AV
AVAYAY UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

A
u nesp " 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sorocaba

Ciencias Ambientais

CRISTIANE RONCHI DE OLIVEIRA

NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS COMO SISTEMAS
CARREADORES DE EXTRATO DE PIRETRO E AVALIACAO
TOXICOLOGICA EM ORGANISMOS NAO-ALVOS

Sorocaba
2019



AVA
AVAYAY UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 40LIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sorocaba

Ciéncias Ambientais

CRISTIANE RONCHI DE OLIVEIRA

NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS COMO SISTEMAS
CARREADORES DE EXTRATO DE PIRETRO E AVALIACAO
TOXICOLOGICA EM ORGANISMOS NAO-ALVOS

Tese apresentada como requisito para a
obtencdo do titulo de Doutora em Ciéncias
Ambientais da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” na Area de
Concentracdo Diagnostico, Tratamento e
Recuperacdo Ambiental.

Orientador: Prof. Dr. Leonardo Fernandes
Fraceto

Coorientador: Prof. Dra. Elaine Cristina M. da
Silva Zacarin

Sorocaba
2019



Oliveira, Cristiane Ronchi de

Nanoparticulas lipidicas solidas como sistemas carreadores de extrato de
pirefro e avaliagdo toxicologica em organismos nio-alvos / Cristiane Ronchi
de Oliveira. -- Sorocaba, 2019

166

O48n

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp). Instituto de
Ciéncia e Tecnologia, Sorocaba

Orientador: Leonardo Femandes Fraceto

Coorientadora: Elaine Cristina Mathias da Silva Zacarin

1. Nanoparticulas. 2. Piretroides. 3. Toxicologia. 4. Abelhas 5. Anfibio. L.
Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, Sorocaba. Dados fomecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp

Campus de Sorocaba

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS COMO SISTEMAS CARREADORES DE
EXTRATO DE PIRETRO E AVALIACAO TOXICOLOGICA EM ORGANISMOS NAO-
ALVOS

AUTORA: CRISTIANE RONCHI DE OLIVEIRA
ORIENTADOR: LEONARDO FERNANDES FRACETO
COORIENTADORA: ELAINE CRISTINA MATHIAS DA SILVA ZACARIN

Aprovada como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Doutora em CIENCIAS

AMBIENTAIS, area: Diagnostico, Tratamento e Recuperagdo Ambiental pela Comiss&o Examinadora:

Prof. Dr. LEONARDO FERNANDES FRACETO 04*\/\9»0‘0 e =7 f

Engenharia Ambiental / Unesp - ICT Sorocaba

Prof?. Dr’. ROBERTA CORNELIO FERREIRA NOCELLI w
Departamento de Ciéncias da Natureza, Matematica e Educagao /
Campus Araras

niversidade Federal de Sao Carlos -

Prof. Dr. FERNANDO RODRIGUES DA SILVA
Departamento de Ciéncias Ambientais / U

de Federal de Sao Carlos - Campus Sorocaba
- e - =
- 7~ Re 3 - e
Prof. Dr*. VANESSA BEZERRA DE MENEZES OLIVEIRA U/ MUY 15 ) Glovwe
Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias Humanas e Biologicas - CCHB / Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCar) - Campus Sorocaba

/ ) " B
Prof. Dr. LUCAS BRAGANGA DE CARVALHO /A~ G-/ (l”/f eV C""”l W
Engenharia Ambiental / Unesp - ICT Sorocaba

Sorocaba, 23 de agosto de 2019

Instituto de Ciéncia e Tecnologia - Campus de Sorocaba -
Av Tres de Margo, 511, 18087180, Sorocaba - Sdo Paulo
hitp://www. sorocaba.unesp.br/#!/pos-gr P pag icial/CNPJ; 48031918003573.




Dedico essa tese...

Aos meus amados pais, Marisa e Romeu, por todo 0 apoio nessa jornada cientifica, por toda
torcida, amor e alegria emanada em todos 0s momentos. Vocés sdo meus maiores exemplos e
sem davidas eu ndo alcancaria meus sonhos sem VOCéS.

Ao meu marido, Lucas, por me apoiar nos meus sonhos mais loucos, por me dar suporte, por
sempre me fazer acreditar e ver o lado positivo da vida. A vida é completa ao seu lado!

Ao meu irmao, Gustavo, gue mesmo a quildmetros de distancia ou a minutos sempre torceu
por mim, sonhou comigo e me apoiou nas minhas viagens cientificas.

Gratidao! Amo vocés!



“Sem sonhos, a vida é uma manhd sem orvalhos, um céu sem estrelas, um oceano sem ondas,

i)

uma vida sem aventura, uma existéncia sem sentido”.

Augusto Cury



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a minha familia, meu pais Romeu e Marisa, e a0 meu irméao
Gustavo, obrigada por todo o suporte que me deram ao longo desses 4 anos, por todo o apoio,
auxilio, dedicacdo, compreenséo, paciéncia, amor, carinho e afeto. Com certeza eu ndo chegaria
aqui sem voceés, ndo existem palavras para agradecer tudo que vocés fizeram por mim, obrigada
por serem 0s melhores e sempre acreditarem em mim. Amo muito vocés!

Ao meu marido Lucas, que esteve ao meu lado todos os dias, que ouvia minhas
conquistas e desabafos, que me deu forca nos momentos mais dificeis, que me alegrou,
incentivou, me ouviu e comemorou comigo nossas conquistas. Obrigada por ser esse
companheiro tdo compreensivel e amavel, que possamos conquistar mais e mais sonhos juntos.
Amo voceé!

A todos os meus professores que fizeram parte dessa jornada, por todos 0s novos
ensinamentos, debates cientificos e incentivos académicos. Sou grata por tantos professores
espetaculares que tive o prazer de conviver, especialmente meus orientadores, com certeza me
tornei uma profissional melhor.

Ao meu orientador Prof. Dr. Leonardo F. Fraceto, que sempre esteve disposto a me
ouvir, esclarecer minhas ddvidas e me ajudar. Muito obrigada por ser essa pessoa admiravel e
cheio de metas, que fazem os olhos dos alunos brilharem. Muito feliz em ter feito parte do time
de Nanotecnologia Ambiental.

A minha coorientadora Prof. Dra. Elaine C.M. Silva-Zacarin, ndo existem palavras
nesse mundo que possam agradecer tudo que vocé fez por mim todos esses anos que
trabalhamos juntas, quantas conversas, quantos sonhos, quantas conquistas, quantos momentos
gue vivemos juntas e vamos continuar vivendo. Elanissima agradeco a vida por té-la colocado
no meu caminho, obrigada por toda a amizade e carinho, obrigada por sempre acreditar em
mim, por sempre falar com tanto amor da ciéncia, pelas risadas, pelos dias de “caos” ¢ por todas
as pesquisas “bombasticas”.

A maior colaboradora, Prof. Dra. Monica C. Jones muitissimo obrigada por
absolutamente tudo que vocé fez ndo sé por mim, mas por todos os seus alunos. Obrigada por
ajudar no desenvolvimento da ciéncia, mesmo em tempos dificeis. M6 foi maravilhoso ficarmos
no mesmo laboratorio, aprendi muito com vocé nesse tempo, obrigada por me ouvir, me
incentivar, por me alegrar, e por toda a torcida, enfim, obrigada por ser essa professora e amiga

excepcional.



Vi

A Dra. Nathalie Ferreira Silva de Melo por todo o ensinamento proporcionado na area
de nanotecnologia, obrigada pelos dias de laboratdrio, pelas conversas, por toda orientacdo e
esclarecimentos. Sem ddvida aprendi muito ao seu lado, foi maravilhoso e gratificante trabalhar
com vocé minha amiga.

A Dra. Lilian Franco Belussi, Dra. Raquel Fernanda Salla e a Dra. Hellen Maria Soares
Lima por todos os novos ensinamentos compartilhados, obrigada pela convivéncia, pelo auxilio
nas etapas dos bioensaios, nas analises dos materiais, por todas as sugestdes e momentos
académicos deliciosos. Agradeco por tudo gqueridas amigas, contem comigo sempre.

Aos meus amigos de laboratério que fizeram os dias mais agradaveis, por toda a ajuda
nas etapas de trabalho, por todos os dias que estiveram presentes, por todos 0s papos e almogos
deliciosos, pela amizade que construimos ou fortalecemos, muitissimo obrigada! Especialmente
a Josimere, a Hellen, Rafaela, Raquel, Eliane, Nathalie, Lilian, Beatriz, Thais, Caio e Bruno.
Sem a ajuda e amizade de vocés esse trabalho ndo seria possivel. Espero que continuem para
sempre na minha vida, torco muito por vocés e pelo sucesso de vocés, que vocés conquistem
todos os seus sonhos. Amo vocés!

A minha amiga-comadre Gisele Rizzi, que mesmo a quilémetros de distancia se fez
presente em todos 0s momentos, torcendo por mim, me incentivando, ajudando e apoiando em
todos os momentos, sejam de alegrias, nervosismo, conquistas e dificuldades. Amo voceé!

As minhas amigas-irmds, Flavia Bragagnolo e Bruna Franca, que souberam
compreender minha auséncia, que me ouviam a qualquer momento, que estiveram ao meu lado
e que torceram por mim todos os dias, gratiddo! VVocés sdo as melhores, amo vocés!

As Universidades Publicas, principalmente a UNESP (Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” campus Sorocaba) e a UFSCar (Universidade Federal de Sdo Carlos
campus Sorocaba), nas quais desenvolvi praticamente toda a minha pesquisa de Doutorado.
Grata pelo ensino publico gratuito e de qualidade!

A todos os integrantes do Laboratorio de Ecotoxicologia e Biomarcadores Animais, do
Laboratorio de Fisiologia da Conservacao e do Laboratério de Nanotecnologia Ambiental.

A todos que, direta ou indiretamente contribuiram para o desenvolvimento deste
trabalho e auxiliaram na concretizacdo desta etapa.

A Deus por estar sempre comigo, guiando meu caminho, me dando forcas e abengoando

minhas conquistas.



vii

RESUMO

O extenso crescimento da agricultura combinado com o uso intensivo de agrotoxicos tem
causado preocupacdo com a manutencdo dos ecossistemas e a producgéo de alimentos realmente
saudaveis. Atualmente, tém-se buscado alternativas sustentaveis para produgdo agricola como
0s inseticidas boténicos e nanopesticidas. Os inseticidas botanicos sdo extraidos de plantas e
utilizados no controle de pragas, sendo estes considerados biodegradaveis, seguros e menos
toxicos para a biodiversidade. Eles podem ser encapsulados em nanocarreadores que aumentam
sua estabilidade e otimizem o seu uso agricola. Os nanopesticidas trazem beneficios para o
ambiente e a produtividade agricola, dos quais destacam-se a liberagdo modificada dos
ingredientes ativos nos campos agricolas, maior estabilidade do sistema, menor toxicidade aos
seres vivos e reducgédo do impacto ambiental. No entanto, percebe-se a necessidade de estudos
de toxicidade dos inseticidas botéanicos e dos nanopesticidas em organismos ndo-alvos, como
abelhas e anfibios que estdo declinando rapidamente no mundo inteiro. O objetivo desse estudo
foi preparar e caracterizar os sistemas carreadores do extrato de piretro e avaliar o efeito destes
compostos em girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) e abelhas (Apis mellifera
Africanizada), utilizando biomarcadores de diferentes tipologias em nivel subindividual e de
individuo. O extrato de piretro encapsulado em nanoparticulas (NLS+PIR) evidenciaram uma
boa estabilidade fisico-quimica em fungdo do tempo e uma pequena distribuicdo no diametro
das particulas, com um didmetro hidrodindmico médio de 257,6 + 2,0 nm, polidispersdo media
de 0,11 £ 0,01 e eficiéncia de encapsulagdo maior que 99%. Nos bioensaios de toxicidade com
abelhas observou-se menor indice total de les@o do intestino médio nos individuos do grupo
NLS+PIR em relagdo aos grupos expostos a nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS; 7,4 +0,5) e
ao extrato de piretro (PIRong; 7,4 + 0,8). O tempo de sobrevivéncia das abelhas expostas ao
inseticida botanico (PIR1ong = 141,18 £ 21,3 h) e ao piretroide (DLT10ng = 25,33 £ 0,93 h) foram
significativamente menores quando comparados ao controle (257,83 + 21,79 h). Entretanto, nos
bioensaios com os girinos de rd-touro as NLS+PIR causaram alteracBes nos parametros
hematoldgicas, com um aumento na quantidade de eosinofilos e eritrocitos, nas anormalidades
nucleares eritrociticas e danos no DNA, bem como desencadeado efeito hepatologicos como
um aumento na congestao sinusoidal e na infiltracdo eosinofilica, e uma maior quantidade de
células melanomacrofagicas. No indice total de lesdo no figado todos os grupos expostos (NLS,
NLS+PIR, PIR e PVA) evidenciaram um aumento significativo em relacdo ao controle (P <
0,0001), contudo a exposicdo ao piretro encapsulado em nanoparticulas (NLS+PIR)
demonstrou o maior indice total da lesdo no 6rgdo (43,6 * 2,7). Portanto, os dados demonstram
a importancia de se compreender melhor a toxicidade dos inseticidas botanicos e
nanopesticidas, o que é importante para avaliacdo toxicoldgica e de monitoramento ambiental.
O desenvolvimento de formulacdes alternativas, como os nanopesticidas, para o controle de
pragas na agricultura, contribuem para a sustentabilidade agricola e, portanto, devem ser
avaliados quanto a sua toxicidade nos organismos ndo-alvos a fim de auxiliar na compreensao
nanotoxicoldgica e na proposicao de legislac@es e regulamentacfes para o seu uso no campo.

Palavras-chaves: Nanopesticidas. Extrato de piretro. Abelha. Girinos. Sustentabilidade
agricola.
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ABSTRACT

The extensive growth of agriculture combined with the intensive use of agricultural pesticides
has caused concern for the maintenance of ecosystems and the production of truly healthy food.
Sustainable alternatives for agricultural production such as botanical insecticides and
nanopesticides have been sought nowadays. Botanic insecticides used in pest control are
extracted from plants, hence they are considered biodegradable, safe and less toxic to
biodiversity. They can be encapsulated in nanocarriers that increase their stability and optimize
their agricultural use. Nanopesticides bring both benefits to the environment and agricultural
productivity, such as the modified release of active ingredients in agricultural fields, greater
system stability, less toxicity to living beings and environmental impact reduction. However,
there is a need for toxicity studies of botanical insecticides and nanopesticides in non-target
organisms such as bees and amphibians that are rapidly declining throughout the world. The
objective of this study was to prepare and characterize the pyrethrum extract carrier systems
and to evaluate the effect of these compounds on tadpoles (Lithobates catesbeianus) and bees
(Africanized Apis mellifera) using biomarkers of different types at the subindividual and
individual levels. The nanoparticle-encapsulated pyrethrum extract (SLN+PYR) showed good
physico-chemical stability as a function of time and a small particle diameter distribution with
a mean hydrodynamic diameter of 257.6 £ 2.0 nm, mean polydispersity of 0.11 + 0.01 and
encapsulation efficiency greater than 99%. In the toxicity bioassays with bees, the lowest
intestinal lesion total index in the SLN+PYR group was observed in relation to the groups
exposed to solid lipid nanoparticles (SLN, 7.4 + 0.5) and pyrethrum extract (PYR1ong, 7.4 %
0.8). The survival time of bees exposed to the botanical insecticide (PYR1ong = 141.18 + 21.3
h) and to the pyrethroid (DL T1ong = 25.33 + 0.93 h) were significantly lower when compared
with control group (257.83 + 21,79 h). However, the SLN+PYR caused changes in
hematological parameters in the bioassays with bullfrog tadpoles, an increase in the number of
eosinophils and erythrocytes, erythrocytic nuclear abnormalities and DNA damage, as well as
triggering hepatological effects such as increased sinusoidal congestion, eosinophilic
infiltration and a greater amount of melanomorphagic cells. All exposed groups (SLN,
SLN+PYR, PYR and PVA) demonstrated a significant increase in liver lesion total index in
compared to control (P < 0.0001), however the exposure to the nanoparticle encapsulated
pyrethrum showed the highest total injury in the organ (43.6 + 2.7). Therefore, the data
demonstrate the importance of better understanding the toxicity of botanical insecticides and
nanopesticides, which is important for toxicological assessment and environmental monitoring.
The development of alternative formulations for pest control in agriculture, such as
nanopesticides, contributes to agricultural sustainability and should therefore be evaluated for
their toxicity in non-target organisms in order to assist in nanotoxicological understanding and
in proposing legislation and regulations for its use in the field.

Keywords: Nanopesticides. Pyrethrum extract. Bees. Tadpoles. Sustainable agriculture.
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1. INTRODUCAO GERAL

A urbanizacdo, a industrializacdo, a agropecuaria, dentre outras atividades utilizam
grandes quantidades de recursos naturais, em contrapartida ocasionam a degradacdo do meio
ambiente em grande escala. A partir da década de 60 iniciam-se as discussdes ambientalistas
sobre a protecdo ambiental, a reducéo do uso indiscriminado de recursos naturais, a manutengéo
dos pardmetros de qualidade dos compartimentos ambientais, as mudancas de atitudes e habitos
da sociedade, e a perspectiva de uma sociedade que esteja embasada na sustentabilidade.

A agricultura é uma das atividades econdmicas desenvolvidas por diversos paises, na
escala mundial a producdo agricola mais do que triplicou nos dltimos 55 anos, em parte
propiciados pelos avancos da Revolugdo Verde (FAO, 2017), como 0 uso de agrotdxicos
(pesticidas) e fertilizantes nas lavouras, a fim de aumentar a produtividade mundial e garantir
“alimento para todos” (ANDRADES; GANIMI, 2007). Por outro lado, esse aumento esta
correlacionado ao crescimento populacional exponencial, atualmente a populagdo mundial
corresponde a 7,7 bilhGes de habitantes (WORLDOMETERS, 2019), sendo necessario que a
produtividade seja melhorada e ampliada, a fim de atender toda a populacdo mundial
(CARVALHO, 2017). Contudo, mesmo com o crescimento da produtividade agricola e o
avanco significativo no uso de terra nas ultimas decadas, ndo sera possivel erradicar a fome e a
desnutricdo até 2050, pois segundo estimativas seria necessario um aumento de 50% na
producdo agricola para atender toda a populacdo mundial (FAO, 2017).

As praticas agricolas requerem diferentes recursos naturais para manutencdo do seu
funcionamento, primeiramente necessita de uma area bioprodutiva; de solo; de agua; da acdo
dos servicos naturais, como 0s ciclos biogeoquimicos; da presenca da biodiversidade e insetos
polinizadores, além de sementes e mao-de-obra; etc. Se por um lado verifica-se a importancia
e dependéncia dos fatores ambientais para produtividade, por outro lado a agricultura
convencional gera diversos impactos ambientais, principalmente em virtude do uso de
agrotoxicos e fertilizantes, além da pratica de monoculturas, o aumento da degradacdo do solo
e erosdo em terras cultivaveis, a perda da biodiversidade, entre outros fatores (DETHIER;
EFFENBERGER, 2011; VELTEN et al., 2015). Segundo a Organizacdo das Nacbes Unidas
para Alimentacdo e a Agricultura — FAO (2017), metade das florestas naturais ja foram
desmatadas para atividade agricola, emitindo grandes quantidades de gases do efeito estufa
(GEEs) e destruindo diversos habitats e ecossistemas, consequéncias que corroboram para

inexisténcia da sustentabilidade agricola.
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Dados divulgados pela FAO (2019), estimam que a producao agricola mundial utilize
2,57 kg/ha e o Brasil utilize 2,77 kg/ha por area de cultivo de agrotoxicos (dados médios — 1990
a 2016), sendo que em 2016 o Brasil utilizou 4,31 kg/ha por éarea de cultivo. O Brasil é
considerado um dos maiores produtores agricolas do Mundo, nas Gltimas quatro décadas a
producdo de grdos quintuplicou, atingindo 237 milhGes de toneladas e aumentando a area
bioprodutiva em 60% (EMBRAPA, 2018). Consequentemente, o Brasil € um grande
consumidor de agrotdxicos em suas planta¢des, ocupando o 13° lugar no ranking de consumo
de agrotdxicos por tonelada de cultivo (VASCONCELOS, 2018 apud VELINI; CARBONARI,
2018), algo preocupante em virtude dos impactos desencadeados ao meio ambiente,
biodiversidade e satde humana (ALBUQUERQUE et al., 2016; CARVALHO; NODARI,
2017).

Os residuos dos agrotoxicos sédo encontrados nos alimentos, conforme descrito pelo
Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) realizado pela Anvisa.
Os resultados do biénio de 2013-2015 evidenciaram que aproximadamente 20% das amostras
analisadas estavam insatisfatorias, sendo que 3,00% apresentaram concentracdo de residuos
acima do Limite Maximo de Residuos (LMR) e 18,3% apresentaram residuos de agrotdxicos
ndo autorizados para a cultura (ANVISA, 2016). Esses residuos podem ser encontrados no solo
e nos recursos hidricos (KOUL; WALIA; DHALIWAL, 2008), desencadeando impactos no
ambiente e efeitos a saude dos seres vivos. Ademais, em virtude da ampla variedade dos
agrotoxicos existentes, é dificil a total compreensdo dos modos de acdo, absorcdo,
biotransformacao e toxicidade nos seres vivos (AL-SALEH, 1994).

Os agrotoxicos podem ser divididos de acordo com o organismo alvo de agéo, sendo
divididos em inseticidas (insetos); fungicidas (fungos); herbicidas (plantas invasoras);
acaricidas (&caros); bactericidas (bactérias) e rodenticidas (ratos). Os inseticidas sintéticos sdo
fabricados a partir de compostos organicos sintetizados pelas industrias a partir de alteracdes
quimicas na molécula (KARERU; ROTICH; MAINA, 2013); contudo, tem-se buscado
alternativas que visem diminuir a quantidade desses residuos no ambiente, além de manter a
produtividade das culturas (CORREA; SALGADO, 2011; KARERU; ROTICH; MAINA,
2013; KOUL; WALIA; DHALIWAL, 2008; SENTHIL-NATHAN, 2013).

A Agenda 2030 da Organizacao das Nacdes Unidas (ONU) contempla acdes e diretrizes
gue orientem 0s paises em como atingir a sustentabilidade, nesta constam 17 Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS), destacando a importancia e urgéncia da implementacéo
desses em todo o Mundo. O objetivo 2 — Fome zero e Agricultura sustentavel, destaca a

importancia de mudangas nos campos agricolas, a fim de garantir a seguranca alimentar,
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promover a agricultura sustentavel, aumentar a produtividade agricola e manter a protecdo dos
ecossistemas, ampliar os investimentos em pesquisas e desenvolvimentos de novas tecnologias
em paises em desenvolvimento, bem como manter a variacdo dos precos de commodities
agricolas (ONU, 2015).

A proposicao e selegdo de novas alternativas deve estar correlacionada a um processo
de tomada de decisdo, o qual esteja embasada em uma politica ambiental proativa e no
planejamento ambiental, a fim de averiguar os potenciais impactos e problemas, e sana-los antes
da implementacio da atividade. E importante que a agricultura busque a seguranca alimentar e
as melhores préticas de cultivo (CARVALHO, 2017). Ademais, é importante que novas
legislagbes e politicas de regularizacdo dos agrotoxicos reduzam a aplicacdo destes
(CARNEIRO et al., 2015; COSTA RIZZOTTO; LOBATO, 2018), ou que as orientacdes sobre
0 uso consciente e as fiscalizacbes contra a poluicdo ambiental sejam mais eficazes
(CARNEIRO et al., 2015), a fim de alcancar a sustentabilidade agricola, garantir a integridade
dos ecossistemas e/ou otimizar a producéo de alimentos organicos.

O uso de defensivos agricolas naturais (KAPHLE; BASTAKOTI, 2018), novas
tecnologias e formulagdes, como os nanocarreadores (CHEN; YADA, 2011; GRILLO et al.,
2014a), a rotacdo de culturas (GONCALVES et al., 2007) e o controle biologico de pragas
(PAL; GARDENER, 2006), sdo alternativas que precisam ser aplicados no ambito agricola
mundial, bem como se faz necessario a implementacdo de novas estratégias de gestdo e a
responsabilidade dos fabricantes com a comercializacdo, utilizagdo e mecanismos de a¢do no
ambiente (MAJEED, 2018).

Entre as alternativas propostas cita-se o uso de inseticidas botanicos ou biocidas. Estes
tém sido pesquisados nos ultimos anos, devido a crescente preocupacao com os efeitos do uso
abusivo dos inseticidas sintéticos (ISMAN; GRIENEISEN, 2014). Os inseticidas botanicos sdo
extratos ou substancias naturais derivadas de plantas, sendo, portanto, considerados renovaveis,
com biodegradacdo rapida, sem persisténcia no ambiente, eficazes e mais seguros
ambientalmente quando comparados aos inseticidas sintéticos (McKENNA et al.,, 2013;
SENTHIL-NATHAN, 2013). Estes sdo considerados pouco tdxico ou atoxicos para humanos
(ISMAN, 2008; SENTHIL-NATHAN, 2013) e mamiferos, e podem agir sobre grande
variedade de pragas agricolas (REGNAULT-ROGER, 2013).

Um dos inseticidas botanicos extraidos de plantas € o piretro, que é derivado das flores
do crisantemo (Chrysanthemum cinerariaefolium e Chrysanthemum cineum) e utilizado no
combate aos insetos praga. O extrato de piretro é composto principalmente por piretrinas, sua

composicao inclui piretrinas do tipo | e 11 (Figura 1), cinerina | e Il e jasmolina | e Il. Este
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apresenta persisténcia moderada no ambiente com meia vida no solo de 8 dias e na &gua de 35
dias (PAN, 2014), sdo altamente lipofilicos, tem elevado ponto de ebuli¢do, apresentam alta
fotodegradacgé@o e ndo sofrem biomagnificacdo (SCHLEIER; PETERSON, 2011); tem baixa
solubilidade na agua (<10 ppm) e boa solubilidade em solventes orgéanicos. As piretrinas | e Il
apresentam coeficiente de particdo octanol-dgua (Kow) de 5,90 e de 4,30 a 25 °C,
respectivamente (USEPA, 2006); e coeficiente de adsor¢do de matéria organica (Koc) de 5100
para piretrina | e de 2000 para piretrina 11, sendo consideradas menos hidrofébicas e com menor
afinidade para solo e sedimentos quando comparados aos piretrdides (SANDERS, 2006). Por
outro lado, possuem baixa biodisponibilidade e instabilidade na presenca de luz, calor e
oxigénio (ROBERTS; REIGART, 2013), algo favoravel para utilizagdo em campo e reducao

dos efeitos em organismos ndo-alvos.

Figura 1 — Estrutura quimica em 2D de piretrinas | e piretrinas I, respectivamente. A piretrina |
apresenta formula molecular de C2:H2gO3, € a piretrina 11 de C22H250s

_.:Illu....-"'
FA -+

_._'_I-I [T

Fonte: NCBI-PubChem Database (2019).

O extrato de piretro natural € derivado de fontes naturais, no caso, o crisantemo, e ndo
apresenta alteracao quimica. Devido a sua fotoinstabilidade no ambiente a molécula do extrato
de piretro foi alterada industrialmente para que fosse possivel sua utilizacdo contra insetos
pragas nos campos agricolas. Os piretrdides sdo inseticidas sintéticos derivados do piretro, estes
foram produzidos a partir de uma alteracdo estrutural da molécula, no qual adiciona-se um
composto sinérgico, como butoxido de piperonila e/ou n-octilbiciclohepteno dicarboximida
(ROBERTS; REIGART, 2013), que adicionam atomos de nitrogénio, enxofre e halogénios na
estrutura das piretrinas (MONTANHA; PIMPAO, 2012). Estes surgiram na década de 70, a
partir da fabricacdo de diferentes geracbes de piretroides, os quais foram produzidos com
diferentes niveis de fotoestabilidade e eficiéncia no campo (SCHLEIER; PETERSON, 2011).

Os piretroides sdo classificados em dois tipos, o tipo | e tipo 11, devido a auséncia ou presenca


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653519314936#bib43
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do grupo a-ciano (CN), respectivamente (ROBERTS; REIGART, 2013). Os do tipo |
contemplam por exemplo: a aletrina, bifentrina e a permetrina, e os do tipo 11 séo a: A-cialotrina,

cipermetrina, deltametrina e fenvaleratos (FIGUEIREDO, 2014).

Os piretréides sintéticos foram amplamente utilizados por conta das suas propriedades,
eficiéncia e baixa toxicidade em mamiferos (YOO et al., 2016), ademais apresentam amplo
espectro de acdo e sdo necessarias pequenas doses para sua atuacao sobre as pragas (SANTOS
et al., 2007) estando presente em mais de trés mil formulacgdes registradas (USEPA, 2013). Os
piretréides sdo considerados mais seguros do que outros inseticidas, pois tem baixa persisténcia
e menor potencial de contaminar o ambiente, entretanto devido a sua caracteristica lipofilica,
apos ser absorvido, a sua eliminacdo é muito dificil (TANG et al., 2018), existindo uma
tendéncia de bioacumulacdo nos organismos (VELISEK et al., 2007) e podendo causar efeitos
a longo prazo (SANTOS et al., 2007). Na escala global o uso de piretréides em 2014 foi de
8.257 toneladas de ingrediente ativo (ZHANG, 2018), em 2002 representavam 25% do mercado
mundial de inseticidas (SODERLUND et al., 2002), e é o grupo dos inseticidas mais utilizado
na agricultura (SANTOS et al., 2007). Segundo Rossi (2013), os piretrdides sdo utilizados em
diversos cultivos agricolas, sendo indicado em diversas monoculturas (p.ex. soja, milho, cana
e algoddo). Santos et al. (2007) acrescenta que, a permetrina, cipermetrina e deltametrina séo
comumente utilizados nos cultivos de arroz, batata, café, melancia e tomate.

O ingrediente ativo do extrato de piretro é classificado como medianamente toxico
(ANVISA, 2019; PAN, 2014), sendo altamente toxico para insetos, sejam eles alvos ou ndo-
alvo (COX, 2002), e para invertebrados aquaticos e peixes (USEPA 2006), sendo considerado
menos tdxico para anfibios, e com baixa toxicidade para os vertebrados terrestres (SCHLEIER;
PETERSON, 2011). O piretro e os piretroides possuem efeitos neurotdxicos, devido a sua
interacdo com os canais de sddio (Na') das células do sistema nervoso central. No
funcionamento normal os canais de sodio se abrem com a transmissao do impulso nervoso para
entrada de ions Na* e se fecham apds a despolarizacdo. Porém, os piretrdides alteram o
funcionamento normal, pois mantém os canais de sodio abertos por um tempo maior,
possibilitando um aumento do fluxo de ions Na* para o interior da célula nervosa (BURNS et
al., 2013; SODERLUND, BLOOMQUIST, 1989; SODERLUND et al., 2002). Esse mecanismo
de transmissdo continua e irregular de impulsos nervosos pode causar hiperexcitacdo do SNC,
tremores, descoordenacdo motora, paralisia e até a morte em organismos expostos
(NARAHASHI, 2000; RICHARDSON, 2019).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653519314936#bib66
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Geralmente a intoxicagdo ao extrato de piretro estd associada a exposicdo oral. Nos
insetos apresenta efeito de knockdown, causando descoordenagdo motora e prejudicando o voo
(FIGUEIREDO, 2014), enquanto que nos mamiferos é rapidamente metabolizado, devido a
acdo de enzimas do figado (SADEGHI-HASHJIN et al., 2011). Outras vias de exposi¢cdo desse
composto sdo a dérmica e a respiratéria (AGUIAR-MENEZES, 2005). Destaca-se que a
toxicidade desse composto é determinada pela estrutura quimica, forma de exposicdo e
absorc¢do, metabolizacdo e sitio de acdo (SCHLEIER; PETERSON, 2011).

Os piretroides tém sido usados em areas urbanas e rurais, especificamente no controle
de pragas agricolas, sendo também utilizados no cotidiano como repelentes e spray de
inseticidas em areas residenciais, como produtos de uso veterinarios (TANG et al., 2018) ou na
area medica para controlar ectoparasitas (CASARETT; DOULL, 2008), bem como no uso
sanitario no controle de vetores de doenga, como do mosquito Anopheles, transmissor da
malaria (DUCHON et al., 2009). Entretanto, devido ao seu uso em areas rurais e urbanas, surgiu
a preocupacdo com o escoamento destes produtos para os corpos hidricos e que podem afetar a
fauna aquatica (USEPA, 2013). Neste sentido, percebe-se a necessidade de avaliar a toxicidade
do extrato de piretro e dos piretréides em organismos nao-alvos, como invertebrados terrestres
e aquaticos (p. ex. abelhas e formigas), e vertebrados aquéticos (p. ex. peixes e anfibios). Estes
compostos por meio de processos fisico-quimicos naturais, como volatilizagcdo, escoamento e
lixiviacdo, podem contaminar os compartimentos ambientais, causar toxicidade em organismos
ndo-alvos ou serem degradados, na Figura 2 esta evidenciado o comportamento dos agrotdxicos

no ambiente.

