma das col6nias desses vespideo em
laboratorio. Ipameri, GO, 2024.

3.6 Aplicacéo dos tratamentos
Para efeito comparativo, as doses dos compostos inseticidas fosforamidatos usadas neste

trabalho foram préximas aquelas usadas também na exploracdo de possiveis fosforamidatos
inseticidas por Oliveira et al. (2008). Entretanto, para a especifica larva de S. frugiperda alvo
de nosso estudo, expressiva mortalidade larval (proximas a 90%) foi obtida com doses maiores
as verificadas por esses autores mencionados e, também, a morte do inseto se dava apds maior
tempo da exposicao aos inseticidas. Assim, a partir de uma maior dose (900 pug de composto
inseticida/larva), estabeleceram-se gradativas menores doses para ajuste de uma curva dose vs
mortalidade. Demais doses usadas foram 640, 320, 126, 80, 40, 20, 10 ¢ 5,0 pg de composto

inseticida/larva.



O efeito inseticida foi feito de forma tdpica, ou seja, com uso de microseringa, de
capacidade de 10 uL, aplicando doses estipuladas (em volume de 1,0 uL na regido notal da
larva e do vespideo, conforme metodologia de Oliveira et al. (2008). Em testes preliminares foi
escolhido o solvente adequado para dissolver os compostos fosforamidatos, de natureza sélida,
que foi acetona/dgua, na propor¢do 6:4. Esse mesmo solvente foi utilizado para dissolver o
Acephato (tratamento controle positivo), 0 mesmo solvente, que segundo PPDB (2024), trata-
se de inseticida altamente sollvel em agua, acetona ou etanol.

Para comparar eficiéncia em quesito mortalidade de lagarta, avaliou-se a dosagem 8%,
equivalente a 80 pg / inseto (= 11,64 pg / mg de peso larval) de todos os compostos testados.

Particularmente para os vespideos, sabido de sua agressividade, apds sua retirada da
caixa de madeira, fazia-se necessario uma curta imobilizacdo para possibilitar a aplicacdo do
inseticida. Assim, lotes de insetos eram colocados em refrigerados por tempo de 1 (um) minuto
para sua imobilizacdo, destacando que em testes preliminares, esse referido tempo em
refrigeracdo ndo provocou nenhum registro de mortalidade ou imobilidade permanente
perceptivel a olho nu.

Depois de tratados, insetos permaneceram em recipientes de plastico transparente (250
mL), com tampa, contendo alimento, ou seja, folhas para as lagartas e mel a 10% e agua para
vespideos (conforme figura 3). ApOs tratamento, avaliacbes de mortalidade (visivel
imobilidade) de insetos foram realizadas as 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216, 240,
264 e 288 horas, para vespideos e para lagartas, continuou-se a cada 24 horas até atingir 360
horas.

Imagens das larvas de terceiro instar momentos antes de receber os tratamentos com
inseticidas, as plantas de milho cultivadas para experimento e, copo de 250 mL forrado com
papel filtro umedecido diariamente, com o fragmento de folha fresca inicialmente oferecido

para as larvas se alimentarem, imediatamente apds o tratamento com inseticidas testados



(Figura 3).

O procedimento para elaboracdo de curva dose vs mortalidade de operarias adultas do
vespideo foi adequado conforme o tratamento para as larvas de S. frugiperda; tal como para as
lagartas, em testes preliminares, estabeleceu-se uma dose que promovia expressiva mortalidade
das operarias (acima de 90%) e, a partir dessa dose, que foi estabelecida como 120 ug de

composto inseticida/inseto, definiu-se doses gradativas menores, que foram de 80, 40, 20, 10 e

5,0 ug de composto inseticida/inseto.

Figura 3. No plano superior, larvas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda criadas em dieta
artificial, depois de tratadas com compostos inseticidas em teste, sdo transferidas para recipientes
de plastico forrado com papel filtro umedecido contendo fragmento de folha fresca de milho
convencional, cultivado em casa de vegetacdo. Em plano inferior, uma unidade experimental
minutos apos 10 vespideos receberem o tratamento inseticida e, apds 72 horas de aplicacdo, com
vespideos mortos.



A unidade amostral era constituida de um recipiente de plastico de 250 mL, com tampa,
contendo 10 vespideos de uma mesma col6nia, tratados com especifico composto inseticida.
Para esse estudo, foram usados vespideos coletados em sete ninhos. Para efeito de comparacéo,
utilizou-se doses da formulagéo inseticida Acephato (usada como controle positivo) similares
as usadas para lagartas e vespideos. A maior dose 0,9 mg da formula¢do Acephato (97%) por
lagarta e, a mesma formulacéo, em dose de 0,16 mg da formulacdo por vespideo.

