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RESUMO

ROCHA, Francelina Aparecida Duarte, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
marco de 2022. Efeitos colaterais dos inseticidas neurotéxicos flubendiamida e
lambda cialotrina no intestino médio da lagarta desfolhadora Spodoptera
cosmioides (Lepidoptera: Noctuidae) Orientador: José Eduardo Serrao.

A lagarta Spodoptera cosmioides Walker, 1858 (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida
popularmente como lagarta-da-vagem ou lagarta-preta, € uma praga em expansao
de diversos cultivos agricolas. Elas provocam quedas nos rendimentos agricolas e
estdo presentes em todos os estagios vegetativos. Atualmente, o controle desta
praga é feito principalmente com o uso de inseticidas quimicos, mas ainda ha
deficiéncias de inseticidas registrados para essa praga, por isso € importante testar
outros possiveis quimicos para serem utilizados no controle de S. cosmioides. O
flubendiamida e o lambda-cialotrina s&o inseticidas séo utilizados contra uma gama
de lepiddpteros pragas e é efetivo contra varios insetos pragas. A interacdo desses
produtos com células do intestino médio de lagartas determina a sua eficicia
inseticida. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a sobrevivéncia, toxicidade e
as alterac6es histopatoldgicas no intestino médio de S. cosmioides expostas ao
flubendiamida e ao lambda cialotrina. Flubendiamida foi toxico para S. cosmioides
(Clso = 3,49 mg L' e CLoo = 8,095 mg L"), com a taxa de sobrevivéncia apds 72 h
reduzida de 80,92% do controle para 39,76% com a CLso € 21,53% com a ClLogo.
Lambda cialotrina foi toxico para S. cosmioides (CLso = 23,03 mg L' e CLoo = 174,8
mg L), com a taxa de sobrevivéncia apds 72 h reduzida de 83,33% no controle,
para 37,89%, 16,66%, 0%, e 0% com as ClLo2s, Clso, CL7s e ClLeo de lambda-
cialotrina, respectivamente. Intestino meédio de S. cosmioides foi extraido apos
ingestao dos inseticidas e avaliado por microscopia de luz. Os inseticidas causaram
desorganizacao celular, degeneragcao da borda estriada, fragmentacao de células e
vacuolizagdo celular e alguns nudcleos com cromatina condensada. Portanto,
Flubendiamida e Lambda cialotrina s&o nocivos a S. cosmioides em concentracoes
letais médias provocando mudancgas histolégicas severas com degeneracdo do
epitélio do intestino médio.

Palavras-chave: Flubendiamida. Lagartas. Lambda cialotrina. Toxicidade.



ABSTRACT

ROCHA, Francelina Aparecida Duarte, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
March 2022. Side effects of the neurotoxic insecticides flubendiamide and
lambdacyhalothrin in the gut of the leaf-cutting caterpillar Spodoptera
cosmioides (Lepidoptera: Noctuidae). Adviser: José Eduardo Serrao.

The caterpillar Spodoptera cosmioides Walker, 1858 (Lepidoptera: Noctuidae),
popularly known as the black pod caterpillar, is an expanding pest of several
agricultural crops. They cause declines in agricultural yields and are present in all
vegetative courses. Currently, the control of this pest is mainly done with the use of
chemical insecticides, but there are deficiencies of insecticides registered for this
pest, so it is important to test other possible chemical products to be used in the
control of S. cosmoides. Flubendiamide and Lambda cyhalothrin are insecticides that
are used against a range of lepidopteran pests and are effective against various
insect pests. The interaction of products with midgut cells of caterpillars determines
their insecticidal diligence. Therefore, the objective of this work was to evaluate
survival, toxicity and histopathological changes in the midgut of S. cosmioides
exposed to flubendiamide and Lambda cyhalothrin. Flubendiamide was toxic to S.
cosmioides (LCso mg L' and LCe = 895 mg L), with a survival rate after 72 h,
reaching from 80.92% of the control to 39.76% LCso and 21.53% with LCgo0. Lambda
cyhalothrin was toxic to S. cosmioides LCso = 2.03 mg L".03 mg L' LCe0 = 174.8 mg
L"), with the survival rate after 72 h 3% in the control to 37, 89 %, 16.66%, 0%, and
0% with Lambda cyhalothrin LC2s, LCso, LC75, and LCoo, respectively. Midgut S.
cosmioides was extracted after ingestion of insecticides and evaluated by light
microscopy. The insecticides caused cellular disorganization, degeneration of the
striated border, cell fragmentation and cell vacuolization and some nuclei with
condensed chromatin. Therefore, Flubendiamide and Lambda cyhalothrin are
harmful to S. cosmioides in their medium lethal intent causing changes with various

degenerations of the medium epithelium.

Keywords: Flubendiamide. Caterpillars. Lambda cyhalothrin. Toxicity.



SUMARIO

N 2T0] 510 07-Y TR 9
CAPITULO Tttt et en et 15
EFEITOS TOXICOLOGICOS E MORFOLOGICOS DA FLUBENDIAMIDA NO
INTESTINO MEDIO DA LAGARTA Spodoptera cosmioides WALKER (1858)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

CAPITULO 2 ..ottt en e 40
EFEITOS TOXICOS CAUSADOS PELA LAMBDA-CIALOTRINA NO INTESTINO
MEDIO DA LAGARTA Spodoptera cosmioides WALKER (1858) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE)

CONSIDERAGOES FINAIS ... e e ee e, 60



INTRODUCAO

Spodoptera cosmioides Walker, 1858 (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida
popularmente como lagarta-da-vagem ou lagarta-preta, € uma praga em expansao,
devida a crescente incidéncia e intensidade de danos nos cultivos agricolas (Santos,
2007; Souza et al.,, 2013). Essa lagarta pode atacar as plantas logo apds a sua
emergéncia, causando reducgéo da produtividade, devido ao severo desfolhamento e
a perfuracao das estruturas reprodutivas (botdes florais, flores, macas e vagens).
Por isso é considerada uma espécie de importancia econémica nas culturas de
algodao (Santos, 2010), soja (Souza et al., 2012) tomate (Pereira et al., 2009)
morango e uva (Bortoli et al., 2012).

Spodoptera cosmioides ha poucos anos atrds apresentava ocorréncia
esporadica na cultura do algodao e soja, mas nos ultimos anos este cenario tem
mudado e esta espécie tém sido considerada praga-chave. Em certas regiées, como
0 cerrado brasileiro, que vem se destacando principalmente na produgao de graos,
os problemas com S. cosmioides tem sido frequentes e preocupantes (Santos, 2007;
Quintela et al., 2007; Tabashnik et al., 2013; Souza et al., 2014). Esta espécie possui
potencial destrutivo e quando o seu ataque é nas folhas, o consumo é
aproximadamente o dobro em relagdo ao consumo foliar de cada uma das demais
espécies de lagartas desfolhadoras que também ocorrem na cultura (De Freitas
Bueno et al., 2011).

O controle biolégico de lagartas deste género € realizado por predadores,
parasitoides, fungos e virus entomopatogénicos. Mas o0 uso de inseticidas no
controle é a pratica mais utilizada pelos agricultores, pois proporciona uma rapida
acao curativa quando a populacao de insetos esta igual ou acima do nivel de agao.
Atualmente, inseticidas quimicos de amplo espectro de agdo s&o usados para
controlar essa praga (Agrofit, 2021), mas € importante destacar que existe uma
grande deficiéncia de inseticidas registrados e escassez de informacdes sobre o
controle de S. cosmioides. Entre as possiveis opcdes de inseticidas, embora nao
sejam registrados para o controle dessa lagarta, incluem-se produtos do grupo das
diamidas, reguladores de crescimento de insetos, espinosinas, organofosforados,
piretréides e produtos de origem biolégica como o Bacillus thurigiensis (Gallo et al.,
2002).
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Na década de 90 a empresa Nihon Nohyaku iniciou um programa de
desenvolvimento de novos inseticidas, cujo avango foi mais significativo em 1998.
No decorrer da pesquisa, foi encontrado um derivado inseticida de
benzenodicarboxamida, embora o nivel de atividade deste composto nédo tenha sido
satisfatorio, ele atraiu atencao pela sua estrutura quimica e também pelos sintomas
inseticidas. A partir dai continuaram as pesquisas no intuito de aumentar a atividade
através da sintese de uma série de compostos. A otimizacdo do desempenho dos
compostos levou a identificagdo de flubendiamida, uma nova classe de inseticida
com atividade extremamente intensa contra um amplo espectro de insetos
lepidopteros, e ndo tem sinal de fitotoxicidade (Nishimatsu et al., 2005).

