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Resumo

A “Revolugcao Verde” ocorreu na década de 60 e previa o aumento da producao
agricola devido ao crescimento populacional, onde foi intensificado o estudo de
novas tecnologias para o aumento da producao de alimentos e rentabilidade dos
agricultores. Entre as varias tecnologias, destacou-se a utilizacdo de defensivos
agricolas no controle, prevencao e na eliminacdo de doencas que interferem na
produtividade agricola. O uso de nanoparticulas (NPs) para o carreamento de
compostos bioativos para liberagcdo sustentada aumenta o tempo de acao e esta-
bilidade quimica do ativo no meio, bem como a disponibilidade para ag¢éo junto ao
organismo alvo. Na agricultura, o uso de NPs visa reduzir a concentracao efetiva
do ativo a ser utilizado, reduzir de aplicagdes, reduzir a toxicidade, diminuir a peri-
culosidade e os riscos de contaminacdao ambiental. O presente trabalho propés o
desenvolvimento de NPs poliméricas de poli-épsilon caprolactona (PCL) como sis-
temas carreadores para o herbicida atrazina (ATZ) bem como a avaliacdo das ca-
racteristicas fisico-quimicas destes sistemas, a atividade herbicida e a genotoxici-
dade das formulacbes preparadas. As nanocapsulas (NCs/ATZ) e as nanoesferas
(NEs/ATZ) contendo ATZ apresentaram didmetro médio de 483,1 + 10,4 nm e
408,5 + 2,5 nm, respectivamente. A ATZ apresentou uma eficiéncia de encapsula-
¢ao acima de 90% para as formulagdes de NE e NC e foram observadas altera-
coes no perfil de liberagdo da ATZ em comparacéo com o herbicida ATZ. A estabi-
lidade coloidal e fisico-quimica das formulagbes foi mantida por um periodo de 90
dias. O uso de NPs aumentou a retencéo da ATZ em ensaios com coluna de solo,
sendo que a atividade herbicida se mostrou mais eficaz quando comparada ao
ativo ATZ apenas e ao de uma formulacao comercial (Gesaprin). A investigacéao
da genotoxicidade das formulagdes, utilizando o ensaio de aberracdo cromossoé-
mica Allium cepa, mostrou que a encapsulacao da ATZ reduziu os efeitos sobre o
namero de aberragdes cromossdmicas quando comparadas ao ativo ATZ e a for-
mulacdo comercial. As formulagées de NPs contendo ATZ preparadas neste tra-
balho apresentam grande potencial para aplicacdo na agricultura, uma vez que
estas podem ter acédo herbicida utilizando menor concentracao de ativo, reduzem
a mobilidade da ATZ no solo e diminuem os efeitos genotoxicos, tornando-se mais
seguras ao meio ambiente e reduzindo os riscos de contaminacao.

Palavras chaves: nanoparticulas poliméricas, agricultura, liberacdo sustentada.
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Abstract

The “Green Revolution” occurred during the decade of 60 and it aimed towards the
rapid increase on agriculture production due to population growth, when was inten-
sified the research and and development to increase agriculture production and
profitability. Among several technologies, herbicides and pesticides have emerged
to control, prevent and destroy diseases that interfere in the agricultural productivi-
ty. The use of nanoparticles (NPs), as drug delivery system loads to modified drug
release profile, increase time of action and increased chemical stability is wells is
increase in bioavailability. In agriculture the use of NPs can reduces the amount of
chemical used and the number of applications with decrease in toxicity, minimizing
the risks of an environmental contamination. This study aims to develop NPs pre-
pared with poly-épsilon-caprolactone (PCL) as a carrier system for the herbicide
atrazine (ATZ). The formulations were characterized and the herbicide activity and
genotoxicity were investigated. The nanocapsules (NCs/ATZ) and nanospheres
(NE/ATZ) containing ATZ showed a size average diameter of 483.1+10.4 nm and
408.5+2.5 nm respectively. The ATZ presented encapsulation efficiency over 90%
on formulations of NC and NE. The release profiles of the ATZ encapsulated in
NPs were changed in relation to the ATZ herbicide only. The colloidal stability over
90 days showed that the formulations were stable. The use of NPs increased the
retention of ATZ on soil column and showing that the herbicide was more active
when compared to ATZ or a commercial formulation (Gesaprin). The genotoxicity
evaluation showed that the encapsulation of ATZ reduced the toxic effects on the
number of chromosomal aberration when compared to active ATZ and commercial
formulation. NPs formulation containing ATZ prepared in this study presented a
great potential for application in agriculture, since these formulations have the
same herbicide activity (using lower concentration of active compound), reduce the
ATZ soil mobility and also decrease the genotoxicity effects of ATZ, and in this
way, reducing the risks of environmental contamination.

Keywords: Polymeric nanoparticles, agriculture and controlled release.

viii



Lista de Figuras

Figura 1: A) Estrutura quimica geral dos herbicidas triazinicos: os herbicidas triazinicos se
diferenciam pelos grupos radicais Ry, R, e Rj; B) Férmula estrutural dos herbicidas S-
triazinicos ATZ, ametrina e simazina, sendo as principais diferengas estruturais devidas
as alteragdes nos grupamentos Ry € Ro. .o 23

Figura 2: Representacdo do processo de captacdo de luz no fotossistema Il. A energia
luminosa é captada pelos pigmentos fotossintéticos e transferida para o centro de reacao
Peso, fazendo com que ocorra a excitagao de elétrons. Estes elétrons entram em uma
cadeia transportadora dentro do sistema fotossintético Il e posteriormente sao transferidos
A0 TOLOSISIEMA L. ettt st sttt enas 24

Figura 3: Representagdo do processo de inibicdo do processo fotossintético por Hb
triazinicos. A partir da figura, € possivel observar que os Hb triazinicos se ligam a proteina
D, e, consequentemente, interrompem o transporte dos elétrons do sistema Q, para a
plastoquinona, cessando o fluxo de elétrons do fotosistema ll para o I.......cccceveviereenenne. 25

Figura 4: Nanoparticulas poliméricas. A) Nanocapsulas poliméricas, sendo demonstrado o
ativo tanto na parede polimérica como no nucleo oleoso. B) Nanoesferas poliméricas,
sendo demonstrado o ativo retido na matriz polimerica. ........cccoveveeniinvincncecee 29

Figura 5: Método de preparo das NPs poliméricas de PCL contendo ATZ. Inicialmente, é
formada uma fase organica contendo polimero e ATZ, seguida de formacao de emulséao
6leo/agua pela adicao desta fase sob fase aquosa contendo PVA e posterior sonicacéao.
Apds o preparo da emulsdo, foi realizada a remogdo do solvente e concentragdo da
formulacao até que a ATZ ficasse @ 1 MG/ML. ..o 35