Os dados de mortalidade larval de S. frugiperda e de operarias de P. occidentalis entre
os tratamentos foram comparados por anélise de variancia e, suas médias, comparadas pelo
teste de Scott-Knott a 5% de significancia. A relagcdo dose vs mortalidade foi ajustada pelo
modelo ndo paramétrico logistico, a 5% de significancia. As curvas de sobrevivéncia de insetos
tratados com os inseticidas ao longo do tempo foram comparadas pelo teste Log-Rank, a P <
0,05 e, comparagdes multiplas desses tratamentos foram feitas pelo método Holm-Sidak, a P <
0,05. As analises foram realizadas com o auxilio do software R versdo 4.1.1 (R CORE TEAM,

2022).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dados comparativos de toxicidade topica aguda ente 0s novos compostos aminoaril-
fosforamidicos e 0 Acephato (produto comercial) para a larvas de S. frugiperda na concentracao
8% (p/v), que equivaleu a 80 pg do produto inseticida/inseto sdo apresentados na tabela 5.
Considerando que o peso médio das larvas de terceiro instar dessas larvas pesavam em torno
de 6,87 mg, a dose usada, portanto, foi de 11,65 pg/mg de inseto). Comparado ao composto
Acephato, os trés novos fosforamidatos testados (designados aminoaril-fosforamidicos 1, 2 e
3) foram significativamente menos toxicos para as larvas (Scott-Knott, a p < 0,05). Na referida
concentracdo testada, a mortalidade larval a curto prazo, até 72 horas da aplicagdo, foi
considerada muito baixa. Oliveira (2008) investigaram toxicidade de varios compostos
fosforamidatos para larvas do inseto Diaphania nitidalis e, para esse inseto, com dosagem
equivalente, encontraram mortalidade larval em torno de variando de 95% apds 72 horas de
exposicao tépica desses compostos.

Tabela 5. Taxas de mortalidade larval aguda média (%) de Spodoptera frugiperda submetidas
a aplicacdo topico dos trés novos composto aminoaril-fosforamidicos e, do tratamento controle

(Acephato, produto comercial), em distintos tempos. A concentra¢do dos compostos testados
foi a de 8%, equivalente a 80 pug do composto inseticida / inseto (= 11,65 ug / mg de inseto).

Tratamento Mortalidade aguda média de larvas (%0)

12 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Fosforamidato 1 0aA 0aA 6,66 aA 6,66 aA
Fosforamidato 2 6,66 aA 20,00 aA 20,00 aA 33,33 aA
Fosforamidato 3 13,33 aA 13,33 aA 20,00 aA 26,66 aA
Acephato (comercial) 73,33 bA 73,33 bA 80,00 bA 80,00 bA

Médias de mortalidade larval seguidas de mesma letra minuscula na linha e maiuscula na coluna
ndo diferem significativamente entre si (Scott-Knott, a p < 0,05).

Importante destacar que produtos inseticidas que promovem rapida mortalidade como

0 destacado no tratamento controle positivo (Acephato), sdo os de interesse da industria de



agroguimicos (WARE, 2000). Inseticidas neurotdxicos como os testados neste trabalho, em
regra, deveriam, idealmente, promover rapida mortalidade. Gongalves et al. (2012) denominam
essa regra como “efeito de choque”. Para inseticidas organofosforados, por exemplo, Oliveira
et al. (2008) e Gongalves et al. (2016) limitam-se a apresentar somente resultados toxicologicos
até 72 horas da aplicacdo desses inseticidas. Entretanto, O"Malley & O"Mallet (2024), ndo
especificamente para inseto, destacaram o efeito colinérgico agudo de inseticidas fosforados e,
o fato desses inseticidas se ligarem de forma irreversivel & acetilcolinesterase; possivelmente,
devido a isso, destaca varios efeitos tardios em organismos exposto a esses compostos. Por
exemplo, esses mesmos autores relatam que intoxicacdo de humanos por organofosfarados (por
exemplo, clorpirifs) podem causar neuropatia axénica que comeca em 1 a 3 semanas apos a
exposicdo. Neste trabalho, apresentamos somente dados de mortalidade dos insetos, entretanto
alteracOes deletérias, ndo necessariamente a morte, a longo prazo, deve ser investigada em
trabalhos futuros; por exemplo, apesar de ndo quantificado neste trabalho, sob efeito do
composto fosforamidatos, notou-se reducdo em alimentacéo das larvas nas primeiras horas da
exposicao a esses compostos. Exposi¢do a concentraces/doses subletais de insetos a inseticidas
neurotdxicos podem afetar sua fisiologia e sobrevivéncia (GUEDES et al., 2016).