Figura 2 — Comportamento dos agrotéxicos no ambiente e as interagdes entre 0s compartimentos
ambientais.
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As abelhas sdo insetos benéficos que nidificam e forrageiam no entorno de diversas
plantagdes, sendo fundamentais para o processo de polinizagdo e producdo de alimentos
(POTTS et al.; 2010). Estas sdo essenciais para manutencdo do equilibrio ecoldgico e da
biodiversidade, pois sdo responsaveis por aproximadamente 80% da polinizacdo nas espécies
de angiospermas (MOISSET; BUCHMANN, 2015). As abelhas apresentam excelentes
respostas aos Xxenobioticos, evidenciando que estas podem ser usadas como espécies
bioindicadores. As abelhas podem ser afetadas indiretamente pelo uso dos inseticidas e
agrotoxicos em geral. Isto remete a preocupacao mundial da desordem do colapso das colénias
(CCD - Colony Collapse Disorder) diagnosticado em Apis mellifera (LINNAEUS, 1758), na
qual as abelhas forrageiras ndo conseguem retornar as suas colénias, o que pode estar associada
aos efeitos da exposicao aos agrotoxicos neurotdxicos (ELLIS et al., 2010; vanENGELSDORP
et al, 2011). Os efeitos destacados pela CCD sdo principalmente a morte das abelhas operarias,
seu enfraquecimento ou desnorteamento (STOKSTAD, 2007; vanENGELSDORRP et al., 2009);
permanéncia da rainha na colmeia abandonada pelas operarias e falta de insetos ou outros
organismos que se alimentam do mel e néctar (STOKSTAD, 2007).

Além da CCD em col6nias de Apis mellifera, que ndo foi oficialmente diagnosticada no
Brasil (PIRES et al., 2016), o declinio de populacdes de abelhas ocorre por uma combinacao de
fatores estressores, causando uma sobrecarga de estresse sobre a colénia (CORNMAN et al.,
2012; GOULSON et al., 2015). A perda de habitat e as mudancas climaticas (GOULSON et
al., 2015), os agrotoxicos tais como inseticidas e fungicidas (SIMON-DELSO et al., 2014), as
doencas causadas por virus, acaros ou parasitas, como o fungo Nosema (p. ex. Nosema ceranae)
(TRAVER et al., 2018) e o acaro Varroa destructor (CONTE et al., 2010), as restricoes
nutricionais, devido a expansdo das monoculturas e reducdo da diversidade de recursos
florais (CORNMAN et al., 2012; GOULSON et al., 2015), sdo evidenciadas como possiveis
causadores do declinio das abelhas. O desaparecimento das abelhas em todo o mundo, pode
afetar a producdo agricola, os apicultores e o equilibrio dos ecossistemas (SANCHEZ-BAYO,;
GOKA, 2014).

A abelha hibrida da espécie Apis mellifera Africanizada sdo frequentemente estudadas
em virtude dos seus habitos generalistas em relacdo a coleta de recursos florais (pdlen, néctar e
resina vegetal) (BADIOU-BENETEAU et al., 2013) e tem distribuicio geografica na América.
As abelhas estdo declinando em todo mundo, desencadeando dessa forma uma preocupacgéo
global, ndo somente porque as abelhas meliferas desempenham importantes servicos de

polinizacdo agricola, mas também porque a apicultura e o mercado dos produtos apicolas tém
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grande importancia na economia mundial (ARZOUMANIDIS' RAGGI; PET, 2019;
GELDMANN; GONZALEZ-VARO; 2018; HUNG et al., 2018).

No Brasil e nos EUA, o uso indiscriminado de inseticidas sintéticos em monoculturas é
um fator preponderante na mortalidade de abelhas no entorno dos campos de cultivo
(MALASPINA et al., 2008; PETTIS et al., 2013). O enfraquecimento das colonias de A.
mellifera Africanizada, no Brasil diferem dos sintomas classicos da CCD (PIRES et al., 2016)
e casos de intoxicagdo das coldnias com inseticidas sdo frequentemente relatados e detectados
quando se observa mortalidade em massa na colonia (MAGGI et al., 2016; PIRES et al., 2016).
Segundo Sanchez-Bayo e Goka (2014), os residuos dos agrotoxicos foram encontrados no mel,
no polen e na cera das colmeias, fazendo com que as abelhas estejam constantemente em
contato com essas substancias toxicas. Portanto, é importante uma avaliagéo toxicolégica mais
ampla dos efeitos das exposicdes a longo prazo nessas espécies.

Nos vertebrados, 0 grupo que esta mais ameacado de extincéo € o dos anfibios, espécies
consideradas mais vulneraveis as mudancas climaticas por possuirem uma pele permeavel e
Uumida (STEBBINS; COHEN, 1995). O declinio das populacdes anfibias em todo o mundo é
evidente e diversas causas tém sido evidenciadas, segundo Alford e Richards (1999), Beebee e
Griffiths (2005), Hayes et al. (2010a) e McCallum (2007), a contaminac&o hidrica, a perda de
habitats, radiacdo ultravioleta, aquecimento global, as infeccbes parasitarias, espécies
invasoras, entre outros fatores, podem afetar os anfibios e contribuir para o seu declinio.

A Classe Amphibia é composta por trés ordens (Anura, Caudata Gymnophiona) e apresenta
ampla diversidade de espécies, com um total de 8.090 espécies descritas ao redor do mundo. A
ordem Anura é a mais abundante com um total de 7.135 espécies (FROST, 2019). O ciclo de vida
em ambientes diferentes, aquatico e terrestre nos anfibios (BECKER et al., 2010) contribui para
que eles estejam em contato com uma maior quantidade de xenobidticos. Em comparacdo com
outros vertebrados, os anfibios realizam a biotransformacéo e excrecdo dos xenobidticos mais
lentamente  (GARDNER; OBERDOSTER, 2005), desencadeando efeitos nocivos ao
organismo, como danos moleculares, bioquimicos, celulares, fisiologicos, etc.

Os estudos toxicoldgicos sdo importantes para compreender as causas do declinio das
populacdes anfibias. Esses estudos precisam utilizar espécies bioindicadores, uma espécie
muito utilizada na Ecotoxicologia com anfibios é a ra-touro (Lithobates catesbeianus; SHAW,
1802). A ré-touro da familia Ranidae é encontrada naturalmente em varias localidades do leste
da América do Norte, sendo uma espécie com habitos generalista, facilmente adaptavel e com
grande faixa de tolerdncia (FROST, 2019). Posteriormente, a ra-touro foi amplamente

distribuida em vérios paises devido sua producdo comercial, principalmente para finalidades
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alimenticias e de vestuario (CULLEY, 1981). O grande problema sdo fugas acidentais de
espécimes e, consequente invasdo de habitats naturais. A ra-touro é uma espécie generalista e
predadora, no Brasil é considerada uma espécie invasora, podendo alimentar-se de espécies
nativas, que sdo menores e facilmente capturaveis (CUNHA; DELARIVA, 2009; SILVA,
2016).

A poluigdo da gua causada por xenobidticos (ALFORD; RICHARDS, 1999), entre eles
0s agrotoxicos, farmacos e metais-tracos € um fator frequentemente relacionado a toxicidade
nos anfibios. A contaminacdo dos corpos hidricos pode ser causada pelos seus multiplos usos e
diferentes residuos que séo descartados pela sociedade, tais como efluentes industriais, urbanos
e agricolas. A contaminacdo da agua altera os parametros de qualidade e ameagam os humanos
e a biodiversidade (RITTER et al, 2011; SHARMA; BHATTACHARYA, 2017),
principalmente a biota aquéatica, como peixes e girinos de anfibios. Varios estudos tém
evidenciado os efeitos dos xenobidticos nos anfibios a partir de diferentes niveis de
biomarcadores, bioquimicos (CARVALHO et al., 2017; RICHARDS; KENDALL, 2002);
morfoldgicos (FRANCO-BELUSSI et al., 2013; OLIVEIRA et al, 2016; PEREZ-IGLESIAS et
al., 2016); fisiologicos (COSTA et al., 2015; SALLA et al., 2016); reprodutivos (HAYES et al.,
2010b) e comportamentais (ROHR; CRUMRINE, 2005).

E importante evidenciar que residuos de piretroides, cipermetrina (0,11 ppm e 0,003
ppm) e deltametrina (0,004 ppm), foram encontrados no Cérrego do Cintra na cidade de
Botucatu-SP, sendo que no entorno existe producdo agricola (BELLUTA et al., 2010). Feo et
al. (2010), evidenciou que amostras de agua do rio Ebro Delta na Espanha continham residuos
de deltametrina (0.000002 a 0.000058 ppm) e cipermetrina (7.3x107 a 0.000057 ppm),
enquanto que nas amostras de sedimentos foi observado apenas concentracGes de cipermetrina
(0.0000083 a 0.000072 ppm). Nos estudos de Antonious et al. (1997), foi evidenciado que ap6s
1h existia 0,9 ppm e depois 30 dias continha 0,002 ppm de piretrinas nas amostras de solo,
enquanto que na agua de escoamento superficial apos 11 dias de aplicacdo e com a primeira
chuva continha 0.000036 ppm de piretrinas nas amostras.

Por outro lado, em analises de pdlen apicola nas cinco regides brasileiras foi averiguado
a presenca de piretrdides, sendo que na média das concentraces dos piretroides nas regides a
cipermetrina (0.0024 ppm) e a permetrina (0.0027 ppm) foram as mais frequentes (SANTOS,
2005). Ademais, a regido Sudeste foi a que apresentou as maiores concentracdes medias dos
piretroides (deltametrina — 0,0017 ppm; ciflutrina - 0,003 ppm; cipermetrina - 0,0036 ppm e
permetrina — 0,004 ppm) nas amostras de polen Nos estudos de Pettis et al. (2013), a analise

de amostras de pélen (n = 19) em sete areas agricolas nos EUA apresentaram residuos de
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piretréides no pdlen em torno de 0,1 & 4,4 ppm, sendo que na cipermetrina verificou-se a maior
concentracdo (4,38 ppm) e a bifentrina a menor concentragdo (0,11 ppm) Além de ser
encontrada piretrinas no pélen de plantas de oxicoco na concentracdo de 0,16 ppm. Por outro
lado, nos estudos de Malhat et al. (2015), as amostras de mel coletadas no Egito evidenciaram
residuos de permetrina (0.0019 ppm), cialotrina (0.0035 ppm) e fenvaleratos (0.0099 ppm).

Nesse contexto, percebe-se a necessidade de estudar o extrato de piretro em espécies
anfibias e nas abelhas, visto que ndo existe concentracdo do valor maximo permitido na
legislacdo brasileira para o extrato de piretro e nem para piretréides nas classes de agua e nem
no solo e aguas subterrdneas nas Resolucdes Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), respectivamente na Resolucdo n® 357/2005 (alterada pela Res. n°® 410/2009 e n°
430/2011) que: “Disp0e sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o
seu enquadramento, bem como estabelece as condicdes e padrdes de lancamento de efluentes,
e da outras providéncias” (BRASIL, 2005, p.1); e na Resolugdo n° 420/2009 (alterada pela
Resolugdo n°® 460/2013) que: “Dispde sobre critérios e valores orientadores de qualidade do
solo quanto a presenca de substancias quimicas e estabelece diretrizes para o gerenciamento
ambiental de areas contaminadas por essas substancias em decorréncia de atividades antropicas
(BRASIL, 2009, p.1). Somente na Portaria de Consolidacdo n° 5/2017 que descreve a
“consolidacdo das normas sobre as acdes ¢ os servicos de satide do Sistema Unico de Satde”,
esté evidenciado no padrdo de potabilidade da 4gua a concentracdo permitida da permetrina no
valor maximo permitido de 0,02 ppm (20 ug.L?) na dgua potavel (BRASIL, 2017, p.1)

Além da busca por inseticidas botanicos, eficazes e “ecoverdes”, atualmente tém-se
buscado novas tecnologias e formula¢des de biocidas que otimizem a sua utilizacao e diminuam
tanto a sua capacidade de contaminacdo ambiental, como o0s seus possiveis efeitos adversos em
organismos ndo-alvos. Para tanto, uma proposta € a utilizacdo de sistemas carreadores, que
possam modular a liberacdo dos ingredientes ativos em funcédo de tempo e direcionar de maneira
mais eficiente o composto no organismo alvo (KARERU et al., 2013).

Neste contexto, as nanoparticulas sdo um exemplo de sistemas carreadores capazes de
encapsular ingredientes ativos e libera-los de forma modificada (KUMAR, 2000;
RIEHEMANN et al., 2009; SILVA et al., 2012), com o intuito de aprimorar a sua a¢do em
varios processos tecnologicos e industriais (ERIKSSON et al., 2009). Uma das utilizacbes sdo
como sistemas carreadores de defensivos agricolas que potencialmente garantem maior
seguranca para o meio ambiente, pois reduzem a quantidade desses compostos aplicados nos
campos agricolas (CHEN; YADA, 2011; GRILLO et al., 2014a). O encapsulamento de

ingredientes ativos em nanoparticulas pode aprimorar 0os mecanismos de absorcéo e,
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consequentemente, aumentar sua eficacia e estabilidade devido a prote¢do contra interferéncias
da temperatura, pH, umidade e luz solar (BILIA, 2014), bem como reduzindo sua toxicidade
(GRILLO et al., 2014a).

As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), assim como as nanoparticulas poliméricas,
lipossomas e emulsdes séo exemplos de sistemas nanocarreadores que foram desenvolvidos
como alternativa aos convencionais (YOON; PARK; YOON, 2013). As NLS s&o preparadas
usando lipidios na sua composicdo, que sdo solidos em temperatura ambiente (BATTAGLIA,;
GALLARATE, 2012; MULLER, 2000) e um sistema de carreamento de ingredientes ativos
lipofilicos efetivos, visto que permite um melhor controle das propriedades fisico-quimicas do
composto (BILIA, 2014) e ndo necessita de solventes organicos no preparo (MEHNERT,
MADER, 2001). Estas sdo consideradas nanoparticulas organicas que sdo constituidas de
compostos organicos, principalmente lipidios e polimeros, sendo consideradas particulas
solidas, soltveis e com baixa persisténcia no ambiente (KUMAR; LAI, 2014). Outras vantagens
das NLS sdo sua biocompatibilidade, baixa toxicidade, melhor biodisponibilidade de
ingredientes ativos, alta estabilidade e ampla aplicabilidade (DAS; CHAUDHURY, 2011;
EKAMBARAM; SATHALLI; PRIYANKA, 2012). Destaca-se que as hanoparticulas organicas
sdo pouco estudadas em comparagdo com as inorganicas, porém nos ultimos anos a indudstrias
farmacéuticas tem ampliado suas pesquisas em virtude das suas vantagens em comparagao com
outros nanomateriais (KUMAR; LAI, 2014).

Os nanocarreadores de defensivos agricolas podem ser denominados de nanopesticidas,
estes possuem excelentes propriedades para serem aplicados nos campos agricolas. Os
nanopesticidas sdo considerados eficientes e seguros ao ambiente, diminuindo a quantidade de
compostos quimicos aplicados no campo, auxiliando na melhoria da produtividade agricola,
diminuindo os impactos no ambiente e ecossistemas, e dessa forma auxiliando para uma
agricultura sustentavel (CHEN; YADA, 2011; PEREZ-DE-LUQUE, RUBIALES; 2009;
PRASAD et al., 2017; WALKER et al., 2017). Contudo, as pesquisas com nanomateriais
precisam progredir cada vez mais, para que assim seja possivel estabelecer legislacGes, sistemas
regulatorios e avaliacdo de risco especifica para esses sistemas carreadores (KOOKANA et al.,
2014; WALKER et al., 2017).

Os estudos nanotoxicolégicos com o efeito sobre abelhas somente foi realizado com a
avaliacdo toxicoldgica de nanomateriais, existindo até 0 momento somente seis estudos na area,
sendo que destes mais de 80% sao realizados com nanoparticulas metalicas. Os nanomateriais
compostos por metais e 6xidos de metais estdo amplamente utilizados em diversos produtos

industrializados, representando 37% dos nanomateriais descritos no mundo, de acordo com o
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Inventario de Produtos de Consumo de Nanotecnologia (VANCE et al., 2015). Dentre os
estudos em abelhas temos os seguintes nanomateriais: TiO, Ag-TiOze ZnO-TiO, (OZKAN et
al., 2014), no qual avaliou-se a concentracdo letal; ZnO (MILIVOJEVIC et al., 2015) que
ponderou o comprometimento metabdlico, andlises enzimaticas (GST e AChE), taxa de
alimentacéo e sobrevida; ZnO (GLAVAN et al., 2017) que aferiu analises enzimaticas (GST e
AChE) e comportamentais (taxa de alimentagéo); CdO e PbO a partir da avaliagéo da toxicidade
no intestino das abelhas (DABOUR et al., 2019), ou estimando a concentracéo letal, a taxa de
alimentacdo, expressdo de enzimas (GST, CYP450, SOD e CAT) e atividade da
acetilcolinesterase (NAGGAR et al., 2018); e por fim, somente um estudo com nanoparticulas
de boro (DAGLIOGLU et al., 2015) avaliando a concentracio letal.

Na revisdo sobre a toxicidade de nanomateriais em anfibios divulgada por Amaral et al.
(2019), existem aproximadamente 30 estudos toxicologicos realizados no mundo com
nanoparticulas, sendo que destes mais de 70% foram realizados com nanomateriais inorgénicas
e somente 23,4% foram realizados com nanoparticulas organicas, sendo que dessas
principalmente avaliou-se as NPs de carbono (21,28%). Estes estudos avaliaram diferentes
niveis de biomarcadores, como celulares e teciduais (OLIVEIRA et al., 2016; SPENCE et al.,
2016; THOMPSON et al., 2017); genotoxicas (BOUR et al., 2017), enzimaticos (BIRHANLI
et al., 2014); desenvolvimento e comportamentais (IBARRA et al., 2015; ROBBENS et al.,
2010; YSLAS et al., 2012).

As combinacdes de inseticidas botanicos, como o piretro, e as NLS podem ser um
sistema interessante de estudo visando o controle de pragas, pois ambos sdo considerados
seguros, menos danosos ao ambiente e eficazes, principalmente devido a sua composicédo
natural e/ou com componentes organicos, alem da baixa persisténcia no ambiente desses
compostos. Adicionalmente, devido a liberacdo modificada das nanoparticulas e a rapida
biodegradacao dos inseticidas botanicos evidencia-se uma potencial diminuicdo da quantidade
de residuos no ambiente, minimizando os danos que eles podem vir a causar a biodiversidade.

Neste contexto, acredita-se que este estudo visa complementar a pesquisa de estruturas
nanomeétricas aplicadas ao setor agricola e, também, abrir novas perspectivas e potencialidades
sobre a aplicacdo desse sistema carreador para os inseticidas botanicos. Adicionalmente, o
desenvolvimento de sistemas carreadores de bioativos, visando aplicacbes na agricultura
brasileira e mundial, tem sido alvo de estudo do grupo de pesquisa ao qual o presente projeto
estd vinculado, que tem como foco o desenvolvimento de sistemas micro e nanoparticulados
para defensivos agricolas (CAMPOS et al., 2014, CLEMENTE et al., 2014a; CLEMENTE et
al., 2014b; GRILLO et al., 2010; GRILLO et al., 2011; GRILLO et al., 2012; GRILLO et al.,
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2014a; GRILLO et al., 2014b; PEREIRA et al., 2014; SILVA et al.,, 2011; SILVA et al., 2012),
para alguns farmacos (de MELO et al., 2010; de MELO et al., 2011; de MELO et al., 2012; de
MELO et al., 2014) e, mais recentemente, para repelentes e inseticidas botanicos (CAMPOS et
al., 2019a; OLIVEIRA et al., 2018).

Em contrapartida, verifica-se a necessidade de estudos nanotoxicoldgicos para avaliar
0s possiveis riscos, efeitos e toxicidade das nanoparticulas nos organismos, visto que estas
podem ser reconhecidas pelos animais como substancias antigénicas e estranhas ao organismo
(KAHRU; DUBOURGUIER, 2010), como ja relatado em alguns estudos (BRACCHETA et
al., 2012; CLEMENTE et al., 2014a; DIENI et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2016). Dessa forma,
estudos nanotoxicoldgicos que avaliem comparativamente o efeito do ingrediente ativo, do
sistema carreador e dos polimeros e/ou surfactantes presentes nas formulagdes nanocarreadores
sdo essenciais para comprovar ou refutar a hipotese da potencial toxicidade desses compostos
em organismos ndo-alvos. Os estudos com especies anfibias e espécies de abelhas na area da
Nanotoxicologia sdo extremamente importantes, visto que ambas as populacfes dessas espécies
tém declinado rapidamente nos ultimos anos em todo o mundo, principalmente devido a
mudancas no habitat e os potenciais efeitos letais e subletais gerados pelos xenobidticos
(ALFORD; RICHARDS, 1999; CORNMAN et al., 2012; GOULSON et al., 2015; McCRINK-
GOODE, 2014).

O objetivo desse trabalho foi o preparo e a caracterizacdo fisico-quimica de
nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) como um sistema carreador do extrato de piretro, com o
intuito de aperfeicoar a eficacia de liberacdo desse inseticida botanico na agricultura, como
possivel alternativa para o controle de pragas agricolas e diminui¢cdo da quantidade de
ingredientes ativos e seus adjuvantes no ambiente, que podem vir a apresentar toxicidade a
organismos nao-alvos. Objetivou-se também avaliar a toxicidade do inseticida botanico, do
sistema carreador livre e encapsulado com o extrato de piretro em organismos ndo-alvos como
as abelhas que forrageiam nos campos de cultivo onde entrariam em contato com esses
xenobiodticos, bem como os girinos de anfibios (fase imatura que vive em meio aquético), que
podem entrar em contato com esses compostos por meio da lixiviagdo e escoamento dos
mesmos para corpos hidricos presentes nas areas agricolas.

A hipdtese do presente estudo é que as nanoparticulas lipidicas solidas podem ser
utilizadas como sistemas carreadores do extrato de piretro e induzir menos efeitos adversos nos

organismos nao-alvos (abelha e girinos) do que o ingrediente ativo e as hanoparticulas isoladas.
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2. METODOLOGIA

Esse trabalho foi desenvolvido entre grupos de pesquisa do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Sorocaba da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP
e do Campus da UFSCar (Universidade Federal de Sdo Carlos) de Sorocaba. Na UNESP foi
realizada todo o preparo, caracterizacdo e analise das formulagGes das nanoparticulas lipidicas
solidas, enquanto que na UFSCar foram realizados os bioensaios com abelhas e girinos e as
analises de mortalidade, histoldgicas, morfométricas e hematoldgicas. Além disso, o trabalho
contou ainda com a colaboracdo de outros grupos de pesquisa, dentre eles: FATEC (Faculdade
de Tecnologia) de Sorocaba para realizagdo das analises genotdxicas e com a UNESP de Rio
Claro para analises histologicas. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFSCar (Protocolo n® 1472160516/2016 - CEUA / UFSCar —

Anexo 1), onde os bioensaios foram desenvolvidos.

2.1 Produtos Quimicos

O extrato de piretro Pestanal® (extrato do inseticida botanico, CAS 8003-34-7, padréo
analitico, Anexo 2), o alcool polivinilico (PVA, 30-70 kDa, CAS 9002-89-5, hidrolizado >
99%, Anexo 3) e tripalmitato de glicerol (tripalmitina, CAS 555-44-2, pureza > 99%) foram
comprados da empresa Sigma-Aldrich® (Anexo 4). Cloroféormio (CHCls, CAS 67-66-3, pureza
> 99%) foi comprado da empresa Dindmica Quimica Contemporanea LTDA, todos esses
produtos foram usados no preparo das nanoparticulas. A acetona (CAS 67-64-1, pureza =
100%) foi comprada de uma empresa local e usada como solvente no preparo da solucdo de

piretro.

2.1.1 Nanoparticulas lipidicas sélidas

As Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLS) foram preparadas segundo o método de
emulsificacdo/evaporacdo do solvente (VITORINO et al, 2011) no laboratério de
Nanotecnologia Ambiental da UNESP - Campus Sorocaba. Inicialmente, foi preparada 30 mL
de solucdo aquosa contendo 1,25% PVA (alcool polivinilico) e mantida sob agitacdo constante
(100 rpm). Em seguida, foi preparada a solucao organica com 250 mg de tripalmitato de glicerol
e 5 mg de extrato de piretro (ingrediente ativo — i.a.), 0s quais foram dissolvidos em 5 mL de

cloroformio. Apoés a solucdo orgénica foi vertida na solugdo aquosa e submetida & sonicagéo
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(Unique DES500) por 5 minutos e uma poténcia de 40 W. A emulsdo formada foi levada ao
homogeinizador Ultraturrax (Tecnal TE-102) por 7 minutos e 14.000 rpm. Em seguida, o
solvente orgénico foi removido com o auxilio do evaporador rotativo e a emulsdo foi
concentrada até o volume final de 10 mL. A concentragdo final do extrato de piretro na
formulac&o encapsulada foi de 0,05 mg.mL™. Destaca-se que as nanoparticulas lipidicas solidas

sem o extrato de piretro também foram preparadas.

2.2 Caracterizacao das nanoparticulas

Foram realizados planejamentos experimentais para que as formulagdes preparadas
tivessem boa estabilidade fisico-quimica e melhor eficiéncia de encapsula¢do do piretro nas
nanoparticulas. Para avaliar a estabilidade fisico-quimica em funcao do tempo foram avaliados
0S seguintes parametros para manutencdo do sistema coloidal: polidispersao, distribuicdo de
tamanho, potencial zeta, pH, concentracdo de nanoparticulas e eficiéncia de encapsulacdo do
extrato de piretro. Todos os parametros foram analisados no intervalo entre 0 e 120 dias para
verificar a estabilidade da formula¢do em funcdo do tempo e expressos pela media e erro padrao

(média + erro padréo).

2.2.1 Diametro médio e Polidisperséo por Espectroscopia de Correlagdo de Fotons

A técnica de espectroscopia de correlacdo de fotons foi realizada para determinar o
tamanho meédio e a polidispersdo das nanoparticulas (em nm). As suspensdes de nanoparticulas
foram diluidas em agua Milli-Q (2 pL de solugdo em 1998 pl de H.O) e avaliadas no analisador
de particulas ZetaSizer Nano ZS 90 (Malvern® Instruments, UK) a um angulo fixo de 90 °C e
temperatura de 25 °C.

O potencial zeta (em mV) das nanoparticulas foi determinado a partir da técnica de
microeletroforese em um analisador de potencial zeta (Zetasizer Nano ZS 90 - Malvern®
Instruments, UK). As andlises foram realizadas da mesma forma que descrita acima para
diametro hidrodindmico e polidispersdo. O pH das suspensdes das nanoparticulas foi medido
com o auxilio do pHmetro (Tecnal®, Brasil). O monitoramento do pH das suspensdes coloidais
auxilia na verificacdo da estabilidade quimica dos componentes da formulacdo. Todas as
analises foram realizadas em triplicata e em funcdo do tempo (GOVENDER et al., 1999;
VENKATRAMAN et al., 2005).
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2.2.2 Rastreamento de Particulas

Os dados de concentracao e distribuicdo de tamanho de particulas foi analisado em um
equipamento de rastreamento de particulas (NTA - Nanosight LM 10) utilizando uma célula
volumétrica, laser com comprimento de onda de 532 nm e as imagens coletadas com uma
camera CMOS, sendo estas analisadas com o software NanoSight (versdo 2.3 - Malvern®
Instruments, UK). Destaca-se que medi¢cdes da agua deionizada foram realizadas entre as
analises para ndo haver contaminacdo das amostras e divergéncias nos resultados. As
suspensdes de NLS foram diluidas 10.000 vezes e analisadas em triplicata, injetando a amostra
(1 mL) dentro da célula volumétrica (Figura 3). Cada réplica foi analisada cinco vezes, havendo
aproximadamente 2000 particulas em cada andlise, a partir do movimento Browniano
(ANDERSON et al., 2013).

Figura 3 — Nanoparticulas lipidicas solidas. A) Representacdo esquematica das nanoparticulas lipidicas
solidas com o extrato de piretro. B) Visualizacdo de nanoparticulas lipidicas sélidas em solucéo a partir
do equipamento de rastreamento de particulas (NTA).

Extrato de Piretro
CASHSGOB

CAJHSGOB
LIPiDIO SOLIDO

c43H5608

Camada fosfolipidica e
Surfactante (PVA)

Lipidio Tripalmitina

Fonte: Autoria prépria (2017).

2.2.3 Eficiéncia de Encapsulacédo

A guantidade total do extrato de piretro presente na suspensao de nanoparticulas foi
determinado diluindo as suspensGes com solvente organico (metanol ou acetonitrila). Esta
solugdo foi filtrada em membrana Millipore® de 0,22 um e quantificada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE - Varian ProStar®). O método de ultrafiltracdo/centrifugacédo
foi utilizado para determinar a quantidade de inseticida encapsulado, no qual a suspensédo de
nanoparticulas foi submetida a centrifugacdo em dispositivos de ultrafiltracdo constituidos de
celulose regenerada de 10 kDa (Microcon — Millipore®). A taxa de associacdo do extrato de

piretro foi determinando pela diferenca de quantificacdo da fracdo ndo associada do inseticida
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botanico e a quantidade total inicialmente adicionada nas nanoparticulas associadas
(GAMISANS et al., 1999; SCHAFFAZICK et al., 2003; KILIC et al., 2005). As analises foram

realizadas em triplicata e em fungéo do tempo.

2.2.3.1 Metodologia Analitica de quantificacdo do ativo por CLAE

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizada na quantificacdo do extrato de
piretro encapsulados nas nanoparticulas. A analise foi realizada em sistema controlador, bomba
isocrética, detector UV-VIS e injetor automatico. As suspensfes de nanoparticulas previamente
filtradas foram injetadas (100 uL) em coluna cromatografica Phenomenex, Gemini, Cig fase
reversa, 54 110A, 150 x 3,90mm, eluidas com um gradiente de acetonitrila (Solvente A) e 4gua
deionizada (Solvente B): 75% solvente A e 25% do solvente B (AMBROZIC-DOLINSEK et
al., 2008). O fluxo de fase movel foi de 0,8 mL.min e a absorbancia foi monitorada em
comprimento de onda de 225 nm. A curva analitica do extrato de piretro foi determinada com
o0 intuito de averiguar a eficiéncia de encapsulacdo do inseticida botanico nas nanoparticulas

lipidicas solidas.

2.2.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foi realizada
para averiguar as provaveis interagdes entre o extrato de piretro e as nanoparticulas. As analises
foram realizadas em espectrofotdmetro de FTIR (Agilent) em uma faixa de 400 a 4000 cm™,
utilizando 128 varreduras por amostra com resolucdo de 2 cm™. As amostras do extrato de
piretro, lipidio, surfactante (PVA), mistura fisica, as NLS encapsuladas ou ndo ao inseticida
boténico foram ponderadas usando o acessorio de reflectancia total atenuada (ATR), que
possibilita analises de compostos em po, pastas ou que ndo podem ser verificados em forma de
pastilhas ou filmes (POLLETO et al., 2007; WANG et al., 2010). Foram observadas alteracoes

nas bandas de absorcdo dos espectros a fim de correlaciona-las com os sistemas carreadores.
2.2.5 Calorimetria diferencial exploratoria
As analises termais do extrato de piretro, do lipidio, das nanoparticulas associadas ou ndo

ao piretro foram realizadas no DSC Q20 TA Instruments®. As amostras, tinham massas entre

2-10 mg, as quais foram pesadas em balanca analitica e colocadas em cadinhos de aluminio e
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selados com tampa. Utilizou-se um cadinho vazio com tampa como referéncia. O padréo
térmico de anélise considerou uma rampa de aquecimento dos 10 aos 300 °C, com uma taxa de
10 °C por minuto, em atmosfera de nitrogénio (50 mL.min™).

2.2.6 Microscopia de Forca Atdmica

O microscopio de forca atbmica (MFA - BTO2217, Nanosurf, Switzerland) foi utilizado
para avaliar a morfologia da superficie das nanoparticulas. As suspensdes foram sobrepostas
em placas de silicio previamente preparadas com remocdo do didxido de silicio, assim
facilitando a interacdo/adesdo da amostra nas placas. As analises foram realizadas em modo de
contato intermitente, usando cantilever comercial ContAL-G-10 (Budgetsensors).

2.3 Bioensaio toxicoldgico com Apis mellifera Africanizada

Para os bioensaios com abelhas Apis mellifera Africanizada (Figura 4) foi utilizada uma
caixa com favos operculados (Figura 5A) de trés coldnias saudaveis. As colonias estavam
localizadas em apiarios no Estado de S&o Paulo. A emergéncia das abelhas operarias foi
monitorada no laboratdrio e os individuos recém-emergidos (Figura 5B) foram transferidas para
potes plasticos e alimentadas ad libitum com solucéo aquosa agucarada (50% agua: 50% acucar)

para aclimatar durante 24 h (Figura 5C).

Figura 4 — Exemplares de abelha operaria recém-emergida de Apis mellifera Africanizada. A) Operarias
recém-emergidas utilizadas nos bioensaios. Barra = 1 cm; B) Visao geral de uma abelha operaria recém-
emergida em laboratdrio

Fonte: A) Acervo pessoal (2017), B) Miotelo, L.

Posteriormente, as abelhas foram divididas em diferentes grupos experimentais ensaiados

em triplicata: 1) Controle (CTL) — solugdo acucarada; Il) Extrato de piretro (PIR1ng) — dose
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subletal de 1 ng.uL™ ; 111) Extrato de piretro (PIR10ng) — dose subletal de 10 ng.uL?; IV) Piretro
encapsulado em nanoparticulas lipidicas solidas (NLS+PIR1ng) - dose subletal de 1 ng.uL™; V)
Piretro encapsulado em nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS+PIR1ong) — dose subletal de 10
ng.uL™; 1V) Nanoparticulas lipidicas slidas (NLS); V) Alcool polivinilico (PVA) — Controle
do surfactante; VVI) Acetona (ACN) — controle do veiculo/solvente (Apéndice 2). A escolha da
dose para o bioensaio foi baseada na DL50 do Piretro — 22 ng por abelha (48 h) (USEPA, 1991),
e foram realizadas as respectivas diluicdes em série (cascata de diluicdo) da solucdo estoque
(10 mL) das diferentes formulacBes utilizadas nos bioensaios toxicoldgicos, inclusive da
formulacdo de NLS isoladas também foram diluidas para padronizar a quantidade de particulas
na solucéo.