O inseticida flubendiamida ja é utilizado no controle de pragas em varias
culturas, inclusive aquelas resistentes aos inseticidas neonicotindides e piretréides.
A estrutura quimica da flubendiamida apresenta uma cadeia heptafluoro isopropilica,
que confere um carater lipofilico, condicdo necessaria para uma alta atividade do
inseticida. Além disso, sua composicao apresenta um substituinte de iodo, que é
muito incomum para um composto de protecdo das culturas agricolas. As
propriedades da flubendiamida sdo expressas pela agdo bioquimica deste
composto, que afeta o equilibrio de ions calcio dos insetos, e assim provoca
contracbes dos musculos (Masaki et al.,, 2006). Em contraste com a maioria dos
outros pesticidas comercialmente disponiveis que atuam sobre o sistema nervoso, a
flubendiamida funciona a partir de perturbacbées musculares, agindo sobre os
receptores de rianodina (canais intracelulares de Ca?'). Este receptor ¢
especializado na liberagdo rapida e macica de Ca?* a partir de reservas
intracelulares, que € um passo essencial na contragcdo muscular, levando a rapida
paralizacao da alimentacao, letargia, paralisia parcial, falha do musculo cardiaco e
regurgitagdo (Masaki et al., 2006). Dessa forma, as caracteristicas deste pesticida
enquadram-se como uma excelente ferramenta ao programa de manejo integrado
de pragas (MIP) em uma variedade de culturas.

Outro inseticida que pode ser uma possivel opgao no controle desta praga, é
o Lambda cialotrina que pertence a uma classe de inseticidas sintéticos que imitam
a estrutura e as propriedades inseticidas da piretrina, um inseticida natural obtido
das flores dos crisantemos. Os piretréides, como a cialotrina, sdo preferidos como
um ingrediente ativo em inseticidas porque permanecem efetivos por periodos mais

longos que a piretrina, tem baixa solubilidade em agua e volatilidade. S&o utilizados
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no controle de insetos em varias culturas como o algodao, café, batata, feijao, milho,
soja, tomate e trigo (Agrofit., 2021).

Os piretréides, incluindo lambda-cialotrina, interrompem o funcionamento do
sistema nervoso causando paralisia ou morte. Sdo venenos axdénicos que afetam a
fibra nervosa por se ligarem a uma proteina que regula o canal de sddio controlado
por voltagem. Os canais i6nicos sdo caminhos através do qual os ions entram no
axonio e causam excitagdo. Quando os canais sdo deixados abertos, as células
nervosas produzem descargas repetitivas e causam paralisia do organismo
(Bradbury e Coats 1989; Shafer e Meyer 2004). Devido a natureza lipofilica dos
piretréides, membranas biolégicas e tecidos o0s absorvem prontamente.
Especificamente, a lambda-cialotrina, assim que € ingerida ou penetra na cuticula do
inseto, interrompe a condug¢ao nervosa em poucos minutos; isso leva a cessacao da
alimentacgéo, perda de controle muscular, paralisia e eventual morte.

Embora o principal alvo dos inseticidas flubendiamida e o lambda-cialotrina
sejam o sistema nervoso dos insetos, estes compostos podem afetar 6rgaos nao-
alvo como o intestino médio, que é o primeiro 6rgdo a entrar em contato com o
inseticida apdés a ingestdo (Denecke et al., 2018). E importante os estudos de
toxicidade neste 6rgao por causa da sua exposi¢cao aos inseticidas e pelo fato de os
inseticidas orais terem que atravessar a barreira intestinal para atingir os érgaos-alvo
(Denecke et al., 2018) e desta forma eles podem interagir com células intestinais
causando danos neste 6rgao e afetando varios aspectos da fisiologia dos insetos
(Martinez et al., 2018; Fiaz et al., 2019).

Neste estudo relatamos pela primeira vez as alteragées no intestino médio de
S. cosmioides mediadas pelo inseticida flubendiamida e pelo lambda-cialotrina

utilizando técnica de microscopia de luz.
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CAPIiTULO 1
Efeitos toxicolégicos e morfoldgicos da flubendiamida no intestino médio da
lagarta Spodoptera cosmioides (Lepidoptera: Noctuidae)

Resumo: Spodoptera cosmioides Walker (Lepidoptera: Noctuidae) € uma importante
praga das culturas de soja e algodao e seu controle é realizado, principalmente, pelo
uso de inseticidas quimicos. Mesmo o Brasil sendo o maior consumidor de
pesticidas, ainda ha deficiéncia de inseticidas registrados para o controle dessa
praga. Como uma possivel opgdo de inseticida estdo as diamidas que tém
demonstrado eficiéncia no controle de varias pragas e efeito minimo sobre os
artropodes benéficos e inimigos naturais de pragas. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a toxicidade e as alteragdes histopatoldgicas causadas pelo flubendiamida,
no intestino médio de lagartas de S. cosmioides. A eficacia do inseticida foi
determinada calculando os valores das concentragdes letais (CL2s, CLso, CL7s €
CLoso) em laboratério. Flubendiamida foi toéxico para S. cosmioides (CLso = 3,49 mg L
e ClLgo = 8,095 mg L"), com a taxa de sobrevivéncia apds 72 h reduzida de 80,92%
do controle para 39,76% com a ClLso e 21,53% com a CLgo. Flubendiamida causou
danos nas células do intestino médio como desorganizagdo no epitélio, com
degeneragao da borda estriada, vacuolizacdo celular, condensacao da cromatina
nuclear e fragmentacao de células, indicando morte celular por apoptose. Assim, a
exposi¢cdo ao flubendiamida causa danos ao intestino médio de S. cosmioides
comprometendo a digestibilidade, indicando que esse inseticida tem potencial para o
controle deste inseto.

Palavras-chave: Diamidas. Histopatologia. Lagarta das vagens. Orgdos néo alvos.

Toxicidade.
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1. INTRODUCAO

Spodoptera cosmioides (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) é praga de
importantes culturas como soja, algodao, arroz, feijao, soja e tomate, com ampla
distribuicdo na Argentina, Brasil e Paraguai (Moscardi et al., 2012; Kahl & Kleisinger,
2016) causando reducéao significativa de rendimento e perdas econémicas de US $
600 milhdes por ano (Da Silva et al., 2017).

O principal método de controle de S. cosmioides é o uso de inseticidas
quimicos (Diez-Rodriguez & Omoto, 2001) que, embora, seja uma estratégia
incorporada no manejo integrado de pragas, 0 seu uso excessivo pode causar
efeitos indesejados, como a selegdo de populacdes resistentes ao principio ativo,
falta de seletividade e aumento de pragas secundarias (Papa, 2002). Apesar do
Brasil ser o maior consumidor de pesticidas (dos Santos et al., 2018), consumindo
mais de 620000 ton de inseticidas em 2019 (IBAMA, 2019), ha deficiéncia de
inseticidas registrados no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) para o controle da S. cosmioides, contando atualmente somente com trés
inseticidas, Bazuka 216 SL, Rotashock (metilcarbamato de oxima) e Imunit (alfa-
cipermetrina + teflubenzurom) (Agrofit, 2021).

Entre as possiveis opcbes de inseticidas, estdo as diamidas, derivadas do
acido ftalico ou antranilicas. As diamidas do &cido ftalico foram a primeira classe a
ser descoberta, o qual levou uma elaboragédo do flubendiamida, uma nova molécula
de alta atividade inseticida que embora sejam eficazes contra lepidopteros pragas
(Tohnishi.,2005; Kuss, 2016), ainda nao sao registrados para o controle de S.
cosmioides (Gallo et al., 2002). Esses quimicos tem amplo espectro e perfil
toxicoldgico especifico (Selby et al., 2013) que afeta o equilibrio de ions célcio dos

insetos provocando contragdes musculares involuntarias (Masaki et al., 2006) e
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agindo sobre o receptor de rianodina (canais intracelulares de Ca?*) com rapida
liberacdo de Ca?* intracelular, levando a rapida paralizacdo da alimentagéo, letargia,
paralisia parcial, falha do musculo cardiaco e regurgitacdo (Masaki et al., 2006; Kato
et al., 2009).