Até 72 horas da aplicacdo dos trés novos compostos aminoaril-fosforamidicos, por
notar reduzida mortalidade larval de S. frugiperda (ver tabela 5), mostrando néo significativo
efeito larvicida quando comparado ao tratamento controle positivo (< 33,33%), ajustamos o
modelo estatistico logistico para definicdo de doses letais (DL) de composto inseticida para
tempo tardio de 360 horas (Figura 4). Considerando-se A DLsos%, 0 aminoaril-fosforamidico 2
apresenta maior toxicidade (DLsoy = 28,10 pg/larva), seguido pelo aminoaril-fosforamidico 3
(DLso% = 80,28 ug/larva) e aminoaril-fosforamidico 1 (DLsow = 99,34 pg/larva). A dosagem

testada do aminoaril-fosforamidico 2 (640 ug/larva) promoveu mortalidade larval de 100%.
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Figura 3. Toxicidade dos trés compostos aminoaril-fosforamidicos investigados para larvas de
Spodoptera frugiperda. Os valores de Dose letal (DL) foram estimados usando o modelo de
regressao logistico. Mortalidade registrada até 360 horas de aplicacdo topica dos compostos
inseticidas.

Na figura 5 € apresentado os dados referentes a sobrevivéncia de larvas de S.
frugiperda ao longo do tempo ap6s aplicacdo topica dos compostos inseticidas. Somente foi
verificado mortalidade larval acima de 50% para os trés fosforamidatos testados, a partir de 168
horas da exposi¢do aos mesmos, o que indica, de forma predominante, efeito colinérgico agudo,
diferente do tratamento com o composto comercial Acephato, que apresentou mortalidade

larval de 93,99%, ja apds 12 horas de sua aplicagéo topica. O tratamento controle nulo, sem

inseticida foi registrado somente uma morte larval, 312 horas apds tratamento.



Comparagdes de curva de sobrevivéncia de larvas de S. frugiperda ao longo do tempo
depois de efetuado os tratamentos ndo evidenciaram diferencas significativas entre os
tratamentos como os trés novos aminoaril-fosforamidicos 1, 2 e 3 (Log-Rank teste, a P < 0,001

e, Teste Holm-Sidak, a P < 0,05).
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Figura 5. Médias de sobrevivéncia de larvas de Spodoptera frugiperda ao longo do tempo,
apos a aplicacdo topica dos trés compostos aminoaril-fosforamidicos e Acephato (formulagédo
comercial), na dosagem de 900 pg de cada composto inseticida/larva). Em tratamento controle
nulo foi feito somente a aplicacdo topica do solvente cetona + agua (proporcdo 6:4). O teste
Log-Rank a P < 0,001 destacou diferencas significativas entre os tratamentos. Mdltiplas
comparagdes entre os tratamentos pelo teste Holm-Sidak a P < 0,001 ndo evidenciaram efeito
significativo em sobrevivéncia de vespideos para os trés novos fosforamidatos em teste, que
diferiram significativamente dos tratamentos controle (sem inseticida) e do controle positivo
(Acephato).

Dados comparativos de toxicidade tdpica aguda ente 0s novos compostos aminoaril-

fosforamidicos e o Acephato (produto comercial) para as operarias adultas de P. occidentalis



na concentragcdo 8% (p/v), que equivaleu a 80 pg do produto inseticida/vespideo S&0
apresentados na tabela 6. Considerando que o peso médio de uma operaria adulta equivale, em
média a 30 mg, a dose usada, portanto, foi de 2,67 pg/mg de vespideo). A mortalidade de
vespideo apos exposigdo tdpica dos trés fosforamidatos testados a curto prazo, até 72 horas foi
mais expressiva do que aquela verificada para as larvas de S. frugiperda. A mortalidade larval
variou de 6,66% a 33,33% e, para vespideos variou de 58 a 74%; ainda assim, com valores de
mortalidade média sempre menor que o tratamento controle positivo (Acephato), em todos 0s

tempos avaliados (12, 24, 48 e 72 horas) (Scott-Knott, a p < 0,05) (Tabela 6).

Tabela 6. Taxas de mortalidade média (%) de Polybia occidentalis submetidas a aplicacdo
topico dos trés novos composto aminoaril-fosforamidicos e, do tratamento controle (Acephato,
produto comercial), em distintos tempos. A concentracdo dos compostos testados foi a de 8%,

equivalente a 80 pg do composto inseticida/inseto (= 2,67 ug/mg de inseto).

Mortalidade aguda média de adultos de vespideo

(%)
Tratamento 12 horas 24 horas 48 horas 72 horas
Fosforamidato 1 0aA 22 aA 46 aB 58 aB
Fosforamidato 2 26 aA 54 aB 64 aB 74 aB
Fosforamidato 3 30 aA 42 aA 68 aB 72 aB
Acephato (comercial) 100 bA 100 bA 100 bA 100 bA

Médias de mortalidade larval seguidas de mesma letra mindscula na linha e maiuscula na coluna
nédo diferem significativamente entre si (Scott-Knott, a p < 0,05).