A exposicdo aguda foi realizada individualmente por via oral (Figura 5D), e cada
solucéo dos diferentes grupos experimentais foram administrados na boca das abelhas (1 pL)
com o auxilio da micropipeta. Apos a exposicdo aguda, as abelhas foram mantidas em potes
plasticos e alimentadas com solucdo acgucarada 50% (v:v) e mantidas na estufa B.O.D. com
umidade relativa de 70% + 5 e temperatura de 32 °C + 2 (Figura 5E). Foram realizados dois
bioensaios, o primeiro sendo de andlise de sobrevivéncia (N = 12 abelhas por grupo
experimental e em triplicata), e o segundo para analises histologicas (N = 15 abelhas por grupo
experimental e em triplicata). No primeiro bioensaio, a mortalidade foi registrada diariamente
em cada pote de cada grupo experimental, até que a Ultima abelha morresse. Nesse bioensaio
foi adicionado o grupo deltametrina (DLT, 10 ng.uL™) para controle positivo. No segundo
bioensaio, apds transcorridas 48 h do inicio do bioensaio, as abelhas (N = 6 por grupo) foram
dissecadas e o intestino médio (ventriculo) removido (Figura 5F) e rotineiramente processados

para analises histologicas e morfométricas.
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Figura 5 — Imagens evidenciando o bioensaio toxicoldgico em abelhas recém-emergidas de Apis
mellifera Africanizada. A) Quadros de cria com favos operculados; B) Abelhas recém-emergidas no
favo da cria; C) Aclimatacédo das abelhas recém-emergidas em potes de plasticos contendo alimentador;
D) Exposigdo oral das abelhas realizada individualmente em todos grupos experimentais; E) Abelhas
expostas e divididas por grupos experimentais e mantidas na estuda B.O.D; F) Intestino médio removido
da abelha pelo processo de dissecgéo.

Fonte: Autoria propria (2017).

2.3.1 Procedimentos histologicos

O intestino médio (ventriculo) das abelhas foi coletado e fixado em solucdo de
paraformaldeido tamponado 4% por 24 h e 4 °C, e entdo lavados em tampéo do fixador (0.1
mol.L™ tampéo fosfato em pH 7.4) durante 30 minutos e por duas vezes. Em seguida, o material
foi rotineiramente desidratado em concentracdes crescentes de &lcool, de acordo com a
metodologia descrita por Silva-Zacarin et al. (2012). Em seguida, o material foi embebido em
historesina liquida e depois emblocado na historesina de inclusdo. Posteriormente, o material
foi submetido a microtomia para preparacéo de laminas histolégicas com secgdes de 3 um de
espessura, que posteriormente, foram submetidas a coloragdo de Hematoxilina-Eosina
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(ANEXO 5), analisadas

semiquantitativa, e por fim documentadas em fotomicroscopio de campo claro (Leica

montadas, histopatologicamente de forma qualitativa e
Microscope® - DM1000) e software (Leica Application Suite V3.8 software). Para cada abelha
por grupo experimental (n = 6), foram analisadas duas laminas por individuo e trés cortes
histoldgicos ndo sequenciais.

Outras laminas histoldgicas com sec¢des de 3 pm de espessura foram submetidas a
diferentes coloracfes para analises histoquimicas. O Azul de Bromofenol e Xilidine Ponceau
para deteccdo de proteinas totais; acido periddico de Schiff (PAS) para deteccdo de
glicoconjugados neutros; Sudan Black-B para deteccdo de lipidios (protocolos em SILVA-
ZACARIN et al., 2012 e ANEXO 6-9).

2.3.2 Anélise semiquantitativa do intestino médio

A avaliacdo das alteracdes histoldgicas a partir dos parametros para analise semi-
quantitativa foi realizada a partir do protocolo de Bernet et al. (1999) e alteracdes histologicas
(lesBes no 0Orgdo) para intestino de abelhas de acordo com protocolo de Soares-Lima et al.
(2018) e Grella et al. (2019). Dois parametros foram estabelecidos para determinar o indice de
alteracdo no intestino médio das abelhas de cada grupo experimental, usando fatores de

importancia e valores de escore (adaptado de BERNET et al., 1999), conforme Quadro 1:

Quadro 1 — indice de lesdo (li) para alteracdo histologica em abelhas (Apis mellifera Africanizada) e
parametros utilizados na analise semi-quantitativa.

Escore (a
(2) 0- 1- 2 - 3-
q Sem Pouca Moderada | Severa Lesdo no 6rgdo
Fatorde ocorréncia | ocorréncia | ocorréncia | ocorréncia
Importéancia (w)
(1) importancia Células
patologica =1 eliminadas
¢ - =1x0 le=1x2 <
minima (dano e e Secrecéo
reversivel) apocrina
(2) importancia
patoldgica
moderada (dano le=2x1 le=2x3 Vacuolizagdo
geralmente
reversivel)
(?)IlfnportanC|a NUcleo picnético
patologica severa _ _ . -
(dano le =3x0 le =3x2 Ninhos de células
irreversivel) regenerativas

Fonte: Adaptado de Bernet et al. (1999) e Soares-Lima et al. (2018).
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A anélise histopatoldgica foi classificada em escores variando de 0 a 3, dependendo do
grau e extensdo da alteracdo: 0 - sem ocorréncia, 1 — pouca ocorréncia, 2 — moderada ocorréncia,
3 — severa ocorréncia. O fator de importéncia foi estabelecido para cada lesdo observada
(eliminacdo de células, secrecdo apdcrina, vacuolizacdo, alteracdo nos ninhos de células
regenerativas, nucleos picnoticos) na analise qualitativa, de acordo com sua importancia
patoldgica da lesdo, sendo classificada em: (1) importancia patolégica minima (o dano pode ser
facilmente reversivel); (2) importancia patolégica moderada (0 dano pode ser reversivel na
maioria dos casos) e (3) importancia patoldgica severa (dano irreversivel). Inicialmente, foi
calculado o indice de lesdo para cada alteracdo (ex. eliminacdo de células) por animal, usando

a seguinte equacdo de Bernet et al. (1999):

lle=axw Equacédo 1
(Legenda: a = valor do escore; w = fator de importancia)

O indice de lesdes total no érgédo foi calculado pela soma dos fatores de importancia
(Xa) multiplicado pelos valores de escore das alteragfes por individuo, usando a seguinte

equacdo definida por Bernet et al. (1999):

lorg = Zait (@ x W) Equacéo 2

As médias e o erro padrdo entre os individuos de cada grupo experimental foram

calculados para os indices de leséo e indice do 6rgao.

2.3.3 Analise por imunoflorescéncia de nanoparticulas marcada com fluoréforo

Nanoparticulas lipidicas sélidas foram preparadas com fluor6foro (18:0 NDB / PE -
NBD-DSPE) e depois administradas individualmente em abelhas operarias de Apis mellifera
para comprovar a ingestdo dos nanomateriais. O intestino médio foi coletado nos tempos 0, 2,
4 e 24 h apds a ingestdo e analisados no Microscopio de Varredura Confocal a Laser (Leica ®)

por meio da varredura do intestino médio (montagem total) no eixo xyz.



32

2.4 Bioensaio toxicolégico com girinos de ra-touro

Os girinos recém-eclodidos de rés-touro - Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802 —
Figura 6) foram adquiridos do ranario comercial (Figura 7A) localizado em Santa Barbara
d'Oeste, Sdo Paulo, Brasil (22°78’S, 47°40°W) e transportados ao Laboratério de
Ecotoxicologia e Biomarcadores em Animais da UFSCar — Campus Sorocaba, Brasil. No
laboratorio, os girinos foram mantidos em aquérios de 60 L, equipados com aeracdo continua
(1,2 Lh), agua declorinada (> 6,0 mg O2.h), com temperatura constante (25 + 1 °C) e
fotoperiodo natural (=z12h claro: 12h escuro) durante o periodo de aclimatagdo (7 dias - Figura
7B). Os animais foram alimentados com folhas organicas de espinafre e a alimentacdo foi
cessada 48 horas antes do bioensaio.

Figura 6 - Morfologia externa de um exemplar de girino de ra-touro (Lithobates catesbeianus) no estagio
25 de Gosner: A) Girino de ra-touro medindo aproximadamente 9cm. Barra = 1 cm. B) Visualizacao da

Fonte: Acervo pessoal (2017).

Durante os bioensaios 0s parametros nos aquarios (20 L) foram mantidos de forma
idéntica ao descrito no periodo de aclimatacdo. Os parametros fisico-quimicos da agua foram
diariamente monitorados para garantir que fossem mantidos dentro dos niveis aceitaveis,
semelhantes aos encontrados na maioria das aguas continentais brasileiras (Resolu¢cdo Conama
357/2005, CETESB, 2009). Durante os periodos de aclimatacdo e exposicdo, as medi¢cdes de
amonia foram realizadas diariamente. Todos os procedimentos seguiram as diretrizes da
American Society for Testing and Materials (ASTM, 2002). Os experimentos foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica da Universidade (Protocolo n° 1472160516/2016

- CEUA / UFSCar), que segue as leis brasileiras reguladoras.
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Figura 7 - Bioensaio toxicologico em girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) no estagio 25 de
Gosner conduzido laboratorialmente: A) Girino de rd-touro no ranério; B) Periodo de aclimatacdo dos
girinos no laboratorio.

Fonte: Acervo pessoal (2017).

2.4.1 Determinacdo da CL50

A concentracdo do extrato de piretro utilizada nos bioensaios toxicologicos foi
previamente definida pela determinacdo de CL50 (48 h), em virtude da inexisténcia de dados
sobre a concentracéo e os efeitos deste inseticida botanico em girinos de ré-touro. Os girinos de
ra-touro no estagio 25 de Gosner foram expostos em sistemas de frascos (potes — Figura 8), de
acordo com a metodologia desenvolvida por Nunes et al. (2008).

Figura 8 — Delineamento experimental do bioensaio de mortalidade (CL50) em girinos de rd-touro
(Lithobates catesbeianus). Cada garrafa contém um individuo, que representa uma réplica dentro do
grupo experimental.

Fonte: Acervo pessoal (2017).

Na literatura ndo existe a concentracdo do extrato de piretro nos compartimentos
ambientais, e os relatos de concentracdes de piretrdides tem uma ampla variacdo. Nesse
contexto, primeiramente foi realizada a CL50 com cinco concentragdes - 0.07 ug.L™; 0.7 pg.L°
L7 ug Lt 70 pg Lt 700 pg. Lt A concentragdo de 7,0 pg.L™ foi selecionada de outro estudo
realizado em L. catesbeianus expostos a permetrina (piretrdide comercial) (JOLLY et al., 1978).
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Na sequéncia foi realizado um segundo bioensaio, onde selecionou-se concentragdes na faixa
de 70 e 700 pg.L*' a partir dos resultados preliminares, bem como foi considerada a
concentracéo de permetrina (piretrdide tipo 1) usada na mesma espécie (100 pg.L™) nos estudos
realizados por Franca et al. (2015). Assim, o gradiente de concentragdo foi definido de 100
ng. Lt a 600 pg. L™, para permitir um menor espagamento entre as concentragdes proximas ao
limite inferior e um maior espacamento préximo ao limite superior desse gradiente, priorizando
dessa forma os valores que foram descritos para CL50 de permetrina em girinos de ré-touro. Os
animais foram alocados individualmente em potes contendo 1 L de &gua. Dessa forma, cada
girino representa uma réplica no teste toxicoldgico (N = 8 girinos por concentracdo), no total
tinham seis grupos experimentais com diferentes concentragdes do piretro (130 pg.L*t, 170
pg.Lt 190 pg. L, 220 pg.Lt, 400 ug. L2, 580 pg.L?) e dois grupos controle (dgua e acetona)
(GARCIA, 2018). A concentracdo determinada pela CL50 foi de 400 pg.L™ e no bioensaio de
exposicio aguda optou-se em utilizar 1/5 da CL50 (80 pg.L™t) para o extrato de piretro.

2.4.2 Exposicdo aguda (48h)

Os girinos de ra-touro (144 individuos) no estagio 25 de Gosner (1960; Anexo 10) foram
randomicamente divididos em seis grupos experimentais ensaiados em triplicata: 1) Controle
(CTL); Il) Extrato de piretro (PIR); 1) Nanoparticulas lipidicas solidas (NLS); IV) Extrato de
piretro encapsulado em nanoparticulas lipidicas s6lidas (NLS+PIR); V) Alcool polivinilico
(PVA); VI) Controle acetona (CTA) (Figura 9A-B; Apéndice 2).

Cada grupo experimental continha 24 individuos divididos em trés aquarios (N = 8
girinos por aquario). Cada aquério foi preenchido com 8 L (1 L por girino) de 4gua declorinada
(>6,0mg O2.L™Y) e aerada (1,2 L.h). Durante os bioensaios, todos os aquarios com os animais
foram mantidos sob temperatura controlada (25 £ 1 °C) e com fotoperiodo de 12:12 h. Os
aquarios foram cobertos com sacos pretos para evitar disturbios externos. A exposi¢cdo aguda

ao piretro e nanoparticulas (NPs) foi realizada em sistema estatico por 48 h.

2.4.2.1 Leucocitos e Eritrocitos

Apos o bioensaio, amostras de sangue de girinos (N = 6 individuos de cada grupo
experimental) foram retiradas por puncédo cardiaca, apds imersao em agua gelada (15 minutos),
seguida de anestesia local com lidocaina (50 mg.g™t). Uma parte das amostras de sangue (2 pL

de sangue) foi armazenada em microtubos heparinizados contendo solugdo salina (100 pL de



35

formaldeido citrato) para contagem de eritrocitos em duplicata em cadmara de Neubauer
(nimero de células x 2,5.103 mm=), sendo que foram contados 6 animais de cada grupo
experimental. A contagem diferencial de leucocitos foi realizada utilizando uma lamina com
esfregaco de sangue (Figura 9C), aproximadamente10 pL de sangue de cada individuo (N = 6
por grupo), apds a coleta o material foi fixado em metanol frio puro durante 20 min (4 °C) e

depois corados com Instant Prov Kit segundo o protocolo disponivel no produto.

Figura 9 - Bioensaio toxicolégico em girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) no estagio 25 de
Gosner: A e B) Exposicdo aguda realizada em triplicata; C) Processo de esfregago com amostras de
sangue; D) Figado removido do girino pelo processo de disseccao.

Fonte: Autoria propria (2017).
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2.4.2.2 Micronucleo e outras anormalidades nucleares

Uma aliquota de 10 uL de sangue foi usada para realizar o esfregago sanguineo para o
ensaio de micronlcleos e a analise de outras anormalidades nos eritrécitos, seguindo 0s
procedimentos descritos por Lajmanovich et al. (2014) e Fenech (2000). A lamina com a
amostra de sangue foi fixada em metanol puro e frio (4 ° C) por 20 min, e depois corada pelo
meétodo de Rosenfeld (1947), segundo Ranzani-Paiva et al. (2013, protocolo em ANEXO 11).
Posteriormente, foram analisadas 1.000 células por animal, em cada grupo experimental (N =
6 individuos de cada grupo experimental).

2.4.2.3 Ensaio Cometa

As laminas foram previamente preparadas em agarose (1,5% em PBS, pH 7.4, Ca®* e
Mg?") e mantidas a temperatura ambiente. O sangue dos girinos foi coletado (10 pL por
individuo, N = 3 girinos por grupo experimental) e transferido para um microtubo com 10 pL
de PBS (tampéo fosfato, pH 7.4, Ca®* e Mg?*). Apds, 10 uL do sangue diluido foram misturados
com 80 pL de agarose em baixo ponto de fusdo (LMP; 0,5% em PBS, pH 7.4, Ca®* e Mg?*) e
distribuidos em laminas pré-preparadas. Estas laminas foram imediatamente cobertas com uma
laminula e refrigeradas (4 ° C) por até 20 minutos.

Depois, as laminulas foram cuidadosamente removidas e imersas numa solucao de lise
previamente preparada (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, N-lauroil-sarcosina 1%),
sendo mantidas a 4 °C durante 1 hora. Posteriormente, as laminas foram lavadas 3 vezes em
solugdo tampéo (PBS, pH 7.4, Ca?* e Mg?*) por 5 minutos cada e entdo submetidas & camara
de eletroforese (26 V e 300 mA) por 20 minutos com tampéo alcalino (NaOH 300 mM, EDTA
1 mM, pH> 13). Transcorrido esse tempo, as laminas foram lavadas em solucdo de
neutralizacdo (Tris 0,4 M) por 5 minutos e trés vezes consecutivas. As laminas foram colheradas
por precipitacdo de prata e analisadas ao fotomicroscopio (Microscépio Leica - DM1000). As
andlises estatisticas representam o numero de células com cauda de DNA nos grupos e classe
de dano (classe 0, 1, 2, 3 e 4), essa metodologia foi adaptada de Lourenco et al. (2010) and
Dalboni et al. (2012).
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2.4.2.4  Andlises morfoldgicas de alta resolucdo e morfométricas

Em um segundo momento, foram realizadas as coletas de material histol6gico apds a
exposicdo aguda de 48h. Os girinos de ré-touro foram eutanasiados por concussdo cefalica
conforme as normas de eutanasia da American Veterinary Medical Association (AVMA, 2001),
e em seguida os 6rgaos foram expostos por corte cranio-caudal e coletou-se o figado (Figura
9D). O figado foi pesado e fixado em solu¢do de paraformaldeido tamponado 4% por 24 he 4
°C, e entdo lavados duas vezes em tampao do fixador (0.1 mol.L™ tampé&o fosfato em pH 7.4)
durante 30 minutos. Posteriormente, o material foi rotineiramente desidratado em
concentragdes crescentes de alcool, de acordo com a metodologia descrita por Silva-Zacarin et
al. (2012). Em seguida, o material foi embebido em historesina liquida e depois emblocado na
historesina de inclusdo.

O material histologico foi submetido a microtomia para a preparagdo de laminas
histolégicas, e posteriormente as sec¢des histologicas (3 um de espessura) foram coradas com
Azul de Bromofenol para analises morfométricas (item 3.4.2.4.1) com Hematoxilina-Eosina
para analise histopatologica (item 3.4.2.4.2); e com outras colora¢Ges histoquimicas para
deteccdes especificas: Xilidine Ponceau; PAS; Sudan-Black B para deteccdo de proteinas,
gliconjugados neutros e lipidios, respectivamente (protocolos em SILVA-ZACARIN et al.,
2012 e ANEXO 7-9 respectivamente); Azul de Toluidina para detec¢do de mastocitos, e Azul
da Prussia para deteccdo de hemossiderina (ANEXO 12-13 respectivamente). Todas essas
analises foram documentadas em fotomicroscopio de campo claro (Microscopio Leica® -
DM1000) e software (Leica Application Suite V3.8 software).

2.4.2.4.1 Analises biométricas e morfométricas em girinos

As andlises biométricas foram realizadas a partir da determinacdo da massa corporea
total dos girinos no estagio 25 de Gosner (N = 10 individuos por grupo experimental) e dos
figados coletados desses mesmos exemplares (N = 10 individuos por grupo experimental). A
partir desses dados foi realizado o célculo do indice hepatossomatico (IHS) em todos os grupos
experimentais, o qual relaciona a massa do figado com massa corporea do girino, segundo a

formula abaixo:

[IHS = (peso do figado/peso do girino) x (100)] Equacdo 3
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As analises morfométricas foram realizadas a partir da contagem de células
melanomacrofégicas nas sec¢des histologicas do figado dos animais dos grupos experimentais
(N =5 individuos por grupo experimental) mediante pardmetros previamente preestabelecidos
(Tabela 1, OLIVEIRA et al.,, 2016). Deste modo, foi realizada a contagem das células
melanomacrofégicas para confirmar ou refutar a hipétese de que essas aumentam sua frequéncia

NOS grupos expostos.

Tabela 1 — Pardmetros estabelecidos para as andlises morfométricas de células melanomacroféagicas
presentes no figado de girinos de rd-touro (Lithobates catesbeianus).
CONTAGEM DAS CELULAS
MELANOMACROFAGICAS

N° DE INDIVIDUOS 5
N° DE SECCOES POR LAMINA 10
LENTE OBJETIVA 4x
CAMPO DE VISAO Maior area tecidual
ANALISE MORFOMETRICA Contagem das células melanomacroféagicas

Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (2016).

2.4.2.4.2 Analise semi-quantitativa do figado

A avaliacdo das alteracdes histoldgicas a partir dos parametros para analise semi-
quantitativa foi realizada a partir do protocolo de Bernet et al. (1999) e das alteracfes
histoldgicas (leses no 6rgéo) para figado de girinos de ra-touro a partir do estudo de Oliveira
et al. (2016). Dois parametros foram estabelecidos para determinar o indice de alteracdo no
figado dos girinos de cada grupo experimental, no caso o fator de importancia (w) e os valores

de escore (a), conforme Quadro 2 abaixo:
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Quadro 2 — indice de lesdo do 6rgdo (li) para alteracéo histologica em girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), evidenciando os parametros utilizados na anélise semi-quantitativa, bem como o fator de
importancia de cada lesdo e os escores.
Les&o do Orgéo (le) Fator de Importancia (w) Escore (a)
Distarbios circulatérios
a) Hemorragia
b) Hemécias turgidas
c) Edema intercelular
d) Infiltracdo de hemécias
e) Congestéo sinusoidal
f) Dilatacédo sinusoidal
Mudancas regressivas
a) Citoarquitetura dos hepatdcitos
b) Corpos de Mallory
c) Corpos acidofilos
d) Lipidose
e) Esteatose macrovesicular
f) Picnose
g) Apoptose
h) Necrose
Mudancas progressivas
a) Hipertrofia
b) Hiperplasia
Respostas inflamatorias
a) Células melanomacrofagicas
b) Infiltracdo eosinofilica
c) Infiltracdo leucocitaria
d) Granuloma (tumor benigno) 3

Legenda: A lesdo no érgao foi dividida em distarbios circulatérios que indicam patoldgicas no sangue e no fluxo
sanguineo; mudancas regressivas significam que funcdes do érgdo foram reduzidas ou tornaram-se inexistentes;
mudangas progressivas indicam um aumento da atividade celular ou tecidual; por fim, as respostas inflamatorias
que desencadeiam a ativagdo do sistema imune e células de defesa. O fator de importancia foi classificado em: 1-
minima importancia patoldgica (dano reversivel); 2- moderada importancia patolégica (dano geralmente
reversivel); 3- severa importancia patoldgica (dano irreversivel). E o escore foi classificado a partir da frequéncia
de visualizagdo no tecido hepatico em 0 — sem ocorréncia; 2 - pouca ocorréncia; 4 - moderada ocorréncia e 6 -
severa ocorréncia

Fonte: Adaptado de Bernet et al. (1999) e Oliveira et al. (2016).
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0 — Sem ocorréncia
2 — Pouca ocorréncia
4 — Moderada ocorréncia
6 — Severa ocorréncia
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A analise histopatoldgica foi classificada a partir da determinacdo de escores variando
de 0, 2, 4 e 6, dependendo do grau e extensdo da alteracdo: O - sem ocorréncia, 2 — pouca
ocorréncia, 4 — moderada ocorréncia, 6 — severa ocorréncia. E pelo fator de importancia
estabelecido para cada lesdo observada na analise qualitativa, conforme descrito Quadro 2. De
acordo com sua importancia patologica da lesdo, sendo classificada em: (1) importancia
patolégica minima (o dano pode ser facilmente reversivel); (2) importancia patologica
moderada (o dano pode ser reversivel na maioria dos casos) e (3) importancia patologica severa

(dano irreversivel). Na analise semi-quantitativa, primeiramente foram analisados individuos
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de todos os grupos experimentais (N = 5 individuos por grupo experimental), sendo analisadas
um total de sete sec¢des histoldgicas ndo sequenciais por lamina/individuo em diferentes areas
teciduais (campos de visdo), e em seguida calculou-se o indice de lesdo e o indice de lesédo total
no 6rgao.

As equacdes utilizadas no célculo do indice de lesdo e do indice de lesdo total no 6rgdo
seguiram as equacdes descritas por Bernet et al. (1999), conforme o item 3.3.2. As médias e 0
erro padrdo entre os individuos de cada grupo experimental foram calculados para os indices
de lesdo e indice do 6rgao.

2.5 Analises estatisticas

OS dados de caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas, dos bioensaios
toxicologicos com abelhas e girinos foram previamente submetidos a analises estatisticas,
sendo realizada a analise de homogeneidade das variancias (teste de Bartlett) e testes de
normalidade (teste de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov).

2.5.1 Caracterizacgdo fisico-quimica das nanoparticulas

Os dados da caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas foram submetidos ao teste
T, seguido do teste de Mann Whitney. O nivel de significancia foi de 0,05. O programa utilizado

para analise estatistica foi 0 GraphPad Prism verséo 5.0.

2.5.2 Bioensaio toxicologico com abelhas de mel poli-hibrida

Os dados dos bioensaios de abelhas foram submetidos ao teste One-Way ANOVA foi
aplicado para dados ndo paramétricos o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de
comparacdo multipla de Dunn. O nivel de significancia foi de 0,05 e o programa utilizado para
andlise estatistica foi o GraphPad Prism verséo 5.0.

Para a analise de sobrevivéncia para cada grupo experimental foi realizado o teste de
Log-Rank (Kaplan-Meier method) e o tempo de sobrevivéncia entre os grupos foi analisado
pelo teste de Holm-Sidak. O nivel de significancia foi de 0,05 e o programa utilizado para

andlise estatistica foi o software SigmaPlot 13.
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2.5.3 Bioensaio toxicolégico com girinos de ra-touro

Os dados dos bioensaios de girinos foram submetidos ao teste One-Way ANOVA
aplicado para dados paramétricos e seguido pelo teste de comparacdo multipla de Tukey-
Kramer, para comparar os resultados obtidos para diferentes grupos experimentais. O teste de
Kruskal-Wallis foi realizado para dados ndo paramétricos, seguido pelo teste de comparacéao
multipla de Dunn. O nivel de significancia foi de 0,05 e o programa utilizado para todas as

analises estatisticas foi o GraphPad Prism versdo 5.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A sessdo de resultados e discussdo da tese estd organizada em capitulos, os quais estdo
apresentados no formato de artigos cientificos (publicados ou em fase de preparacdo) e
conforme as normativas dos periodicos cientificos. O capitulo | intitulado de “Nanopesticide
based on botanical insecticide pyrethrum and its potential effects on honeybees” publicado na
revista Chemosphere (v. 236, p.124282, 20109. Doi:
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2019.07.013) apresenta os dados da caracterizacao
fisico-quimica das nanoparticulas lipidicas sélidas, bem como avalia a toxicidade a partir da
exposicdo oral em abelhas Apis mellifera Africanizada, organismos ndo-alvos que estdo em
declinio no mundo e s&o polinizadores extremamente importantes tanto em campos agricolas
como na vegetacdo nativa.

O capitulo II intitulado de “Pyrethrum extract encapsulated in nanoparticles: toxicity
studies based on genotoxic and hematological effects in bullfrog tadpoles” apresenta os dados
hematoldgicos, genotdxicos e mutagénicos de amostras de sangue de girinos de Lithobates
catesbeianus expostos ao extrato de piretro e as nanoparticulas lipidicas solidas carreadas ou
ndo com o inseticida boténico. Este artigo foi aceito para publica¢do na revista Environmental
Pollution (v. 253, p.1009-1020, 2019. Doi: https://doi.org/10.1016/j.envpol.2019.07.037). Os
anfibios sdo o0s vertebrados que estdo mais ameacados no mundo, sendo necessario
compreender em nivel celular e molecular a possivel toxicidade de nanopesticidas.

O capitulo III intitulado de “Liver morphology, histochemistry and morphometric
analysis in bullfrog tadpoles exposed pyrethrum extract and nanopesticide” destaca as
alteracdes histopatologicas no figado de girinos ra-touro a partir de analise morfologicas,
histoquimicas e morfométricas quando expostos ao inseticida botanico e ao nanopesticidas.
Este capitulo estd em fase de preparacdo para submissao. Os estudos nanotoxicoldgicos séo
importantes para compreender a potencial toxicidade de nanomateriais em organismos nao-
alvos, como vertebrados, que podem absorver esses compostos e desencadear respostas em

diferentes niveis de organizacao bioldgica.
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4. CAPITULO 1 — NANOPESTICIDA BASEADO NO INSETICIDA BOTANICO
PIRETRO E SEU POTENCIAL EFEITO EM ABELHAS

RESUMO

A nanotecnologia tem o potencial de superar os desafios da agricultura sustentavel, e os
nanopesticidas podem controlar as pragas agricolas e aumentar a produtividade agricola com
menor impacto ambiental. No entanto, é importante avaliar sua toxicidade em organismos nao-
alvo, como as abelhas (Apis mellifera), que forrageiam nos campos. Os objetivos deste estudo
foram desenvolver um nanopesticida baseado em nanoparticulas lipidicas s6lidas (NLSs)
carreadas com extrato de piretro (PIR), avaliar suas propriedades fisico-quimicas e a toxicidade
a curto prazo em um organismo ndo-alvo (abelha). NLS+ PIR foi estavel fisico-quimicamente
durante 120 dias. NLS+PIR tinha um diametro final de 260,8 + 3,7 nm e um indice de
polidispersdo de 0,15 £ 0,02 nm, em comparagdo com a NLSs que tinham um didmetro de 406,7
+ 6,7 nm e um indice de polidispersdo de 0,39 + 0,12 nm. O extrato de piretro encapsulado as
nanoparticulas teve uma eficiéncia de encapsulacdo de 99%. A anélise de sobrevivéncia das
abelhas meliferas evidenciou que 0 PYRuiong reduziu a longevidade em comparagdo ao grupo
controle (P < 0,01). Nanoparticulas livres e PYR1ong causaram alteracdes morfolégicas no
intestino médio das abelhas, enquanto que as nanoparticulas com piretro encapsulado néo
tiveram efeito significativo nas células digestivas, por isso sdo consideradas mais seguras, pelo
menos a curto prazo, para as abelhas. Estes resultados sdo importantes para entender os efeitos
dos nanopesticidas nos insetos benéficos e podem reduzir os impactos ambientais dos
agrotoxicos a partir do uso de novas formulagdes.

PALAVRAS-CHAVES: Nanopesticida. Biocida. Agricultura sustentavel. Nanoparticulas
lipidicas solidas. Abelhas.
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ABSTRACT

Nanotechnology has the potential to overcome the challenges of sustainable agriculture, and
nanopesticides can control agricultural pests and increase farm productivity with little
environmental impact. However, it is important to evaluate their toxicity on non-target
organisms, such as honeybees (Apis mellifera) that forage on crops. The aims of this study were
to develop a nanopesticide that was based on solid lipid nanoparticles (SLNs) loaded with
pyrethrum extract (PYR) and evaluate its physicochemical properties and short-term toxicity
on a non-target organism (honeybee). SLN + PYR was physicochemically stable after 120 days.
SLN +PYR had a final diameter of 260.8 £3.7nm and a polydispersion index of
0.15 + 0.02 nm, in comparison with SLN alone that had a diameter of 406.7 + 6.7 nm and a
polydispersion index of 0.39 £ 0.12 nm. SLN + PYR had an encapsulation efficiency of 99%.
The survival analysis of honeybees indicated that PYR1ong presented shorter longevity than
those in the control group (P <0.01). Empty nanoparticles and PYR10ng caused morphological
alterations in the bees’ midguts, whereas pyrethrum-loaded nanoparticles had no significant
effect on digestive cells, so are considered safer, at least in the short term, for honeybees. These
results are important in understanding the effects of nanopesticides on beneficial insects and
may decrease the environmental impacts of pesticides.

KEYWORD: Nanopesticide. Biocide. Sustainable agriculture. Solid lipid nanoparticles. Bees.
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4.1 Introduction

Agri-food production and population growth are amongst the greatest challenges facing
humanity. Agriculture is one of the primary drivers of the economy by providing food to the
population and benefiting producing countries, but increased population growth has
significantly increased humanity's global ecological footprint, surpassing the biocapacity of the
Earth (SEKHON, 2014). Human populations increase exponentially over time, whereas food
production increases in a linear manner. Conventional agricultural practices generally have
negative impacts on the environment and biodiversity, as they require many resources such as
energy, water, and soil, and large amounts of agrochemicals and fertilizers are used to improve
productivity.

The U.S. Department of Agriculture’s (USDA) National Institute of Food and
Agriculture (NIFA, 2018) aims to find innovative solutions to issues related to agriculture, food,
the environment, and communities. NIFA's priorities include global food security and hunger,
food safety, plant health and production, and animal health and production (NANO, 2018).
Many of these issues may be resolved using nanotechnology, which has demonstrated great
potential in providing novel solutions to agricultural problems (SCOTT; CHEN,
2012; MUKHOPADHYAY, 2014). In the last few decades, nanoscience and nanotechnology
have been at the forefront of the development of several nanomaterials for different medical
and industrial purposes. Nanoparticles have been developed for a wide variety of applications
in the biomedical and electronic fields, while research on nanoparticles as carriers of pesticides
has only been conducted in the last decade, and there are still many variables to be investigated
before their use on crops (LIU et al., 2008; ANJALI et al., 2010; GOPAL et al., 2012; KAH et
al., 2014; SARLAK et al., 2014; MISHRA et al., 2017; KIM et al., 2018).

Nanotechnology can deliver agricultural substances such as nanopesticides and
nanofertilizers that increase farm productivity, decrease the environmental impact and the
amount of resources used, improve pest control, and support sustainable agriculture,
particularly in developing countries. Furthermore, nanocarriers of pesticides and fertilizers have
economic advantages for agriculture, because their stability and controlled-release mechanism
increase efficiency and reduce the amount of chemicals required on crops (PEREZ-DE-
LUQUE; RUBIALES, 2009; CHEN; YADA, 2011; GRILLO et al., 2016; PRASAD et al.,
2017; WALKER et al., 2017).