Figura 6: Representacdo esquematica da coluna de solo preparada para os ensaios de
interacdo com solo e avaliagdo da atividade Hb. A coluna de solo foi dividida em 4 anéis
denominadas por A, B, C e D, sendo a superficie do anel A o local de aplicagdo do Hb. .41

Figura 7: Representacao esqueméatica de uma plantula de mostarda. Nesta figura podem-
se observar as diferentes regides (raiz, altura e numero de folhas) que foram analisadas
apds o cultivo da mostarda nos diferentes anéis das colunas de Sol0. .......ccccecevererveneenenne. 45

Figura 8: Representacao esquematica das principais etapas para a confeccao de laminas
do ensaio de genotoxicidade em AllIUM CEPA. .........cccucuvverirerineieieeteeee e 47

Figura 9: Distribuicao de diametro hidrodindmico das NPs de PCL com ou sem ATZ em
funcao do tempo (0, 7, 30, 45, 60, 75 e 90 dias). Os valores representam a média de trés
andlises (n=3), sendo as amostras medidas @ 25 °C. ........cccovrirerereininieeicese e 55

Figura 10: PDI das NPs de PCL com ou ATZ em fungéo do tempo (0, 7, 30, 45, 60, 75 e
90 dias). Os valores sao referentes a média de trés analises (n=3), sendo as amostras
[ a=To [0 F= T3 T2 SRR 56

iX



Figura 11: Valores de pH medidos nas suspensdes coloidais contendo NPs de PCL com
ou sem ATZ em fungédo do tempo (0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias). Os valores sao
referentes a média de trés analises (n=3), sendo as amostras medidas a 25°C. ............... 57

Figura 12: Valores de EE para o ativo ATZ nas NPs de PCL em fun¢éo do tempo (0, 7, 30,
45, 60, 75 e 90 dias). Os valores sao referentes a média de trés analises (n=3), sendo as
aMOStras MEdIdAS @ 25°C.....c.oivirieiieirieeee ettt ettt se st s nsne 58

Figura 13: Analise por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier para
A) ATZ; B) polimero PCL; C) NCs; D) NEs; E) NCs/ATZ; F) NEs/ATZ. Para as Figuras E e
F, os nimeros em vermelho representam as bandas do polimero PCL e os nimeros em
preto, as bandas para a ATZ. Os espectros foram coletados de 4000 a 400 cm’, e
representam a média de 32 varreduras, cada com resolucdo espectral de 2 cm™............. 60

Figura 14: Ensaio de cinética de liberacao do herbicida ATZ. As curvas mostram o perfil
da cinética de liberagcdo da ATZ, NCs/ATZ e NEs/ATZ. Os dados representam a média de
trés experimentos realizados @ 25 PC. ... 63

Figura 15: Andlise do modelo matematico de Korsmeyer-Peppas para as NCs/ATZ
(EQUAGAOD 1 IEEM 3.2.3.7) . ettt sttt ettt sttt eae 65

Figura 16: Andlise do modelo matematico de Korsmeyer-Peppas para as NEs/ATZ
(EQUAGED 1 IHEBM B.2.3.7). ettt ettt 66

Figura 17: Perfil da umidade do solo medido para as diferentes fragdes da coluna de solo
(A: 0-4 cm; B: 4-8 cm; C: 8-12 cm; D: 12-16 cm) para os diferentes tratamentos: negativo
(apenas agua), Comercial (formulacéao comercial de ATZ), ATZ, NC/ATZ, NE/ATZ. Valores
expressos como a média de quintuplicatas determinados a temperatura de 25 °C............ 68

Figura 18: Avaliagcédo da distribuicdo de ATZ (em %) ao longo do perfil das colunas de solo
para as formulagdes de ATZ, comercial, NCs/ATZ e NEs/ATZ. Valores expressos como a
média de cinco experimentos realizados @ 25°C. .......ccccovvierrrninieeeeeeeee e, 69

Figura 19: Plantas Brassica sp cultivadas nos anéis de solo apds duas semanas do
plantio. Na Figura, estdo representados os diferentes anéis para cada um dos tratamentos
a) Negativo; b) Formulacao Comercial; c) ativo ATZ; d) NC/ATZ e e) NE/ATZ. As fragdes
da coluna estado dispostas na figura da esquerda (topo da coluna) para direita (base da
coluna), sendo as fracbes A(0a4cm);B(4a8cm);C(8a12cm)eD (12a16cm). ... 71

Figura 20: Plantas retiradas das fragbes das colunas de solo (A-D) apds o periodo de
duas semanas de cultivo. Na Figura, sdo apresentados resultados dos seguintes
tratamentos: a) Formulagao comercial; b) NCS/ATZ € ¢) NES/ATZ. ...c.ooeveenviiieieene 72

Figura 21: indice de germinagdo das sementes de Brassica sp nas diferentes fracdes de
solo proveniente de cada tratamento. Valores representam a média do indice de



germinacdo para 10 sementes plantadas. Ensaio realizado em quintuplicata e
dEtermMINAAOS @ 25 %C. ...ttt ettt sttt ettt ettt ettt anaeain 73

Figura 22: Resultados das analises do comprimento da raiz observados ao longo do perfil
da coluna de solo apds a aplicagcao das formulagbes e crescimento das plantas por um
periodo de duas semanas. A fim de realizacdo de comparacgéo entre os diferentes grupos
foi feita analise estatistica do parametro comprimento da raiz sendo representados em: a)
comparagao das formulagdes com o controle; b) comparagédo da formulagédo comercial e
de NPs/ATZ com o ativo ATZ; ¢) comparacao da formulagcao comercial com as NPs/ATZ.
Valores representam a média de cinco determinagdes; *** p < 0,001; ** p < 0,01 e *p <

Figura 23: Resultado das andlises da altura da parte aérea das plantas observados ao
longo do perfil da coluna de solo apés a aplicacao das formulagbes e crescimento das
plantas apdés um periodo de duas semanas. A fim de realizar comparacao entre os
diferentes grupos foi feita andlise estatistica do parametro altura da parte aérea sendo
representados em: a) comparag¢ao das formulagdes com o controle; b) comparagéo da
formulacdo comercial e de NPs/ATZ com o ativo ATZ; c) comparagao da formulagcéao
comercial com as NPs/ ATZ. Valores representam a média de cinco determinacdes; *** p
<0,001; " P <0,01 € P < 0,05, it 76