O parametro DLsoy dos trés composto aminoaril-fosforamidicos avaliados para P.
occidentalis ndo apresentou discrepancia como verificado em lagartas de S. frugiperda; a

variagdo foi de 60, 981 a 74,056 pg de composto inseticida/vespideo) (figura 6).
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Figura 6. Toxicidade dos trés compostos aminoaril-fosforamidicos investigados para adultos
do vespideo Polybia occidentalis. Os valores de Dose letal (DL) foram estimados usando o
modelo de regressdo logistico. Mortalidade registrada até 72 horas de aplicacdo topica dos
compostos inseticidas.

Na figura 7 ¢é apresentado os dados referentes a sobrevivéncia de operarias de P.
occidentalis ao longo do tempo apds aplicacédo topica dos compostos inseticidas. Os compostos

aminoaril-fosforamidicos 2 e 3 promoveram mortalidade de operarias de P. occidentalis acima

de 50% a partir do tempo de 24 horas da exposi¢édo topica. O composto aminoaril-fosforamidico



1, em termos de mortalidade apresentou mortalidade similar a partir de 96 horas; comparacoes
multiplas de curvas de mortalidade também evidenciaram diferente padrdo de mortalidade
guando lagartas submetidas ao tratamento com o fosforamidato 1 (teste Log-Rank aP < 0,05 e,
método Holm-Sidak, a P < 0,001). Apds 144 horas da exposi¢do aos inseticidas, 0s compostos
fosforamidatos promoviam mortalidade total de vespideos. O tratamento controle nulo, sem

inseticida ndo registrou nenhuma morte de operarias até essa data de avaliag&o.
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Figura 7. Sobrevivéncia de vespideos adultos de Polybia occidentalis ao longo do tempo, apds
a aplicacdo topica dos trés compostos aminoaril-fosforamidicos, na dosagem de 120 pg de cada
composto inseticida/vespideo). O tratamento controle positivo foi realizado com o composto
inseticida Acephato, na mesma concentra¢do. O tratamento controle nulo foi feito somente a
aplicacdo topica do solvente cetona + agua (proporcédo 6:4). O teste Log-Rank a P < 0,001
destacou diferencas significativas entre os tratamentos. Multiplas comparacfes entre 0s
tratamentos pelo teste Holm-Sidak (P = 0,894) nédo evidenciaram efeito significativo somente
na comparagéo entre 0s novos fosforamidatos 2 e 3.



A toxicidade do composto inseticida depende do carater lipofilico do mesmo, que esta
associada a espessura e composicdo lipidica da cuticula do inseto, que afetam a taxa de
penetracdo do mesmo até o alvo de sua acdo (GUSMAO et al., 2000); em nosso estudo, insetos
diferentes e estadios de vida diferentes justificariam toxicidades diferente. Charpentier et al.
(2020) investigaram possiveis causas de resisténcia de populagdo de Drosophila melanogaster
a inseticidas organofosforados e, além da mobilidade do inseticida, mencionaram mais trés
causas da resisténcia, especificamente no alvo acetilcolinesterase: aumento de hidrdlise,
diminuigdo da sensibilidade do sitio de acdo e, reducdo da quantidade de acetilcolinesterase.
Apesar de nosso trabalho ndo tratar de investigar resisténcia a inseticida, tais observagdes
reforcam que variagdes quimicas dos produtos e caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas do

inseto alvo irdo influenciar na toxicidade do produto.



5. CONCLUSAO

O efeito agudo dos trés novos compostos aminiaril-fosforamidicos para as larvas de
S. frugiperda, considerado em nosso trabalho até 72 horas da aplicacéo topica dos compostos,
foi significativamente menor do que aquele observado no tratamento controle positivo
(Acephato, o produto comercial); entretanto o efeito agudo desses mesmos fosforamidatos
foram mais expressivos no inseto considerado benéfico, o vespideo P. occidentalis, ou seja,
uma seletividade ndo interessante, no caso de eventual uso desses compostos em programas de
manejo integrado de pragas.

Nossos resultados sugem efeito neuropatico agudo dos trés compostos aminoaril-
fosforamidicos, que promoveram significativas taxas de mortalidade de larvas de S. frugiperda,
guando comparadas com o tratamento controle nulo (sem inseticida); se considerarmos a regra
de que o inseticida neurotoxicos devem promover rapida mortalidade da praga, tais compostos
fosforamidatos ndo seriam bons candidatos a serem desenvolvidos em formulagdes inseticidas
comerciais.

Importante destaca-se que esses compostos fosforamidatos sintetizados para este
estudo sao derivados aminoaril-fosforamidicos de reacdo final para producédo de novas sulfas-
fosforamidicas, que estdo em fase de execucéo e, que em trabalhos futuros, também terdo suas

eventuais propriedades inseticidas avaliadas.
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