However, the effects of nanoparticles should be fully evaluated before they are

incorporated into sustainable agriculture. The U.S. National Science Foundation (NSF) and
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Environmental Protection Agency (EPA) encourage the investigation of various aspects of
nanomaterials, such as their toxicity to non-target organisms, their destination, transportation,
and safety in the environment, and their status in terms of food legislation, and support the
creation of a nanomaterial database and the maintenance of food regulations (SCOTT; CHEN,
2012).

Pyrethrum extract is a natural botanical insecticide that is extracted from
chrysanthemum (Chrysanthemum cinerariaefolium and Chrysanthemum cineum) flowers, is
composed of pyrethrin types | and 11, cinerin and jasmolin, and can be used on crops to control
pest insects (PEAY et al., 2006). Natural pyrethrum (a.i.) is highly lipophilic, photodegradable,
has low water solubility (<10 mg.L™?), does not exhibit biomagnification (SCHLEIER;
PETERSON, 2011), and leaves no toxic residues in plants. However, it is more expensive than
synthetic pyrethroids (PEAY et al., 2006) and is highly toxic to insects, aquatic invertebrates,
and fish (USEPA, 2006). Pyrethroids are insecticides that were developed to improve the
photodegradation of natural pyrethrin, and thus be used as an insecticide in the field (SANTOS
et al., 2007), and have great stability and target selectivity. Examples of pyrethroids include
deltamethrin, permethrin, and cypermethrin (MONTANHA; PIMPAO, 2012).

However, for the use of pyrethrum extract in the field it is necessary, at first, to load it
into solid lipid nanoparticles (SLNSs) to prevent its fast degradation, improving its stability and
efficiency to allow its application on crops. Many benefits can be obtained by using SLNs, such
as lower large-scale production costs, greater physicochemical stability, the possibility of
hydrophilic and hydrophobic drug encapsulation, and the use of natural products in the
formulation preparation (MULLER etal.,, 2000; MULLER etal.,, 2011; NASERI etal.,
2015; SARANGI; PADHI, 2016).

Interactions between biological systems and nanomaterials are complex, so it is
important to evaluate their toxicity to non-target organisms (JACQUES etal.,, 2017),
particularly to beneficial insects such as honeybees (Apis mellifera), which play an important
role in pollinating agricultural crops (GIANNINI et al., 2015). Honeybee populations are
declining worldwide, and although multiple factors contribute to this decline (GOULSON et al.,
2015), it is mainly caused by agrochemicals sprayed on crops visited by bees (POTTS et al.,
2010). In this context, the physicochemical characterization of nanopesticides can enable their
future use in organic farming and contribute to sustainable agriculture, because these carriers
may have little effect on the environment and biodiversity (GRILLO et al., 2016; PRASAD
et al., 2017). However, this carrier system must have low toxicity to honeybees and other

beneficial insects.
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The objectives of this study were to develop a nanopesticide that was based on SLNs
loaded with pyrethrum extract biocide (nanobiocide), characterize its physicochemical
properties, and evaluate its toxicity to honeybees (Africanized A. mellifera). We evaluated
sublethal effects on the histopathology of the bee midgut, an organ that plays a central role in
food digestion and nutrient absorption. It is important to emphasize the fact that there are gaps
of information in the literature regarding the toxicity of nanopesticides to non-target organisms,
such as pollinator insects including honeybees. Our results can be applied in the field, can
contribute to nanopesticide regulation, and can improve both environmental and food security.

4.2 Materials and Methods

4.2.1 Chemicals

The pyrethrum extract Pestanal® (biocide, CAS 8003-34-7, analytical standard),
polyvinyl alcohol (PVA, 30-70kDa, CAS 9002-89-5, hydrolyzed >99%), and glyceryl
tripalmitate (tripalmitin, CAS 555-44-2, purity >99%) were purchased from Sigma-Aldrich.
Chloroform (CHCls, CAS 67-66-3, purity >99%) was purchased from a local supplier. All these
products were used for the preparation of the nanoparticles. Acetone (CAS 67-64-1,

purity = 100%) was used as a solvent in the preparation of the pyrethrum solution.

4.2.1.1 Solid lipid nanoparticles

SLNs containing pyrethrum were prepared by the method of emulsification/solvent
evaporation with some modifications (VITORINO etal.,, 2011;de MELO etal., 2018).
Initially, 30 mL of an aqueous phase containing 1.25% PVA and distilled water was prepared
and magnetically stirred (100 rpm). An organic phase with 250 mg of glyceryl tripalmitate and
5 mg of pyrethrum (active ingredient — a.i.) was then prepared, which was dissolved in 5 mL of
chloroform. The organic phase was added to the aqueous phase, and this mixture was sonicated
at 40 W for 5min producing an emulsion. The emulsion was placed in an ULTRA-
TURRAX™ homogenizer at 14,000 rpm for 7 min. The organic solvent was then removed using
a rotating evaporator in order to create a concentrated emulsion with 10 mL of nanoparticles.
The final concentration of biocide was 0.05 mg mL ™. SLNs without pyrethrum extract (control)

were also prepared.
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4.2.2 Nanoparticles

The purpose of the formulations was to achieve greater physicochemical stability and
better efficiency of pyrethrum encapsulation in the nanoparticles. In order to evaluate the
physicochemical stability as a function of time were used the maintenance of colloidal
parameters in formulation. The colloidal parameters were the mean diameter, polydispersity
index, zeta potential, besides the nanoparticle concentration and encapsulation efficiency of the
pyrethrum extract. All analyses were conducted for 120 days and the results were expressed
(mean + SEM).

4.2.2.1 Nanoparticle characterization

The mean diameter and polydispersion index were determined by dynamic light
scattering (DLS). Nanoparticle samples were diluted (10 pL:1 mL) in purified water and
analyzed using a Zetasizer Nano ZS90 analyzer (Malvern Panalytical, UK). Zeta potential
values (in mV) were also determined using the ZS90 analyzer, with the same dilution process.
The pH of the nanoparticles was determined using a pH meter (Tecnal®, Brazil). Further details
could be obtained in literature (VENKATRAMAN, 2005; de MELO et al., 2012; OLIVEIRA
et al., 2015).

4.2.2.2 Nanoparticle concentration
SLN size distributions and concentrations were analyzed using a nanoparticle tracking
analysis (NTA) instrument (NanoSight LM10). Nanoparticle samples were diluted 10,000
times and analyzed by injecting 1 mL of the sample into the cell.
4.2.2.3 Differential scanning calorimetry (DSC)
A thermal analysis was performed to demonstrate that the pyrethrum was encapsulated

in the nanocarriers using a DSC Q20 differential scanning calorimeter (TA Instruments). The

samples of pyrethrum extract, lipid, SLNs, and SLNs loaded with pyrethrum were analyzed.
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4.2.2.4  Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR)

FTIR was performed to investigate interactions between the biocide and the SLNs using
an infrared spectrophotometer (Agilent). The pyrethrum extract, lipid, surfactant (PVA),
physical mixture, SLNs, and SLNs loaded with pyrethrum were analyzed using an attenuated
total reflectance accessory (POLLETO et al., 2007; WANG et al., 2010).

4.2.3 Determination of encapsulation efficiency and quantification of pyrethrum by
high-performance liquid chromatography (HPLC)

The total amount of pyrethrum extract present in the nanoparticle suspension was
determined by the ultrafiltration/centrifugation method. After the suspension had been diluted
with acetonitrile, it was filtered through a 0.22 um Millipore™ membrane filter and quantified
by HPLC (Varian ProStar). The pyrethrum extract association rate was calculated as the
difference between the non-associated fraction of biocide and the total amount initially added
to the nanoparticles (GAMISANS et al., 1999; SCHAFFAZICK et al., 2003; KILIC et al.,
2005) (Table 1S- Supplementary Material).

4.2.4 Toxicological bioassay

Operculated brood combs were collected from three healthy colonies of
Africanized Apis mellifera located in apiaries at Sao Paulo State, Brazil. The emergence of
worker bees was monitored in laboratory. Following emergence, the bees were transferred to
plastic pots lined with filter paper and fed ad libitum sugar-aqueous solution (50%:50%
water:inverted sugar, v:v) to acclimatize for 24 h.

Subsequently, the 1-day-old bees were divided into the following experimental groups
in triplicate (each colony representing a replicate): 1) Control (CTL) - sugar-aqueous solution
(syrup); II) Sublethal dose (1ng.uL™t) of pyrethrum extract (PYRing); I11) Sublethal dose
(10ng.uL™") pyrethrum extract (PYRiong); IV) 1ng.ulL™"of pyrethrum loaded in SLNs
(SLNP1ng); V) 10 ng.uLt of pyrethrum loaded in SLNs (SLNP1ong); 1V) Empty SLNs; V)
Polyvinyl alcohol - surfactant control (PVA); VI) Acetone control (ACN) - vehicle/solvent
control. The dose used per bee was based on the LD504gn of pyrethrum for honeybees, i.e.,
22 ng.bee ! (USEPA, 1991).
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Acute exposure was performed individually by oral administration, i.e., the
corresponding solution of the experimental group was administrated to the bees (1 uL) using a
micropipette (per 0s administration). Two sublethal doses of 10 ng or 1 ng of biocide per bee
were given of the pyrethrum extract (PYR) and pyrethrum loaded in nanoparticles (SLNs). The
half the LD504sh value corresponded to a 1/2 dilution (LD50/2 = 10 ng.uL "t =10 ppm), and the
other dose corresponded to a 1:20 dilution of the  LD504sn value
(LD50/20=1ng.uLt=1ppm), both being sublethal concentrations for honeybees.
Concentrations of the solutions, which were used for getting the sublethal doses offered to bees,
were obtained by serial dilution of stock solution.

After individually acute exposure, the bees were kept in plastic pots (cages), being fed
with 50% (w/w) sucrose aqueous solution, in an incubator at a relative humidity of 70% £ 5 and
temperature of 32 + 2 °C, under dark conditions. Two bioassays were performed, being the first
one for survival analysis (N =12 bees per pot in triplicate, per experimental group, totalizing
36 individuals) and another one for histology analyzes (N =15 bees per pot in triplicate per
experimental group, totalizing 45 individuals).

In the first bioassay (survival analysis), the bees were monitored daily until the last bee
has died. Specifically for survival bioassay, the deltamethrin (DLT, 10 ng.uL ) experimental
group was added as positive control. In the second bioassay, the bees were collected 48 h after
the acute exposure (N = 6 per group) and dissected for midguts’ removal, which were processed

for resin embedding and histological analysis (section 2.4.1).

4.2.4.1 Histology procedure

The bee midguts were fixed in 4% buffered paraformaldehyde solution for 24 h and
immersed in phosphate-buffered saline (0.1 mol.L™* phosphate buffer, pH 7.4). After, the
material was dehydrated in an increasing ethanol series according to Silva-Zacarin et al. (2012).
Subsequently, the material was embedded in historesin, and submitted to microtomy. Slides
containing 3-um thick histological sections were stained with hematoxylin-eosin. Posteriorly,
the material was photodocumentated and both qualitative and semi-quantitative
histopathological analyses were performed using Leica Application Suite V3.8 coupled to the
light field photomicroscope (DM1000, Leica). For each bee from each experimental group
(N =6), two slides were analyzed per individual and three non-sequential histological sections

were analyzed for each slide.
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Other slides containing 3-um thick histological sections were submitted to
histochemical analysis (Fig. 4S) for detection of proteins, lipids and neutral glycoconjugates
(SILVA-ZACARIN et al., 2012).

4.2.4.2 Semi-quantitative analysis of midguts

Parameters for semi-quantitative analysis were defined according to the Bernet et al.
(1999) protocol, and histological alterations (lesions) in midgut of bees were based on Soares-
Lima et al. (2018) and Grella et al. (2019) protocol. To determine alterations in the bee
midguts, the lesion index and the organ index, were calculated using two parameters: the
importance factor and the score value (Bernet et al., 1999). Alterations were classified from 0
to 3, depending on their degree and extent: 0- no alteration, 1- slight alteration, 2- moderate
alteration, and 3- severe alteration. The importance factor was established for each lesion
observed (cells eliminated from the epithelium, increased apocrine secretions from the digestive
cells, cellular vacuolization, changes in regenerative cells’ nests, and the presence of pyknotic
nuclei in cells of the epithelium) by a qualitative analysis based on pathological severity. This
factor was categorized as (1) minimal pathological importance (repairable damage), (2)
moderate pathological importance (damage was repairable in most cases), or (3) severe

pathological importance (irreparable damage).

4.2.5 Statistical analysis

All data were previously subjected to homogeneity of variance (Bartlett's) and normality
(Shapiro-Wilk and Kolmogorov-Smirnov) tests. The physicochemical characterization data
were subjected to a Student's t-test followed by a Mann Whitney test. A semi-quantitative
analysis of the bee midguts was performed using a Kruskal-Wallis test followed by Dunn's
multiple comparison test. The significance level was set at a=0.05. GraphPad Prism v.5.0 was
used for these statistical analyses.

The survival curve of honeybees per each experimental group was analyzed by the Log-
Rank test (Kaplan-Meier method), and comparison between survival time of the groups was
performed by the Holm-Sidak test. The significance level was set at a=0.05. SigmaPlot 13

software was used these analyze.
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4.3 Results and Discussion

4.3.1 Nanoparticle characterization

The SLNs were prepared using approved components that are generally recognized as
safe (GRAS). Tripalmitin (glyceryl tripalmitate) was used as a solid lipid and PVA was used as
a surfactant. Physicochemical stability of the empty and encapsulated biocide in SLNs were
evaluated from maintenance measurements of the colloidal parameters (mean diameter,
polydispersity and zeta potential), besides the concentration of nanoparticles and pyrethrum
encapsulation efficiency, over time (0-120 days). Colloidal parameter values and other

parameters are shown in Table 1.

Table 1: Characterization of empty SLN and SLN loaded with pyrethrum extract over a period from 0
to 120 days.

PARAMETERS SLNo SLN120 SLN+PYRo  SLN+PYRiz
MDbLs (NM) 290.0+50  406.7+6.7%°  264.9+28 260.8 + 3.7
MDnra (NM) 185.9£4.6° 263.8+185*  1615+27  227.0+12.3"

PDI 0.12+0.01  0.39%0.12*°  0.12+0.01 0.15 + 0.02
ZP (-mV) 13+£0.4° 14+0.3° 9.7+0.2 182+03°
CT (10 27+05 3.8+0.2 5.9+05 20+0.1
particles/mL)
pH 4.9 +0.04 5.7 +0.042¢ 5.0 + 0.02 7.1+0.02°
EE (%) - - > 99% > 99%

Legend - Mean diameter (MD) using dynamic light scattering (DLS) and nanoparticle tracking analysis (NTA)
techniques; polydispersion index (PDI); zeta potential (ZP), concentration of nanoparticles (CT); hydrogenionic
potential (pH) and encapsulation efficiency (EE). The values are expressed as the mean + standard error of six
measurements. 2 Significant difference between SLN group and times;  Significant difference between SLN+PYR
group and times; ° Significant difference between SLN and SLN+PYR group. Paired T Test for parametric test,
and Mann Whitney U test for nonparametric test. Source: Own authorship (2018).

The initial and final hydrodynamic diameters (mean £ SEM) of the empty solid lipid
nanoparticles (SLN) were 290.0 + 5.0 and 406.7 + 6.7 nm, respectively. For the SLNs loaded
with pyrethrum (SLN + PYR) the initial and final hydrodynamic diameters were 264.9 + 2.8
and 260.8 £ 3.7 nm, respectively. There was a significant difference between the empty
nanoparticles and those loaded with pyrethrum in the initial (P <0.0001 and T = 18.18) and
final (P <0.0001 and T = 48.51) analyses. The hydrodynamic diameter values of empty SLNs
increased after 60 days of storage with significant differences between the timepoints
(P <0.0001 and T =54.60), while these values remained stable for SLN + PYR over the
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experimental period (120 days) (Fig. 1SA- Supplementary Material). The empty SLNs had a
larger mean diameter and less physicochemical stability than SLN + PYR, indicating that active
ingredient of pyrethrum can stabilize nanoparticle formulation and decrease aggregate
formation.

The polydispersion index at 0 and 120 days was 0.12 + 0.01 and 0.39 £ 0.12 nm,
respectively, in empty SLNs, and 0.12 £ 0.01 and 0.15 £ 0.02 nm, respectively, in SLN + PYR
(Table 1), and values below 0.2 nm in the initial analysis were considered indicative of good
stability and a small distribution of particle diameters. The low values indicate that the
nanoparticles were of similar size and without aggregates (MASARUDIN et al., 2015). Similar
results were obtained by de Melo et al. (2016) in a 120-day experiment with 15d-PGJ2-loaded
SLNs, and by Gonzalez et al. (2015) at the beginning of their experiment with poly (ethylene
glycol)-nanoparticles containing geranium (an essential oil). However, the time-based analysis
revealed that the SLN polydispersion index had increased after 60 days of storage (0.3 and
0.39 nm; Fig. 1SB - Supplementary Material), with significant differences between the
timepoints (P<0.005 and T=0.0) and significant differences between SLNi20 and
SLN + PYR120 (P <0.005 and T=0.0). These data indicate that there was a heterogeneous
distribution of particle diameters, i.e., there was a greater aggregation of particles in the empty
system (SLN). Particle aggregation and degradation occur in SLN formulations that increase
and decrease particle size, respectively, due to the loss of a surfactant coating that protects the
material (MULLER et al., 1996).

Both nanosystems had a negative zeta potential, with initial and final values of —13 + 0.4
and —14 £ 0.3 mV, respectively, for empty SLNs and -9.7+0.2 and —18.2 £0.3 mV,
respectively, for SLN +PYR. There was a significant difference between the empty
nanoparticles and those loaded with pyrethrum (P <0.0001, Tos=8.989, and
T120a=24.50; Table 1). After decreasing on the 30"day (—5.48 + 0.13 mV), the zeta potential
of SLN +PYR increased to—12.2+0.18 and —18.2 +0.35 mV after 90 and 120 days,
respectively (Fig. 1SD- Supplementary Material). Similarly, the empty SLN zeta potential
decreased after 15 (—4.85+0.19 mV) and 30 (—6.27 £0.18 mV) days, but increased on the
60" day (—15.43+0.23 mV), indicating good stability until the end of the analysis time
(Fig. 1SD- Supplementary Material). Zeta potential values greater than 30 mV indicate
excellent electrostatic stabilization (60 mV is the ideal value), while values lower 15 mV may
result in partial flocculation (SCHWARZ et al., 1994). Low zeta potentials were observed, but
the nanoparticle formulations were stable over time due to steric stabilization provided by the
PVA (LOURENCO et al.,, 1996). Stabilizers can be used in nanoparticle formulations to


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653519314936#fig1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653519314936#tbl1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653519314936#bib41
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653519314936#bib16
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653519314936#bib2a
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653519314936#fig1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653519314936#bib45
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653519314936#tbl1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653519314936#fig1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653519314936#fig1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653519314936#bib71
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653519314936#bib37

55

prevent particle aggregation (ABDELWAHED et al., 2006). In the present study, the nonionic
surfactant PVA was used to prepare the SLNs, which is absorbed onto surface nanoparticles
and promotes steric stabilization (ADITYA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2015). Therefore,
unlike in previous studies, it was not superficial electrostatic repulsion that provided stability
to the system (PASQUOTO-STIGLIANI et al., 2017). Particles in suspension are more stable
if the zeta potential is greater than 20 mV, and 40 mV indicates excellent stability (ADITYA
et al., 2013). Similar results were obtained by Oliveira et al. (2018) in zein nanoparticles loaded
with the essential oil citronella (geraniol and R-citronellal), and by Kah et al. (2014) in a
polymer-based nanoformulation of atrazine.

SLNs showed good stability for the encapsulated a.i, evidencing that physicochemical
properties did not change over time. According to Naseri et al. (2015), SLNs are good
nanocarriers and can be used to deliver drugs and agrochemicals. Their properties include great
physicochemical stability during production and storage, a good release profile, the ability to
solubilize lipophilic actives, and low toxicity (NASERI et al., 2015).

There was a significant difference in the pH of the empty SLN suspension between 0
and 120 days (4.9 £0.04 and 5.7 £ 0.04, respectively; P <0.0001 and T =16.08), and of
SLN + PYR (5.0 £ 0.02 and 7.1 + 0.02, respectively; P <0.0001 and T = 10.04; Table 1). Only
at 120 days there was a significant difference in pH between the treatment groups (P < 0.0001
and T =107.9) with SLN + PYR having a pH of 7.16 £ 0.02 (Fig. 1SC - Supplementary
Material), indicating that hydrolytic processes occurred during this period. Similar results were
obtained by Oliveira et al. (2015).

The NTA revealed that the empty SLNs contained 2.7 + 0.5 x 10'? particles per mL with
an initial size of 185.9 = 4.6 nm, and SLN + PYR contained 5.9 £ 0.5 x 10'3 particles per mL
with an initial size of 161.5+2.7 nm. Table 1shows that there was a significant difference
among timepoints for empty SLNs (P <0.02 and T =3.65) and SLN +PYR (P <0.007 and
T =4.92), as well as between empty SLNs and SLN +PYR at 0 (P <0.0004 and T = 10.68)
and 120 (P <0.007 and T = 5.23) days. NTA counts the number of particles per mL and is a
complementary technique in the analysis of hydrodynamic diameters, and DLS and NTA did
not provide similar diameter values and particle concentrations. This difference may have been
caused by sample dilution during the NTA, which could have caused some aggregates to rupture
in suspension and result in smaller particles than the DLS (MARUYAMA et al., 2016). The
morphology of the particles was analysed by AFM and demostrated that particle sizes were
compatible to the values obtained by DLS and NTA (Appendix 4).
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The encapsulation efficiency of pyrethrum into the SLNs was evaluated using an
analytical curve of pyrethrum determined by HPLC (Peak area (a.u.) =4.69 + 1952.15*
[pyrethrum concentration], r = 0.9934). The encapsulation efficiency was as high as 99%,
suggesting that the pyrethrum extract was efficiently encapsulated in this carrier system.
Nevertheless, is important to verify the release profile of pyrethrum in field conditions and it is
expected that due to the high encapsulation efficiency, the particles will protect the a.i. in order
to increase its shelf life in field conditions. A high encapsulation efficiency has also been
reported in polymeric nanocapsules and SLNs loaded with carbendazim and tebuconazole
(CAMPOS et al., 2015), in chitosan nanoparticles carrying the herbicides imazapic and
imazapyr (MARUYAMA etal., 2016), and in microcapsules containing dementholized
peppermint oil (ZHAO et al., 2016). The high encapsulation value indicates the affinity of the
biocide to the lipid matrix (de MELO et al., 2016) due to its low solubility in water (<10 mg.L ™)
and high solubility in organic solvents (USEPA, 2006).

4.3.2 Differential scanning calorimetry (DSC)

DSC thermograms for SLN + PYR, empty SLNSs, tripalmitin, and pyrethrum extract are
presented in Fig. 1. The DSC analyzes in this study were carried out with the objective of
demonstrating that the pyrethrum interacts with nanocarriers components. There were no
endothermic peaks for the pyrethrum extract. Tripalmitin's lowest peak was observed at 61 °C,
which agrees with the melting point described in the literature (CHEN et al., 2006). Analysis
of the empty SLNs and SLN + PYR revealed that the melting points for tripalmitin were 65 and
64 °C, respectively, indicating that tripalmitin in the SLNs was solid, and that the pyrethrum
did not change the lipid core organization of the SLNs. Similar results were obtained
by Oliveira et al. (2015), who found that the herbicides simazine and atrazine were dispersed
on a nanoparticle matrix; as well as, Nasseri etal. (2016), which verified that SLNs
containing Zataria multiflora essential oil (ZEO) did not show DSC pick of Zanataria
multiflora. The authors suggested that essential oil was incorporated and dissolved in the lipid
matrix. Analysis of the empty and encapsulated SLNs revealed two peaks, one indicating a
tripalmitin peak and the other possibly indicating PVA. Thermal studies of PVA have reported
an 88.1 °C peak, probably due to moisture evaporation (GUIRGUIS; MOSELHEY, 2012).
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Figure 1 - Differential scanning calorimetry evaluation of interaction between pyrethrum extract and
components of the SLN formulation: Thermograms for (PYR) Pyrethrum extract, (TRI) Tripalmitin,
(SLN) Solid lipid nanoparticles, (SLN+PYR) Pyrethrum loaded in solid lipid nanoparticles. Conditions:
N> flow - 50 mL/minute, heating ramp of 10 to 300°C at a rate of 10°C per minute.
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4.3.3 Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)

The physical mixture had three specific bands at 2914, 2368, and 1654 cm *(Fig. 2),
which corresponded with tripalmitin (2914 cm™); and pyrethrum extract bands at 2368 and
1654 cm ™2, corresponding with peak CO, (OLIVEIRA; PASSOS, 2013) and a stretching of the
—C—=C group, respectively. The infrared spectra of PVA, empty SLNs, and SLN + PYR
exhibited similar specific bands at 3335 cm ™ (Fig. 2), which suggests the presence of an —O-H
group in the formulations. These groups were probably derived from the water and PVA used
in the preparation of the nanoparticles (ZAIN et al., 2011). The specific bands at 2914 and
2848 cm ! that were observed in the nanoparticles indicates a stretching of the —C-H group
(Fig. 2), corresponding to tripalmitin (CAMPOS et al., 2015). It was also possible to observe
bands at 1735cm™, corresponding to a stretching of the -C—O group, at 1470 cm?,
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Figure 2 -

sample and 2 cm™ resolutions.

—C-Ha> group, and at 1178 cm

1, corresponding to a stretching

Infrared spectroscopic evaluation of interaction between pyrethrum extract and components
of the SLN formulation: FTIR spectra for (PM) Physical mixture (PVVA) Surfactant - polyvinyl alcohol;
(TRI) Tripalmitin; (PYR) Pyrethrum extract; (SLN+PYR) Pyrethrum loaded in solid lipid nanoparticles;
(SLN) Solid lipid nanoparticles. Arrows indicate the main characteristic absorption bands in each
spectrum. Conditions: infrared spectrophotometer with a range of 400 to 4000 cm™, 128 scans per
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4.3.4 Toxicological bioassay

Exposure to deltamethrin or pyrethrum extract (10 ng.uL ) affected the longevity of
bees, reducing their life span. Bees exposed to pyrethrum extract (P <0.01; 141.18 £21.3 h)
and pyrethroid (P <0.001; 25.33 £0.93 h) presented shorter longevity than those in the control
group (257.83+£21.79h). There is not significant difference between control and other
experimental groups (ACN; PVA; SLN; SLNP1ng; SLNP1ong and PYR1ng; P> 0.05). The ACN
(252.7 £25.03 h) data was similar to control group, as well as SLNP1ng(256.24 +21.00 h) and
SLNP1ong (241.33 £18.81 h). The mean survival time of PVA (171.16+18.09h), SLN
(196.54+11.38 h) and PYRung (175.33 £28.12 h) groups was lower than the control group, but
not significant (P > 0.05). The data of survival analysis were showed in Supplementary Material
(Fig. 2S).

Pyrethroids can be dangerous to honeybees (Johnson et al., 2010), for example, they
interfere in the behavior (PALMQUIST et al., 2012), learning and memory performance (LIAO
et al., 2018). In addition, exposure to Lambda-Cyhalothrin negatively affects the life span
(LIAO et al., 2018; DOLEZAL et al., 2016). In line with these data, the pyrethrum extract and
deltamethrin also reduced survival of Africanized Apis mellifera.

The sublethal doses of 1 ng.ulL"* (1 ppm) and 10 ng.uL! (10 ppm) of biocide free or
encapsulated that were administered to the bees, induced short-term responses, at
morphological level, in the midguts of newly emerged workers.

The bee midgut is mainly responsible for food digestion and nutrient absorption, and is
composed of three cell types: digestive, endocrine, and regenerative cells. Digestive cells are
responsible for the production of digestive enzymes and nutrient absorption, endocrine cells
produce hormones, and regenerative cells, which are within nests, are responsible for cell
renewal of the epithelium (MARTINS et al., 2006). We showed that NLS is absorbed in
honeybee midgut because fluorophore-labelled nanoparticles were found inside digestive cells
(Appendix 5).

Histological analysis of the bee midguts revealed morphological alterations in the
epithelium (Fig. 3), specifically in the digestive cells, whereas the regenerative cell nests
maintained their normal morphological pattern. An increase in the elimination of digestive cells
to the intestinal lumen was observed in some treatment groups (empty SLNs, SLNP1ng, and
PYRu1ong; Fig. 3D, E, and 3H) in comparison to the control groups (CTL, ACN, and PVA),
which was significant in the empty SLN group (P <0.05; Fig. 4A and Table 2S - Supplementary
Material).
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Therefore, sublethal concentrations of pyrethrum extract in both non-encapsulated and
encapsulated form in nanoparticles, as well as in empty nanoparticles (SLN), caused changes
in digestive cells. Digestive cells have many microvilli close to the peritrophic matrix in the
lumen, and among these cells, nests of small regenerative cells are in the intestinal epithelium
(NEVES et al., 2002). These undifferentiated cells that remain in the nest are a source for cell
renewal in epithelium of bee midgut (CAVALCANTE; CRUZ-LANDIM, 2004). Thus,
regenerative cells replace dead digestive cells, which were released into the lumen, for new
epithelial digestive cells by differentiation process (CRUZ etal., 2011). In this study,
regenerative nests were observed in midgut epithelium, but histological alterations indicative
of cytotoxicity were not found in these cells, such as pyknotic nuclei. If the regenerative cells
from nests had presented nuclear pyknosis, which is an indicative of cell death in
undifferentiated cells, this alteration would have a “severe pathological importance” because
regenerative cells in adults does not suffer mitosis (CRUZ et al., 2011), and consequently
epithelial renewal of midgut would be compromised, resulting to partial or total loss of the
organ function.

Digestive cells are eliminated by cell degeneration under natural conditions, meanwhile
this process can be accelerated and/or intensified in response to xenobiotic exposure (e.g.,
SLNs; Table 2S - Supplementary Material). Therefore, cell renewal is an important process in
maintaining the organ function, because the differentiation process from regenerative cells can
replace dead digestive cells and to renew the midgut epithelium.

There was less elimination of digestive cells to the intestinal lumen in bees exposed to
pyrethrum-loaded nanoparticles than in those exposed to empty nanoparticles (SLN). Probably,
the reduced cell-to-lumen liberation has been due to the interaction of the pyrethrum with the
active sites in the nanoparticle, providing greater stability of the colloidal system over the time
(0-120d) and high encapsulation efficiency (>99% along 120d), as evidenced in the
physicochemical characterization data. On the contrary, empty SLNs are more reactive and
form aggregates more easily over time. Therefore, reactive empty SLNs could interact with the
epithelial cells of the midgut (oral exposure) and induce cytotoxicity in digestive cells, which
would trigger their elimination to the organ's lumen. The compounds used in nanoparticle
formulations, and the colloidal instability of the system, can affect interactions with cell
membranes and trigger cytotoxicity (NAFEE et al., 2009). Whereas the worker honeybee has
lifetime of 45 days, and considering the acute exposure to the nanopesticide during its
application, probably the whole SLNP will remain stable during its life span. Associating this

information with the survival analysis, it can be noted that encapsulated pyrethrum kept the
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survival time (256.24 +21.00 h and 241.33 + 18.81 h, SLNP1yg and SLNP1ong, respectively) of
the bees similar to the control group (257.83 £21.79 h). Given that 10 ng of pyrethrum extract
and pyrethroid (deltamethrin) reduced life span of the bees, it may be noted that pyrethrum-
loaded in nanoparticle is more safe for honeybees, probably because of the stability of the
encapsulated pyrethrum and its release as a function of time.

Another important process that we observed was the increase apocrine secretions from
the midgut epithelium onto the apical surfaces of midgut digestive cells (Fig. 3SD and 3SE -
Supplementary Material). These epithelial cells secrete digestive enzymes and peritrophic
matrix substances normally by means of apocrine secretion. Therefore, an increase in secretion
may be a protective compensatory response to xenobiotic exposure. Increased apocrine
secretion occurred in both the empty nanoparticle-exposed and 1 ng.uL™* of pyrethrum-loaded
nanoparticle-exposed groups in compared to control group (P <0.05; SLN and SLNPing;
Table 2S and Fig. 4B). A previous study reported an increase in apocrine secretion of midgut
digestive cells in bees exposed to sublethal doses of thiamethoxam insecticide
(0.428 ng.uL* and 0.0428 ng.uL'per day for 18 days), as well as the increase in both cell
vacuolization and cell elimination from the epithelium to the midgut lumen over the exposure
period (OLIVEIRA et al., 2014).