O flubendiamida tem efeito minimo sobre os artropodes benéficos e inimigos
naturais, podendo ser utilizado no MIP (Tohnishi et al., 2010) em culturas de soja,
algodao, milho, cana de agucar e tomate contra diversas pragas como Alabama
argillacea (Erebidae), Helicoverpa armigera (Noctuidae), Heliothis virescens
(Noctuidae), Spodoptera eridania (Noctuidae), Spodoptera frugiperda (Noctuidae),
Diatraea saccharalis (Crambidae), Neoleucinodes elegantalis (Crambidae) e, Tuta
absoluta (Gelechiidae) (Agrofit, 2020).

O trato digestivo dos insetos é divido em intestino anterior, intestino médio e
intestino posterior (Cavalcante & Cruz-Landim, 1999). Este é o primeiro 6rgao a
entrar em contato com as moléculas téxicas quando estes sdo expostos aos
inseticidas via oral. As moléculas toxicas precisam atravessar a barreira epitelial
para chegarem a hemolinfa e atingir os 6rgaos alvos (Denecke et al.,, 2018). O
intestino médio tem como principal funcao a digestao e a absorcdo dos alimentos,
além do processo de desintoxicagdao, com producao de enzimas digestivas (Terra &
Ferreira, 2020) e detoxificantes com glutationa-S-transferases, citocromos P450 e
carboxilestases envolvidas no metabolismo dos inseticidas (Feyereisen, 1999; Li et
al., 2007; Meech et al., 2012).

Os inseticidas ingeridos interagem com as células epiteliais do intestino médio
podendo levar a degeneracao celular como descrito para Alabama argillacea (Sousa
et al., 2010) e Plutella xylostella (Ribeiro et al., 2013), Aedes aegypti (Diptera:

Culicidae) (Fiaz et al. 2019), Anticarsia gemmatalis (Plata-Rueda et al., 2020; Castro
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et al., 2019), Spdoptera frugiperda (Vinha et al. 2021). Danos similares a estes
ocorreram no intestino de A. gemmatalis exposta ao clorantraniliprole, uma diamida
antranilica, que causou mudangas histologicas e ultraestruturais severas com
degeneracao do epitélio do intestino médio (Castro et al., 2019; 2021). Os inseticidas
também causam efeitos subletais em dérgaos nao-alvos de insetos benéficos como
polinizadores (Catae et al., 2014, Arthidoro de Castro et al., 2020; Carneiro et al.,
2020; Farder-Gomes et al. 2021a; 2021b; Serra et al. 2021) e predadores (Santos-
Junior et al. 2019; Silva et al., 2020).

A exposicao oral de inseticidas continua sendo uma das maneiras mais
eficazes de controlar insetos pragas (Denecke et al., 2018), portanto, é importante
entender também os efeitos subletais em érgdo nédo-alvos como o intestino médio e
como essas alteragbes nesse 6rgao afetam a fisiologia dos insetos (Fiaz et al.,
2018b; Martinez et al.,, 2018). Portanto, este estudo avaliou a sobrevivéncia,
toxicidade e os efeitos histopatolégicos causados no intestino médio de S.
cosmioides apds a exposicao oral ao inseticida flubendiamida, contribuindo com o
desenvolvimento de novas alternativas de controle dessa praga.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Insetos
Individuos de S. cosmioides foram obtidos a partir de criagdo no Laboratério

de Controle Bioldgico de Insetos da Universidade Federal de Vigosa (Vigosa, Minas
Gerais, Brasil). Adultos de S. cosmioides foram colocados em gaiolas de policloreto
de vinil forradas com folhas de papel A4 e coberta com tecido de organza. Estes
insetos foram alimentados com solucéo liquida (a4gua + 10% de mel + 5% de acido
ascorbico) oferecida em algoddo embebido. Apds a oviposicdo, os ovos foram

coletados a cada dois dias e transferidos para recipientes plasticos (1000 mL).
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Lagartas recém-eclodidas de S. cosmioides foram alimentadas com dieta artificial
(Greene et al.,, 1976) e mantidas em 25 + 2°C e 75 = 5% de umidade relativa em
potes de plasticos cobertos com organza. Lagartas de terceiro instar de S.
cosmioides sem amputacdes ou malformacbes foram utilizadas em todos os
tratamentos.

2.2. Teste de toxicidade
O Inseticida flubendiamida (Belt® Bayer AG - Alte Heerstrasse, D-41538,

Dormagen, Alemanha) 480 g L' foi diluido em agua para obter uma solugdo de
estoque, a partir da qual foram preparadas as seis diluicbes 7.5, 15, 30, 60, 120 e
240 mg L' para avaliar a toxicidade, construir as curvas de concentragio-
mortalidade e estimar as concentracdes letais (CL2s, CLso, CL75 e CLgo). Para cada
diluicdo, 1 L foi aplicado em 1 g de dieta artificial e fornecido para uma lagarta de S.
cosmioides individualizada em placa de Petri (9 cm diametro). Trinta lagartas de S.
cosmioides em triplicata foram usadas por diluicdo de flubendiamida ou controle e a
mortalidade em cada tratamento foi avaliada por 72 h.

2.3. Analise de sobrevivéncia

A sobrevivéncia de S. cosmioides foi avaliada usando 30 lagartas para cada
concentracao de flubendiamida. O grupo tratado recebeu dieta artificial (1 g) com as
concentragdes estimadas ClLas, CLso, CL7s e CLgeo a partir do teste de toxicidade,
enquanto o grupo controle recebeu apenas dieta artificial com agua. As lagartas
foram individualizadas em placas de Petri (9 cm didmetro), com reposicao didria do
alimento sem inseticida e o niumero de lagartas vivas foi registrado a cada 12 h por
trés dias.

2.4. Histopatologia
Lagartas de S. cosmioides foram expostas a CLso da flubendiamida ou agua

como controle. Cada lagarta foi individualizada em placa de Petri (9 cm dia.) e
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alimentada com 1 g de dieta artificial contendo 1 puL da CLso de inseticida ou controle
até consumo de toda dieta, sendo, em seguida, coletadas 20 lagartas apos 3 h, 6 h,
12 h, e 24 h. As lagartas, foram crioanestesiadas a -4°C por 5 minutos e o intestino
médio dissecado em solugdo salina para insetos (NaCl 0,1M, KH2POs4 0,2M,
Na2HPO4 0,2 M). Os intestinos médios foram divididos em porgdes: anterior, média e
posterior e transferidos para solugao fixadora de Zamboni (Stefanini et al., 1967) por
12 h a 5 °C. A seguir, as amostras foram desidratadas em série crescente de etanol
(70, 80, 90 e 95%), embebidas em historesina Leica (Leica Biosystems Nussloch
GmbH, Heildelberger, Alemanha) e seccionadas a 3 um de espessura em Micrétomo
RM2255 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha). As secg¢bes foram
coradas com hematoxilina e eosina e analisadas em microscépio de luz Leica DMLS
(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemanha).

2.5. Analise estatistica
As concentragbes letais CLzs, CLso, CL75 e CLgo e seus limites de confianga

foram determinados por regressdo Probit gerando a curva dose-resposta com o
programa do SAS (v.9.0) para Windows. O bioensaio de sobrevivéncia foi submetido
a analise de sobrevivéncia utilizando o estimador Kaplan-Meier (método Log-rank)
com o programa Origin Pro (v.9.0) (OriginLab Corporation, Northampom, MA, USA).
As lagartas sobreviventes até o final do experimento e pupas emergidas foram
tratadas como dados censurados.