Figura 24: Resultados obtidos para a matéria verde das plantas observado ao longo do
perfil da coluna de solo apds a aplicacao das formulacbes e crescimento das plantas
sobre este solo. A fim de comparacado entre os diferentes grupos foi feita analise
estatistica do parametro matéria verde, sendo representados em: a) comparacao das
formulagdes com o controle; b) comparacédo da formulacdo comercial e de NPs/ATZ com
ATZ; c) comparagéo da formulagdo comercial com as NPs/ATZ. Valores representam a
média de cinco determinagoes; *** p < 0,001; ** p < 0,01 € *p < 0,05. ..cveveiriievecieienens 78

Figura 25: Resultados obtidos para a matéria seca das plantas observados ao longo do
perfil da coluna de solo apds a aplicacdo das formulagbes e crescimento das plantas
sobre este solo. A fim de realizagdo de comparacao entre os diferentes grupos foi feita
andlise estatistica do parametro massa de matéria seca, sendo representados em: a)
comparacgao das formulagbes com o negativo; b) comparagédo da formulagdo comercial e
de NPs/ ATZ com o ativo ATZ; c) comparagao da formulagdo comercial as NPs/ ATZ.
Valores representam a média de cinco determinagées; *** p < 0,001; ** p < 0,01 e *p <

Figura 26: Comparacao entre os pontos A (0-4 cm) e B (4-8 cm) para os parametros
analisados: A) altura; B) comprimento das raizes; C) matéria verde; D) matéria seca,
observados ao longo do perfil da coluna de solo apds a aplicagdo das formulacdes e
crescimento das plantas sobre este solo. A fim de realizacdo de comparagé@o entre os
efeitos do ativo ATZ no ponto A da coluna de solo em relagdo aos efeitos da ATZ e as
NPs no ponto B. Estatistica: *** p < 0,001; ** p < 0,01 e *p < 0,05. ..ccoeiieireiniinieene 82

Xi



Figura 27: Resultados obtidos para os paradmetros analisados A) niumero de folhas; B)
altura; C) comprimento das raizes; D) matéria verde; E) matéria seca, observados ao
longo do perfil da coluna de solo apds a aplicagdo das formulagbes e crescimento das
plantas sobre este solo. A fim de realizacdo de comparacdo entre os efeitos da
formulacdo comercial no ponto A da coluna de solo em relagéo aos efeitos da formulagéo
comercial e as NPs no ponto B. Estatistica: *** p < 0,001; ** p < 0,01 e *p < 0,05. ............ 83

Figura 28: Imagem das células de Allium cepa obtidas por andlise de microscopia 6tica. A
figura apresenta as principais fases de divisdo celular (indicadas por setas) como:
profase, metafase, anafase e tel6fase. Imagem obtida com aumento de 40 vezes. .......... 86

Figura 29: Valores dos indices mit6ticos relativos, calculados para os diferentes
tratamentos (controle, NPs/ATZ, NPs, ATZ e formulacdao comercial), obtido a partir das
andlises das laminas de Allium cepa. Os dados representam a média das analises de trés
laminas por tratamento. * Os valores de concentragdo sdo um indicativo de que as NPs
encontram-se na mesma diluicdo das NPs/ATZ e desta forma, nao representam a
concentracao das NPs e do ativo ATZ , uma vez que estas encontram-se sem ativo. ...... 88

Figura 30: indice de aberragdes cromossdmicas obtidas a partir da analise das laminas de
Allium cepa expostas aos diferentes tratamentos (controle, NPs/ATZ, NPs, ATZ e
formulagdo comercial). Foram realizadas andlise de trés laminas por tratamento: a)
comparagao estatistica do ativo ATZ, formulacdo comercial, NCs/ATZ e NEs/ATZ em
relacdo ao controle; b) comparacdo estatistica da formulacdo comercial, NCs/ATZ e
NEs/ATZ em relacdo a ATZ; c) comparagdo estatistica das NCs/ATZ e NEs/ATZ em
relacdo a formulacao comercial. *** p < 0,001; ** p < 0,01 e *p < 0,05. **** Os valores de
concentracdo sdo um indicativo de que as NPs encontram-se na mesma diluicdo das
NPs/ATZ e desta forma, ndo representam a concentragdo das NPs e do ativo ATZ, uma
vez que estas encontram-Se SEM AtIVO. ......ccovviiiiirinirie e 91

xii



Lista de Tabelas

Tabela 1: Condigbes cromatograficas para analise da ATZ por CLAE. ........cccooeivnvecnne. 34

Tabela 2: Resultados da caracterizagao fisico-quimica das NPs de PCL, contendo ou nao
ATZ. Dados de diametro (nm), indice de polidispersao (PDI), potencial zeta (PZ em mV),
pH e eficiéncia de encapsulacao da ATZ (EE) em %. Os valores apresentados indicam a
média de trés determMiNACOES. ......ccoveireirieirieiriere ettt b e se s 51

Tabela 3: Ligacoes e faixas de absor¢cao dos compostos ATZ, PCL, NCs, NEs, NCs/ATZ,
NEs/ATZ encontradas por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.
Espectros coletados em uma faixa de 4000 a 400 cm’, foram coletadas 32 varreduras
COM FESOIUGAD AE 2 CM™. ..o 62

Tabela 4: Valores da constante cinética de liberacdo (k) do expoente de liberacao (n)
coeficiente de correlacdo linear (r) das lineares obidas. ........cccccvvveeverieceriecece e 66

Tabela 5: Resultados obtidos a partir da analise das laminas de Allium cepa para os
diferentes tratamentos (controle, NPs/ATZ, ATZ e formulagdo comercial) em funcao de
diferentes concentracées de ATZ, sendo as NPs sem ATZ avaliadas nas mesmas
concentragdes. Na tabela TCI, IM e IMR representam o total de células em intérfase,
indice mitético e indice mitdtico relativo, respectivamente. Os valores de IM e IMR
representam a média da analise de trés [AminNas..........ccccceeveiiireriecerieeceeeee e 87

Tabela 6: Resultados obtidos a partir da analise das laminas de Allium cepa para os
diferentes tratamentos (controle, NPs/ATZ, ATZ e formulagdo comercial) em funcao de
diferentes concentragbes de ATZ sendo as NPs sem ATZ avaliadas nas mesmas
concentragdes. Na tabela TDC = total de divisdo celular; TAC = total de aberracéo
cromossdmica; TCl = total de células em intérfase MT = mutacdes; IAC = indice de
aberracdes cromossémicas. Os valores representam a média da analise de trés laminas.