Higher frequency of eliminated digestive cells and release of apocrine secretion (Fig. 4)
were considered reversible alterations in the bee midgut and that did not affect survival of bees
in empty SLNs or encapsulated pyrethrum (SLNPs) groups. In normal physiological situations,
there is low frequency of senescent or dead cells eliminated to the lumen (CAVALCANTE;
CRUZ-LANDIM, 1999), and releasing of digestive enzymes from cells to the peritrophic
matrix in the lumen, usually by apocrine secretion (TERRA; FERREIRA, 2012). Therefore,
these alterations were classified as importance factor 1 in the semi-quantitative analysis,
because normally they are reversible, i.e., damage recovery in epithelium occurs through the
differentiation of regenerative cells from their nests in order to have new digestive cells. Thus,
there is a compensatory response to the potential physiological stress triggered by
agrochemicals or nanocarriers that can lead to the elimination of cells and/or intensification of
apocrine secretion. Soares (2012) reported an elimination of cells into the lumen, increased
apocrine secretion, and pyknotic nuclei in the epithelial cells of the Scaptotrigona
postica midgut after applying sublethal doses of the insecticide imidacloprid. Similarly, Rossi
et al. (2011) exposed Africanized A. mellifera to sublethal doses of imidacloprid and observed

an increase in both cell elimination and apocrine secretion in the midgut.
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Figure 3 — Honeybees (Africanized A. mellifera) midguts after 48 h of acute exposure. A) CTL - syrup
control; B) ACN —acetone control; C) PVA - surfactant control; D) SLN — Solid lipid nanoparticles; E)
SLNPing— 1 ng.uL™ of pyrethrum loaded in solid lipid nanoparticles; F) SLNPiong— 10 ng.uL™ of
pyrethrum loaded in solid lipid nanoparticles G) PYR1ng— 1 ng.uL™ of pyrethrum extract; H) PYR1ong—
10 ng.uL™* of pyrethrum extract. Legend: dc = digestive cell; ec = eliminated cell in the lumen; lu =
lumen; n = nucleus, v = vacuolization; as = apocrine secretion; Black arrow = Regenerative cell; TM =

muscle. Staining: Hematoxylin-Eosin. Bars: 50 pm.
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Although vacuolization can be present in bee midgut cells as a physiological process of
autophagy for intracellular turnover, their increased level frequently has been associated to side-
effects of xenobiotics, especially in bees exposed to pesticides. For example, Cruz et al.
(2010) reported cytoplasmic vacuolization and cell elimination in A. mellifera larvae midguts
exposed to fipronil (0.1 and 1 ng.g™*) and boric acid (1.0, 2.5, and 7.5 mg.g1). Kakamand et al.
(2008) observed an increase in the vacuolization of midgut cells in honeybees exposed to
deltamethrin (1, 2.5, 5, and 10 mg.L 1) and the degeneration of the midgut epithelium of bees
exposed to the highest concentration of this compound.

Histochemical analysis of vacuolization areas in digestive cells (Fig.4S -
Supplementary Material) showed that they are negative for proteins or neutral glycoconjugates,
but had positive labelling for lipids that could indicate multivesicular bodies, because newly
emerged honeybees have no spherocrystals yet. Multivesicular bodies are frequently found in
midgut cells of insects (SERRAO; CRUZ-LANDIM, 1996), and are formed from early
endosomes due to an inward budding of its membrane resulting in intralumenal vesicles whose
main function is “collecting” plasma membrane receptors to be degraded into the lysosomes.
Multivesicular bodies and autophagy are closely related (FADER; COLOMBO, 2009).

At the present study, intensification of cytoplasm vacuolization was considered a
morphological alteration indicative of cytoplasmic loss, which is of greater pathological
importance than the other alterations analyzed because, especially in insects, autophagy may
act as a pro-death process at the cellular/organ level (MALAGOLLI et al., 2010), although its
effects at the organismal level can still be considered as fundamental for survival.

Cell vacuolization increased in both groups exposed to pyrethrum extract (Fig. 3G and
H, Fig. 3SG and 3SH, and Table 2S), and showed significant difference (P <0.05) with control
group (Fig. 4C). In the organ index, the vacuolization in group of 10 ng.uL ! of pyrethrum
extract (Fig. 4D and Table 2S) showed statistic difference in total index, because this alteration
was classified as importance factor 2 in the semi-quantitative analysis since of the loss of
cytoplasmic material and the severity level.

In the total organ index analysis, the empty nanoparticles and 10 ng.uL* of pyrethrum
extract caused more significant changes than the other experimental groups (Table 2S). In
contrast, nanoparticles loaded with 1 ng.uL™* pyrethrum extract did not increase cell alterations
more than the other groups (nanoparticles and pyrethrum extract). The SLNP groups exhibited
a decrease in short-term cell alterations, so in this respect was considered safer for bees over

short exposure times.
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Figure 4 — Alterations and organ index in honeybee (Africanized A. mellifera) midguts. a) Eliminated
cell index; b) Apocrine secretion index; c) Vacuolization index; d) Total organ index. Legend: CTL —
syrup control; ACN — acetone control; PVA - surfactant control; SLN — Solid lipid nanoparticles;
SLNPing — 1 ng.uL™ of pyrethrum loaded in solid lipid nanoparticles; SLNPiong — 10 ng.uL™? of
pyrethrum loaded in solid lipid nanoparticles PYR1ng — 1 ng.puL™ of pyrethrum extract; PYR1ong — 10
ng.uL™ of pyrethrum extract. Kruskal Wallis One-way ANOVA, followed by Dunn's multiple
comparison test. Legend: ec = eliminated cell in the lumen; lu = lumen; v = vacuolization; as = apocrine
secretion; m = muscle. Staining: Hematoxylin-Eosin. Bars: 50 pum. *represent significant differences
between groups.
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At the lowest sublethal doses (1 ng.uL™t), the biocide did not evidence significant
histopathological changes in the total lesion index, indicating that could be applied on crops. A
carrier system could be developed to improve pyrethrum extract stability, thus allowing its use
as nanopesticides. Besides, when the pyrethrum extract was encapsulated in nanocarriers and
demonstrated lower toxicity when compared with pyrethrum only. Therefore, nanocarriers are
an alternative to conventional pesticide applications. Nanotechnology applied in the agricultural
sector could increase agricultural production and crop protection, contribute to sustainable
agriculture and eco-friendly carrier systems, and reduce environmental effects and toxicity to
organisms (GRILLO et al., 2016). Oliveira et al. (2018) found that zein nanoparticles loaded
with citronella effectively controlled the pest species Tetranychus urticae with low toxicity.

The empty SLNs showed effects onto honeybee, for example, in the total lesion index,
with the increase the eliminated cells and apocrine secretion. Therefore, nanocarrier system
itself may have reactive sites capable of changing their biological system because it has no
active ingredient encapsulated. These reactive sites could interact with organic molecules of the
organism, inducing negative effects that indirectly decreased the mean survival time of the bees
(196.54+11.38 h; P>0.05). By the way, further studies need to be performed in order to
evaluate these hypotheses.

Nanopesticides can be able to increase the efficiency of agrochemicals and biocides,
because it is possible that in the field low doses of the active ingredients can be used. However,
in the case of pyrethrum and SLNs this fact will be confirmed with biological assays in target
organisms that will be run in the future. In addition, they increase production and reduce
damage to the environment (PRASAD et al., 2017). However, there are still many gaps in
information to be filled, normative instructions to be written, and legislation to be made before
they can be extensively and safely employed in agriculture (KAH; HOFMANN,
2014; KOOKANA et al., 2014). According to Kah et al. (2018), further studies that investigate
the efficacy of nanopesticides in crop farming are needed, in order to elucidate their effects on
biodiversity and human health, and their benefits and costs compared with conventional

formulations.
4.4  Conclusion
It is important to develop and analyze carrier systems as they have many potential

benefits in comparison to synthetic and natural agrochemicals, such as reducing the amount of

biocide in the environment and greater stability. However, nanotoxicological studies should be
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undertaken to evaluate the effects of nanoparticles on non-target organisms. In conclusion, this
study demonstrates that nanoparticles loaded with pyrethrum extract at sublethal dose (1 or
10 ng.uL™?) are relatively safe for honeybees, because they do not cause morphological changes
in digestive cells. In contrast, empty nanoparticles and 10 ng.uL ! of pyrethrum extract caused
changes in digestive cells during acute exposure. The concentration of 1 ng.uL ! of pyrethrum
extract could be used for pest control. These data reflect the effects of a sublethal and acute
exposure, and more studies are needed to check if a chronic exposure to these compounds would
have different effects on bees. Our results added information for subsidizing future decision
making, regulatory framework creation, risk assessments, and legislation development, and
improve food security. In addition, based on the results we are planning to run biological assays
in order to investigate the efficacy of the nanopesticide against target organisms.
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Supplementary Material

Table 1S: Chromatographic conditions used for quantifying the pyrethrum extract encapsulated in
nanoparticles by HPLC.

Samples Pyrethrum
Mobile phase Acetonitrile/water (75/25, v/v)
Injection volume 100 pL
Flow rate 0.8 mL.min*
Temperature 40°C
Detector Ultraviolet (UV), A =225 nm

) C18 — 15cm (Phenomenex, Gemini, C1g
Chromatographic column
reverse phase, 5um 110A, 150 x 3.90 mm)

Source: Own authorship (2018).

Table 2S — Mean and standard deviation (mean = SEM) of the occurrence rate of midgut alterations
(index) in honey bees (Africanized A. mellifera) of the control and exposed groups (N = 6 bees per
experimental group). Kruskal Wallis One-way ANOVA, followed by Dunn's multiple comparison test.
*represent significant differences between groups.

Groups Elimination cell Apocrine secretion Vacuolization Organ Index

CTL 1.5+£05 1.5+0.5 20+0.0 5.0+10
ACN 1.0+£0.0 1.8+0.7 20+0.0 4.8 +0.75
PVA 1.4+£05 1.0+0.0 20+0.0 4.4 +05
SLN 2.8 £0.4* 2.6 +0.5* 20+0.0 7.4 +0.5*
SLNP1ng 20+09 2.8+0.4* 20+0.0 6.8+1.0
SLNP10ng 1.7£0.95 20+0.38 20+0.0 5.6+17
PYRing 1.6+£05 1.6+0.5 3.2+1.0* 6.4+0.8
PYRiong 22+04 2.0+0.0 3.2+1.0* 7.4 +0.8*

Source: Own authorship (2018).
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Figure 1S — Physicochemical characterization of SLN (solid lipid nanoparticles) and SLN+PYR
(pyrethrum loaded in solid lipid nanoparticles) over a period of 120 days. A) Hydrodynamic diameter
of nanoparticles, B) Polydispersion index (PDI), C) Potential of hydrogen (pH) using a pH meter, and
D) Zeta potential using a dynamic light scattering (DLS) equipment. All values are expressed as the
mean + standard error of three determinations.
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Figure 2S — Survival curves of honeybees (Africanized A. mellifera) after oral acute exposure. Legend:
CTL - syrup control; ACN —acetone control; PVA - surfactant control; PYR1ng— 1 ng.uL™ of pyrethrum
extract; PYR1ong— 10 ng.uL™ of pyrethrum extract; SLN — Solid lipid nanoparticles; SLNP1yg— 1 ng.uL"
! of pyrethrum loaded in solid lipid nanoparticles; SLNP1ong— 10 ng.puL™ of pyrethrum loaded in solid
lipid nanoparticles; DLT - 10 ng.uL™ of deltamethrin. Asterics represent significance of **P < 0.01 and
*** P < 0.001 (Holm-Sidak test).
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Figure 3S — Honeybees (Africanized A. mellifera) midguts after 48 h of acute exposure. A) CTL - syrup
control; B) ACN —acetone control; C) PVA - surfactant control; D) SLN — Solid lipid nanoparticles; E)
SLNPing— 1 ng.uL™ of pyrethrum loaded in solid lipid nanoparticles; F) SLNP1ong— 10 ng.uL™ of
pyrethrum loaded in solid lipid nanoparticles G) PYR1ng— 1 ng.uL™ of pyrethrum extract; H) PYR1ong—
10 ng.uL™* of pyrethrum extract. Legend: dc = digestive cell; ec = eliminated cell in the lumen; lu =
lumen; as = apocrine secretion; TM = Malpighi's tubes. Staining: Hematoxylin-Eosin. Bars: 50 pm.

Source: Own authorship (2018).
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Figure 4S — Honeybees (Africanized A. mellifera) midguts after 48 h of acute exposure. Histochemical
analysis of midgut epithelium for detection of different macromolecules in vacuolation region of cells.
A) Bromophenol Blue for protein detection; B) Sudan Black-B for lipid detection; C) Ponceau Xylidine
for protein detection; D) Periodic Acid-Schiff (PAS) for glycoconjugate detection. Legend: dc =
digestive cell, lu = lumen, v = vacuolization. Bars: 20 pum.

Source: Own authorship (2018).
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5. CAPITULO 2 - EXTRATO DE PIRETRO ENCAPSULADO EM
NANOPARTICULAS: ESTUDOS DE TOXICIDADE BASEADO NO EFEITO
GENOTOXICO E HEMATOLOGICO EM GIRINOS DE RA-TOURO

RESUMO

O ambiente recebe cerca de 2,7 kg.ha™* por ano de agrotdxicos que sdo utilizados na producéo
agricola. Estes podem ter um impacto negativo na biodiversidade ambiental e potencialmente
desencadear efeitos fisiol6gicos em espécies ndo-alvo. Os avancos na tecnologia e nos sistemas
nanocarreadores para agrotoxicos levaram a novas alternativas para minimizar esses impactos,
como os nanopesticidas, considerados mais eficientes, seguros e sustentaveis. No entanto, é
importante avaliar o risco, acdo e toxicidade dos nanopesticidas em organismos aquéticos e
terrestres. Este estudo tem como objetivo avaliar biomarcadores genotoxicos e hematoldgicos
em girinos de ré-touro (Lithobates catesbeianus) submetidos a exposi¢do aguda (48 h) ao
extrato de piretro (PIR) e ao piretro encapsulado a nanoparticulas lipidicas solidas (NLS+PIR).
Os resultados mostraram um aumento no nimero de leucocitos durante a exposi¢do aguda,
como eosindfilos nos grupos expostos as nanoparticulas, e basofilos no grupo exposto ao PIR.
A analise hematoldgica mostrou que o PIR encapsulado em nanoparticulas aumentou
significativamente o niamero de eritrocitos em compara¢do com 0s outros grupos expostos. Os
dados do ensaio cometa indicaram um aumento na frequéncia das classes que correspondem a
danos mais severos no DNA em grupos expostos, sendo que 0 grupo exposto ao PIR mostrou
uma alta frequéncia de danos no DNA da classe 4. Além disso, anormalidades nucleares
eritrociticas foram desencadeadas pela exposicéo aguda em todos os tratamentos, evidenciando
diferenca significativa com o grupo controle. Esses resultados mostraram respostas genotoxicas
em girinos de ré-touro, o que poderia desencadear a morte celular. Conclui-se que essas analises
sdo importantes para aplicacGes na avaliagdo de ambientes aquaticos contaminados e seu
biomonitoramento, a fim de avaliar a toxicidade de xenobioticos, como o extrato de piretro e
as nanoparticulas em espécies anfibias. No entanto, mais estudos sdo necessarios para a melhor
compreensdo dos efeitos dos nanopesticidas e inseticidas botanicos em organismos nao-alvo, a
fim de contribuir para aspectos regulatorios futuramente.

Keyword: Nanotoxicologia. Nanoparticulas lipidicas sélidas. Inseticida botanico. Piretro.
Girinos de ré-touro.
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PYRETHRUM EXTRACT ENCAPSULATED IN NANOPARTICLES:
TOXICITY STUDIES BASED ON GENOTOXIC AND
HEMATOLOGICAL EFFECTS IN BULLFROG TADPOLES
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ABSTRACT

The environment receives about 2.7 kg.ha® annually of pesticides, used in crop production.
Pesticides may have a negative impact on environmental biodiversity and potentially induce
physiological effects on non-target species. Advances in technology and nanocarrier systems
for agrochemicals led to new alternatives to minimize these impacts, such as nanopesticides,
considered more efficient, safe and sustainable. However, it is important to evaluate the risk
potential, action and toxicity of nanopesticides in aquatic and terrestrial organisms. This study
aims to evaluate genotoxic and hematological biomarkers in bullfrog tadpoles (Lithobates
catesbeianus) submitted to acute exposure (48h) to pyrethrum extract (PYR) and solid lipid
nanoparticles loaded with PYR. Results showed increased number of leukocytes during acute
exposure, specifically eosinophils in nanoparticle-exposed groups, and basophil in PYR-
exposed group. Hematological analysis showed that PYR encapsulated in nanoparticles
significantly increased the erythrocyte number compared to the other exposed groups. Data
from the comet assay indicated an increase in frequency of the classes that correspond to more
severe DNA damages in exposed groups, being that the PYR-exposed group showed a high
frequency of class-4 DNA damage. Moreover, erythrocyte nuclear abnormalities were triggered
by short-time exposure in all treatments, which showed effects significantly higher than the
control group. These results showed genotoxic responses in tadpoles, which could trigger cell
death pathways. Concluding, these analyses are important for applications in assessment of
contaminated aquatic environments and their biomonitoring, which will evaluate the potential
toxicity of xenobiotics, for example, the nanoparticles and pyrethrum extract in frog species.
However, further studies are needed to better understand the effects of nanopesticides and
botanical insecticides on non-target organisms, in order to contribute to regulatory aspects of
future uses for these systems.

Keyword: Nanotoxicology. Solid lipid nanoparticles. Botanical insecticides. Pyrethrum.
Bullfrog tadpoles.
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5.1. Introduction

Agrochemicals can be found in water bodies in rural areas and have a direct impact on
the niches occupied by amphibians. These species may have cardiac and physiological effects
(COSTA et al., 2008; COSTA et al., 2015), histological and cellular (OLIVEIRA et al, 2016;
PEREZ-IGLESIAS et al., 2016; PEREZ-IGLESIAS et al., 2019; RISOLLI et al., 2016),
biochemical (RICHARDS; KENDALL, 2002; VAN METER et al., 2019), and others. Despite
the fact that large-scale use of agrochemicals in crops increases food production, about 2.7
kg.ha* per year are used in crop production (ZHANG, 2018). Their residues can be carried to
the water bodies from physical-chemical processes, such as leaching and surface runoff
(BOTELHO et al., 2012), reaching surrounding landscapes of crops in concentrations that can
be toxic for aquatic and terrestrial organisms.

An alternative to minimizing the negative impact of these agrochemicals on non-target
organisms is by using botanical insecticides, which are natural substances from plants with
insecticidal properties, and considered effective and environmentally safer than their synthetic
molecules, therefore reducing environmental contamination (ISMAN, 2008; McKENNA et al.,
2013; SENTHIL-NATHAN, 2013; HIKAL et al., 2017). However, most botanical insecticides
are less stable in environmental conditions than synthetic pesticides, because they are
photosensitive and suffer rapid biodegradation (ISMAN, 2006). An example is a pyrethrum
extract produced from flowers of chrysanthemum (Chrysanthemum cinerariaefolium and
Chrysanthemum cineum; SCHLEIER; PETERSON, 2011) which is composed of pirethrin I and
I1, cinerin and jasmolin, it is lipophilic and photosensitive, and are toxic to insects and aquatic
organisms (COX, 2002; SCHLEIER; PETERSON, 2011; USEPA 2006).

Nanotechnology promotes the development of new compounds to be applied in crop
protection, this can encapsulate active ingredient and contribute to stabilizing botanical
insecticides by providing modified release systems (KUMAR, 2000; RIEHEMANN et al.,
2009; SILVA et al., 2012). Agricultural nanocarrier systems, which are developed for acting in
pest control, release active ingredients over time-and, therefore, can reduce the amount of active
ingredients and their residues in the crops and environment (CHEN; YADA, 2011), as well as
improve the stability of the active ingredients and protect them from degradation by light and
temperature (BILIA, 2014). The use of nontoxic solvent, natural and biodegradable compounds
in their formulation, help in the lowest toxicity (LU; OZCAN, 2015). Therefore, these systems

are potentially more efficient, providing greater security for the environment and are safer for
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non-target organisms (CHEN; YADA, 2011; GRILLO et al., 2014; KARERU et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2015, SILVA et al., 2012).

Nanotoxicology is a recent area (MOORE, 2006), in the last years there has been an
increase in studies with nanomaterials, their effects and action mode (BUNDSCHUH et al.,
2018). The nanoparticles (NP) emissions can be indirect (e.g. wastewater treatment plants) or
direct to the environment and trigger multiple pathways of cellular response in the organisms,
such as oxidative stress (BUNDSCHUH et al., 2018). Nanomaterials may interact with many
pollutants or constituents of environment and thus change their bioavailability and toxicity (DU
et al., 2018).

The behavior of NP in aquatic system has been studied, nevertheless studies with
amphibian populations associated with nanomaterials are still scarce (OLIVEIRA et al., 2016).
However, further studies are required to discuss the potential toxicity of these compounds for
amphibians. Nanotoxicology in the aquatic environment has been more studied in
microorganisms (ZHU et al., 2019), aquatic invertebrates (MAGESKY; PELLETIER, 2018)
and fish species (FEDERICI et al., 2007; MANSANO et al., 2018), but most of them evaluate
the toxicity of metallic or inorganic nanoparticles (GRIFFITT et al., 2008).

The studies with nanomaterials in aquatic species show cytotoxic and physiological
effects (MAGESKY; PELLETIER, 2018; MANSANO et al, 2018); genotoxic and
hematological effects (SHALUEI et al, 2013; VIGNARDI et al., 2015); behavioral and
bioaccumulation (CAMPOS et al, 2019b); biochemical and histological evaluations
(FERNANDES et al., 2018); hepatotoxicity (OLIVEIRA et al., 2016); etc. However, more
species need to be investigated, and many gaps need to be answered for a better understanding
of nanomaterials, in order to avoid the environmental contamination and side-effects on species.

However, the legislation should be renewed and/or adapted to provide a more accurate
risk assessment of nanomaterials (WALKER et al., 2017), as well as ensuring the development
of a regulatory framework for nanopesticides (KOOKANA et al., 2014). This context, in Brazil
there is no legislation and normative that regulates the production and use of nanomaterials
(WACKER et al., 2016), nor of the possible benefits of these as carrier systems in agriculture
and medicine. The law project n° 6741/2013 to create the National Nanotechnology Policy was
on analysis by the Brazilian government, but this was filed in January 2019. Regulatory
agencies worldwide have started to discuss and establish a policy for nanotechnology and
nanosafety, defining criteria for development, evaluation and classification of nanomaterials
(WACKER et al., 2016).
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The nanocarriers are being used in several different applications by society, for example,
in medical, cosmetic, industrial (e.g. textile and ink) and agricultural areas. However, due to
the variety of products on the market, the emission sources and action modes in the environment
will be diversified (NOWACK; BUCHELI, 2007), which increases the risk the environmental
contamination and effects on biodiversity (BUNDSCHUH et al., 2018). Additionally,
pyrethrins and their residues can be found in sediments, and in soil and water bodies (TANG et
al., 2018). In this scenario, it is important to assess the potential risks, effects and toxicity of
nanopesticides carrying pyrethrum. The nanotoxicological studies with pyrethrum extract
encapsulated in solid lipid nanoparticles (SLN) on non-target animals (i.e. amphibian tadpoles)
are important, because they may can be exposed to the botanical insecticide and its carrier
systems via runoff water.

Amphibians were chosen as the experimental models because their populations have
been decreasing in recent years, mainly due to changes in their habitats and pollution generated
by xenobiotics (BLAUSTEIN; KIESECKER, 2002; BEEBEE; GRIFFITHS, 2005; HAYES et
al., 2010a; WAKE; VREDENBURG, 2008). In the agricultural fields, chemical compounds
should minimize their effects on non-target organisms, such as amphibians, and act selectively
only on the target pest. The aims of this study were to analyze genotoxic and hematological
biomarkers in order to provide a better understanding of the potential toxicological effects of
nanopesticides in anuran tadpoles, providing new approaches for risk assessment in the

environment for nanotechnological products.

5.2 Materials and Methods

5.2.1 Chemicals

The pyrethrum extract, Pestanal® (extract botanical insecticide, CAS 8003-34-7 -
analytical standard), poly-vinyl alcohol (PVA, 30-70 kDa, CAS 9002-89-5 — hydrolyzed >
99%) and glyceryl tripalmitate (tripalmitin, CAS 555-44-2, purity > 99%) was purchased from
Sigma-Aldrich Chemical Co, and chloroform (CHCI3, CAS 67-66-3 - purity > 99%) was used
for nanoparticles preparation. Acetone (CAS 67-64-1 - purity = 100%) was used as a solvent to

prepare the pyrethrum solution.
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5.2.1.1 Solid Lipid Nanoparticles

Solid lipid nanoparticles (SLN) containing pyrethrum extract were prepared according
to the emulsification/solvent evaporation method with some modifications (VITORINO et al.,
2011). Initially, 30 mL of aqueous phase was prepared containing 1.25% PVA and distilled
water kept under magnetic stirring (100 rpm). In addition, the organic phase was prepared with
250 mg of glyceryl tripalmitate and 5 mg of pyrethrum extract (active ingredient — a.i.), which
was dissolved in 5 mL of chloroform. The organic phase was added to the aqueous phase and
this mixture was sonicated for 5 min at 40 W producing an emulsion. The emulsion was placed
in an ULTRA-TURRAX™ homogenizer at 14.000 rpm for 7 min. Next, the organic solvent was
removed using a rotating evaporator and the emulsion was concentrated up to 10 mL of the
nanoparticles. The final concentration of botanical insecticide was 0.05 mg.mL™. The solid
lipid nanoparticles (control) were also prepared without pyrethrum extract. The summary of the
nanoparticle characterization data is described in the supplementary material (Table 1S).
Although pyrethrum is photosensitive, once inside the nanoparticle it does not suffer

degradation, as proven by HPLC.

5.2.2 Animal collection and acclimation in laboratory

Newly hatched Lithobates catesbeianus (Shaw, 1802) tadpoles were acquired from a
frog farm in Santa Barbara d' Oeste, Sao Paulo State, Southeast Brazil (22°78°S, 47°40°W).
According to the external anatomic features the tadpoles were classified in the 20 and 22 Gosner
stages (GOSNER, 1960). In the laboratory, tadpoles were kept in 60 L aquariums equipped
with continuous aeration supply (1.2 L.h) and dechlorinated water (> 6.0 mg O2.h), with a
constant temperature (25 + 1 °C) and natural photoperiod (~12 h light: 12 h dark cycle) during
the acclimation period (~7 days), until they reached 25 Gosner (1960) stage, that is the
beginning of independent feeding. Animals were fed on organic spinach leaves, which were
withheld 48 h before the bioassay. The water was monitored daily to ensure that the physical
and chemical parameters (supplementary material — Table 2S) were kept at acceptable levels
similar to those found in most Brazilian inland waters (CONAMA Resolution 357/2005,
CETESB, 2009). During the acclimation and exposure periods, ammonia measurements were
performed daily. All procedures followed ASTM (2002) guidelines. The experiments were
previously approved by the University Ethics Committee (Protocol n® 1472160516/2016 -
CEUAJ/UFSCar), which follows Brazilian regulatory laws.
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5.2.3 Determination of LC50

The pyrethrum extract concentration used for ecotoxicological bioassays was previously
defined by determining LC50 (48 h) as there was no data providing information about the
effects of this pesticide for bullfrog tadpoles. The range of concentrations to determine the
LC50 was based on the concentration of permethrin, which is a synthetic pyrethroid, used in a
previous study with the same species (100 ug.L™) performed by Franga et al. (2015).

Bullfrog tadpoles at Gosner (1960) developmental stage 25 (premetamorphic stage)
were tested in bottle systems according to the methodology developed by Nunes et al. (2008).
Each individual was placed into one bottle containing 1 liter of dechlorinated water, in the
absence of light. Thus, each tadpole represents a replica in the test (N = 8 tadpoles per
concentration) assayed in six pyrethrum-exposed groups: 130 pg.L™, 170 pg.L?, 190 pg.L?,
220 pg.L?, 400 pg.L?, 580 pg.L?, and two control groups: pyrethrum-free water and solvent
control with acetone (580 ng.L™?) diluted in water. The LC50 of PYR was 400 pg.L™
(Supplementary material — Figure 3S). Ecotoxicological bioassay was performed testing 1/5 of

L.C50 (80 pg.L™ concentration) for pyrethrum extract, which was immediately prepared.

5.2.4 Ecotoxicological experimental design

One-hundred and forty-four tadpoles at Gosner (1960) developmental stage 25 were
randomly divided into six experimental groups assayed in triplicate: I) Control (CTL); 1)
pyrethrum extract (PYR); 111) Solid lipid nanoparticles (SLN); 1V) pyrethrum extract associated
with solid lipid nanoparticles (SLN+PYR); V) Poly-vinyl alcohol (PVA); VI) Acetone control
(CTA).

Each experimental group had 24 individuals in the total, divided into three glass test
aquariums (N = 8 tadpoles per aquarium), according guidelines proposed by ASTM (2002) for
conducting ecotoxicological experiments with amphibians and other animals. Each test
aquarium was filled with 8 L of well-aerated, dechlorinated water (> 6.0 mg O2.L ). During the
bioassays, all glass test aquariums with the animals were kept under controlled temperature (25
+ 1 °C), ona12:12 h light: dark cycle in the laboratory. To prevent external disturbances and
photodegradation of tested compounds all the aquariums were covered with black bags. Acute
exposure to pyrethrum extract and nanoparticles (NPs) was performed in a static system for 48
h.



80

5.2.5 Experimental protocols

At the end of bioassay, the tadpoles were immersed in cold water (15 min) followed by
anesthesia with lidocaine (50 mg.g™). Approximately 40 pL of blood were taken from each
tadpole of the different experimental groups. Therefore, 2 individuals from each aquarium were
used for hematological and genotoxic analyzes, totalizing 6 individuals per experimental group,
except for comet assay (see item 5.2.5.3).

5.2.5.1 Leukocyte and Erythrocyte measurements

In the red blood cell count were used 2 uL of blood from each tadpole (N = 6 per group),
which were stored in heparinized microtubes containing saline solution (100 uL of
formaldehyde citrate) for erythrocyte counting in a Neubauer chamber (number of cells x 2.5 x
10° mm™®). The differential leukocyte count was performed using blood smear, approximately
10 pL were taken from each tadpole (N = 6 per group) by cardiac puncture, after was made
fixation in pure cold methanol for 20 min (4°C) and then stained using the Instant Prov Kit. In
addition, red blood cells (RBC) from 6 animals for each experimental group were counted by

means of double-blind count.

5.2.5.2 Erythrocytes nuclear abnormalities

An aliquot of 10 uL blood were taken from each tadpole (N = 6 per group) by cardiac
puncture, and it was used to perform blood smear with a drop of blood for the micronuclei assay
and the analysis of other erythrocytes nuclear abnormalities, following the procedures described
by Lajmanovich et al. (2014) and Fenech (2000). Slides containing blood smear were immersed
in a fixative solution, cold pure methanol (4 °C), for 20 min. Then, they were stained using the
Rosenfeld method (1947), according to Ranzani-Paiva et al. (2013). Afterwards, 1000 cells

were analyzed per animal in each experimental group (N = 6 individuals per experimental

group).

5.2.5.3 Comet assay (Single cell gel electrophoresis assay)

Glass slides were previously prepared in agarose (1.5% in PBS pH 7.4, Ca?* and Mg?*

free) and kept at room temperature. Tadpoles’ blood was collected per experimental group (10
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uL per individual, N = 3 tadpoles per experimental group, i.e., one individual from each
different aquarium) and transferred to a microtube with 10 uL of PBS (phosphate buffer saline
pH 7.4, Ca?* and Mg?* free). Thus, 10 pL of the diluted blood was mixed with 80 uL of the
agarose low melting point (LMP; 0.5% in PBS pH 7.4, Ca?" and Mg?* free) and distributed on
pre-prepared slides. These slides were immediately covered with a coverslip and refrigerated
(4°C) for up to 20 minutes. Afterwards, the coverslip was carefully removed so as not to disturb
the material. Slides were immersed in a previously prepared lysis solution (NaCl 2.5 M, EDTA
100 mM, Tris 10 mM, N-lauroyl- sarcosine 1%) kept at 4°C for 1 hour. The lysis was
neutralized washing the slides 3 times in a buffer solution (PBS pH 7.4, Ca?" and Mg?* free)
for 5 minutes each time, and then were submitted to the electrophoresis in a chamber with an
alkaline buffer (NaOH 300 mM, 1 mM EDTA, pH > 13). Single cell gel electrophoresis was
carried out for 20 minutes, at 26 V and 300 mA. After this time, the slides were washed 3 times
in a neutralization solution (Tris 0.4 M) for 5 minutes each one, and 3 times in a buffer solution
(PBS pH 7.4, Ca*" and Mg?* free) for 5 minutes each one, thereafter fixated for 5 minutes in
ethanol (OLIVE; BANATH, 2006). The slides were kept overnight at room temperature.
Staining was carried out by silver nitrate staining. To analyze the DNA damage, a
photomicroscope (Leica Microscope- DM1000) was used, at 100x magnification, and
categorized the migration of DNA fragments from the nucleoid, visually resembling a comet
tail. The nucleoid and tail length were used to categorize the damage into classes 0 (nucleoid
with no tail), 1 (tail length up to nucleoid diameter), 2 (tail length larger than the nucleoid
diameter with rounded well-defined nucleoid), 3 (large tail with faded definition of nucleoid),
and 4 (large tail with poorly presence of nucleoid), representing undamaged (= 0,0 % of
fragmented DNA), low damaged (= 12,5 %), medium damaged (= 35,0 %), highly damaged (=
57,5 %) and extreme damaged (= 85,0 %) cells, respectively, adapted from Lourenco et al.
(2010) and Dalboni et al. (2012). For statistical analyses, each cell nucleoid and its DNA tail
were counted per experimental group. The obtained data were normalized for 50 cells in order

to get a percentage of cells for the DNA damage classes per experimental group.
5.2.6 Statistical analysis
For statistical analysis, all data of the different analyses were previously submitted to

homogeneity of variances (Bartlett’s test) and normality tests (Shapiro-Wilk and Kolmogorov-

Smirnov tests). A one-way ANOVA test was applied followed by the parametric Tukey-Kramer
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multiple comparison test to compare the results obtained for different experimental groups in
the red blood cells count. The Kruskal-Wallis test was performed for non-parametric data,
followed by the Dunn’s multiple comparison test in the white blood cells differential count;
erythrocytes nuclear abnormalities and comet assay. The significance level was 0.05. The
program used for statistical analysis was the GraphPad Prism, version 5.0.

5.3. Results and Discussion

5.3.1 Leukocyte and Erythrocyte measurements

Bullfrog tadpoles blood contains erythrocytes (RBC), leukocytes (WBC) and
thrombocytes (platelets). The erythrocytes are nucleated in amphibian species and have an
elliptic, flat and biconvex format (Figure 1A); the leukocytes are divided into lymphocytes,
monocytes, neutrophils, basophils and eosinophils (Figure 1B-1L).