3. RESULTADOS

3.1. Toxicidade

O modelo de concentragdo—mortalidade utilizado foi adequado (¥ =2,18 P >

0,05), confirmando a toxicidade [CLso = 3,49 (3,02 — 3,96) mg L] da flubendiamida
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para lagartas de terceiro instar de S. cosmioides e permitindo as estimativas das
concentracoes letais (Tabela 1). A mortalidade foi < 1% no controle.
3.2. Sobrevivéncia

A analise de sobrevivéncia de lagartas de S. cosmioides alimentadas com
flubendiamida revelou diferengas entre as concentragoes letais (x2 = 2,18 df = 4, P <
0,001) (Figura 1). Ap6s 72 h, a sobrevivéncia diminuiu de 80,82% no controle, para
41,43%, 39,76%, 31,76%, e 21,53% com as ClLos, ClLsop, CL7s e ClLeo de
flubendiamida, respectivamente.
Tabela 1. Concentragbes letais da flubendiamida para lagartas de Spodoptera
cosmioides ap6s 72 horas de exposi¢cao obtida pela andlise probit (g.l. = 5, Slope +

SE = 3,608 + 0,30, intercepto = 1,960).

No. Concentracoes Concentracao 95% limite de e
Insetos letais estimada confianga (mg L) (valor P)
(mg L)
90 Clas 2,292 1,781 - 2,695 2,18 (0,82)
90 Clso 3,490 3,021 — 3,967
90 ClLs 5,315 4,628 — 6,463

90 CLoo 8,095 6,622 — 11,27
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Fig. 1. Curvas de sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera cosmioides expostas a
diferentes concentracées letais da flubendiamida estimadas pela andlise de
sobrevivéncia usando o estimador Kaplan-Meier (Teste de log-rank y? = 2,18; P <
0.001).
3.3. Histopatologia

As trés porcoes, anterior, média e posterior do intestino médio das lagartas
controle de S. cosmioides mostraram uma camada epitelial Unica com células
digestivas colunares, células caliciformes e alguns ninhos de células regenerativas
na base do epitélio, todas sem diferengas morfoldgicas entre as por¢gées do 6rgao
(Fig. 2). As células digestivas apresentaram nucleo esférico ou alongado com
cromatina descondensada e citoplasma contendo alguns vacuolos (Fig. 2A-C). A
regiao apical das células digestivas tinha uma borda estriada bem desenvolvida (Fig.
2B). As células caliciformes foram caracterizadas por uma ampla cavidade com
borda estriada e nucleo basal (Fig. 2).

Alteracdes histopatolégicas no intestino médio de S. cosmioides foram

observadas em larvas tratadas com a CLso do inseticida flubendiamida em todos os
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tempos testados. Com 3 h de exposicdo, as lagartas mostraram as células
digestivas com aumento na vacuolizagdo citoplasmatica, nas trés porgdes do
intestino médio (Fig. 3A-3C) e alguns nucleos com aumento na condensagéo da
cromatina nas porc¢oes anterior (Fig. 3A) e mediana (Fig. 3B), e nucleos picndticos,
caracterizados pela alta condensagao da cromatina, na porgéo posterior (Fig. 3C).
Apos 6 h de alimentagdo com o flubendiamida, as trés porgcdes do intestino
apresentaram aumento na vacuolizagédo citoplasmatica, o epitélio também estava
irregular com danos na borda estriada das células digestivas e caliciformes (Fig. 3D-
3F). Houve também um aumento na condensac¢do da cromatina na porcdo média

(Fig. 3E) e nucleos picnoticos na porg¢ao posterior do intestino médio (Fig. 3F).



24

Fig. 2. Micrografias de luz do intestino médio de Spodoptera cosmioides. A) porcao
anterior mostrando o epitélio intestinal com células digestivas colunares (CD) com
borda estriada (BE) apical bem desenvolvida, citoplasma com alguns vacuolos (V),
nucleo oval (N), células caliciformes (CC) com cavidade contendo borda estriada e
células regenerativas (Cr). B) Porcdo mediana do intestino médio mostrando células
digestivas colunares (CD) com borda estriada (BE) evidente, vacuolos (V) e nucleo
(N) com cromatina descondensada, células caliciformes (CC) com cavidade com
borda estriada e nucleo mediano (N). C) Porcao posterior do intestino médio com
células digestivas (CD), caliciformes (CC) e regenerativas (Cr) similares aquelas das
demais porcoes. L= limen, Mu = musculo.
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Fig. 3. Micrografias de luz do intestino médio de Spodoptera cosmioides alimentadas
com dieta contendo CLso do inseticida flubendiamida por 3 h (A-C) e 6 h (D-F). A)
porcdo anterior com aumento da vacuolizagao citoplasmatica (V), nucleos (N) das
células digestivas (CD) com cromatina condensada. B) porcdo mediana do intestino
médio mostrando células digestivas (CD) com aumento na vacuolizagao
citoplasmatica (V), nucleos (N) com cromatina condensada, células caliciformes (CC)
apresentando borda estriada (BE) comecando a se desestruturar e com nucleos (N)
com cromatina condensada. C) porcédo posterior com aumento da vacuolizagao
citoplasmética (V) e os nucleos (N) das células digestivas (CD) apresentando
cromatina condensada, desestruturagcdo da borda estriada (BE) (seta preta), e
desorganizacdao das células caliciformes com desestruturacdo da borda estriada.
Tratamento com 6 h de exposicdo a CLso de flubendiamida. D) Porcao anterior
mostrando epitélio irregular com células digestivas (CD) com inicio de
desestruturacao (seta preta) da borda estriada (BE). E) Porcdo mediana do intestino
médio mostrando células digestivas (CD) apresentando nucleos (N) com a cromatina
condensada, desestruturacao da borda estriada (BE), células caliciformes (CC) com
cavidade e borda estriada desestruturada e células regenerativas (Cr). F) Porcao
posterior do intestino médio mostrando células digestivas (CD) com borda estriada
(BE) desestruturada, aumento de vacuolos no citoplasma (V), nacleo (N) com a
cromatina condensada, células caliciformes (CC) com borda estriada desorganizada
e células regenerativas (Cr). Todas as porcdes apresentaram L= lumen, Mu=
musculo e algumas por¢des apresentaram Cr = células regenerativas.
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Nas lagartas de S. cosmioides expostas a CLso de flubendiamida por 12 h
ocorreu intensa vacuolizacdo nas células digestivas nas trés regides do intestino
médio (Figs. 4 A-C), com presenga de nucleos picnéticos nas células digestivas e
caliciformes (Figs. 4 A-C). Nas por¢cdes mediana e posterior algumas células
apresentaram fragmentagao dos apices celulares que foram liberados para ao lumen
(Fig. 4B, 4C).

Nas lagartas expostas a flubendiamida por 24 h, ocorreu vacuolizagao
citoplasmatica, desestruturagdo da borda estriada e muitas células digestivas e
caliciformes com nucleos picnéticos nas trés porgdes do intestino médio (Fig. 4 D-F).
Nessas trés porgcdes, fragmentos de células, alguns contendo nucleo, foram

eliminados para o lumen (Figs. 4 E-F).
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Fig. 4. Micrografias de luz do intestino médio de Spodoptera cosmioides alimentadas
com a dieta contendo CLso do inseticida flubendiamida por 12 h (A-C) e 24 h (E-F).
A) porgcao anterior mostrando o epitélio intestinal com células digestivas colunares
(CD) com aumento da vacuolizagdo citoplasmatica (V) nucleos (N) das células
digestivas (CD) com cromatina condensada. B) porcdo mediana do intestino medio
com aumento na vacuolizagdo (V), nacleos (N) com a cromatina condensada,
liberacao de fragmentos celulares para o lumen (Fig. 4B-C) C) porcao posterior com
aumento da vacuolizagdo citoplasmatica (V) e nucleos (N) das células digestivas
apresentando cromatina condensada, desestruturacdo da borda estriada (BE) e com
fragmentacao do 4pice das células digestivas (setas brancas) liberadas em direcao
ao lumen (L), além de apresentar nucleos com cromatina condensada também. D)
Tratamento apo6s 24 h de exposicao a ClLso de flubendiamida A) porcao anterior do
intestino médio com o epitélio das células digestivas (CD) com aumento na
vacuolizacao citoplasmatica, desestruturacdo da borda estriada (BE) (seta preta) e
nucleos (N) com cromatina condensada. E) Porgcdo mediana mostrando o epitélio
das células digestivas colunares com vacuolos maiores e nucleo com cromatina
condensada, células digestivas colunares com borda estriada desestruturada (seta
preta) e liberagdo de fragmentos celulares para o lumen (seta branca). F) Porgao
posterior mostrando o epitélio das células digestivas colunares (CD) com aumento
na vacuolizacao e nucleos (N) com cromatina condensada, além da desestruturagcéao
da borda estriada (seta preta). Todas as por¢des apresentaram L= lumen, Mu=
musculo e algumas por¢des apresentaram Cr = células regenerativas.
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4. DISCUSSAO