xiii



Lista de Abreviaturas:

ANVISA: Agéncia de vigilancia sanitéria

ATZ: Atrazina

CLAE: Cromatografia liquida de alta eficiéncia

DA: Defensivos Agricolas

EE: Eficiéncia de encapsulacao

FTIR: Espectroscopia de infravermelho por tomada de Fourier
Hb: Herbicidas

IAC: indice de aberragdo cromossémica

MAPA: Ministério da agricultura e meio ambiente

MT: Mutacoes

NCs/ATZ: Nanocéapsulas de PCL encapsuladas com ATZ
NCs: Nanocéapsulas

NEs/ATZ: Nanoesferas de PCL encapsuladas com ATZ
NEs: Nanoesferdas

NPs/ATZ: NCs e NEs encapsuladas com ATZ

NPs: Nanoparticulas

PCL: Poli—-epsilon caprolactona

PDI: indice de polidispersao

TCI: Total de célula em intérfase

TDC: Total de divisdo celular

Xiv



Sumario

1.

2.

3

1 (0o [ o= o TR 17
1.1 Aumento da produgéo e rentabilidade na Agricultura...........cccoceeeenriincenccneenen 17
1.2 Defensivos agricolas: USO € IMPACTOS.......cccoueereiriiireeeeesee e 18
1.3 Plantas daninhas € herbiCidas...........coeiviireineineee e 21

1.3.1  Herbicidas inibidores fotossintéticos: S-TriaziniCos..............cccccuveeervecvnenennene. 23
1.8.2  HEerbiCida ATrQZING ...........cooovivieieiieieieeeeese sttt 25
1.4 Nanotecnologia e aplicagdes na agricultura ...........cocoeeveveieinenncneeeeeeee 27
1.4.1 Nanoparticulas poliméricas e aplicagao na agricultura............cccceeeveenieeneeneenen. 29
(@] o] =] 110 1= PP 31
2.1 ODJELVOS GEIAIS ..ottt sttt s 31
2.2 ODbjetivOs ESPECITICOS. ...c.eiiiieirieisierie et 31
Materiais € MEtodOS .......cooeeiiiiiii 33
BT MALEIIAIS ..o 33
3.2 MELOAOS ...ttt 34
3.2.1 Quantificagdo da ATZ por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia................... 34
3.2.2 Preparo de nanocapsulas e nanoesferas de PCL contendo ATZ ........................ 34
3.2.3.1 Medidas de polidispersao e de diametro hidrodindmico................cccevuvvevuenne. 36
3.2.3.2 Determinag&o do potencial zeta das suspensées de NPs.............cccccveveenncn. 36
3.2.3.3 Estabilidade fisico-quimica do poliIMmEero..............ccccuceceeecreveeieeieseeecesesieieeneas 37
3.2.3.4 Medida de eficiéncia de encapSUIACaO0.............cccucurreneieneieneieneeseesiee e 37
3.2.3 Avaliacdo da estabilidade das NPS ..............ccooeeiiiiceseceeeeeee e 38
3.2.3.5 Caracterizacdo por espectroscopia de infravermelho com transformada de
FFOURIEE (FTIR) ettt 38
3.2.3.7 Modelagem matematica dos ensaios de liberagao...............cccueveneveneceneuennne. 40

XV



3.2.4 Ensaios de interagdo com solo e avaliagcao da atividade herbicida...................... 41

3.2.4.1 Ensaios em Coluna de SOI0........cccoeiriiiriiiiriireeeeeeee e 41
3.2.4.2 Umidade A0 SOIO..........ccooeeiiiiiiiiieiseisese e 43
3.2.4.3 Analise de concentragdo de ATZ ao longo do perfil do solo...............cccu....... 43
3.2.4.4 Avaliagéo da atividade herbicida ao longo do perfil da coluna de solo............ 44
3.2.5 Ensaio de aberragdo cromossémica em Allium CEePA.............coevurecvreverecereeennnn. 46
3.2.5.1 Analises das Iaminas obtidas no ensaio Allium CEPA..........c.cccvceeureverecerienennnn. 48
i R TSTST0] 1 =To [o TN =T BTt U ET=7- Lo 51
4.1 Caracterizag@o das NPS de PCL........coeeeeeeeeeee e 51
4.2 Medidas de estabilidade das formulagies. .........cccueeverirenenieiieiieieses e 54

4.3 Estudo da interacao entre ATZ e NPs de PCL por espectroscopia de infravermelho

4.4 Ensaio de cinética de liberag@o da ATZ........ccoeiriiiiceceeeeee s 63
4.5 Ensaios de interacdo com solo e avaliagdo da atividade herbicida da atrazina .. 68
4.5.1 INdiCe A& GEIMINAGAD.........vverveeeeeereeeeee e ss e ss s nneens 72

4.5.2 Avaliagdo de parametros quantitativos do efeito dos herbicidas ao longo da

COIUNG QB SOIO ...ttt 74
4.5.3 Efetividade das formulagdes de NPS .........ccoiiiniiceeee s 81
4.6 ENSaio de AllIUM CEPA....c..cirieuirieiirieiirieertee ettt 85
4.6.1 Andlise do efeito das formulagdes sobre 0 indice MItOLICO.......cccvverivereverieieee 85

4.6.2 Andlise do efeito das formulagdes sobre o indice de Aberragdo Cromossémica.. 89
ST ©o ] (o] [0 1= LY S 95

B REIOIENCIAS ..o 97

XVi



Objetivos

1. Introducao

1.1 Aumento da producéao e rentabilidade na Agricultura

A “Revolugao Verde” ocorrida na década de 1960, movida pelo aumento da
necessidade da produtividade rural, modernizou 0 campo com a intensificacao do
uso de maquinas agricolas, equipamentos modernos, fertilizantes, defensivos
agricolas, sementes e matrizes melhoradas. Essa revolugéo foi importante para a
expansao do setor agricola, sendo fundamental para os avancos na area de qui-
mica, engenharia mecanica e genética (AGUIAR & MONTEIRO, 2005).

Os usos destas tecnologias contribuiram para o aumento da producéo e es-
tima-se que até 2030 o mundo devera aumentar em 40% sua produgéo agricola
para suprir a demanda de alimentos em escala mundial. Estima-se ainda que em
2030 a oferta de recursos naturais como agua potavel, disponibilidade de solo
agriculturavel, energética entre outros serdo limitados e comprometidos pelas

acles indiscriminadas do uso das tecnologias atuais (BEDDINGTON, 2010).