Neutrophils, eosinophils and basophils are considered granulocytes. Neutrophils have
lobed nucleus and few visible granules in cytoplasm (Figure 1B-C); basophils have small nuclei
visible due to the large number of cytoplasmic granules (Figure 1D-E); eosinophils have both
larger and more visible nucleus and cytoplasmic granules (Figure 1F-G). Lymphocytes and
monocytes are considered agranulocytes. Lymphocytes can be either small (Figure 1H-1) or
large and their nucleus occupies the largest portion of the cytoplasm (Figure 1J-K). On the
contrary, the nucleus of monocytes occupies the smallest area of the cytoplasm and can have
different forms (Figure 1L-M); the rineform is the most frequent. Thrombocytes are oval-
shaped and aggregated cells, this were rarely found (Figure 1N-O) and, for this reason, they
were not counted nor included in the discussion. Non-terminally differentiated cells, heterophils
(immature neutrophils, Figure 1P) and immature erythrocytes were also found in smears (Figure
1Q), but not included in the count.
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Figure 1 — Blood cells of bullfrog tadpoles (Lithobates catesbeianus). A) Normal erythrocytes; B-C)
Neutrophils; D-E) Basophils; F-G) Eosinophils; H-1) Small lymphocytes; -J-K) Large lymphocytes; L-
M) Monocytes; N-O) Thrombocytes; P) Heterophil (arrow) and Q) Immature erythrocytes. Staining:
Instant-Prov Kit. Bars: 20 pm.
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Source: Own authorship (2018).

These cell types were already reported for amphibians in other studies (CLAVER;
QUAGLIA, 2009; ARIKAN; CICEK, 2014). Concerning the hematological biomarkers
evaluated in the present study, similar characteristics of blood cells were observed by Heatley
and Johnson (2009) in the Malaysian frog (Megophrys nasuta) and in the various species of
Turkish Herpetofauna (ARIKAN; CICEK, 2010). Variations in the shape of RBC indicate that
bullfrog tadpoles are undergoing a critical condition, for example, anemia (DAS;
MAHAPATRA, 2012). For all hematological and genotoxic parameters, there was no
significant difference (P > 0.05) between the controls (CTL) with solvent control (CTA,
acetone) and polyvinyl alcohol (PVA, surfactant control), except in the comet assay, which had
a significant difference between the PVA group (P = 0.0001) and the CTL group.

5.3.1.1 Leukocytes
The number of lymphocytes (P = 0.0339), monocytes (P > 0.05) and neutrophils (P =

0.0405) of the exposed groups was similar and had no significant difference among these
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groups. Eosinophils had a significant difference between nanoparticles groups and CTL (0.5 +
0.1508, Mean + SE; P = 0.0004) showing almost five-fold increase in the SLN group (2.75 =
0.4106, Mean + SE) and SLN+PYR (2.35 £ 0.4144, Mean + SE) compared to control group.
Basophils had a significant difference between PYR (16.58 £ 0.9, Mean + SE) and CTL (9.17
+ 0.7671, Mean = SE, P = 0.0001) showing almost two-fold increase in the exposed group
(Figure 2) in relation to control group.

Figure 2 — Number of white blood cells of bullfrog tadpoles (Lithobates catesbeianus) from each
experimental group. CTL.: control, PYR: pyrethrum extract, SLN: solid lipid nanoparticles, SLN+PYR:
nanoparticles associated to pyrethrum. The asterisks above horizontal bars denote a significant
difference in relation to the CTL. Kruskal Wallis One-way ANOVA, followed by the Dunn's multiple
comparison test. Note the differences in the scales of the graphics.
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Lymphocytes were the most frequent type of leukocytes observed at the present study
that and it is considered standard for amphibians (ROUF, 1969). In addition, eosinophils were
more frequent in the SLN and SLN-PYR exposed groups than the other ones, and basophils
were more frequent in the PYR-exposed group than the other experimental groups.

Solid lipid nanoparticles are produced with natural products such as solid lipids and
surfactants. It should also be mentioned that the lipid external layer of nanoparticles keeps in
its solid phase at room temperature (BATTAGLIA et al., 2014), probably it keeps this property
even inside organisms when absorbed for them. These nanoparticles are considered to have an
excellent physical stability, spherical format, good release profile of active ingredient, and to
be a non-toxic carrier system (NASERI et al., 2015). In fact, studies indicate that the exposure
to xenobiotics or environmental stressors (CHEN, ROBERT, 2011) and solid lipid
nanoparticles (WINTER et al., 2016) can activate animals' immune systems. Additionally, the
physicochemical proprieties of nanoparticles can stimulate and/or suppress the immune
responses (DOBROVOLSKAIA; McNEIL, 2007; ZOLNIK et al., 2010), and the SLN enter de
body can induce inflammatory processes (KONONENKO et al., 2015) and cell death in
organisms (WINTER et al, 2016).

Eosinophils are effector multifunctional cells that migrate toward several mediators
released at parasitic infections, inflammatory sites and allergy (LUNA-GOMES et al., 2013,
DAVOINE; LACY, 2014). These immunomodulatory cells participate both in innate and
adaptive immune response via expression of various receptors and secretion of a variety of
mediators (HOGAN et al., 2008, BREEDVELD et al., 2017). SLN induced hematological
effects in Swiss albino mice, which probably leads to inflammatory response (WINTER et al.,
2016). In the present study, SLNs-exposed groups probably triggered an inflammatory
response, activating the eosinophil recruitment and activation in the test-organism. Based on
study performed by Kayser et al. (2000) demonstrating that solid lipid nanoparticles interact
with macrophage-like cells, we suggest that this here-obtained response occurred because the
SLP interacted with macrophage present in circulating blood, after their absorption by the
tadpoles. Macrophages produce cytokines as Interleukin-8 (DUQUE; DESCOTEAUX, 2014),
which in turn is a mediator of eosinophil chemotaxis (ERGER; CASALE, 1995). Similarly,
another type of organic nanoparticle associated to the herbicide clomazone also resulted in
eosinophil activation in exposed bullfrog tadpoles (OLIVEIRA et al., 2016).

Basophils were more frequent in the PYR-exposed group. Basophils play a role in
allergic processes and inflammatory disorders (BREEDVELD et al., 2017). The pyrethrum

extracted from a botanical source, which has high lipophilia, could be interact with amphipathic
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molecules present in tadpole’s blood. Thus, this interaction is recognized by the organism as a
foreign substance triggering an immune response that induced the increase of basophils number
in the blood of tadpoles. A higher number of granulocytes was already correlated with increased
environmental stress in vertebrates (AGIUS; ROBERTS, 2003). Basophilia has been described
in different species green frogs of the genus Rana (R. ridibunda Pallas, R. lessonae Camerano,
and R. esculenta Linnaeus) living in the urban environment near to the industrial and it could
be regarded as specific forms of antitoxic responses, according the study performed by
Romanova and Egorikhina (2006).

Another possibility for increase basophils in the PYR-exposed group is the interaction
of pyrethrins, which compose the pyrethrum extract, with some serum blood protein of tadpole,
so that this conjugate (pesticide plus protein) could plays a role of antigen and, consequently,
antigenic molecules can be recognized and has the potential to active the immune system
(CHIPINDA et al., 2011). This hypothesis was based on capacity of pyrethroids bind to a
protein (hapten) and, consequently, to raise antibodies against the conjugate (protein plus
pesticide), triggering an immune response. This mechanism is the basic principle of the
immunoassays for measuring the residues of pyrethroids in environmental samples (AHN et
al., 2011). Antigens can interact with IgE antibodies present in the surface membrane of
basophils and triggers IgE-dependent allergic inflammation (MIYAKE; KARASUYAMA,
2017).

5.3.1.2 Erythrocytes

Figure 3 shows an increase in the erythrocytes in SLN+PYR (140833 + 19284, Mean £
SE; P =0.0001) in comparison the other experimental groups CTL (86667 + 8115, Mean £ SE),
PYR (47273 £ 5997, Mean + SE) and SLN (46818 + 7863, Mean = SE). There were no

significant differences between the other exposed groups and control group.
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Figure 3— Number of red blood cells of bullfrog tadpoles (Lithobates catesbeianus). CTL: control, PYR:
pyrethrum extract, SLN: solid lipid nanoparticles, SLN+PYR: nanoparticles associated to pyrethrum.
The asterisk above horizontal bars denotes a significant difference between SLN+PYR and the CTL.
One-way ANOVA, followed by the Tukey's multiple comparison test.
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The increase in the number of erythrocytes or other parameters in RBC can also be
altered in organisms exposed to xenobiotics. Erythropoiesis is directly stimulated in tadpoles
and adults when exposed to xenobiotics (BARNI et al., 2007). Although there are no studies
with amphibians so far, Raheem (2018) described that rabbit immunized with AgNPs trigger in
erythrocytose and Winter et al. (2016) observed hemolysis lower than 5% in mice submitted to
intravenal application of several solid lipid nanoparticles. Thus, here is not discarded the
possibility of hemolysis that could be verify at future studies, which potentially could induce
erythropoiesis in tadpoles in order to compensate this adverse effect. This explains the mitosis
in erythroid cells observed in this study (Figure 4J-K). In Lithobates catesbeianus all life stages
naturally present mitotic cell in circulating blood (MANIATIS; INGRAM, 1971).

Physiologically, the increase in RBC frequency in SLN+PYR group could intensify the
oxygen supply of the organisms that were exposed to this xenobiotic, consequently enhancing
the oxygen transport capacity (GATTEN; BROOKS, 1969). The increase in red blood
cells and oxygen supply may be the indirect mechanism of increased ATP

(adenosine triphosphate) production for xenobiotics’ detoxification (BARNI et al.; 2007).

5.3.2 Erythrocytes nuclear abnormalities

Erythrocytes are commonly nucleated and their nuclei have an elliptic or circular shape,

but a decentralized nucleus with a circular shape can also be found (Figure 4E). Erythrocytes
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with nuclear abnormalities (ENA) in bullfrog tadpoles are shown in Figure 4. Rineform and
lobed shape nucleus were also found in erythrocytes (Figure 4E, 4F and 41). Pycnotic cells
(Figure 4H) were rarely found, but mitosis cell division was frequently observed (Figure 4J-K).

Figure 4 — Red blood cells characterization of bullfrog tadpoles (Lithobates catesbeianus) A and B)
Micronuclei; C) Bud nucleus; D) Binucleate cell; E) Espherical Cell and decentralized nuclei; F)
Rineform nucleus; G) Anucleated cell; H) Pycnotic cell; 1) Lobed nucleus; J-K) Mitotic cell division.
Stammg A, C-K) Instant-Prov Kit and B) Rosenfeld method. Bars: 20 um.
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Source: Own authorship (2018).

The number of erythrocyte nuclear abnormalities (ENA) increased in all the exposed
groups (PYR, SLN and SLN+PYR) in relation to the control (0.21 + 0.0592, Mean + SE, P =
0.0001; Figure 5). ENA were more frequent in SLN (1.708 + 0.2712, Mean + SE), SNL+PYR
(1.58 £ 0.2185, Mean + SE) and PYR (1.25 £ 0.2030, Mean + SE) groups than in the control
group. These abnormalities are considered genotoxic damage in most studies due to problems
in cell division process resulting of chromosome damages (SERRANO-GARCIA;
MONTERO-MONTOYA, 2001). The increase in micronuclei frequency observed in bullfrog
can be related to premetamorphic (i.e. Gosner stage 25) or adults’ phases, due the cell division
in erythrocytes and/or the xenobiotic exposure level in environment (BARNI et al., 2007). Thus,
ENA are indicative of the cellular response from the organism, which results in the removal of

cells damaged by the xenobiotics.
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Figure 5 — Erythrocytes nuclear abnormalities found in the red blood cells of bullfrog tadpoles
(Lithobates catesbeianus) from the experimental groups. CTL: control, PYR: pyrethrum extract, SLN:
solid lipid nanoparticles, SLN+PYR: nanoparticles associated to pyrethrum. The asterisks above
horizontal bars denote a significant difference in relation to the control. Kruskal Wallis One-way
ANOVA, followed by the Dunn's multiple comparison test.
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To the best of our knowledge, there are no studies evaluating the effect of solid lipid
nanoparticles in amphibians, however the increase of ENA in the exposed-groups was also
observed by Vignardi et al. (2015) in the marine fish, Trachinotus carolinus, when exposed to
titanium dioxide nanoparticles. The genotoxicity of nanoparticles was observed by Chen and
VVon Mikecz (2005) using fluorochrome-labeled SiO2 nanoparticles in epithelial cell culture and
showed that these nanoparticles enter inside the cell nucleus. The genotoxicity of pyrethroids
demonstrated by the increased occurrence of micronuclei was observed in the freshwater fish,
Channa punctatus, exposed to cypermethrin (ANSARI et al., 2011) and by Campana et al.
(1999) for other species of fish (Cheirodon interruptus interrupus) exposed to lambda-
cyhalothrin.

Hematological parameters are responsive biomarkers that measure stress and
physiological disturbances in aquatic organisms exposed to nanoparticles (SHALUEI et al.,
2013). SLNs prepared with tripalmitin (lipid) and polysorbate or lecithin (surfactants) did not
result in hemolytic effects nor in the disturbance of the erythrocyte membranes (P1ZZOL et al.,
2014). In the present study with tadpoles, SLNs did not result in hemolytic alterations in the
RBCs, thus, it is important to mention that SLSs were prepared with organic compounds, which
decreases the toxicity and has better bioavailability and stability compared to other NPs
(SURENDER; DEEPIKA, 2016). However, the pyrethrum and nanoparticles triggered ENA in
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tadpoles, showing genotoxic damage. Toxicity and biological interaction of nanoparticles are
influenced by several factors, such as size, shape, composition, aggregation, surface area and
organism species (ALBANESE et al., 2012; GATOO et al., 2014; SHARIFIA et al., 2012),
being important to evaluate these properties for better determination of toxicity.

The types of erythrocyte nuclear abnormalities (Figure 5) that we found were also
described by Das and Mahapatra (2014) for adults of tree frog (Polypedates teraiensis) and by
Lajmanovich et al. (2014) for Rhinella arenarum (common toad) tadpoles. Cytogenetic and
genotoxic effects can be analyzed by the micronucleus test, which is widely used for detecting
clastogenic (chromosome breakage) or aneugenic (chromosome loss) damages induced by the
chemical or physical agents and, therefore, can be used for environmental monitoring
(SERRANO-GARCIA; MONTERO-MONTOYA, 2001; POLLO et al.,, 2015; UDROIU,
2006).

5.3.3 Comet assay

Comet assay or single cell gel electrophoresis assay (SCGE) showed an increase in the
damage of class 3 (P = 0.0001) and 4 (P = 0.0001) for exposed groups (PYR, SLN and
SLN+PYR) in comparison with the control group. However, no differences between the
exposed groups were observed (Figure 6).

The most frequent damage classes in the control group were class 1 (P = 0.0001) and
class 2 (P = 0.0001), cases with no damage were also frequent (P = 0.0001); but for class 2, no
significant difference was observed between CTL and SLN+PYR. On the other hand, the most
frequent damage classes in the exposed groups were classes 3 and 4, and the PYR group had

the most class 4 damage, and the SLN group had the most class 3 damage (Figure 7).
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Figure 6 - Comet assay and DNA damage in the bullfrog tadpoles (Lithobates catesbeianus) of the
experimental groups showed significant differences in the group of the pyrethrum extract, nanoparticles
and pyrethrum nanoparticles (*) with the control group. CTL: control, PYR: pyrethrum extract, SLN:
solid lipid nanoparticles, SLN+PYR: nanoparticles associated to pyrethrum. Statistical analysis
represents the number of cells with DNA tail length. Kruskal Wallis One-way ANOVA, followed by
the Dunn's multiple comparison test (Mean + SE).
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Comet assay has been used in various species, different tissues and isolated cells to
evaluate xenobiotic exposures and to understand some diseases (SINGH, 2016). Moreover,
single strand-breaks in DNA were expected as an effect of nanoparticles (KARLSSON, 2010;
KAIN et al., 2012; RAHMAN et al., 2017), as well as for pyrethrum extract (CABAGNA et
al., 2006) and for nanoencapsulated pyrethrum (SLN+PYR) treatments. Nanoparticles
associated to pyrethrum had a lower genotoxic and mutagenic effect in the comet assay when
compared to the other groups — SLN and PYR, these results show that the botanical insecticide,
once encapsulated, becomes less toxic to the organism than in its free form.

An effect that was not expected was the damage observed in the PVA treatment group,
i.e., the surfactant used in SLN preparation, therefore there is no report about its toxicity
(DEMERLIS; SCHONEKER, 2003; KELLY et al., 2003; MENON et al., 2012). However, the
values observed for PVA and SLN treatments were not different, thus, the toxic effect of SLN
may also be induced by an additional effect of PVA, as the PVA is a component in its synthesis,
as a dispersive agent (MAHMOUDI et al., 2009). According to Scholer et al. (2002), the lipid
matrix with your constituints or the concentration of active ingredient in nanoparticle, can
determine the citotoxicity in organisms

Nanoparticles and botanical insecticide cause mutagenicity in the erythrocytes of
bullfrog tadpoles (L. castesbeianus), causing damage during cell division that result in the
formation of micronuclei and other erythrocyte nuclear abnormalities and DNA damage.
Moreover, it has been shown that TiO.—NP have effects on the erythrocyte DNA of the marine
fish (T. carolinus), causing a significant increase at the tail lengths and at % of Tail DNA of the
comets of all groups exposed to nanoparticles (VIGNARDI et al., 2015). Mutagenic and
genotoxic damage induced in exposed groups can potentially lead to necrosis (MAHAYE et al.,
2017), which leads to an inflammatory response potentially mediated by eosinophils
(BREEDVELD et al., 2017), which were recruited by proinflammatory cytokines from
macrophages (CHANG, 2010) after the probable nanoparticle endocytosis (KAYSER et al.,
2000).

In this context, Doktorovova et al. (2014) highlighted the relevance of further studies to
understand the possible genotoxic action of SLN, mainly with in vivo assays and ecotoxicology
analysis in order to verify the safety of nanoparticles in the environment. The micronucleus test
and evaluation of other nuclear abnormalities, as well as the comet assay, showed to be sensitive
and biomarkers of early effects induced by the SLN and botanical insecticide on bullfrog

tadpoles.
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The analysis of biomarkers at the cellular and molecular level contribute to evaluate the
possible sublethal effects of nanomaterials on non-target organisms. Altogether, the alterations
on the biomarkers analyzed in this study provided evidence that the biomarkers employed are
sensitives and indicate early response (48 h) to the tested xenobiotics. Considering that the
tadpoles presented both genotoxicity and activation of their immune system in all exposed
groups, these alterations can impact their fitness and survival in the natural environmental, and
they might cause long-term effects on populations. Indeed, the elevation in RBC count was
observed only when PYR were encapsulated in nanoparticles, suggesting an increase in oxygen
transport capacity becomes necessary for this exposed-group.

Indeed, it has been demonstrated that bullfrogs are particularly sensitive to
environmental pollution, being therefore, used as bioindicators (PARMAR et al., 2016; SIMON
etal., 2011; VENTURINO et al., 2003), as well as, hematological analysis and changes in blood
parameters are used in some species and are representatives in the study of contamination in
aquatic environments (CABAGNA et al., 2006; SHALUEI et al., 2013; ZHELEYV et al., 2016).
Therefore, our results indicate that these biomarkers can be used in the biomonitoring and
assessment of contaminated areas in the vicinity of the amphibian habitat. These data added to
another nanotoxicological studies will bring great contribution in the establishment of a

worldwide policy for nanotechnology and nanosafety.

5.4. Conclusion

Bullfrog tadpoles are suitable model organisms in the toxicity study of both
nanopesticides and botanical insecticide. Hematological parameters, genotoxic and mutagenic
analyses were appropriated biomarkers of acute toxicological effects to evaluate the tadpole’s
exposure to nanopesticides and pyrethrum extract, either isolated or encapsulated.

This work is pioneer in the analysis of the effects of solid lipid nanoparticles on anuran
amphibians, and it brings novel findings regarding botanical insecticide and solid lipid
nanoparticles toxicity, which will contribute to regulatory frameworks and future legislation.
Finally, it is important to study both the safety and efficiency of nanocarriers in non-target

aquatic organismes.
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Supplementary Material

Table 1S — Characterization of SLN and SLN+PYR in function of time (mean of 0 — 120 days).

PARAMETERS SLN SLN+PYR
z-average Diameter (nm) 324 258
Polidispersity index (Pdl) 0.19 0.11

Zeta Potential (mV) -11 -10
pH 5.3 5.6
Encapsulate efficiency (%0) - >99

Source: Own authorship (2018).

Table 2S - Physical-chemical parameters of the water (Mean £ SE) of the bioassay with bullfrog tadpoles
(Lithobates catesbeianus) in the different experimental groups.

Temperature Total Hardness .

Groups °C Ph ( mg/L™ CaCOy) CO; Ammonia
CONTROL 199+0.1 750 50 - 150t 47+06 0602
PYRETHRUM 199+0.1 75%20.1 50 - 150 34+09 0602
SLN2 19.8+£0.1 760 50 - 150 2805 05zx0.1
SLN+PYR?3 19.7+£0.1 750 50 - 150 34+15 0502
ACETONE 199+0.1 760 50 - 150 2906 05zx0.1
PVA' 19.8+0.1 750 50 - 150 35+06 0.5+0.1

Legend: tEvidencing the 50-150 soft water; 2SLN - Solid Lipid Nanoparticle; 3SLN+PIR - Solid Lipid Nanoparticle
associated to pyrethrum; “PVA - Poly-vinyl alcohol.
Source: Own authorship (2018).

Figure 3S — Determination of concentration to pyrethrum botanical insecticide after 48h exposure.
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6. CAPITULO 3 - ANALISES MORFOLOGICAS, HISTOQUIMICAS E
MORFOMETRICAS NO FIGADO DE GIRINOS DE RA-TOURO EXPOSTO AO
EXTRATO DE PIRETRO E AO NANOPESTICIDA

RESUMO

A érea nanotecnologia cresceu muito nas Ultimas décadas, tendo fabricado produtos com
diversos enfoques, como farmacéuticos, industriais, dermocosméticos, ambiental e agricolas.
Porém apesar de tantos produtos sendo comercializados ainda pouco se sabe sobre o
comportamento no ambiente, mecanismo de acdo nos seres vivos e a potencial toxicidade
desencadeada por esses nanomateriais. Nesse contexto, 0s estudos nanotoxicologicos séo
extremamente importantes para compreender e responder essas lacunas, e até mesmo auxiliar
na proposicdo de marcos regulatdrios, para assim proteger a integridade dos ecossistemas e
manter a salde publica. O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos histopatologicos
no figado de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) expostos ao extrato de piretro e a
nanopesticidas do mesmo a partir de diferentes biomarcadores celulares. Os resultados
evidenciaram um aumento no nimero de células melanomacrofagicas nos grupos expostos ao
surfactante (PVA; 187 £ 6,4) e ao extrato de piretro encapsulado em nanoparticulas lipidicas
solidas (NLS+PIR; 169 + 5,3) em comparacdo ao grupo controle. Enquanto que na anélise
histopatologica foi verificado um aumento da congestao e dilatacdo sinusoidal, bem como de
infiltracdo leucocitaria nos grupos expostos ao PVA e as nanoparticulas (NLS e NLS+PIR) em
comparacdo ao grupo controle (P < 0,05), evidenciando uma toxicidade correlacionada a
composicao quimica da formulagdo nos trés grupos. Por sua vez, as analises de biomarcadores
celulares no grupo do extrato de piretro ndo apresentaram toxicidade, quando os parametros
foram analisados individualmente, porém no indice total de leséo do 6rgdo, esse composto (34
+ 0,84) juntamente com os grupos do PVA (37,2 £ 1,77), das nanoparticulas livres (NLS - 42,4
+ 1,76) e associadas ao piretro (NLS+PIR - 43,6 = 2,7) apresentaram efeitos hepatotdxicos.
Conclui-se, dessa forma, que as espécies anfibias sdo responsivas a exposicao a inseticidas
boténicos e a nanopesticidas, evidenciando que a exposi¢cdo aguda desses organismos no
ambiente acarretaria em efeitos sub-letais. Contudo estudos de exposicdo cronicos precisam ser
realizados para averiguar se estes compostos podem interferir na sobrevivéncia, fitness e
performance dessas populacdes. Tal estudo é de extrema importéncia devido a tendéncia de
desenvolvimento de nanopesticidas visando aplicacdes em agricultura sustentavel, contribuindo
assim para um melhor entendimento da importancia dos componentes das particulas em ensaios
de toxicidade em organismos ndo-alvo.

Palavras-chave: Nanotoxicologia. Anélise histopat6logica. Piretro. Ra-touro. Figado.
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CHAPTER |11

LIVER MORPHOLOGY, HISTOCHEMISTRY AND MORPHOMETRIC
ANALYSIS IN BULLFROG TADPOLES EXPOSED PYRETHRUM
EXTRACT AND NANOPESTICIDE
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ABSTRACT

The great development of nanotechnology in the last decades has resulted in the creation of
products with diverse approaches, such as pharmaceuticals, industrial, dermocosmetics,
environmental and agricultural. Although many products are commercialized, little is known
about the behavior in the environment, the mechanism of action in living beings and the
potential toxicity triggered by these nanomaterials. In this context, nanotoxicological studies
are extremely important to understand and answer these problems, in addition to assist in
proposing regulatory frameworks in order to protect the integrity of ecosystems and maintain
public health. The objective of this study was to evaluate the histopathological effects in the
liver of bullfrog tadpoles (Lithobates catesbeianus) exposed to the extract and pyrethroids
nanopesticides from different cellular biomarkers. The results showed an increase in the number
of melanomorphagic cells in the surfactant exposed groups (PVA; 187 + 6.4) and the pyrethrum
extract encapsulated in solid lipid nanoparticles (SLN+PYR; 169 £ 5.3) compared to the
control. While in the histopathological analysis there was an increase in congestion and
sinusoidal dilatation as well as leukocyte infiltration in the groups exposed to PVA and
nanoparticles (SLN and SLN+PYR) compared to the control group (P < 0.05), which indicates
a toxicity correlated to the chemical composition of the formulation in the three groups. On the
other hand, the biomarker analysis in the pyrethrum extract group did not show any toxicity,
when the parameters were analyzed individually, but in the total organ injury index this
compound (34 + 0.84) together with the PVA groups (37.2 £ 1.77), free nanoparticles (SLN;
42.4 £ 1.76) and pyrethrum-encapsulated nanoparticles (SLN+PIR; 43.6 = 2.7) showed
hepatotoxic effects. Therefore, amphibian species are responsive to exposure to botanical
insecticides and nanopesticides, showing that the acute exposure of these organisms to the
environment would lead to sub-lethal effects. However, chronic exposure studies need to be
performed to see if these compounds can interfere with the survival, fitness, and performance
of these populations. Such a study is of extreme importance due to a development trend of
nanopesticides towards developing communities, thus contributing to a better understanding of
the particulate components in toxicity assays in non-target organisms

Keyword: Nanotoxicology. Histophatological analysis. Pyrethrum. Bullfrogs. Liver.
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6.1 Introducgéo

A nanotecnologia é uma éarea que envolve o processamento de diferentes materiais em
escalas nanométricas, que ampliou muito suas aplicacGes na area cientifica e econémica nas
altimas décadas (MAURER-JONES et al., 2013), alcancando os impressionantes 1,7 bilhdes
de dolares em 2010 no mercado econdmico, representando uma taxa de 10,4% de crescimento
anual (KOO, 2016). Séo produzidos diversos nanomateriais (NMs), em diferentes areas como
médica, farmacéutica, cosmética, industrial, saneamento e agricola (HOWARD, 2010;
NOWACK; BUCHELLI, 2007).

De acordo com a Organizacdo Internacional de Normalizacdo (1SO, 2012, p. 1), o
nanomaterial ¢ definido como “material com qualquer dimensao externa em nanoescala ou com
estrutura interna ou estrutura de superficie em nanoescala”, enquanto que nanoparticula (NPS)
é definida como um “nano-objeto com todas as trés dimensdes externas em nanoescala”. Os
NMs sdo considerados materiais com dimensdo de 1-1000 nm, porém muitos trabalhos
consideram de 1-100 nm. O grande problema encontra-se na falta de regulagéo internacional
para esses materiais, para que assim exista uma padronizacdo para sua definicdo e
caracterizacdo (JEEVANANDAM et al., 2018). A agéncia reguladora da Europa - Autoridade
Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA), institui o Regulamento (UE) 2015/2283 para
novos alimentos recentemente, no qual os nanomateriais utilizados na agricultura podem ter
particulas maiores que 100 nm, desde que possuam propriedades tipicas de nanoparticulas
(HARDY, 2018).

Com toda a inovacdo tecnologica também temos o lado negativo, pois com tantos
materiais sendo produzidos e descartados ndo se sabe 0s impactos e riscos associados destes,
como por exemplo de uma potencial exposicdo aos seres vivos e sobre a preservacdo da
integridade dos ecossistemas (OLIVEIRA, 2019). Desde o processo produtivo, seu manuseio,
sua utilizacdo e seu descarte pode haver formas de intoxicacdo e/ou descarte de nanoparticulas
para 0 meio ambiente (JEEVANANDAM et al., 2018). O problema esta na falta de regras
estabelecidas para medi¢cdes dessas nanoparticulas no ambiente de trabalho, bem como uma
avaliacdo de risco no ambito ocupacional (BERGES, 2013), ou mesmo nos compartimentos
ambientais interferindo na sobrevivéncia, desenvolvimento e comportamento dos seres vivos
(MAURER-JONES et al., 2013), sendo necessario que regularizacdes na area da salde e
seguranca (Del CASTILLO, 2013), bem como na area ambiental sejam desenvolvidas e
aplicadas em todo o Mundo (HOWARD, 2010).
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A nanotoxicologia é uma area da toxicologia que tem estudado a toxicidade nos seres
vivos das nanoparticulas presentes nos ecossistemas, a fim de determinar o potencial nivel de
ameaca ambiental e social (WALTERS; POOL; SOMERSET, 2016). A toxicidade das
nanoparticulas esta principalmente associada a composicdo e a morfologia da particula, mas
também é preciso considerar o tamanho, a agregacao das particulas, a area superficial, o tempo
da amostra, a dose e o tempo de exposicdo (JEEVANANDAM et al., 2018). Ademais, 0
comportamento das NPs dentro do organismo pode ser alterado em virtude da interacdo com o
sistema bioldgico, bem como em funcéo da sua degrabilidade e bioacumulacdo (ENIS et al.,
2017).

Os estudos nanotoxicolégicos nos ecossistemas aquaticos tem aumentado
gradativamente, evidenciando os diferentes niveis tréficos e a toxicidade nas espécies (ROCHA
et al., 2017). Muitos estudos evidenciam a toxicidade em peixes e salientam que as NPs
geralmente sdo absorvidas pelos epitélios e branquias, e causam toxicidade em diferentes niveis,
como subcelular, celular, tecidual, molecular, entre outros (WALTERS POOL; SOMERSET,
2016). O mecanismo de acdo em organismos aquaticos segue duas vias principais de resposta
toxicologica, um seria a toxicocinética e outra a bioacumulagdo em locais alvos (CHEN, 2016).

Contudo, é importante que estudos com espécies anfibias também sejam realizados,
visto que as populacgdes anfibias tém um ciclo de vida dual e estdo declinando em todo o Mundo,
em virtude das mudancgas climaticas, perda de habitat, exposicdes ao xenobioticos e infecgcdes
parasitarias (COLLINS et al., 2010). Os estudos nanotoxicoldgicos com anfibios sdo limitados,
sendo que principalmente sdo avaliados os efeitos das nanoparticulas inorganicas,
representando 72% dos estudos em comparacdo das NPs organicas (AMARAL et al., 2019).

O estagio de desenvolvimento dos anfibios e o tempo de exposicdo, além de todas os
parametros das nanoparticulas supracitados precisam ser considerados nos estudos
toxicologicos dessas espécies (AMARAL et al., 2019). Dentre os efeitos ja relatados nessas
populacdes estdo efeitos hematoldgicos e genotdxicos (OLIVEIRA et al., 2019; BOUR et al.,
2017), celulares em diferentes 6rgdos como figado, gbnada, rim e branquias (OLIVEIRA et al.,
2016; THOMPSON et al., 2017); efeito enzimaticos e bioquimicos (BIRHANLI et al., 2014;
SALVATERRA et al., 2013), efeitos hormonais (HAMMOND; CAREW; HELBING, 2013);
embrionarios (BACCHETTA et al., 2012). Portanto, percebe-se que os anfibios sdo responsivos
aos nanomateriais e podem ser utilizados nos estudos toxicologicos e de biomonitoramento.

As nanoparticulas apresentam alta reatividade e, portanto, séo facilmente transformadas
no ambiente, a partir de diferentes processos como reagOes redox ou reagbes de

biomacromoléculas. Essas transformagdes alteram o mecanismo de agdo e comportamento das
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NPs no ambiente e a toxicidade nos seres vivos (MAURER-JONES et al., 2013). Portanto, é
importante que todos esses detalhes sejam estudados para que se tenha uma utilizacdo
consciente e ndo prejudicial dos NMs aos ecossistemas, dessa forma os estudos
nanotoxicoldgicos poderdo contribuir para ampliar os conhecimentos sobre as nanoparticulas.
O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito histopatolégico no figado de girinos
de ré-touro (Lithobates catesbeianus), a fim de compreender as potenciais alteracGes
morfoldgicas, histoquimicas, biométricas e morfométricas nesse 6rgao a partir da exposicéo
aguda a nanopesticidas e inseticidas botanicos a base de extrato de piretro. O figado € o principal
6rgédo de biotransformacdo de xenobi6ticos e analises a partir de biomarcadores nesse tecido
sdo importantes para compreender o nivel de resposta celular, tecidual e no 6rgao. A partir deste
estudo se espera obter informagdes sobre os potenciais efeitos tdxicos de nanopesticidas em
organismos ndo-alvo a fim de que possam ser desenvolvidas alternativas menos impactantes ao

ambiente.