O flubendiamida foi descoberto como uma nova classe de inseticida com uma
estrutura quimica Unica (Tohnishi et al. 2005). Este inseticida tem mostrado
excelente atividade contra um amplo espectro de insetos lepidépteros (Kuss et al.,
2016; Kamimuro et al., 2019) os sintomas do flubendiamida sao diferentes daqueles
dos inseticidas comerciais e ndo tem resisténcia cruzada (Tohnishi et al. 2005). Aqui,
nds estudamos pela primeira vez os efeitos do flubendiamida sobre a sobrevivéncia,
histologia do intestino e toxicidade deste composto mediante administracdo oral no
inseto praga S. cosmioides. Foi demonstrado redugao significativa da sobrevivéncia
dos individuos quando expostos as diversas concentracées do inseticida. Além
disso, causou danos histopatolégicos no epitélio do intestino médio de S. cosmiodes.

A letalidade determinada da flubendiamida em S. cosmioides (CLso = 3,490
mg L' e ClLoo = 8,095,14 mg L") foi maior que a registrada por outros estudos de
insetos pragas como Helicoverpa armigera Hubner (Noctuidae) (Kuss et al., 2016) e
Caloptilia theivora Walsingham (Lepidoptera: Gracillariidae) (Kamimuro et al., 2019);
confirmando a eficacia em baixas concentragdes da flubendiamida, com efeito letal
dentro de 72 horas apds exposi¢ao por ingestao.

Neste estudo, os efeitos letais e subletais com diferentes concentragoes de
flubendiamida observadas em S. cosmioides foram consistentes com os efeitos de
outro inseticida do mesmo grupo que o flubendiamida. O clorantraniliprole, uma
diamida antranilica, que induziu mudangas no ciclo de vida de S. cosmioides apds
48 horas de exposicao (Lutz et al., 2018) e efeitos letais em outras pragas (Adams et

al., 2016; Deshmukh et al., 2020; Barros et al., 2020).
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O flubendiamida é téxico via ingestdo para lagartas de S. cosmiodes e a
mortalidade aumenta de maneira dependente da concentracdo; este resultado
também foi observado em outros estudos de pragas Lepidoptera como Chilo
suppressalis (Crambidae) (Wu et al., 2014), Helicoverpa armigera (Sattar et al.,
2017) e Leucinodes orbonalis (Pyralidae) (Latif et al., 2010). Assim, este trabalho
corrobora que a flubendiamida é toxica para S. cosmioides e sao necessarias
quantidades minimas do inseticida para induzir alteragdes no intestino médio deste
inseto.

O flubendiamida afeta o equilibrio de ions célcio dos insetos agindo sobre o
receptor de rianodina (canais intracelulares de Ca?*), mas, além disso, ele causa
danos em outros érgdos quando em contato com essa substéancia, como o intestino
médio dos insetos apos ser ingerido (Denecke et al., 2018). Este estudo mostra que
a exposicdo de S. coismioides ao flubendiamida causa a ocorréncia de varias
alteracoes histopatoldgicas no intestino médio. As lagartas sobreviventes expostas a
CLso de flubendiamida tiveram alteragdes no intestino médio a partir de 3 horas de
alimentacao, caracterizadas pelo aumento da vacuolizacdo citoplasmatica e a
condensacao da cromatina nos nucleos, sugerindo degeneracao celular. O aumento
na vacuolizagao citoplasmatica € uma possivel resposta de desintoxicacao (Martinez
et al., 2018, Santos Junior et al., 2019), indicando autofagia. A autofagia tem fungéo
citoprotetora e em casos de estresse, pode melhorar a sobrevivéncia celular
(Moreau et al., 2010).

Lagartas de S. cosmioides alimentadas com a CLso de flubendiamida por trés
e seis horas apresentaram danos no epitélio na porg¢ao posterior do intestino médio
com desorganizacdo da borda estriada nas células digestivas e caliciformes.

Alteracoes histopatoldgicas similares ocorreram no intestino médio de A. gemmatalis
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expostas ao clorantraniliprole, incluindo a degeneracdo da borda estriada nas
células caliciformes (Castro et al., 2019). A borda estriada apical do epitélio do
intestino médio € uma adaptacao para o aumento da superficie secretora e absortiva
(Lehane e Billingsley, 1996; Serrao e Cruz-Landim, 1996). Danos nesta estrutura
compromete o processo de digestdo e absorgcéo de alimentos nos insetos.

Nas células caliciformes, danos na borda estriada, podem comprometer a
homeostase ibnica e a absorcao de nutrientes, além de prejudicar os mecanismos
de desintoxicagao fisioldgica e reduzir o movimento do bolo alimentar nas larvas de
S. cosmioides. A desorganizacdo das células caliciformes também foi relatada em
Anticarsia gemmatalis exposta a tebufenozide (Fiaz et al., 2018a) e clorantraniliprole
(Castro et al., 2019), indicando que esse tipo de célula pode ser um alvo secundario
de varios inseticidas, como foi para a flubendiamida em S. cosmioides.

Aumentando o tempo de exposi¢cao de S. cosmiodes ao flubendiamida para
12 e 24 horas ocorreu aumento na vacuolizagao citoplasmatica, condensacéao da
cromatina nuclear e fragmentagcdo do é&pice das células digestivas que foram
lancadas no lumen, evidenciando a degeneracgao celular. Estas sdo caracteristicas
de tecidos expostos a compostos toxicos como descrito para A. gemmatalis (Fiaz et
al., 2018) A. argillacea (Sousa et al., 2010) e P. xylostella (Ribeiro et al., 2013). A
intensa vacuolizacao citoplasmatica, principalmente no tempo de exposicéo de 24 h
nas porgoes anterior e média do intestino médio de S. cosmioides sugere que, por
essas regides serem as primeiras a absorverem o inseticida, estas podem sofrer
lesbes celulares mais precoces e este dano pode indicar um estagio inicial de
degradacao autofagica dos componentes celulares danificados em resposta ao
estresse causado pelo inseticida (Clarke, 1990, Lockshin e Zakeri, 2004), que

também pode indicar um turnover com a retirada de estruturas danificadas tentando
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uma recuperagao. A eliminacdo de fragmentos celulares para o lumen do intestino
médio € uma resposta fisiol6gica comumente observada em insetos (Chapman,
1998; Lehane e Billingsley, 1996) as quais podem estar envolvidas na renovagao do
conteudo citoplasmatico (Cruz-Landim et al., 1996) ou de morte celular por apoptose
(Rost-Roszkowska, 2008; Tettamanti et al., 2007; Azevedo et al., 2009). Essa
eliminacdo de fragmentos pode diminuir a capacidade digestiva de S. cosmioides
como observado para H. armigera (Barbeta et al., 2008)

A condensacao da cromatina dos nucleos celulares do intestino médio em S.
cosmioides expostas ao flubendiamida com inicio a partir de trés horas de exposicao
€ uma alteracdo morfologica caracteristica de células em apoptose. Nos insetos, a
apoptose esta relacionada a reorganizacdo tecidual que ocorre durante a
metamorfose (Santos et al. 2015, Gongalves et al. 2017; 2018), mas também esté
ligada a estressores ambientais como inseticidas ou herbicidas (Daniel et al., 2014),
que pode ser 0 caso de S. cosmioides, devido a exposicao a flubendiamida.

Os maiores danos histopatoldgicos causados pelo inseticida flubendiamida
neste inseto, foram no tempo de 12h e 24h. Como o flubendiamida é um inseticida
de ingestdo e de modo de acao lenta, a morte do inseto pode ser retardada entre 4 a
5 dias, mas os efeitos podem ser imediatos a ingestdo deste composto, como a
letargia e cessacao da alimentacao (Hanning et al., 2009) e o inicio da degeneracao
celular do intestino médio como encontrado neste estudo. Essa acao lenta do
inseticida flubendiamida também foi relatada para [ltame argillacearia Packard
(Lepidoptera: Geometridae) (Ramanaidu et al., 2011).