Estas tecnologias sdo escolhidas pela eficiéncia e rentabilidade para os
produtores rurais, porém algumas delas sdo impactantes ao meio ambiente, afe-
tando recursos naturais, que indiretamente afetam a populacdo. Este fato gera
discussdes e debates sobre as vantagens da rentabilidade econbémica versus im-
pacto ambiental, na qual muitas vezes as escolhas levam em conta apenas o au-
mento da rentabilidade (RODRIGUES, 2005).

Atualmente, devido ao aumento da demanda na producédo de alimentos,
existe ainda a necessidade de desenvolvimento de novas tecnologias para aplica-
cao em agricultura (ZEIGHER & MOHANTY, 2010). Os organismos geneticamente
modificados sdo umas das tecnologias empregadas que trazem beneficios devido
a reducgao dos custos e ao aumento da produtividade agricola (SILVEIRA et al.,
2005).
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1.2 Defensivos agricolas: uso e impactos

Defensivos agricolas (DA) sdo substancias quimicas ou a mistura de subs-
tancias utilizadas para o controle, prevencao e eliminagéo de vetores de doencas
que interferem na produgéo, elaboragdo, armazenamento, transporte e comerciali-
zagao de alimentos, produtos agricolas, madeiras entre outros (MAPA, 2012;
ALONZO & CORREIA, 2003).

Os DA podem ainda ser divididos em diferentes classes, de acordo com o
foco de aplicacéo, dentre os quais, destacam-se: inseticidas, larvicidas, formicidas,
acaricidas, carrapaticidas, nematicidas, moluscicidas, rodenticidas, raticidas, avici-
das, fungicidas e herbicidas. Outros produtos também entram nesta lista, dentre
0s quais, agentes desfolhantes, antibrotantes, dessecantes e os conservadores de
madeira (ALMEIDA et al., 1985). Dentre os DA, praguicidas ou pesticidas séo
classificados em quatro classes de acordo com o potencial téxico, sendo: Classe |
extremamente téxicos, Classe |l altamente toxicos, Classe Il mediamente toxicos
e por ultimo a Classe IV considerados pouco téxicos (SIQUEIRA & KUSE, 2008).

Na década de 1970, o uso de DA foi estimulado por politicas de estado,
vinculados com a imagem da reducao de trabalho, controle a pragas e beneficios
na produgdo. A partir deste momento, esses produtos passaram a ser utilizados
rotineiramente por trabalhadores rurais (SOUZA et al., 2011).

Desde entdo, os DA tem se tornado necessario a maioria dos sistemas ru-
rais, sendo uma pratica aplicada na maioria das culturas agricolas, possibilitando o
aumento da produgao, com a diminuicdo do manejo e uso de recursos mecanicos
por area cultivada (VEIGA, 2007). A ndo aplicacdo das normas de seguranga ba-
sica, a falta de informacédo sobre os riscos do uso destes produtos sdo quadros
que agravam a contaminacao humana e ambiental no Brasil (PERES & MOREI-

RA, 2002). Desta forma, o aumento do uso de DA no Brasil deve levar em consi-
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deracao ndo sb a aplicagdo, mas também o impacto que estes causam sobre o
meio ambiente e a saude humana (PEDLOWSKI et al., 2012).

Como exemplo, os recursos hidricos que atuam como integradores em pro-
cessos biogeoquimicos superficiais ou subterraneos sdo um dos principais desti-
nos dos DA (RIBEIRO & LOURENCETTI, 2007). A contaminacao de recursos hi-
dricos por DA tem sido alvo de estudo na literatura (MILHOME et al., 2009; BRIT-
TO et al., 2012; COPATTI et al., 2009) e tem demonstrado que no Brasil a maioria
dos DA utilizados s&o encontrados nos corpos hidricos em concentragées dentro
dos limites estabelecidos pelos érgaos regulatérios brasileiros, mas muitas vezes
ultrapassam os limites estabelecidos por agéncias reguladoras da Europa (BRIT-
TO et al., 2012; COPATTI et al., 2009).

Além da preocupacdo com a contaminacao dos recursos hidricos, a Agén-
cia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2006), tem discutido a questao dos
residuos de DA em alimentos, somente em anos mais recentes com 0s avangos
tecnoldgicos, a quantificacdo dos residuos de insumos utilizados na agricultura

vem permitindo avaliar a qualidade dos alimentos que chegam ao consumidor.

No Brasil, o programa para analise de DA em alimentos (PARA) tem levan-
tado dados que chamam a atencdo em relacdo a utilizacdo desses produtos de
produtores e de autoridades. O monitoramento de residuos de DA em alimentos
no periodo de 2001 a 2010 revelou que 48,3% das amostras se encontravam con-
taminadas com algum tipo de DA. Desses, 13,2% apresentavam irregularidades
como o uso de compostos ndo autorizados pela legislagao brasileira, e menos de
3% apresentavam concentracdo de residuos acima do recomendado. Destes 3%,
a maioria dos alimentos estavam contaminados com DA da classe dos ditiocarba-
matos (41,6%) e dos organofosforados (30,8%) (JARDIM & CALDAS, 2012).

Atualmente o conhecimento sobre os efeitos dos DA tem demonstrado os
riscos que estes trazem a salde humana e ao ambiente (GUILETTE & IGUSHI,

2012). Devido a sua intensa utilizacdo, os DA sao alvo de diversos estudos por
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causa dos danos gerados a saude humana, em especial dos trabalhadores rurais
que sao 0s que apresentam maiores riscos de contaminacao por DA. Estes podem
ser absorvidos principalmente pela via dérmica e respiratoria, podendo assim cau-
sar intoxicagdes agudas ou crdnicas (SILVA et al., 2005).

A exposicao dos agricultores aos DA muitas vezes deve-se ao fato destes
nao utilizarem equipamentos de protecao individual, a falta de informacéao e co-
nhecimento sobre a toxicidade dos produtos aumentando desta forma, o risco da
exposi¢cao ocupacional que pode gerar efeitos genotdxicos e por consequéncia o
desenvolvimento de neoplasias (PEREIRA et al., 2010; PACHECO & HACKEL
2002; BREGA et al., 1998).