6.2 Materiais e Métodos

6.2.1 Produtos Quimicos

O extrato de piretro Pestanal® (extrato do biocida, CAS 8003-34-7, padro analitico) e
0 alcool polivinilico (PVA, 30-70 kDa, CAS 9002-89-5, hidrolizado > 99%) foram comprados
da empresa Sigma-Aldrich®. A acetona (CAS 67-64-1, pureza = 100%) foi comprada de uma
empresa local e usada como solvente no preparo da solucdo de piretro. As nanoparticulas foram
caracterizadas e produzidas previamente na UNESP (Universidade Estadual Paulista “Julio de

Mesquita Filho™), Campus de Sorocaba, Brasil.

6.2.2 Bioensaio toxicoldgico com girinos de ra-touro

Os girinos recém-eclodidos de ras-touro - Lithobates catesbeianus (SHAW, 1802)
foram adquiridos em ranario comercial no estado de Séo Paulo/Brasil e armazenados no
Laboratorio de Ecotoxicologia e Biomarcadores Animais - da UFSCar (Universidade Federal
de Séo Carlos), Campus de Sorocaba, Séo Paulo/Brasil. Os girinos foram aclimatados durante
7 dias em aquarios de 60 L, equipados com aeragdo continua (1,2 Lh™), dgua declorinada (>
6,0 mg O2.hl), temperatura constante (25 + 1 °C) e fotoperiodo natural ([112h claro: 12h

escuro). Os animais foram alimentados com folhas organicas de espinafre, a alimentacéo foi
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cessada 48 horas antes do bioensaio. Durante o bioensaio toxicoldgico os girinos no estagio 25
de Gosner (1960) foram realocados em aquéarios menores (20 L), os pardmetros do sistema
foram mantidos igualmente ao periodo de aclimatacéo e os parametros fisico-quimicos da agua
foram monitorados para estarem de acordo com 0s niveis aceitaveis da legislacdo brasileira
(Resolugdo Conama 357/2005, CETESB, 2009).

Os girinos de ra-touro no estagio 25 de Gosner (1960) foram randomicamente divididos
em seis grupos experimentais ensaiados em triplicata: 1) Controle (CTL); Il) Extrato de piretro
(PIR); 1) Nanoparticulas lipidicas s6lidas (NLS); IV) Extrato de piretro encapsulado em
nanoparticulas lipidicas s6lidas (NLS+PIR); V) Alcool polivinilico (PVA); VI) Controle
acetona (ACN). O grupo PVA foi avaliado como o controle das nanoparticulas, visto que esse
é o surfactante utilizado no preparo das nanoparticulas lipidicas s6lidas com e sem o principio
ativo. Enquanto que o grupo acetona foi avaliado toxicologicamente por ser o solvente utilizado
na solucdo de extrato de piretro, sendo, portanto, o controle do grupo piretro. Cada grupo
experimental continha 24 individuos divididos em trés aquéarios (N = 8 girinos por aquario) com
8 L (1 L por girino) de agua declorinada. Os aquéarios foram cobertos com sacos pretos para
evitar distarbios externos. A exposicdo aguda ao piretro e nanoparticulas (NPs) foi realizada
em sistema estatico por 48 h e utilizou-se a concentragdo de 80 pg.L* (1/5 da CL50 previamente
determinada) de extrato de piretro livre e encapsulado nos bioensaios toxicologicos
(OLIVEIRA, 2019). Todos os procedimentos seguiram as diretrizes da ASTM (2002). Os
experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade (Protocolo n°
1472160516/2016 - CEUA / UFSCar), que segue as leis brasileiras reguladoras.

Transcorrida as 48h de exposicdo aguda foram realizadas as coletas do material
histolégico (N = 6 individuos por grupo experimental de aquarios diferentes) para a realizacéo
de analises morfoldgicas, histoquimicas e morfométricas. Os girinos de ra-touro foram
eutanasiados por concussdo cefalica conforme as normas de eutanasia da American Veterinary
Medical Association (AVMA, 2001). Nesse momento, primeiramente pesou-se 0 material e
depois os figados foram fixados em solucdo de paraformaldeido tamponado 4% por 24 he 4
°C, e entdo lavados em tampdo fosfato (pH 7.4) durante 30 minutos. Em seguida, o material foi
rotineiramente desidratado em concentracdes crescentes de alcool (SILVA-ZACARIN et al.,
2012), embebido em historesina liquida e depois emblocado na historesina de inclusdo. As
laminas histologicas com as seccdes histologicas foram confeccionadas e coradas com 1) Azul
de Bromofenol para analises morfométricas e histopatolégicas; 2) Hematoxilina-Eosina para
analises morfologicas e semi-quantitativa do figado; 3) Xilidine Ponceau para deteccédo de

proteinas; 4) PAS para deteccdo de glicoconjugados; 5) Sudan-Black B para deteccdo de



103

lipidios; 6) Azul de Toluidina para deteccdo de mastocitos; 7) Azul da Prassia para detec¢do de
hemossiderina. Os itens 3 ao 7 foram realizados para anélises histoquimicas e analisou-se 2
individuos por grupo experimental. As laminas histoldgicas foram todas documentadas ao
fotomicroscdpio de campo claro (Microscopio Leica® - DM1000) e software (Leica Application
Suite V3.8 software).

6.2.2.1 Analises biométricas e morfométricas do figado

As analises biométricas foram realizadas a partir da determinacdo da massa corpérea
total dos girinos e dos figados coletados desses espécimes (N = 10 individuos por grupo
experimental). A partir desses dados calculou-se o indice hepatossomatico (IHS) em todos 0s

grupos experimentais, segundo a formula abaixo:

[IHS = (peso do figado/peso do girino) x (100)] Equacédo 1

As analises morfométricas foram realizadas a partir da contagem de células
melanomacrofagicas (individuais e agregadas) nas sec¢oes histologicas do figado dos animais
dos grupos experimentais (N = 5 individuos por grupo experimental) mediante pardmetros
previamente preestabelecidos (OLIVEIRA et al., 2016). Deste modo, foi realizada a contagem
das celulas melanomacrofagicas para confirmar ou refutar a hipotese de que essas aumentam
sua quantidade nos grupos expostos. Foram analisadas 10 secc¢des histoldgicas diferentes por

lamina, considerando-se a maior area tecidual observada na objetiva de 4x.

6.2.2.2 Analise semi-quantitativa do figado

Todos os grupos experimentais foram avaliados morfologicamente para averiguar as
alteracdes histopatoldgicas no figado dos espécimes (N =5 individuos por grupo experimental),
no qual analisou-se uma lamina por individuo em diferentes areas teciduais (campos de Vviséo),
com secgOes histologicas ndo sequenciais. A avaliacdo dessas alteracdes para analise semi-
quantitativa foi realizada a partir do protocolo de Bernet et al. (1999) e das alteracdes
histolégicas (lesdes no 6rgao) para figado de girinos de ra-touro de acordo com o estudo de
Oliveira et al. (2016), e em seguida calculou-se o indice de lesdo e o indice de lesdo total no
6rgao (BERNET et al. 1999), ponderando-se as médias e o erro padrdo entre os individuos de

cada grupo experimental.
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A anélise histopatolédgica no figado foi classificada por escores (a) variando de 0, 2, 4 e
6, dependendo do grau e extensdo da alteracdo, e pela importancia patoldgica (w) da leséo: 0 -
sem ocorréncia, 2 — pouca ocorréncia, 4 — moderada ocorréncia, 6 — severa ocorréncia
(OLIVEIRA et al., 2016). O fator de importancia foi estabelecido para cada lesdo observada na
analise qualitativa, dessa forma a importancia patologica da lesdo foi classificada em: (1)
importancia patolégica minima (o dano pode ser facilmente reversivel) - como hemorragia,
hemacias turgidas, edema intercelular, infiltracdo de hemécias, citoarquitetura dos hepatdcitos,
corpos de Mallory, corpos acidofilos, lipidose, hipertrofia, células melanomacrofagicas,
infiltracdo eosinofilica e infiltracdo leucocitaria; (2) importancia patolégica moderada (o dano
pode ser reversivel na maioria dos casos) - como congestdo sinusoidal, dilatacdo sinusoidal,
esteatose macrovesicular, picnose, apoptose, hiperplasia; e (3) importancia patoldgica severa

(dano irreversivel) - como necrose e granuloma.

6.2.3 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram previamente submetidas a homogeneidade das variancias
(teste de Bartlett) e testes de normalidade (teste de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov). E
depois submetidos ao teste One-Way ANOVA para dados paramétricos e seguido pelo teste de
comparagdo maltipla de Tukey-Kramer, ou ao teste de Kruskal-Wallis para dados ndo
paramétricos, seguido pelo teste de comparacdo multipla de Dunn. O nivel de significancia foi
de 0,05 e o programa utilizado para todas as analises estatisticas foi 0 GraphPad Prism versdo
5.0.

6.3 Resultados e Discussao

Os girinos apresentaram massa corporal entre 1,98 e 4,56 g (2,98 = 0,06 g, média £ DP)
e tamanho corporeo entre 5,5 cme 8,4 cm (7,25 £ 0,07 cm, média = EP). Durante o periodo de
exposicdo os espécimes foram monitorados duas vezes ao dia, no qual anotou-se a mortalidade
e 0 comportamento dos animais. Durante as 48 h de exposicdo aguda ndo foi observada
mortalidade em nenhum grupo experimental, contudo o padrdo comportamental dos animais
(nivel de atividade) mostrou-se alterado em um grupo experimental. O grupo exposto ao extrato
de piretro (P = 0.035; 12,5 + 4.1 %) apresentou um menor nivel de atividade em comparacao
ao grupo controle (38,5 + 8.8 %), evidenciando uma letargia nesses animais em virtude da

exposicdo a esse composto (GARCIA, 2018). O extrato de piretro apresenta efeitos
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neurotoxicos e isso pode ter acarretado em uma reducdo da atividade natatéria na coluna d’
agua dos girinos de ra-touro, o que no ecossistema poderia torna-los mais susceptiveis a
predacdo (WERNER; MORAN, 2008).

6.3.1 Andlises biométricas e morfométricas do figado

Os resultados do indice hepatossomatico dos espécimes dos grupos expostos (ACN =
4,4+0,2; PIR=4,34+£0,20; PVA=4,63 £ 0,32; NLS = 4,27 £ 0,23; NLS+PIR = 4,09 + 0,16)
em comparacdo ao grupo controle (4,4 + 0,24; média *+ erro padrdo) ndo evidenciaram
diferencas estatisticas significativas, bem como ndo foram averiguadas diferencas entre os
grupos experimentais (Kruskal-Wallis: H = 1,197; P = 0,9451) (Figura 1). Destaca-se que 0
grupo acetona foi incluido no delineamento experimental por ser o solvente do extrato de

piretro, sendo abordado como um grupo controle do inseticida botanico (P > 0,05).

Figura 1 - Indice hepatossomatico dos girinos de ra-touro (L. catesbeianus) entre o grupo controle e 0
grupo expostos. Teste de Kruskal Wallis seguido pelo pds-teste de comparagdo multipla de Dunn (P >
0,05). Letras diferentes representam diferenca significativa entre os grupos. Legenda: Letras diferentes
representam diferenca significativa entre os grupos experimentais (P > 0,05).
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Fonte: Autoria prépria (2019).

O IHS poderia fornecer informacdes de alteragdes no tecido hepatico que poderiam ser
correlacionadas com as analises histopatolégicas. A partir desses resultados e posterior analise
em nivel tecidual, verificou-se que os individuos ndo apresentaram hiperplasia e/ou hipertrofia,
hepéatica. Portanto, ndo foi detectada divisdo celular no tecido hepéatico que configurasse

hiperplasia, o que estd em consonancia com a auséncia do aumento da massa do figado (IHS).
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Adicionalmente, ndo foi observado aumento no tamanho ou volume dos hepatdcitos na analise
histopatoldgica por meio de biomarcadores morfoldgicos utilizados, confirmando auséncia de
hipertrofia do 6rgdo. O estudo de Oliveira et al. (2016) com girinos de ra-touro e nanoparticulas
de alginato-quitosana também n&o evidenciou alteragdo no indice hepatossomatico.

O resultado da contagem das células melanomacrofagicas com campo total de visdo
(Figura 1S — Material Suplementar) evidenciou um aumento significativo em dois grupos
experimentais em comparagdo com o grupo controle (Kruskal-Wallis: H= 92,28; P < 0,0001;
Figura 2). Tanto o grupo exposto ao PVA (187 + 6,43; média * erro padrao) que € o surfactante
utilizado na producdo das nanoparticulas, como 0 grupo exposto ao extrato de piretro
encapsulado nas nanoparticulas lipidicas sélidas (169 + 5,31) apresentaram um aumento de
aproximadamente 50% e 35% na quantidade total de células melanomacrofagicas no figado em
comparagdo com o grupo controle (125 * 3,46), respectivamente. Enquanto que 0s outros
grupos experimentais ACN (135 £ 4,26); PIR (133 + 2,70) e NLS (132 £ 2,72) néo

evidenciaram diferencas com o grupo controle (P > 0,05).

Figura 2 — Contagem de células melanomacrofagicas no figado dos girinos de ra-touro (L. catesbeianus)
em diferentes grupos experimentais. Teste de Kruskal Wallis seguido pelo pds-teste de comparacao
multipla de Dunn. Legenda: Letras diferentes representam diferenca significativa entre os grupos
experimentais (P < 0,05).
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Fonte: Autoria propria (2019).

Entretanto, os resultados entre 0s grupos experimentais evidenciaram que a
nanoparticula em associacdo com o inseticida botanico também apresenta diferenca entre o
extrato de piretro e as nanoparticulas isoladas (P <0,001), demonstrando que quando associados

— PIR e NLS - desencadeiam um aumento de aproximadamente 25% das células



107

melanomacrofégicas. Por outro lado, 0 PVA em comparacdo as NLS também evidenciou um
aumento de células melanomacrofagicas (P < 0,001) quando isolado, algo que ndo ocorre
quando utilizado na formulacdo de nanoparticulas.

Em todos os grupos experimentais (Figura 3) se observa que as células
melanomacrofagicas estdo dispersas por todo o tecido hepéatico, de forma isolada
(melanomacréfagos — MMs) ou formando agregados (centro melanomacrofagicos - CMMs),
apresentando formatos diferenciados, e sendo bem visiveis nas seccoes histoldgicas em virtude
da sua pigmentacdo preta-amarronzada. Dentre os principais pigmentos descritos nas células
melanomacrofagicas estdo a melanina, a hemossiderina e a lipofucsina que podem ser
detectados a partir de técnicas histoquimicas especificas (Figura 2S — Material Suplementar).

Os pigmentos sdo observados em forma de granulos nas CMM (Figura 3), onde o0s
granulos de melanina séo frequentemente visiveis em todos os tipos de coloragdes (Figura 2S
— Material Suplementar) por apresentarem uma tonalidade mais escura (preto-amarronzado),
sendo caracterizados como granulos elétron-licidos na microscopia eletrénica de transmissédo
(MET). Segundo Agius & Agbede (1984), a) o pigmento melanina parece ser derivado de
granulos de melanina fagocitados pela célula melanomacrofagica, e possui propriedades contra
radicais livres e danos oxidativos, possuindo grande afinidade com cations livres; b) O
pigmento hemossiderina apresenta granulos mais finos e sdo observados no citoplasma das
CMMs, que esté ligado a fagocitose de hemacias senis ou que sofreram hemdlise pelas CMM,
as quais irdo degradar a hemoglobina e armazenar ions de ferro; ¢) O pigmento lipofucsina
apresenta variados tamanhos, sendo provavelmente derivado da degeneracdo de mitocondrias
ou outros restos celulares de membranas a partir da peroxidacdo lipidica.

Os radicais livres e cations podem ser gerados pela peroxidacéo lipidica e fagocitose de
hemaécias, e assim a melanina das CMMs podem neutralizar seus potenciais efeitos e representar
um efeito protetivo (AGIUS; AGBEDE 1984; CAKICI, 2018).
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Figura 3 — Células melanomacrofagicas em diferentes formatos e tamanhos, frequentemente observadas
no figado dos girinos de ré-touro (L. catesbeianus) no estagio 25 de Gosner. A) Grupo controle; B)
Grupo controle acetona; C) Grupo exposto ao extrato de piretro; D) Grupo exposto ao surfactante; E)
Grupo exposto a nanoparticulas lipidicas sélidas; e F) Grupo exposto ao extrato de piretro encapsulado
em nanoparticulas lipidicas sélidas. Legenda: Células melanomacrofagicas (cmm). Coloragdo: Azul de
Bromofenol. A) Barra = 50um; B-F) Barra = 20pm.

P -

Fonte: Autoria prébria—(2019).

As células melanomacrofagicas foram descritas como células de defesa que sdo
encontradas em diferentes espécies de vertebrados, como peixes e anfibios. Estas apresentam
formatos variados, sdo completamente visiveis em trés dimensbes e frequentemente séo
utilizadas como biomarcadores de resposta imune (DANG et al., 2019; RIBEIRO et al., 2011).
Séo considerados agregados de fagocitos observados em diferentes 6rgdos como figado, rim,
baco e gbnada (STEINEL; BOLNICK, 2017), e seu citoplasma contém lisossomos,
mitocbndrias e detritos celulares (AGIUS; AGBEDE, 1984). Geralmente aumentam sua
frequéncia frente a exposicdo aos xenobiodticos (AGIUS; ROBERTS, 2003; RIBEIRO et al.,
2011) em decorréncia da sua resposta imunologica (DANG et al., 2019) e papel na
detoxificagdo (GRILLITSCH; SCHISEARI, 2010). Ademais, alguns estudos relatam que os
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CMMs apresentam uma ligagdo com resposta imune humoral (STEINEL; BOLNICK, 2017), e
outras fungdes sdo frequentemente relatadas como a fagocitose de hemacias, reciclagem de
ferro, fagocitose de parasitas e restos celulares (AGIUS; AGBEDE, 1984; AGIUS; ROBERTS,
2003).

Os estudos com Pelophylax bedriagae (Familia Ranidae) avaliaram um aumento da
quantidade de CMMs no baco desses anfibios expostos ao carbaril (grupo dos carbamatos)
(CAKICI, 2018). Nos estudos de Qualhato (2018) em peixes de Poecilia reticulata (Familia
Poeciliidae), expostas a nanoparticulas de 6xido de ferro evidenciou-se um aumento no nimero,
area e perimetro da CMMs presentes no figado. Portanto, o aumento do nimero das CMMs nos
grupos do PVA e da NLS+PIR evidenciam que 0s organismos desses grupos ativaram a resposta
imune em virtude da exposicdo. Ademais, percebe-se que somente com a nanoparticula
associada ao extrato de piretro obteve-se essa resposta, sugerindo um maior efeito do piretro
encapsulado do que ele livre. Por outro lado, o PVA sem estar quimicamente ligado as

nanoparticulas evidencia sua reatividade com o organismo.

6.3.2 Analise semi-quantitativa do figado

Os resultados morfolégicos do figado dos girinos de ra-touro (L. catesbeianus)
evidenciaram que tanto os animais do grupo controle (CTL e ACN) como 0s animais expostos
ao extrato de piretro, na sua forma livre (PIR) ou associado as nanoparticulas (NLS+PIR), bem
como das nanoparticulas (NLS) e do surfactante (PVA) apresentaram a citoarquitetura tipica da
disposicao tecidual dos hepatdcitos de anfibios, formando os acinos dos hepatdcitos, com
presenca de ductos biliares, vasos sanguineos, capilares sinusoides, hemécias e leucocitos, bem
como as células melanomacrofagicas (Figura 4). E possivel verificar que o citoplasma dos
hepatOcitos apresenta proteinas, glicoproteinas e glicoconjugados (Figura 2S — Material

Suplementar).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Poeciliidae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Poeciliidae
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Figura 4 - Viséo geral do figado de girinos de ra-touro (L. catesbeianus) no estagio 25 de Gosner com
seccOes histologicas dos diferentes grupos experimentais. A) Grupo controle; B) Grupo controle
acetona; C) Grupo exposto ao extrato de piretro; D) Grupo exposto ao surfactante; E) Grupo exposto a
nanoparticulas lipidicas sélidas; e F) Grupo exposto ao extrato de piretro encapsulado em nanoparticulas
lipidicas solidas. Legenda: hepatécitos (he) e seus nicleos (evidenciado pelas setas brancas), os ductos
biliares (db), vasos sanguineos (vs), capilares sinuséides (S) contendo heméacias (hm) em seu interior,
edsinofilos (e), células melanomacrofagicas isoladas ou formando centro (cmm), esteatose
macrovesicular (em), e a lipidose foi frequente em todos 0s grupos experimentais (evidenciado pela seta
preta). Barra = 50 um.
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Fonte: Autoria propria (2019).
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Nos corddes dos hepatdcitos ndo foram observadas algumas alteracdes histopatologicas
no tecido como leséo vascular ou degeneracdo hepatocelular; contudo foi observada a lipidose
(microlipidose) frequente em todos os grupos experimentais (Figura 4) e, portanto, ndo foi
avaliada como uma alterag&o histopatoldgica.

A lipidose é representada pelos granulos ou pequenos vacuolos ndo corados pela
hematoxilina-eosina no citoplasma dos hepatdcitos, porém comprovada a partir de coloracéo
especifica para lipidios (Figura 2S — Material Suplementar), Sudan Black-B tem marcacao
positiva no citoplasma dos hepatdcitos em todos grupos experimentais. Essa caracteristica
tecidual observada provavelmente estd correlacionada ao aumento do contetdo lipidico no
6rgdo em virtude do tipo de alimentacdo com excesso desse composto, o qual acumula-se no
tecido hepéatico em virtude do metabolismo desses individuos (HANDY et al., 1999).
Provavelmente, esses espécimes estavam sendo submetidos a uma dieta nutricional rica em
lipidios e, apds coletados do ranario, passaram a ser alimentados com espinafre organico nas
condigdes laboratoriais, porém ndo houve tempo suficiente para a retomada do metabolismo de
forma a eliminar a lipidose.

Na analise histopatoldgica comparativa do figado dos grupos controles com 0s grupos
expostos, foram definidos os biomarcadores morfologicos que compdem conjuntamente o
padrdo de lesdo no 6rgdo. Esses biomarcadores foram classificados de acordo com sua
importancia patoldgica e 0 grau e extensdo da alteracdo no orgao de analise. Algumas lesdes
como: hemorragia, edema intercelular, citoarquitetura dos hepatdcitos, corpos de Mallory,
corpos acidofilos, hipertrofia, hiperplasia, picnose, apoptose, necrose, nao foram observadas na
analise qualitativa nos grupos experimentais do presente trabalho, e, portanto, ndo foram
utilizadas no calculo do indice total da lesdo do 6rgéo.

Em contrapartida, outras alteracGes foram observadas nos grupos experimentais como:
hemécias tdrgidas, infiltracdo de hemadcias, congestdo sinusoidal, dilatacdo sinusoidal,
infiltracdo eosinofilica, infiltracdo leucocitaria, células melanomacrofagicas, granuloma e
esteatose macrovesicular. Na Figura 5 € possivel observar essas alteracbes que foram
verificadas no figado dos girinos de rd-touro, exceto a esteatose macrovesicular que esta

evidenciada posteriormente na Figura 8.
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Figura 5 — Fotomicrografias evidenciando as lesGes no 6rgao que foram observadas no figado de girinos
de ré-touro (Lithobates catesbeianus) expostos ao extrato de piretro livre e encapsulado, a nanoparticulas
lipidicas solidas e ao surfactante das nanoparticulas. A) Hemacias turgidas; B) Infiltragdo de hemécias;
C) Congestdo sinusoidal; D) Dilatagdo sinusoidal; E) Infiltracdo eosinofilica; F) Infiltracdo leucocitéria,
G) Células melanomacrofagicas; H) Granuloma.
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Na Figura 5A observa-se que algumas hemécias se encontram turgidas, e que
provavelmente sofrerdo futura hemolise (YAMAMOTO et al., 2014). Apds a andlise semi-
quantitativa esse parametro ndo evidenciou alteracoes significativas (Figura 6A) entre 0s grupos
experimentais e o grupo controle (Kruskal-Wallis: H = 32,18; P > 0,05). A diferenga estatistica
entre a acetona com 0s grupos das nanoparticulas ndo é uma diferenca comparavel (P < 0,05),
visto que a acetona é utilizada como solvente do extrato de piretro e na formulagdo
nanocarreadoras o inseticida botanico e dissolvido em outro solvente (cloroférmio), o qual é
evaporado durante sua producédo. Por outro lado, a diferenca significativa do extrato de piretro
livre (0,8 + 0,33; média + erro padrdo) com ele associado as nanoparticulas (4,4 £ 0,65; P <
0,001) deve ser considerada ao final das analises.

Na figura 5B visualiza-se ao lado direito uma infiltracdo de heméacias imaturas e em
processo de diferenciacdo, este parametro quintuplicou nos grupos expostos ao PVA (4,0 =
0,42) e quadriplicou nas NLS+PIR (3,2 + 0,68) em comparagdo com o grupo controle (0,8 +
0,33; Kruskal-Wallis: H = 18,85; P = 0,002; Figura 6B). Em girinos de ré-touro a eritropoiese
ocorre principalmente no figado (MANIATIS; INGRAM, 1971), sendo estimulada pela
exposicdo a xenobioticos (BARNI et al., 2007). Geralmente, as células eritroides s&o
observadas proximo aos vasos sanguineos (MANSO de ABREU et al., 2009).

Na figura 5C percebe-se que o limen do sinusdide esta completamente ou muito
ocupado por hemacias, evidenciando uma congestdo sinusoidal no parénquima hepatico. Na
figura 5D é possivel visualizar que algumas regides do sinusdides estdo dilatadas, essa dilatacdo
sinusoidal pode estar preenchida por diferentes células (ex. hemacias) ou somente estarem
dilatadas em virtude de uma congestdo sinusoidal. A congestdo e dilatacdo sinusoidal foram
frequentes nos grupos expostos surfactante e as nanoparticulas livres e associadas ao inseticida
boténico. Na congestédo sinusoidal o PVA (8,8 + 1,0); NLS (10,4 + 0,65) e NLS+PIR (10,4 £
0,65) foram aproximadamente duas vezes maiores que os grupo controle (4,0 £ 0,0; Kruskal-
Wallis: H = 35,93; P < 0,0001; Figura 6C), enquanto que na dilatacdo sinusoidal o PVA (9,6 +
0,65); NLS (10,4 + 0,65) e NLS+PIR (10,4 + 0,65) também apresentaram diferenca significativa
com o grupo controle (4,8 £ 0,53; Kruskal-Wallis: H = 31,83; P < 0,0001; Figura 6D) com
aproximadamente o dobro dessa leséo.

A congestdo e a dilatacdo sinusoidal no tecido hepéatico foram previamente relatadas em
outros estudos com espécies anfibias, como o estudo de Cakici (2015) em Bufotes variabilis
(Familia - Bufonidae) expostos ao carbaril (grupo carbamato) e nos estudos de Paunescu et al.
(2012) com Pelophylax ridibundus (Familia - Ranidae) expostos ao talstar 10EC (bifentrina —

grupo piretréide). Dentro dos sinusdides é possivel evidenciar o acimulo de hemécias e até
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mesmo sua aglutinagdo, bem como infiltrados de leucocitos e outras células ou detritos
(PAUNESCU et al., 2012). A aglutinacio de hemdcias, congestdo venosa, o infiltrado
leucocitario ou outros tipos celulares também foram visualizados no presente trabalho (Figura
4), sendo que a infiltracdo de leucdcitos também foi analisada semiquantitativamente. A
congestéo e dilatacdo sinusoidal geralmente estdo associadas a uma alteragdo no fluxo venoso
normal no figado, podendo até mesmo desencadear uma atrofia do 6rgédo (KAKAR; KAMATH;
BURGART, 2004), o que ndo foi observada no presente estudo.

A frequéncia de hemécias turgidas (Figura 6A), o aumento de infiltracdo de hemacias
precursoras (Figura 6B), a congestdo sinusoidal com hemacias (Figura 6C), bem como o
aumento na quantidade de heméacias (Capitulo I1), sdo todas alteracGes observadas no grupo das
nanoparticulas lipidicas sélidas associadas ao piretro, as quais provavelmente estdo
relacionadas ao efeito da exposicdo as NPs e evidenciam uma resposta do individuo frente a
esse xenobiotico, com o intuito de compensar as alteragGes fisiologicas no 0Orgéo.
Primeiramente, um aumento na frequéncia de hemécias nesse grupo pode ser em decorréncia
da intensificacdo do suprimento de oxigénio (GATTEN; BROOKS, 1969), ademais devido ao
indicativo de pré-hemdlise a partir das hemécias turgidas e a indicacdo positiva de
hemossiderina nas células melanomacrofagicas (Figure 2S — Material Suplementar), bem como
a verificacdo de infiltrado de hemécias imaturas nos capilares sinusoides e divisdo celular de
eritrocitos nas analises sanguineas (Capitulo 1), indicam assim a indugéo de eritropoiese para
compensar a perda de hemécias circulantes ou até mesmo de hemécias senis que nao estao
sendo fagocitadas pelas CMM, pois estas podem estar participando de outras vias de

desintoxicacéo.
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Figura 6 — Indice de les&o para alteracéo histolégica no figado de girinos de ra-touro (L. catesbeianus)
submetidos a exposicao aguda de 48 h. A) Hemécias turgidas; B) Infiltracdo de hemécias; C) Congestdo
sinusoidal; D) Dilatagdo sinusoidal. Teste de Kruskal Wallis seguido pelo pds-teste de comparacdo
maltipla de Dunn. Legenda: Letras diferentes representam diferenca significativa entre os grupos
experimentais (P < 0,05).
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Fonte: Autoria prépria (2019).

A figura 5E evidencia a infiltracdo eosinofilica, onde varios eosinofilos sdo encontrados
proximos uns aos outros. Na Figura 7A é possivel verificar que infiltracdo eosinofilica foi nove
vezes maior no grupo das NLS+PIR (3,6 £ 0,78) em comparagdo com o grupo controle (0,4 £
0,27; Kruskal-Wallis: H=12,47; P <0,03;). Nas analises sanguineas (Capitulo Il) os eosinofilos
também foram frequentes nesse grupo, esses resultados indicam que as nanoparticulas com o
ingrediente ativo desencadearam uma resposta imune a partir do recrutamento de eosinofilos.

Contudo, na andlise de infiltracdo leucocitaria no parénquima hepatico (Figura 5F) é
possivel verificar a presenca de leucdcitos, principalmente eosinéfilos, linfocitos e mondcitos
nos grupos experimentais, exceto no controle. Na Figura 7B observa-se que 0s grupos expostos
ao PVA (4,8 £0,33); NLS (4,4 £ 0,5) e NLS+PIR (4,8 £ 0,53) tiveram aproximadamente cinco
vezes mais infiltrados leucocitarios que o grupo controle (0 £ 0; Kruskal-Wallis: H = 36,43; P
< 0,0001), evidenciando a ativacao do sistema imune desses animais. O estudo com Clarias
gariepinus (Familia Clariidae) com nanoparticulas de prata em diferentes concentracdes (25,
50 e 75 mg.L?) evidenciou infiltragdo leucocitaria no figado de todos os grupos expostos
(SAYED; YOUNES, 2017). Na literatura ndo se encontram relatos de infiltracdo leucocitaria
no figado de anfibios expostos a nanoparticulas, sendo importante que mais pesquisas

nanotoxicologicas em populacgdes anfibias sejam realizadas.
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As células melanomacrofagicas podem ser frequentemente observadas nas anélises,
exibindo diferentes formatos, tamanhos e grénulos (Figura 5G). Na anélise histopatoldgica ndo
foram observadas diferencas estatisticas significativas entre os grupos experimentais (Kruskal-
Wallis: H = 12,45; P > 0,05), porém na analise morfométrica (Item 6.3.1) verifica-se que 0s
grupos expostos ao PVA e as NLS+PIR apresentam um aumento de CMM no tecido hepatico.
Fenoglio et al. (2005) relatou que aguas contaminadas com diferentes xenobidticos ativou o
aumento de células melanomacroféagicas no figado de Rana esculenta (Familia Ranidae), bem
como evidenciou altera¢cdes nos granulos dos pigmentos dessas células. Bach et al. (2018)
relataram um aumento de CMMs, de congestdo e dilatacdo sinusoidal no figado de girinos de
Leptodactylus latrans (Familia Leptodactylidae) expostos a concentrag@es de glifosato. Esses
resultados demonstram que as células melanomacrofagicas agem de forma protetiva ativando a
resposta inflamatdria frente a exposicdo aos xenobidticos.

O granuloma foi uma alteragdo praticamente inexistente nos grupos experimentais
(Kruskal-Wallis: H = 10,72; P > 0,05, Figura 7D), sendo sua morfologia evidenciada na Figura
5G, este pode-se apresentar em diferentes graus de diferenciacdo, mas geralmente observa-se
grande quantidade de células inflamatorias e do sistema imune ao seu redor, principalmente
leucocitos eosinofilicos (RUBEN; STEVENS, 1970).