Os resultados aqui obtidos mostram que o flubendiamida é letal e causa
danos histopatoldgicos no epitélio do intestino médio de S. cosmiodes. A exposi¢éo

via oral de lagartas de S. cosmioides a esse produto quimico induziu alteracdes
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histopatoloégicas tanto nas células digestivas e caliciformes, com intensa
vacuolizagao, picnose nuclear e degeneragao da borda estriada que pode interferir
na funcao intestinal e prejudicar os mecanismos de desintoxicagdo, digestdo e
absorcao destes insetos. Considerando o seu modo de agéao sobre S. cosmioides, o
flubendiamida pode ser uma fonte potencial como composto inseticida utilizado no
controle de populagbes desta praga.
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CAPITULO 2

Efeitos toxicos causados pelo inseticida Lambda cialotrina no intestino médio

da lagarta Spodoptera cosmioides

Resumo: Lagartas do género Spodoptera, sédo as principais pragas nas culturas da
soja e do algodao. Entretanto, S. cosmioides apresenta injurias mais severas que as
demais lagartas, principalmente nestas culturas. O controle desta lagarta é
comumente feito por inseticidas quimicos. E apesar do Brasil ser um dos maiores
consumidores de inseticidas, ainda ha poucas opg¢des de inseticidas registrados
para o controle dessa praga. O lambda cialotrina é um inseticida piretréide utilizado
no controle de amplo espectro de artopodes. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a toxicidade e as alteracbes histopatoldégicas causadas pelo lambda
cialotrina, no intestino médio de lagartas de S. cosmioides. A eficacia do inseticida
foi determinada calculando os valores das concentragdes letais (CL2s, CLso, CL75 €
CLg0) em laboratério. Lambda cialotrina foi téxico para S. cosmioides (CLso = 23,03
mg L' e Cleo = 174,8 mg L"), com a taxa de sobrevivéncia apdés 72 h reduzida de
83,33% no controle, para 37,89%, 16,66%, 0%, € 0% com as CLas, CLso, CL75 € CLgo
de lambda cialotrina, respectivamente. Lambda cialotrina causou danos nas células
do intestino médio como desorganizacao no epitélio, aumento na vacuoalizagcédo
citoplasmatica, degeneragéo da borda estriada, condensacao da cromatina nuclear e
fragmentacao de células, indicando morte celular por apoptose. Lambda cialotrina,
inseticida neurotdxico causou danos ao intestino médio de S. cosmioides
comprometendo a sua fisiologia e indicando que esse inseticida é eficaz contra esta
praga, podendo ser usada no seu controle.

Palavras-chave: Histopatologia. Lagarta preta. Piretréides. Orgdos nao alvos.

Toxicidade.
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1. INTRODUCAO

Lagartas do género Spodoptera (Lepidoptera: Noctuidae) sdo pragas de
crescente importancia em regides produtoras de soja e algodao (Santos et al., 2005;
Santos et al., 2010; Bueno et al., 2011; Bortolotto, 2015). Isso € mais preocupante
em virtude de evidéncias de sua baixa susceptibilidade as proteinas Cry produzidas
por Bacillus thuringiensis que sdo amplamente usadas para o controle dessas
pragas (Adamczyk & Gore, 2004; Carvalho et al., 2013; Favetti et al., 2015).

Spodoptera cosmioides Walker tem ocorrido nas lavouras de soja transgénica
expressando toxinas Cry, atingindo altas densidades, especificamente, porque suas
populacbes sdo menos suscetiveis as toxinas que outras pragas lepiddpteras
(Bernardi et al., 2014). Alguns métodos alternativos de controle, incluindo o manejo
integrado de pragas tem sido usado no controle de S. cosmiodes, mas os inseticidas
sintéticos ainda permanecem como os mais eficazes (Kahl & Kleisinger, 2016).

O lambda cialotrina € um inseticida sintético organico pertencente a classe
dos piretroides, efetivo contra varios insetos pragas de diferentes culturas, como o
algodao, café, batata, feijao, milho, soja, tomate e trigo (Agrofit, 2021). Este
inseticida modula os canais de sodio envolvidos na propagacao do potencial de acao
através da fibra nervosa (Santos et al., 2007), interrompendo o impulso elétrico e
causando paralisia e morte (Davies et al.,2007). Devido a natureza lipofilica dos
piretréides, membranas bioldgicas e tecidos os absorvem prontamente (He et al.,
2008).

O trato digestivo dos insetos € divido em intestino anterior, intestino médio e
intestino posterior (Cavalcante & Cruz-Landim, 1999). O intestino médio tem como
principal fun¢ao a digestdo e a absorgao de nutrientes (Cossolin et al., 2020; Terra &

Ferreira, 2020), regeneracao celular (Lehane & Billingsley, 2012), atuando como
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barreira contra patdgenos (Castro et al., 2019), além do processo de desintoxicagao,
com produgcdo de enzimas glutationa-S-transferases, citocromos P450 e
carboxilestases envolvidas no metabolismo dos inseticidas (Feyereisen, 1999; Li et
al., 2007; Meech et al., 2012). O intestino médio é o primeiro 6rgao a ser exposto ao
inseticida quando este é ingerido e as moléculas tdxicas, precisam transpor essa
barreira para alcancar a hemolinfa e chegar ao 6rgéao-alvo (Denecke et al., 2018).
Dessa forma, os inseticidas podem causar efeitos colaterais no intestino médio do
inseto e afetar a sua fisiologia (Fiaz et al., 2018, Santos-Junior et al., 2020). Os
danos causados pelos inseticidas a 6rgdos ndo-alvo ainda nao estdo bem
esclarecidos e podem variar de acordo com a molécula quimica e a espécie do
inseto e ndo ha dados para o lambda cialotrina que tem amplo espectro e alta
toxicidade em pragas de lepiddpteros (Agrofit., 2020).

Neste estudo foi avaliado a toxicidade e efeitos colaterais no intestino médio
de lagartas de S. cosmioides apdés a exposicdo oral ao lambda-cialotrina,
contribuindo com novas alternativas para o controle dessa praga.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Insetos

Individuos de S. cosmioides foram obtidos a partir de criagdo no Laboratério
de Controle Bioldgico de Insetos da Universidade Federal de Vigosa (Vigosa, Minas
Gerais, Brasil). Adultos (machos e fémeas) de S. cosmioides foram colocados em
gaiolas de policloreto de vinil forradas com folhas de papel e cobertas com tecido de
organza. Esses insetos foram alimentados com uma dieta liquida (agua + 10% de
mel + 5% de acido ascérbico) oferecida em algodao embebido. Os ovos produzidos
foram coletados a cada dois dias e transferidos para recipientes plasticos (1000 mL).

Lagartas recém-eclodidas foram colocadas em potes de plasticos cobertos com
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organza, alimentadas com dieta soélida artificial (Greene et al., 1976), e mantidas a
25 + 2°C e 75 £ 5% de umidade relativa e fototoperiodo de 12:12 h (luz/escuridao).
Lagartas de terceiro instar de S. cosmioides com até 24 h de idade, sem
amputacdes ou malformacdes foram utilizadas em todos os experimentos.

2.2. Teste de toxicidade
O inseticida comercial lambda cialotrina 50 g L' [Karate Zeon® 50 CS; 5%

lambda cialotrina (m/v), solvente nafta de petréleo 3,35% (m/v), outros ingredientes
97,5% (m/v)] foi diluido em agua destilada deionizada para obter uma solucao
estoque, a partir da qual foram preparadas as seis diluigées (7,5, 15, 30, 60, 120 e
240 mg L") para avaliar a toxicidade, construir a curva de concentragdo-mortalidade
e estimar as concentracoes letais CL2s, CLso, CL75 e CLgo. Para cada diluigdo, 1 pL
foi aplicado em 1 g de dieta solida artificial (Greene et al., 1976) e fornecido para
uma lagarta de S. cosmioides individualizada em placa de Petri (9 cm didametro).
Trinta lagartas de S. cosmioides em triplicata foram usadas para cada diluicdo de
lambda cialotrina ou controle e a mortalidade foi avaliada por 72 h.