Estudos sobre o impacto dos DA na saude humana tém sido realizados, po-
rém, ainda nao € possivel correlacionar a intensidade dos danos gerados com a
quantidade de DA a que um individuo foi exposto, de forma aguda ou até mesmo,
pelo seu uso prolongado (FARIA et al., 2007). Os efeitos dos DA no organismo
permanecem por longos periodos, mesmo apos a interrupcdo da exposicao. A
manutencdo destes compostos quimicos no organismo deve-se ao tempo de
meia-vida do ativo e de seus metabdlitos e também a fatores como a lipossolubi-
dade da molécula que facilita o seu armazenamento no tecido adiposo (SOUZA et
al., 2011). A concentragéo elevada de DA no organismo podem causar anomalias
congénitas, doencas mentais e problemas relacionados a reproducdao humana
(SIQUEIRA & KRUSE; 2008).

Estes efeitos toxicos apontados na literatura mostra que se fazem necessa-
rias alternativas que tornem mais seguro a aplicacdo destes produtos como tam-
bém uma maior fiscalizacdo da utilizacao destes produtos por agricultores (GAR-
CIA et al.; 2005).
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1.3 Plantas daninhas e herbicidas

Plantas que infestam areas agricolas as quais nao séao do interesse do cul-
tivo, sdo definidas como “daninhas”. Sdo plantas com caracteristicas pioneiras,
possuem grande capacidade de reproducédo e adaptacao em diversos ambientes
(PITELLI, 1987). Plantas daninhas ndo s&o capazes de produzir alimentos e habi-
tam espontaneamente culturas agricolas causando competicdo por luz, agua e
nutrientes e desta forma, reduzem o desenvolvimento das culturas agricolas, oca-
sionando resultados indesejaveis como plantas menores, queda na produgao agri-
cola por hectare, redu¢do no tamanho dos frutos e grédos, bem como retardam a
maturacao desses no campo (HERNANDEZ et al., 2007). Para o controle de plan-
tas daninhas se usam DA denominados de herbicidas (Hb). O Brasil € um dos pai-
ses que mais comercializam pesticidas, dentre os quais aproximadamente 50%
sao Hb (PEIXOTO et al., 2012).

Para o controle de plantas daninhas existem diferentes metodologias, den-
tre as quais se destacam o controle mecénico (capinar) e o controle quimico com
a utilizacdo de Hb. O controle mecanico possui alguns inconvenientes como alta
demanda de tempo e mao de obra, altera a estrutura fisica do solo e pode danifi-
car plantas nao alvo. Por outro lado, os Hb atingem locais inacessiveis na area de
plantio, reduzem ou eliminam os riscos de danos as raizes ou plantas novas, néo
alteram a estrutura fisica do solo (evitando assim a erosdo), reduzem a mao de
obra humana, aumentam a rapidez e eficiéncia da operacdo de controle de ervas
daninhas. No entanto, demandam equipamentos para aplicacao nas culturas e
podem causar efeitos téxicos ao ambiente e aos seres humanos (GOMES &
CHRISTOFFOLETI, 2008).

Os Hb possuem a capacidade de provocar alteracbes metabdlicas nas plan-
tas daninhas levando as mesmas a morte, enquanto as plantas nao alvo apresen-
tam resisténcia a estes produtos, fazendo com que os mesmos tenham uma acao

seletiva (CAMPBELL & FARREL et al., 2007).
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Normalmente apdés a aplicacao a agdao dos Hb depende de sua absorcéao e
translocacao na planta daninha e do metabolismo e sensibilidade da planta ao Hb
e/ou aos seus metabdlitos. Muitos Hb sao classificados dependendo da forma de
absorgéo e translocagéo no interior da planta, fazendo com que atinja o alvo celu-
lar especifico (SILVA et al., 2007).

Os Hb atuam principalmente de duas maneiras: inibindo a atividade enzima-
tica, levando células vegetais a morte ou inibindo o crescimento celular. Cada Hb
(ou classe) tem um mecanismo de acao especifico, por exemplo, o Hb benzoato
de sodio 2,6-bis ((4,6-dimetoxipirimidim-2-i) oxi) (home comercial: byspibac de so-
dio) inibe a enzima acetolactato sintase (ALS, EC 2.2.1.6), enzima responsavel
pela sintese de aminoacidos de cadeia ramificada, além de bloquear fases do ciclo
celular (MACHADO et al., 2006). O Hb clomazone inibe a sintese de carotenoides
e pode gerar espécies reativas de oxigénio, causando assim estresse oxidativo
nas células das plantas daninhas. Neste caso, sdo formadas espécies reativas de
oxigénio como oxigénio singleto ('0»), superdxido (O?), radical hidroxila (OH*) e
peréxido de hidrogénio (H2O2) que sédo capazes de peroxidar as membranas lipidi-
cas, levando a reacdo em cadeia que leva as células a morte (MACHADO et al.,
2006).

No caso do Hb anitrol, seu mecanismo de agao visa inibir a sintese de caro-
tendides e, além disso, a de clorofila, fazendo com que as plantas sofram perda de
pigmentagao e por consequéncia sejam levadas a morte. Outros Hb, como o diu-
ron, atuam no fotossistema, inibindo a transferéncia de elétrons no fotossistema |,
enquanto outros Hb, como o diquat e paraquat, atuam no fotossistema |, compe-
tindo com os aceptores de elétrons (CAMPBELL & FARREL, 2007).

Os processos de metabolizacdo de Hb nas plantas podem ser classificados
em quatro fases. A primeira fase é a transformacgéo, na qual o composto pode so-
frer processos de oxidacdo, reducdo e hidrélise. Na segunda fase, ocorrem rea-
cbes de conjugacdo do Hb com agucares, devido a formagédo de uma ligagéao gli-
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cosidica pela agdo de enzimas glicosiltransferases. Este metabdlito pode sofrer
acao da enzima glutationa-S-transferase, que resulta em produtos menos fitotoxi-
cos e mais solluveis em agua. Na terceira fase, ocorre a compartimentalizacdo, em
que ha o transporte do Hb (metabdlitos) para dentro do vacuolo ou a matriz extra-
celular. J& na quarta fase, ocorre o processamento completo destes compostos
(COLEN, 1994).

1.3.1 Herbicidas inibidores fotossintéticos: S-Triazinicos

Os Hb triazinicos (Figura 1) sdo usados na agricultura para o controle de
plantas daninhas, possuindo como mecanismo de acéo a inibicdo do processo
fotossintético. Entre os Hb triazinicos, destacam-se a atrazina (ATZ), a ametrina, a
simazina e a propazina. Os Hb triazinicos possuem amplo espectro de aplicagéao e
desta forma, podem ser utilizados em diferentes tipos de culturas para o controle
pré e pés-emergente de ervas daninhas (COUTINHO et al., 2005).