Figura 7 — Indice de lesdo para alteracio histologica no figado de girinos de ré-touro (L. catesbeianus)
submetidos a exposicdo aguda de 48 h. A) Infiltracdo eosinofilica; B) Infiltracao leucocitaria; C) Células
melanomacrofagicas; D) Granuloma. Teste de Kruskal Wallis seguido pelo pds-teste de comparacédo
multipla de Dunn. Legenda: Letras diferentes representam diferenca significativa entre os grupos
experimentais (P < 0,05).
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A esteatose macrovesicular (Figura 8) foi frequente no figado do grupo exposto ao extrato
de piretro (4,8 + 1,0), porém ndo foi observada diferenca estatistica significativa com o grupo
controle (1,6 = 0,65; Kruskal-Wallis: H = 10,54; P > 0,05). Nota-se na Figura 5H que a esteatose
macrovesicular ndo é corada com Hematoxilina-Eosina, diferente das hemacias turgidas que
séo coradas com HE. Qualhato et al. (2018), observou em peixes (Poecilia reticulata) expostos
a nanoparticulas de 6xido de ferro tem um aumento da esteatose micro e macrovesicular nos
individuos, sendo a macrovesicular a mais frequente. Essa alteracdo representa que o
metabolismo lipidico do individuo esté totalmente desregulado (QUALHATO et al., 2018), o

que pode conduzir a problemas na performance e sobrevivéncia dos individuos.

Figura 8 - Secgdo histoldgica do figado de girinos de ra-touro (L. catesbeianus) no estagio 25 de Gosner
evidenciando a esteatose macrovesicular que foi frequente no grupo exposto ao extrato de piretro, porém
sem diferenca significativa. Teste de Kruskal Wallis seguido pelo pds-teste de comparacdo multipla de
Dunn. Legenda: hepatécitos (he) e seus nucleos (evidenciado pelas setas brancas), capilar sinuséide (S)
contendo hemécias (hm) em seu interior, células melanomacrofagicas (cmm), esteatose macrovesicular
(evidenciado pela seta preta). Coloragdo: Hematoxilina-Eosina. Barra = 50 um. Letras diferentes
representam diferenca significativa entre os grupos experimentais (P > 0,05).
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A analise do indice total de lesdo do 6rgdo dos anfibios (Figura 9) evidenciou que todos
0s grupos expostos (PIR - 34 £ 0,84; PVA - 37,2+ 1,77; NLS - 42,4 + 1,76; NLS+PIR - 43,6
+ 2,68) apresentaram alteracGes histopatologicas no figado em comparacdo com o controle
(16,4 £ 1,0; Tukey: F = 32,73; r2=0,76; P < 0,0001; df = 5), indicando que mesmo o piretro
ndo tendo evidenciando diferencas significativas nos biomarcadores quando estes sao
analisados de forma isolada, no somatério do indice total, esse grupo também apresentou efeitos
hepatotdxicos. Uma explicacdo plausivel é que esse composto é altamente lipofilico, e dessa
forma consegue atravessar as membranas celulares e serem rapidamente absorvidos, mesmo
em baixas concentracdes (PAUNESCU et al., 2012).
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Figura 9 — indice total de lesdo para alteracio histologica no figado de girinos de ri-touro (L.
catesbeianus) submetidos a exposicdo aguda de 48 h. Anova um fator seguido pelo pés-teste de Tukey
de comparacdo multipla. Legenda: Letras diferentes representam diferenca significativa entre os grupos
experimentais (P <0,01).
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Ademais, verifica-se que o indice total do 6rgdo no grupo experimental do extrato de
piretro (34 + 0,84) foi estatisticamente diferente do grupo das nanoparticulas associadas ao
piretro - NLS+PIR (43,6 = 2,68), no nanocarreador observa-se um aumento de 35% do indice
de lesdo no figado quando comparado ao extrato de piretro na sua forma isolada (P <0,01). A
concentracdo do extrato de piretro (80 pg.L?) utilizada nesse bioensaio toxicoldgico com
girinos de rd-touro e préxima da concentragdo (110 pg.L™?) encontrada no Cérrego do Cintra
(Botucatu-SP) de cipermetrina (piretréide tipo Il) na agua desse cdrrego que possui atividades
agricolas nas redondezas (BELLUTA et al., 2010). O extrato de piretro na sua forma livre e
encapsulado em nanoparticulas, pode desencadear toxicidade no figado desses animais, porém
quando encapsulado verifica-se uma maior citotoxicidade no 6rgdo de analise nessa espécie.

Os resultados histopatologicos evidenciaram que o figado € um importante 6rgao de
estudo, em virtude do seu papel na desintoxicacdo, biotransformacdo e excrecdo de
xenobioticos. As alteracdes histologicas representam os efeitos toxicos desses compostos nos
hepatocitos (SOUFY et al., 2007), evidenciando a sensibilidade do figado em ser utilizado como
biomarcador na analise de lesio do 6rgdo (PAUNESCU et al., 2012). Os piretroides e seu
potencial efeito toxico precisam ser estudados em anfibios para compreender melhor sua
toxicidade e mecanismos de a¢do nos organismos, visto que em anfibios estes parecem ser
menos toxicos do que para peixes (SCHLEIER; PETERSON, 2011).

O surfactante provavelmente esta correlacionado com as respostas hepatoldgicas,

segundo Nafee et al. (2009), os componentes utilizados na formulagdo dos nanocarreadores
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podem influenciar na toxicidade e nas suas intera¢fes quimicas com o organismo. O PVA é um
polimero ndo ibnico que atua como surfactante e adsorve em uma superficie hidrofobica ou
hidrofilica (FEKY et al, 2010). No presente estudo, o PVA hidrolisado provavelmente foi
absorvido pelo girino, atingiu o sistema porta hepatico e desencadeou diversas alteracdes
histolégicas nos hepatocitos, bem como foi transportado pelo sistema circulatério, onde
potencialmente adsorveu compostos circulantes e desencadeou hepatotoxicidade nos
individuos desse grupo. Ademais, o PVA que ¢ utilizado no preparo das nanoparticulas ndo
evidenciou alteracGes estatisticas entre ele e as NPs, evidenciando que a citotoxicidade das
nanoparticulas pode ndo estar correlacionada ao surfactante. Destaca-se que o PVA foi o Gnico
grupo que evidenciou mastocitos na analise histoquimica (Figura 2S — Material Suplementar),
essas células estdo correlacionadas ao processo de modulacdo da resposta inflamatéria (SILVA
etal., 2011).

O sistema nanocarreador isolado possui sitios reativos capazes de mudar seu sistema de
interacdo por ndo possuir nenhum ingrediente ativo encapsulado. Esses sitios reativos poderiam
interagir com moléculas orgénicas do organismo, induzindo toxicidade nos seres vivos.
Contudo a escala nanométrica pode estar amplificando esses efeitos nas nanoparticulas em
virtude da facilidade em atravessar membranas biologicas. Os nanomateriais possuem
caracteristicas como alta reatividade celular, capacidade de penetracdo celular e maior
biodisponibilidade no organismo (JEEVANANDAM et al., 2018), o que representa beneficios
na area médica, porém na area ambiental torna-se um problema a ser resolvido, pois pode
desencadear toxicidade em organismos ndo-alvos.

Portanto, esse estudo nanotoxicoldgico contribui para melhor compreensdo das
alteracdes que as nanoparticulas e seus componentes podem desencadear no figado de anfibios
juvenis, evidenciando a possibilidade de novos estudos serem realizados em anfibios, visto que
0s dados na literatura sdo escassos. A partir desse estudo e de outros estudos nanotoxicolégicos
as informacGes poderdo ser utilizadas na proposicao de leis e regulamentacdes, a fim de reduzir

0S riscos e impactos ambientais.

6.4 Conclusoes

Conclui-se que a exposicdo ao inseticida botanico e as nanoparticulas ativaram a
resposta imune nos girinos de ré-touro, evidenciando o potencial citotdxico desses compostos,
bem como destacando a responsividade do figado como 6rgdo de analise. Ademais, constata-

se que as nanoparticulas associadas ao piretro apresentaram um maior efeito do inseticida
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boténico na sua formula encapsulada do que na sua forma livre, pois na maioria dos parametros
de andlise as alteragcdes foram significativas estatisticamente. Portanto, dessa forma, que as
espécies anfibias sdo responsivas a exposicdo a inseticidas botanicos e a nanopesticidas,
evidenciando que a exposicdo aguda desses organismos no ambiente acarretaria em efeitos
subletais. Contudo é importante que estudos crénicos sejam realizados para melhor averiguar a
toxicidade desses nanomateriais e a potencial interferéncia na sobrevivéncia, desenvolvimento

e performance (fitness) dessas populagdes.
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Material Suplementar

Figura 1S — Visdo geral do figado dos girinos de ré-touro (L. catesbeianus) no estagio 25 de Gosner em
diferentes grupos experimentais utilizado para contagem de células melanomacrofagicas. A) Grupo
controle; B) Grupo controle acetona; C) Grupo exposto ao extrato de piretro; D) Grupo exposto ao
surfactante; E) Grupo exposto a nanoparticulas lipidicas solidas; e F) Grupo exposto ao extrato de piretro
encapsulado em nanoparticulas lipidicas sélidas. Legenda: Células melanomacrofagicas evidenciados
pelas setas pretas. Coloracdo: Azul de Bromofenol. Barra = 500um.
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Fonte: Autoria propria (2019).
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Figura 2S — Seccdes histologicas do figado de girinos de ra-touro (L. catesbeianus) no estagio 25 de
Gosner evidenciando um padrdo histoquimico em todos os grupos experimentais. A) Xilidine Ponceau:
mostrando a presenca proteinas nas células melanomacrofagicas e a auséncia nos granulos de lipidose;
B) Azul de Bromofenol: mostrando a presenca proteinas no citoplasma dos hepatécitos; C) PAS (Acido
Periddico de Shiff): evidenciando a presenca de glicoproteinas e glicoconjugados no citoplasma dos
hepatdcitos, auséncia nos granulos de lipidose e coloracdo caracteristica dos granulos de melanina; D-
E) Sudan Black-B: evidenciando a presenca de lipidios nos granulos de lipidose nos hepatdcitos e
marcacdo positiva para lipidios nas células melanomacrofagicas (indicativo de lipofucsina); F) Azul da
Prussia: evidenciando a presenca de hemossiderina nas células melanomacroféagicas; G e H) Azul de
Toluidina: evidenciando nucleos visiveis pela ligagdo com acidos nucléicos e a presenca de mastocitos
no grupo do surfactante (PVA). Legenda: he — hepatocitos; n — nacleo; cmm - células
melanomacrofagicas; m — mastdcitos, seta preta — marcagdo positiva e seta branca — marcacéo negativa
para diferentes técnicas histoquimicas. Barra = 20 um.
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Fonte: Autoria propria (2019).
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7. CONSIDERACOES E CONCLUSOES

Os estudos nanotoxicolégicos com organismos ndo-alvos precisam ser considerados no
momento da proposicdo de novas formulagcbes em escalas nanométricas. A area da
nanotecnologia cresceu muito nas ultimas décadas e diferentes produtos sdo comercializados e
utilizados no dia-a-dia, porém pouco se sabe sobre a toxicidade e mecanismo de acdo desses
compostos no meio ambiente e sobre a biodiversidade, sendo essencial que mais estudos sejam
realizados para que todas as duvidas sejam sanadas.

Os nanomateriais podem atingir os diferentes compartimentos ambientais a partir da sua
utilizacdo e descarte, e assim podem ser absorvidos por diferentes espécies de vertebrados e
invertebrados. Mundialmente as espécies de invertebrados mais ameacada sdo as abelhas,
enquanto que do lado dos vertebrados sdo os anfibios. Alguns fatores do declinio dessas
espécies podem ser iguais, como as infeccOes parasitarias, a fragmentacdo de habitats ou a
exposi¢do aos agrotoxicos. Ademais, ambas as espécies sdo encontradas proximas aos campos
agricolas, podendo facilmente entrarem em contato com nanopesticidas ou inseticidas
boténicos. Nesse contexto, percebe-se a necessidade de averiguar a toxicidade desses
compostos nessas populacdes a fim de garantir a integridade dos ecossistemas.

Os resultados evidenciaram a potencialidade do sistema carreador para o inseticida
botanico, mostrando que a formulacdo apresentou alta eficiéncia de encapsulacdo (> 99%),
formato esférico das nanoparticulas e estabilidade fisico-quimica durante 120 dias. Abaixo
estdo representados os valores médios do parametros fisico-quimicos monitorados em funcéo
do tempo (Tabela 1), no qual verifica-se que as nanoparticulas com o piretro encapsulado
apresentaram menor didmetro médio do que as nanoparticulas isoladas, e que estas (NLS)
promoveram a estabilidade da formulacdo em condic¢des naturais, possibilitando a utilizacdo no

campo desse inseticida botanico (PIR) que € instavel no meio ambiente.

Tabela 1 — Caracterizagdo de NLS and NLS+PIR and média dos parametros fisico-quimicos em fungéo
do tempo (0 — 120 dias).

PARAMETROS NLS NLS+PIR
Diametro (nm) 324 258
indice de Polidispersdo (PDI) 0,19 0,11
Potencial Zeta (mV) -11 -10
pH 5,3 5,6
Concentrago de particulas (x10'?) 1,72 1,82

Morfologia Esférica Esférica

Eficiéncia de encapsulacao (%0) - >99

Fonte: Autoria propria (2018).



124

Os resultados das formulagfes nanocarreadoras mostraram-se Otimas quanto a
potencialidade da utilizacdo de nanoparticulas lipidicas solidas como carreadores do extrato de
piretro, promovendo a estabilidade do piretro em condi¢des naturais e garantindo a utilizacéo
de nanopesticidas nos campos agricolas.

O teste de sobrevivéncia em abelhas evidenciou que o extrato de piretro e a deltametrina
na maior concentragdo (10 ng.uL™?) apresentaram uma reducdo na longevidade, sendo que o
piretréide foi muito mais citotéxico que todos 0s outros grupos experimentais. Enquanto que
na exposicdo aguda (48 h) as nanoparticulas isoladas e o inseticida botanico (10 ng.uL™?)
causaram alteracBes morfolégicas no intestino medio das abelhas. Esses grupos apresentam um
indice total de lesdo no 6rgdo, o qual foi maior que todos os outros grupos experimentais. As
nanoparticulas associadas ao piretro ndo mostraram alteracbes morfoldgicas significativas e
foram consideradas seguras para abelhas na exposicao aguda. Nas abelhas o surfactante (PVA)
e o solvente (Acetona) também foram testados e os resultados das anélises morfoldgicas foram
similares ao controle, indicando auséncia de toxicidade.

Nos bioensaios de exposi¢cdo aguda em girinos de ré-touro se observou um aumento de
eosindfilos nos grupos de NPs e de basofilos no extrato de piretro nas analises hematologicas;
por outro lado, todos 0s grupos expostos apresentaram anormalidades nucleares eritrociticas,
como presenca de micronucleo e danos no DNA a partir das analises genotoxicas. Na avaliacao
histopatoldgica do figado, os individuos dos grupos expostos as nanoparticulas isoladas e com
piretro encapsulado, bem como ao surfactante (PVA), apresentaram lesdes no orgao, dentre elas
destaca-se a congestdo sinusoidal e a infiltracdo leucocitaria. Contudo, no indice total de leséo
no Orgdo o extrato de piretro, juntamente com 0s outros grupos expostos (PVA, NLS e
NLS+PIR), evidenciaram um aumento significativo do indice de lesdo no figado quando
comparados com o controle (P < 0,0001). O grupo acetona também ndo evidenciou diferenca
estatistica com o grupo controle nos anfibios, sendo assim considerado um segundo controle
dentro do delineamento experimental e discussdo dos dados.

No Quadro 1 esta evidenciado um resumo sintético dos resultados observados para 0s
diferentes biomarcadores utilizados para avaliar a toxicidade em abelhas e girinos de anfibios,
a partir de diferentes grupos experimentais. As abelhas e o0 girinos sdo considerados organismos
bioindicadores, ou seja, estes respondem a alteracGes que ocorrem no meio. Estas alteracGes
podem ser avaliadas por meio de diferentes niveis de biomarcadores, como moleculares,
celulares, teciduais, fisiologicos ou em drgdos de um organismo (LAM; GRAY, 2003). Na

tabela encontram-se os biomarcadores que tiverem alteracOes estaticamente significativas (P <
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0,05) nos grupos expostos comparando-0s com seus respectivos controles e que foram

discutidos nos trés capitulos anteriores que compdem os resultados da presente tese.

Quadro 1 — Resumo dos resultados observados nos grupos expostos a partir de diferentes niveis de
biomarcadores, quando comparados com seus respectivos controles em abelhas (Apis
melliferaAfricanizada) e girinos de rd-touro (Lithobates catesbeianus), e apresentaram resultado
significativo.

Biomarcadores PIR PVA NLS NLS+PIR
Molecular
Eritrocitos com anormalidades A i 4 4
nucleares?
Dano no DNA? 4 4 4 4
Celular
Liberacéo de célulast - - 4 ;
Secregdo apocrinat - - 4 A
Vacuolizagéo! 4 - - -
Hemacias? - - -

— —>

Leucdcitos? 4 - 4

Hiperplasia e Hipertrofia2 - - - -

Células melanomacrofagicast - 1) - 4
Infiltracdo eosinofilica? - - - 4
Infiltragdo leucocitaria - 4 4 4

Granuloma? - - - -

Esteatose macrovesiular? - - - -

Hemacias turgidas? - - - -

Infiltragdo eritrocitica? - 4 - 4

Congestao e Dilatacéo sinusoidal? - T ? ?
Tecidual

Tecido epitelial do intestino! 4 - 4 -

Tecido hematopoiético? 4 - 4 4

Parénquima hepético e vasos
sanguineos? t t ? ?

Legenda: 1 — representa os biomarcadores utilizados em abelhas, e 2 — representa os biomarcadores utilizados em
anfibios.
Fonte: Autoria propria (2019)
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A nivel molecular foi analisado os efeitos genotdxicos nos anfibios, que evidenciaram
que as nanoparticulas e o extrato de piretro desencadearam respostas nos anfibios. Os efeitos
genotdxicos podem indicar uma futura morte celular, o que seré prejudicial aos animais e sua
sobrevivéncia dependendo do seu grau de intensidade.

A nivel celular verifica-se que nas abelhas a toxicidade das nanoparticulas isoladas e do
extrato de piretro; enquanto que nos anfibios todos os grupos evidenciaram toxicidade, porém
0 grupo de individuos expostos as NLS+PIR evidenciou mais alteracbes no parénquima
hepatico, como aumento de infiltracdo eritrocitica e eosinofilica no figado, e aumento da
frequéncia de células melanomacrofagicas do que 0s outros grupos experimentais. Em seguida,
as NLS foram as que mais desencadearam alteracGes hepatoldgicas, porém nem todos os efeitos
foram observados no grupo exposto ao PVA.

A nivel tecidual, o inseticida boténico foi menos toxico do que as nanoparticulas nos
anfibios, evidenciando que para vertebrados aquéaticos os nanopesticidas podem ser mais
perigosos, do que para espécies terrestres, como as abelhas. Nos anfibios, também foi avaliado
biomarcadores em nivel de 6rgao, no qual o figado desses animais foi analisado externamente
e morfologicamente, no qual verificou-se que 0 mesmo € uma importante via de resposta em
espécies expostas a esses compostos devido a sua funcdo na biotransformacao dos xenobidticos.
Existem vérias vias de contato das espécies com 0s nanomateriais, 0s quais podem ser
absorvidos com maior ou menor facilidade e desencadear diferentes vias de resposta.

A maior parte de internalizacdo das NPs pela célula ocorre por vias endociticas, atraves
de endossomos, lisossomos, caveolinas ou clatrinas (MOORE, 2006). Apos absorvidas podem
desencadear diferentes respostas, como a ativacdo do sistema imune que podem remover as
NPs rapidamente ou podem desencadear um processo inflamatério (KONONENKO et al.,
2015). Dentre as respostas de imunotoxicidade destacam-se hemolise, leucocitose, coagulagédo
e estresse oxidativo (DOBROVOLSKAIA et al., 2015). Outras vias sdo a ativacao de respostas
citotoxicas e genotoxicas, isso ocorre principalmente em virtude da propriedade das
nanoparticulas (SAJID et al., 2014), as quais irdo interagir com proteinas das matrizes
biolégicas ou com o sistema imune (DOBROVOLSKAIA et al, 2015). Nesse estudo, verificou-
se que as nanoparticulas desencadearam citotoxicidade em ambos os organismos de estudos,
bem como a ativacdo do sistema imune e genotoxicidade nos anfibios.

Nas abelhas os bioensaios de toxicidade aguda evidenciaram que o nanopesticida foi
mais seguro do que o inseticida botanico e as nanoparticulas isoladas. As nanoparticulas
isoladas mostraram-se mais tdéxicas nos insetos, sendo necessario mais biomarcadores e

concentragdes realisticas de campo para avaliar a toxicidade do composto na natureza.
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O PVA é um surfactante que provavelmente foi absorvido pelo organismo dos animais
e depois em virtude das suas propriedades adsorventes pode ter se ligado a uma proteina celular,
0 que causou reatividade e alteracdes histopatologicas. As nanoparticulas isoladas sdo mais
reativas e, portanto, mudam seu comportamento no sistema bioldgico, o que desencadeou a
citotoxicidade nas espécies. Outro detalhe, que em funcdo do tempo as NLS agregam com mais
facilidade do que as nanoparticulas associada, o0 que ndo foi o caso no presente estudo, pois as
formulacbes eram recém-preparadas, mas € algo que deve ser considerado no campo. E
importante salientar ainda que como as NLS+PIR apresentam maior toxicidade no figado dos
girinos, isso pode evidenciar que o extrato de piretro quando encapsulado tem um efeito
hepatotoxico maior, o que pode ser devido a formulacdo, seus componentes e escala
nanométrica. Essa hipOtese precisa de estudos adicionais para ser comprovada, como por
exemplo outros biomarcadores e estudos crénicos.

Como previsto na hipdtese desse estudo as nanoparticulas lipidicas solidas foram
efetivas como sistemas carreadores do extrato de piretro, aléem do mais induziu menos efeitos
nas abelhas do que o extrato de piretro livre e as nanoparticulas isoladas. Contudo nos girinos
de ra-touro, todos os compostos (extrato de piretro, nanoparticulas lipidicas sdlidas,
nanoparticulas associadas ao piretro e o surfactante) apresentaram citotoxicidade nos
espécimes; evidenciando a necessidade de mais estudos toxicoldgicos.

Portanto, conclui-se que é necessario ndo sé estudar os nanoparticulas com compostos
encapsulados, mas também é preciso avaliar de forma isolada o sistema carreador, o ingrediente
ativo e os componentes das NPs, tais como os surfactantes. Adicionalmente, é importante que
estudos de toxicidade em diferentes tempos de exposicdo (agudo e/ou crbénico) sejam
conduzidos conjuntamente, a fim de verificar se € uma resposta inicial que persiste ou se existe
recuperacdo apds cessar a exposicao, ou quais sdo as respostas tardias em exposicdes a longo
prazo. Destaca-se que é importante considerar a expectativa de vida das espécies nos estudos
crénicos, no caso dos anfibios, em particular a ra-touro pode viver em média 20 anos, porém as
abelhas operarias sociais vivem ao redor de 45 dias.

Por conseguinte, as concentracdes testadas do extrato de piretro nas abelhas (1 ng.pL*
e 10 ng.uL™?) e nos girinos (80 pg.L™t) embasadas na DL50 e CL50, respectivamente, sdo
similares as concentracBes de piretrdides que ja foram encontradas no ambiente em éareas
proximas aos cultivos agricolas. Especificamente no pélen apicola (0,1 a 4,4 ng.uL? de
diferentes piretrdides), na qual a maior concentragéo de cipermetrina descrita foi 4,4 ng.uL™,
em diferentes regides agricolas nos EUA (PETTIS et al., 2013). Na agua, 110 pg.L* de
cipermetrina foi detectada no Cérrego do Cintra — Botucatu, no Brasil (BELLUTA et al., 2010).
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Portanto, verifica-se a necessidade de avaliar essas formulacbes em estudos de toxicidade
cronica, para assim compreender a relevancia ecoldgica, em nivel de populacéo, desses efeitos
toxicos observados nos organismos ndo-alvos durante a exposicao aguda.

O desenvolvimento de sistemas carreadores para serem utilizados na agricultura séo
importantes para alcancar uma melhor produtividade agricola, reduzir os impactos
desencadeados pelos agrotéxicos, melhorar a estabilidade de inseticidas botanicos naturais e
garantir a agricultura sustentavel. Contudo, um fator importante é como proporcionar que 0s
nanopesticidas sejam produzidos em larga escala, visto que muitos componentes necessitam de
grau de pureza e sdo caros. Outro detalhe, é a necessidade de mais estudos nanotoxicoldgicos,
a fim de compreender melhor a toxicidade em organismos nao-alvos, além do modo de a¢do no
ambiente e em organismos alvos, no caso dos nanopesticidas, para que assim se tenha uma
melhor analise risco e de seguranca desses produtos. Portanto, o desenvolvimento de pesquisas
nanotoxicologicos irdo contribuir para a construcdo de um banco de dados que poderdo
futuramente auxiliar no desenvolvimento de legislacdes e regulamentacdes dos nanomateriais

agroalimentares no mundo.
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ANEXOS

Anexo 1 — Certicado de aprovado do Comite de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade
Federal de Sdo Carlos - Protocolo n® 1472160516/2016 - CEUA/UFSCar. Extraido de CEUA/UFSCAR,
2016.

Pro Reitoria comissao de Etica no Uso de Animais "
- Universidade Faderal de 530 Carlos
& Pesquisa l.ll EIer T

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS COMO SISTEMAS CARREADORES DE PIRETRINAS E
AVALIACAD TOXICOLOGICA EM ORGAMISMOS ALVOS E NAO-ALVOS®, protocelada sob o CEUA n 1472160516, sob a
responsabilidade de Elaine Cristina Mathlas da Silva Zacarin e equipe; Cristiane Ronchi de Oliveira; Thais Deluno Garcia; Felipe
Augusto Pinto Vidal; Fernando Urban Gamero; Leonardo Fernandes Fraceto; Monica Jones; Raguel Fernanda Saila - gue envolve a
producao, manutencao efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica cu ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15
de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Contrele da Experimentacio Animal (CONCEA), e

foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de S3o Carlos (CEUA/UFSCAR) na reunido de
18/07/2016.

We certify that the proposal "SOLID LIPID NANOPARTICLES AS CARRIERS SYSTEMS OF PYRETHRINS AND TOXICOLOGICAL
EVALUATION IN TARGET AND NOMN-TARGET ORGANISMS", utilizing 330 Amphibians (males and females), protocol number CEUA
1472160516, under the responsibility of Elaine Cristina Mathias da Silva Zacarin and team; Cristiane Ronchi de Oliveira; Thais
Deluno Garcia; Felipe Augusto Pinto Vidal: Fernando Urban Gamero; Leonardo Fermandes Fraceto; Monica Jones; Raguel Fernanda
Salla - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata
{except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.7%94 of October 8, 2008, Decree
6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (COMCEA), and

was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of S&o Carlos (CEUA/UFSCAR) in the meeting of
07/18/2016.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 08/2016 a 06/2019 Area: Biologia
Origem: Animais provenientes de estabelecimentos comerciais

Espécie:  Anfibios sexo: Machos e Fémeas idade: 9 al0 dias N: 330
Linhagem: Lithobates catesbeianus Peso: 10a204q

Anexo 2 — Estrutura quimica do piretro pestanal (extrato de piretro).
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Fonte: Sigma-Aldrich (2018).



Anexo 3 - Estrutura quimica do alcool polivinilico (PVA).

Fonte: Sigma-Aldrich (2018).

OH |

A

158

Anexo 4 - Estrutura quimica do tripalmitato de glicerol (tripalmitina). Extraido de Sigma-Aldrich, 2018.

CH3(CH2)1SCHETO\)\/O\H/CHz(CHz)mCHS
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Fonte: Sigma-Aldrich (2018).

Anexo 5

Protocolo - Hematoxilina-Eosina (H.E)

o)

O

CH2(CH2)13CH3

O

Hidratar os cortes nas laminas histol6gicas por 10 minutos em agua destilada;

Corar por 15-20 minutos em Hematoxilina;
Lavar em &gua corrente por 15 minutos;
Corar por 2-5 minutos em Eosina 0,5%;
Lavar em &gua corrente por 5 minutos

Secar e montar ERV-Mount

Anexo 6

Protocolo - Azul de Bromofenol

Hidratar os cortes nas laminas histolégicas por 10 minutos em agua destilada;

Corar em Azul de Bromofenol por 3 horas no escuro;

Lavar em &gua corrente por 5 minutos.

Secar e montar em ERV-Mount.



Anexo 7

Protocolo - Xilidine Ponceau

Hidratar os cortes nas laminas histolégicas por 10 minutos em agua destilada;
Corar por 30 min no Xilidine Ponceau;

Lavagem rdpida em agua destilada (3 -5 vezes)

Secar e montar em ERV-Mount.

Anexo 8

Protocolo - Acido Periodico de Schiff (P.A.S.)

Hidratar os cortes nas laminas histolégicas por 10 minutos em agua destilada;
Corar por 30 minutos em Acido Periodico 0,4%;

Lavar trés vezes em agua destilada por 3 minutos;

Secar as laminas histologicas para remocao de todo o acido;

Colocar em reativo de Schiff por 3 horas no escuro;

Lavar em agua corrente por 15-20 minutos;

Secar e montar em ERV-Mount.

Anexo 9

Protocolo - Sudan Black-B 1%

Hidratar os cortes nas laminas histoldgicas por 10 minutos em &gua destilada;
Colocar as laminas deitadas em uma bandeja especifica para coloracao;
Pingar Sudan Black nos cortes histoldgicos por 10 minutos;

Retirar todo 0 excesso do corante e deixe secar a temperatura ambiente;
Lavar em agua destilada rapidamente;

Secar e montar em Balsamo.
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Anexo 10 —Estégio de desenvolvimento de anfibios Anuros segundo Gosner, 1960.
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Anexo 11

Protocolo — Rosenfeld (May-Grunwald e Giemsa)

Pingar 15 gotas de May-Grunwald nos cortes histoldgicos por 3-4 minutos;

Pingar 15 gotas de agua destilada nos cortes histologicos por 1 minuto e descartar o excesso;
Pingar 15 gotas de Giemsa 7,5% nos cortes histoldgicos por 15 minutos;

Retirar todo o0 excesso do corante e lavar em &gua corrente;

Secar e montar em ERV-mount.

Anexo 12

Protocolo — Azul de Toluidina com Borax (1:1)

Hidratar os cortes nas laminas histolégicas por 10 minutos em agua destilada;
Colocar as laminas deitadas em uma bandeja especifica para coloracao;

Cobrir os cortes histologicos com solugéo de Azul de Toluidina por 30 segundos;
Lavar em agua corrente e retirar todo o excesso do corante;

Secar e montar em ERV-Mount.

Anexo 13

Protocolo - Azul da Prussia

Hidratar os cortes nas laminas histoldgicas por 10 minutos em &gua destilada;

Incubar as laminas em solucdo de 0,1g de ferrocianeto de potassio em 5mL &cido cloridrico
(0,75 mol/L) por 15 minutos;

Lavar em agua destilada;

Contra corar os nucleos com vermelho neutro aquoso 0,5% rapidamente;

Contra corar o citoplasma com eosina aquosa 0,5% rapidamente;

Lavar em &gua destilada rapidamente;

Secar e montar em ERV-Mount.
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Apéndice 1 — Esquema experimental do bioensaio de exposicdo aguda em abelhas (Apis mellifera

Africanizada).
@ ADICIONA-SE 1 ppm DE
ADICIONA-SE ACETONA @PIRHRO

Abelhas e Solugio Abelhas e Solugdo
Abelhas e Solugdo b 4
agucarada / \ agucarada
agucarada
Grupo Controle Grupo Controle Acetona Grupo Exposto dose baixa do Piretro
ADICIONA-SE 1 ppm DE ADICIONA-SE 10 ppm DE
ADICIONA-SE 10 ppm PIRETRO ENCAPSULADO AS PIRETRO ENCAPSULADO AS
PIRETRO ANOPARTICULAS NANOPARTICULAS
Abelhas e Solugdo . / Abelhas e Soluggo g Abelhas e Solugge
agucarada 4 . agucarada agucarada
Grupo Exposto dose alta do Piretro Grupo Exposto dose baixa do Piretro encapsulade Grupo Exposto dose baixa do Piretro encapsulade
ADICIONA-SE NANOPARTICULAS ADICIONA-SE PVA
LIDICAS SOLIDAS (SURFACTANTE)
Abelhas e Solugdo \ ) Abelhas e Solugio
\ agucarada / \ agucarada !
Grupo Exposto s nanoparticulas Grupo Exposto ao surfactante

Fonte: Autoria prépria (2018).

Apéndice 2 — Esquema experimental do bioensaio de exposi¢do aguda em girinos de rd-touro (Lithobates
catesbeianus).
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Fonte: Autoria prépria (2018).

Grupo Experimental 5
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Apéndice 4 (Appendix 4) - The morphology of nanoparticles with and without pyrethrum extract using
AFM technique. The nanoparticles showed spherical shape and mean diamter of A) SLN with 271 + 74
nm, and B) SLN+PYR with 274 £ 52 nm. The samples were diluted 10000 times in distilled water and
deposited onto silica plates. The images were carried out using non-contact mode.
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Apéndice 5 (Appendix 5) — Solid lipid nanoparticles with fluorophore-labelled and absorption in
honeybee midgut after oral ingestion using Laser Confocal Scanning Microscope (Leica®). A-B) Solid
lipid nanoparticles with fluorophore-labelled; C) Honeybee midgut of control group no-labelled; D)
Honeybee midgut of exposed group showed positive labell in 2 h after oral exposure; E-G) Honeybee
midgut of exposed group showed positive labell in 4 h after oral exposure. The samples of SLN were
prepared with 18:0 NDB/PE (NBD-DSPE) fluorophore, the intensity of labelledion is evidenced by
green fluorescence. Legend: ep — epithelium of digestive cells, White arrow — positive markeding for
flurophore.

—

0 pm 10

Fonte: Autoria propria (2019).