2.3. Analise de sobrevivéncia
A sobrevivéncia de S. cosmioides foi avaliada com 30 lagartas para cada

concentragdo de lambda cialotrina estimada no teste de toxicidade. Para cada
lagarta de S. cosmioides, 1 uL de cada concentracdo estimada (CLz2s, CLso, CL75 ou
CLg0) foi adicionado em 1 g de dieta solida artificial. O grupo controle recebeu
apenas dieta artificial com agua. Lagartas tratadas e controle foram individualizadas
em placas de Petri (9 cm diametro) e o numero de lagartas vivas foi registrado a
cada 12 h por 72 h.

2.4. Histopatologia
Lagartas de S. cosmioides foram expostas a ClLso do inseticida lambda

cialotrina ou agua como controle. Cada lagarta foi individualizada em placa de Petri
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(9 cm dia.) e alimentada com 1 g de dieta artificial contendo 1 pL da CLso de
inseticida ou controle até consumo de toda dieta, sendo, em seguida, coletadas 20
lagartas apos 3h, 6h, 12h e 24h. As lagartas coletadas foram crioanestesiadas a -
4°C por 5 minutos e o intestino médio dissecado em solugédo salina para insetos
(NaCl 0,1M, KH2PO4 0,2M, Na2HPO4 0,2 M). Os intestinos médios foram divididos
em porgdes anterior, média e posterior e transferidos para solugdo fixadora de
Zamboni (Stefanini et al., 1967) por 12 h a 5 °C. A seguir, as amostras foram
desidratadas em série crescente de etanol (70, 80, 90 e 95%), embebidas em
historesina Leica (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Heildelberger, Alemanha) e
seccionadas a 3 um de espessura em Micrétomo RM2255 (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Alemanha). As secgbes foram coradas com hematoxilina e eosina e
analisadas em microscoépio de luz Leica DMLS (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Alemanha).

2.5. Andlise estatistica

As concentragbes letais CLz2s, CLso, CL75 e CLgo e seus limites de confianga
foram determinados por analise Probit gerando a curva dose-resposta usando o
programa de computador SAS (v.9.0) para Windows. Dados da sobrevivéncia foram
submetidos a analise de sobrevivéncia utilizando o estimador Kaplan-Meier (método
Log-rank) com o programa de computador Origin Pro (v.9.0) (OriginLab Corporation,
Northampom, MA, USA). Lagartas sobreviventes até o final do experimento e muda
para pupas foram tratadas como dados censurados.

3. RESULTADOS

3.1. Toxicidade
O modelo de concentracdo—mortalidade utilizado foi adequado (P > 0,05),

confirmando a toxicidade da lambda cialotrina para lagartas de terceiro instar de S.
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cosmioides e permitindo as estimativas das concentracdes letais (Tabela 1). A
mortalidade foi < 1% no controle.

3.2. Sobrevivéncia

A analise de sobrevivéncia de lagartas de S. cosmioides alimentadas com
lambda cialotrina revelou diferengas entre as concentragoes letais (x2 = 16,41 df = 4,
P < 0,001) (Figura 1). Ap6s 72 h, a sobrevivéncia diminuiu de 83,33% no controle,
para 37,89%, 16,66%, 0%, e 0% com as ClLo2s, CLso, CL7s e CLeo de lambda

cialotrina, respectivamente.

Tabela 1. Concentragdes letais da lambda cialotrina para lagartas de Spodoptera
cosmioides ap6s 72 horas de exposicédo obtida pela analise probit (g.l. = 5, Slope +

SE = 1,455 + 0,22, intercepto = 1,983).

No. Concentracoes Concentracao 95% limite de e
Insetos letais estimada confianga (mg L) (valor P)
(mg L)
90 Clas 7,923 4,049 - 12,02 1,94 (0,75)
90 Clso 23,03 15,90 — 31,78
90 ClLs 66,94 47,16 - 111,3

90 CLoo 174,8 106,2 — 405,7
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Fig. 1. Curvas de sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera cosmioides expostas a
diferentes concentragcbes letais da lambda-cialotrina estimadas pela andlise de
sobrevivéncia usando o estimador Kaplan-Meier (Teste de log-rank y? = 16,41; P <
0,001).

3.3. Histopatologia
No controle, o intestino médio das lagartas S. cosmioides apresentou uma

camada epitelial Unica com células digestivas colunares, células caliciformes e
ninhos de células regenerativas na base do epitélio, todas sem alteracoes
morfolégicas entre as porcdes anterior, média e posterior do intestino (Fig. 2). As
células digestivas apresentaram nucleo esférico ou alongado com cromatina
descondensada e citoplasma contendo poucos vacuolos (Fig. 2A-C). A regiao apical

das células digestivas teve uma borda estriada bem desenvolvida (Fig. 2C). As
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células caliciformes foram caracterizadas por uma ampla cavidade com borda

estriada e nucleo basal (Fig. 2).

Fig. 2. Micrografias de luz do intestino médio de Spodoptera cosmioides mostrando
o epitélio das por¢des anterior (A) mediana (B) e posterior (C) com células digestivas
colunares (CD) com borda estriada (be) apical bem desenvolvida, citoplasma com
alguns vacuolos (V), nucleo (N), células caliciformes (CC) com cavidade contendo
borda estriada (be) e células regenerativas (Cr) em ninho na base do epitélio. Mu =
musculo.
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Alteracdes histologicas no intestino médio de S. cosmioides em larvas
tratadas com a CLso do inseticida lambda cialotrina foram observadas em todos os
tempos testados. Apés 3 h de exposicdo, as células digestivas da lagarta
apresentaram alta vacuolizag¢ao citoplasmatica na porgao anterior do intestino medio
(Fig. 3A) e alguns nucleos com aumento na condensagao da cromatina nas porgoes
mediana (Fig. 3B) e posterior (Fig. 3C), além de fragmentos celulares sendo
liberados para o lumen (Fig. 3C).

Nas lagartas alimentadas por 6 h com dieta contendo lambda cialotrina,
ocorreu aumento na vacuoalizacdo citoplasmatica (Fig. 3D) na por¢do anterior do
intestino médio e liberacdo de fragmentos celular para o limen na porcdo mediana
(Fig. 3E). O epitélio apresentou forma irregular com borda estriada das células
digestivas desestruturada na porgcdo posterior (Fig. 3F). Varios nucleos
apresentaram cromatina condensada nas trés por¢des do intestino médio (Fig. 3D-

3F).



49

Fig. 3. Micrografias de luz do intestino médio de Spodoptera cosmioides expostas a
CLso do inseticida lambda cialotrina por 3 h (A-C) e 6 h (D-F). A) porg&o anterior com
aumento da vacuolizacdo citoplasmatica (V), nucleos (N) das células digestivas com
cromatina condensada. B) por¢cdo mediana do intestino médio mostrando células
digestivas com nucleos (N) com cromatina condensada e borda estriada (be) do
epitélio comegando a se desestruturar. C) por¢ao posterior com nucleos das células
digestivas com a cromatina condensada, desestruturagdo da borda estriada das
células caliciformes (CC) e liberagcdo de fragmentos celulares para o lumen (seta
preta). D) Porcdo anterior com aumento na vacuolizacdo do citoplasma (V). E)
Porcdo mediana mostrando células digestivas com nucleos (N) com a cromatina
condensada e liberacdo de fragmentos celulares (seta preta) para o lumen. F)
Aumento de vacuolos (V), nacleo (N) com a cromatina condensada e alguns em
picnose (ponta de seta) Cr = células regenerativas, L= limen, Mu= musculo.
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Nas lagartas de S. cosmioides expostas a CLso de lambda cialotrina por 12 h
ocorreu aumento na vacuolizagao citoplasmatica das células digestivas nas trés
regides do intestino médio (Figs. 4A-C), com presenca de nucleos com cromatina
condensada nas células digestivas e caliciformes (Figs. 4B). Na porgao mediana as
células apresentaram fragmentagao dos apices celulares que foram liberados para o
limen (Fig. 4B), e desestruturagdo da borda estriada.