N _NHCH,CH,

| NHR,
c P
R,=Cl, R, =CH(CH,), - Atrazina

2 R,= CH,S, R, =CH(CH;), - Ametrina
A) B) R,= Cl, R, =CH, CH, - Simazina

Figura 1: A) Estrutura quimica geral dos herbicidas triazinicos: os herbicidas tria-
zinicos se diferenciam pelos grupos radicais R+, Rz € Rs; B) Férmula estrutural dos
herbicidas S-triazinicos ATZ, ametrina e simazina, sendo as principais diferencas
estruturais devidas as alteragdes nos grupamentos Ry e Ra.
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Na fotossintese, a energia luminosa é capturada pelos pigmentos fotossin-
téticos (clorofilas e carotendides), transferida ao centro de reacao Pggy do fotossis-
tema Il, que oxida uma molécula de H>O gerando um elétron (Figura 2). Este elé-
tron é transferido a plastoquinona Q, que transfere o elétron a plastoquinona Qy
que se move através da membrana para a plastoquinona que transporta o elétron
do fotosistema Il para o |. No fotossistema |, a absorcéo de luz pelo centro de rea-
cao Pzgo leva as series de reacdes de transferéncia de elétrons que ativa a enzima
ferredoxina NADP* redutase, gerando NADPH (CAMPBELL & FARREL, 2007). Os
ions de hidrogénio e a coenzima NADPH formados, respectivamente, nos fotossis-
temas Il e |, reduzem o pH no espaco tilacoide ativando a ATP sintase que inicia a

producéo de ATP.

<\>\ Luz
— » 5 i
S && Pigmentos fotossintéticos
P

G G g @ Clorofilas e carotenoides
G ST G S
G ST S D

Estroma

Fotossistema 2

2m

4H* +20,

Figura 2: Representacdo do processo de captacao de luz no fotossistema Il. A
energia luminosa é captada pelos pigmentos fotossintéticos e transferida para o
centro de reacao Pggp, fazendo com que ocorra a excitagdo de elétrons. Estes elé-
trons entram em uma cadeia transportadora dentro do sistema fotossintético Il e
posteriormente sdo transferidos ao fotosistema |.
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Os Hb s-triazinicos competem pelo sitio da proteina D1 impedindo a trans-
feréncia de elétrons do fotossistema Il para o | (ACHIM, 2008), conforme mostra a
Figura 3. Desta forma, inibem a cadeia de transporte de elétrons, impedindo a oxi-
dacao da agua no PSll e a produgdo de NADPH no PSI.

/\&Luz
Pigmentos fotossintéticos
@ @@ - :

Clorofilas e carotenoides
G T o o
IO Estroma

2Hm4H* +20,

Figura 3: Representacado do processo de inibicdo do processo fotossintético por
Hb triazinicos. A partir da figura, é possivel observar que os Hb triazinicos se li-
gam a proteina D1 e, consequentemente, interrompem o transporte dos elétrons do
sistema Q, para a plastoquinona, cessando o fluxo de elétrons do fotosistema I
parao |.

1.3.2 Herbicida Atrazina

Entre os Hb triazinicos, a atrazina - ATZ (6-cloro-N2-etil-N4-isopropil-1, 3, 5-
triazina-2, 4-diamina) (Figura 1B) possui carater basico devido aos seus grupos
amino e a baixa solubilidade em agua (33 mg/L) (MARTINAZZO et al., 2011). A
aplicagéo de ATZ pode ser pré e pdés emergente nas culturas de abacaxi, cana de
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acucar, milho, pinos, seringueira, sisal e sorgo, e ainda apresenta cerca de 40 di-
ferentes produtos formulados com registro no Brasil (MAPA, 2012). A ATZ atua no
fotossistema I, inibindo indiretamente a oxidacao da dgua no fotossistema Il, con-
sequentemente impede formacgao de ions de hidrogénio e oxigénio. O bloqueio na
transferéncia de elétrons para o fotossistema | impede a formacéo da coenzima
NADPH. O bloqueio na transferéncia de elétrons tem como consequéncia a ndo
ativacdo da ATP sintase, que gera energia para a célula vegetal, levando esta a
morte (CAMPBELL & FARRELL, 2007).

As caracteristicas do solo determinam a retengédo da ATZ e o tempo de
permanéncia, sendo que fatores como alta temperatura e chuva ajudam na degra-
dacédo desse composto por aumento de atividade microbiana (BRIGHENTI et al.,
2002). O uso da ATZ pode afetar plantas ndo alvo, reduzindo o desenvolvimento e
a produtividade, gerando bioacumulagéo, podendo assim causar danos aos seres
humanos (Li et al., 2012).

Além disso, a composicdo do solo influencia no efeito da ATZ em plantas
daninhas, como exemplo, solos ricos em matéria organica causam uma reducao
na atividade Hb devido ao aumento da sorgdo no solo e consequentemente dimi-
nuindo a biodisponibilidade deste composto para sua acdo (DE SIMONE et al.,
1992).

A sua ampla aplicacao e a alta persisténcia em solo sao frequentemente ci-
tadas na literatura como principais fontes de contaminacao de recursos hidricos
(BORTOLLUZI et al., 2006; GRAYMORE et al., 2001). A contaminacao de corpos
hidricos por ATZ tem afetado o desenvolvimento de espécies aquaticas, levando a
uma diminui¢cao das taxas de reproducao destes (HAYES et al., 2002). Neste sen-
tido, o desenvolvimento de sistemas que minimizem a contaminagao de recursos
naturais por ATZ é importante para redugéao de custos com processos de remedia-
cao de areas contaminadas (CORREIA & LANGEMBACH, 2006). Para minimizar
0s impactos causados por estes Hb tem-se descrito na literatura a utilizacdo de
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sistemas carreadores baseados em microparticulas e NPs. Esses carreadores se
apresentam como uma alternativa interessante, pois além de reduzir efeitos toxi-
cos, melhoram as propriedades fisico-quimicas destes compostos (CEA et al.,
2010; GRILLO et al., 2012, SILVA et al., 2010).

1.4 Nanotecnologia e aplicagcées na agricultura

A nanotecnologia envolve varias areas da ciéncia como a biologia, farmacia
e fisica, tendo a quimica como base para o seu desenvolvimento, devido os co-
nhecimentos relacionados a estrutura, composicao e propriedades da matéria em
nivel atdmico e molecular (REY, 2003). Essa tecnologia consiste no uso de mate-
riais na escala nanométrica que possuem propriedades fisico-quimicas diferencia-
das como aumento da area superficial, mudangas nas propriedades mecanicas,
Opticas, magnéticas ou quimicas quando comparadas com o mesmo material em

escala macroscépica (QUINA, 2004).