Nas lagartas expostas ao lambda-cialotrina por 24h, ocorreu uma
recuperacdo dos danos causados pela exposicdo ao lambda-cialotrina. Nas trés
por¢cdes do intestino médio, o epitélio estava mais regular, borda estriada
recuperada, somente apresentou fragmentos celulares liberados para o lumen nas

trés porcdes do intestino (Figs. 4 D-F).
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Fig. 4. Micrografias de luz do intestino médio de Spodoptera cosmioides expostas a
CLso do inseticida lambda cialotrina por 12 h (A-C) e 24 h (D-F). A) porcao anterior
com aumento da vacuolizagao citoplasmatica (V), nucleos (N) das células digestivas
com cromatina condensada. B) por¢do mediana do intestino médio mostrando
células digestivas com nucleos (N) com cromatina condensada e borda estriada (be)
do epitélio desestruturada C) porcdo posterior com nucleos (N) das células
digestivas com a cromatina condensada, desestruturagcdo da borda estriada das
células caliciformes (CC) e liberacdo de fragmentos celulares para o lumen. D)
Tratamento com 24 h apds exposicdo a ClLso da lambda-cialotrina, por¢cao anterior
do intestino médio com o epitélio das células digestivas (CD) apresentando uma
possivel regeneracdo. Borda estriada (BE) também recuperada, liberacdo de
fragmentos celulares para o lumen (seta preta) E) Porcdo mediana mostrando o
epitélio das células digestivas colunares (CD) com pequenos vacuolos (V) e nucleo
(N) com cromatina descondensada, liberagéo de fragmentos celulares para o limen
(seta preta), células regenerativas (Cr). F) Porcéo posterior mostrando o epitélio das
células digestivas colunares (CD) com vacuolos (V) e nucleos (N) e liberacao de
fragmentos celulares para o lumen. Todas as por¢cdes apresentaram L= lumen, Mu=
musculo e algumas por¢des com Cr = células regenerativas.
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4. DISCUSSAO

O inseticida lambda cialotrina causou mortalidade, reduziu a taxa de
sobrevivéncia e alterou a histologia do intestino médio de S. cosmioides
evidenciando que o inseticida € téxico para lagartas de S. cosmioides pela
exposi¢ao oral. Lambda cialotrina causa mortalidade em uma forma dependente da
concentracdao como observado em outros insetos expostos a inseticidas piretroides
(Martinez et al., 2018; Silva et al., 2020). A concentracao critica de lambda-cialotrina
(CLso = 23,03 mg L") é necessaria para causar letalidade efetiva, atingir o sistema
nervoso desse inseto apds superar a barreira fisica e 0s processos bioquimicos de
desintoxicacdo que ocorrem no intestino médio durante a ingestdo. Este resultado
indica que o efeito tdéxico produzido pela lambda-cialotrina pode gerar uma
supressao das populagdes de S. cosmioides e reduzir os danos em culturas como
observado em outras pragas Lepidoptera como Anticarsia gemmatalis Hubner
(Noctuidae), Euprosterna elaeasa Dyar (Limacodidae) e Spodoptera fugiperda (J.E.
Smith) apds exposicéo oral ao clorpirifés, tebufenozida e deltametrina (Plata-Rueda
et al., 2020; Martinez et al., 2021; Vinha et al., 2021).

O epitélio do intestino médio de S. cosmioides apos 3 h de exposicdo da
lagarta ao inseticida Lambda cialotrina, apresentou células digestivas com aumento
da vacuoalizagéo citoplasmatica, que podem indicar caracteristicas da degeneracéo
celular ap6s a exposicdo de insetos a doses subletais de pesticidas. Achados
semelhantes foram relatados para outros insetos expostos a outros inseticidas
incluindo o tebufenozida (Fiaz et al., 2018b), permetrina (Martinez et al., 2018),
clorpirifés (Plata-Rueda et al., 2020) e chlorantraniliprole (Castro et al., 2021). Esse
aumento na vacuolizacdo observado nas células digestivas do intestino médio das

lagartas pode estar associado a autofagia. Vacuolos nestas células digestivas sé&o
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comumente encontrados em insetos (Carneiro et al., 2020; Santos-Junior et al.,
2020), mas o aumento de seu numero e tamanho no citoplasma podem indicar
autofagia durante renovacao de organela e reorganiza¢ao do citoplasma (Madeo et
al., 2015). A autofagia é um processo importante para a homeostase celular, como a
digestdo de organelas danificadas, reciclagem de proteinas e eliminagdo de
patdgenos. Pode ser ativado por doenca (Levine e Kroemer, 2008) e estressores
xenobibticos (Chen et al., 2009), incluindo os pesticidas iprodiona (Carneiro et al.,
2020), tebufenozida (Fiaz et al., 2018b) e espiromesifeno (Serra et al., 2021).

O epitélio do intestino médio de S. cosmioides apresentou danos na borda
estriada das células digestivas, que também ja foi relatado em insetos expostos a
concentragdes subletais de outros pesticidas (Fiaz et al., 2018a, 2018b; Martinez et.,
2019). A borda estriada aumenta a superficie da célula para o transporte de
substancias (Terra et al., 2006; Santos-Junior et al., 2020). Danos nessa estrutura
do intestino médio mediados por inseticidas comprometem a absorcédo de nutrientes,
consequentemente, comprometendo a digestao e levando o inseto a morte.

Lambda cialotrina também induz aumento na condensacao de cromatina dos
nucleos das células digestivas, indicando possivel inicio de degeneragéao celular,
como relatado para o predador Podisus nigrispinus (Hemiptera: Pentatomidae)
exposto ao inseticida permetrina (Martinez et al; 2016). A analise histopatolégica do
intestino médio das lagartas tratadas com lambda cialotrina sugere morte celular por
apoptose. Durante o processo inicial de apoptose, o encolhimento celular e a
picnose sdo visiveis por microscopia de luz (Kerr et al., 1972) como visto na figura
(3A). Com a diminuicdo do tamanho celular o citoplasma fica mais denso e as
organelas ficam mais compactadas (Elmore, 2007). Os nudcleos picnéticos sao uma

caracteristica tipica de morte celular por apoptose e a liberacdo de fragmentos
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celulares no lumen pode estar relacionada com a eliminagcdo das células mortas
(Hacker, 2000).

Lagartas exposta por 24h ao lambda cialotrina apresentou caracteristicas de
uma possivel regeneragéo celular, os danos celulares vistos em outros tempos de
exposicdo ao inseticida, ndo foram percebidos neste tempo. As células do intestino
médio dos insetos produzem enzimas que participam da desintoxicagcao celular,
como glutationa-S-transferase e citocromo P450 e carboxilestases envolvidas no
metabolismo dos inseticidas (Li et al., 2007; Meech et al., 2012; Feyereisen, 1999).
Nossos achados sugerem que essas enzimas foram capazes de fazer a
desintoxicacdo celular. Foram observados também um aumento no numero de
células regenerativas, essa proliferacdo pode também estar relacionado a
regeneracao celular uma vez que células regenerativas sdo responsaveis pela
renovacao celular (Serrdo e Cruz Landim, 1996). A regeneracédo do epitélio depende
da proliferacdo e diferenciacdo das células regenerativas e permite que insetos
resistentes se recuperarem e sobrevivam a exposicao ao agente bibtico (Castagnola
e JuratFuentes, 2016).

Neste estudo nés mostramos a letalidade e os danos causados pelo
inseticida lambda-cialotrina, indicando este composto como possivel de ser utilizado
no controle deste inseto praga. Lambda-cialotrina é tdxica para o inseto S.
cosmioides com alta mortalidade e efeitos colaterais na digestdo. E estes efeitos
causados por lambda-cialotrina em S. cosmioides séo suficientes para prevenir o
desenvolvimento e sobrevivéncia deste inseto e podem ser usados de forma eficaz

para o seu controle.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos mostram que os inseticidas Flubendiamida e Lambda
cialotrina sdo toxicos para lagartas de S. cosmioides e em concentragdes letais
causam mudancas histopatoldgicas severas no intestino médio com desorganizagao
da borda estriada, condensacdo da cromatina nuclear das células, fragmentacao e
vacuolizagao celular. Assim, ambos os inseticidas neurotdxicos tem efeitos colaterais
no intestino médio, comprometendo a digestibilidade nas lagartas de S. cosmioides

indicando potencial para serem usados no controle desta praga.
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