Existe uma grande diversidade de nanomateriais na forma de nanoparticu-
las (NPs) que podem ser classificados de acordo com o material de origem, como
por exemplo 0s com bases carbonaceas, os de 6xidos metalicos, os de materiais
semi-condutores e os de metais como prata, ouro e ferro. Destaca-se ainda o de-
senvolvimento de novos materiais como as nanofibras, nanofolhas e nanofios
(KLAINE et al., 2008).

O emprego da nanotecnologia tem crescido exponencialmente e hoje se
podem encontrar produtos no mercado que utilizam materiais em escala nanomé-
trica em sua composi¢édo, assim como informagdes sobre a caracterizagdo destes
materiais, modelagem e simulacdo de suas propriedades (GALEMBECK et al.,
2007; MCNEIL, 2005).

O desenvolvimento de nanomateriais pela industria visa aplicagdes em me-

dicina, como exemplo seguem as NPs para diagndstico de doencgas, proteses con-
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tendo materiais nanoestruturados que aumentam a resisténcia mecanica e a dura-
bilidade do material, bem como os sistemas de liberagdo de farmacos. Destaca-se
que a aplicacao destes materiais na area farmacéutica/médica deve ocupar o ter-
ceiro lugar do setor de nanotecnologia até 2015 (REDIGUIERI, 2009).

A mesma estratégia que estd sendo utilizada para a area farmacéuti-
ca/médica tem sido aplicada visando melhorar problemas da agricultura. A nano-
tecnologia aplicada a agricultura € bastante recente e procura promover o desen-
volvimento de produtos/processos/dispositivos que aumentem as vantagens em
relagdo aos sistemas convencionais. As aplicagdes de nanotecnologia em agricul-
tura vao desde a deteccao de doencas através do uso de nanosensores, passan-
do pela liberagao/direcionamento de nutrientes as plantas, aumento do tempo de
armazenamento de alimentos, até a redugédo da quantidade de DA utilizados, cau-
sando assim menor contaminagcdo ambiental e a saude humana (CHEN & YADA
et al., 2011; GARCIA et al., 2010; NAIR et al., 2010; RAMOS et al., 2009).

Um exemplo do uso de nanomateriais em agricultura € o desenvolvimento
de filmes comestiveis para revestimento de frutas e legumes que utilizam materi-
ais nanoestruturados em sua composicéo, fazendo assim com que o tempo de
armazenamento em prateleira seja aumentado devido a protegdo desses alimen-

tos da degradacéao por microrganismos (MEDEIROS et al., 2011).

28



Objetivos

1.4.1 Nanoparticulas poliméricas e aplicacao na agricultura

As NPs poliméricas podem ser encontradas na forma de nanoesferas (NEs)
e nanocapsulas (NCs) devido as diferencas em seus aspectos estruturais. As NCs
sao constituidas por um invélucro polimérico, disposto ao redor de um nucleo ole-
0s0. A substancia a ser encapsulada pode ser encontrada interagindo com a pa-
rede polimérica ou distribuida no ndcleo oleoso. Ja as NEs diferem das NCs, pois
em sua composicao nao ha éleo, sendo a particula formada apenas pela matriz
polimérica. Nestas particulas a substancia pode ser encapsulada na matriz polimé-
rica ou adsorvida na superficie da particula (Figura 4) (MULLER et al., 2002).

PPlarede Matriz
eimen Polimérica
Nucleo
Oleoso
Substancia
Substancia

encapsulada
encapsulada

Figura 4: Nanoparticulas poliméricas. A) Nanocapsulas poliméricas, sendo de-
monstrado o ativo tanto na parede polimérica como no nucleo oleoso. B) Nanoes-
feras poliméricas, sendo demonstrado o ativo retido na matriz polimérica.

As NPs poliméricas podem ser utilizadas como sistemas carreadores de
compostos bioativos, levando a uma liberagdo modificada, podendo prolongar o
tempo de acdo deste ativo, bem como, direcionar o ativo ao organismo alvo com

maior eficiéncia.

Sistemas de carreamento baseados em NPs podem resultar em produtos
com maiores beneficios para agricultura (WANYIKA et al., 2012), podendo aumen-

tar a distribuicdo desses produtos na area foliar proporcionando uma maior efici-
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éncia (LIU et al., 2008). A utilizacado de NPs como sistemas carreadores de Hb
pode trazer beneficios, dentre eles a diminuicdo de processos de lixiviagao, mini-
mizando assim possiveis contaminac¢des de recursos hidricos subterraneos (CEA
et al., 2010).

Tradicionalmente, os DA s&o aplicados varias vezes ao longo do periodo de
cultivo de uma cultura. Esta estratégia é realizada muitas vezes, pelo fato da con-
centracdo do ativo que chega aos organismos alvos ndo atingir a quantidade mi-
nima efetiva em uma primeira aplicacéo, fato este devido a fatores como: degra-
dacao do ativo, sorcao em solo, processos de lixiviacao entre outros (NAIR et al.,
2010).

O uso de NPs para inseticidas além de se apresenta como uma alternativa
mais eficiente e econémico para a protecéo de lavouras (SARKAR et al., 2012;
POPAT et al., 2012), reduzindo a concentracao efetiva e prolongando o tempo de
acao quando comparado com produtos ndo baseados em NPs, promovendo maior
controle de insetos (LOHA et al., 2012) e também pode reduzir a intoxicagao de

organismos nao alvo (LI et al., 2012).

Varios sistemas de NPs preparadas utilizando diferentes tipos de polimeros
como poli-(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV), poli(e-caprolactona),
alginato/quitosana possuem grande potencial para aplicagédo de DA na agricultura,
uma vez que por serem biodegradaveis poderdo melhorar o direcionamento des-
tes compostos aos organismos alvos, causando assim menores impactos ao am-
biente (CEA et al., 2010; GRILLO et al., 2012; LOBO et al.,, 2011; POPAT et al.,
2012; SILVA et al., 2012; SARKAR et al.; 2012).

30



Objetivos

2. Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho teve como objetivo preparar e caracterizar NCs e NEs
poliméricas de poli-épsilon-caprolactona como sistema carreador para o Hbo ATZ,
visando futuras aplicagdes em agricultura de forma a gerar alternativas mais segu-

ras para o uso desse Hb.

2.2 Objetivos Especificos

v Preparo das NPs poliméricas (NCs e NEs) contendo o Hb ATZ pelo método
de emulsificacao seguida de evaporacéo do solvente;

v' Determinacao da eficiéncia de encapsulagcdo do Hb ATZ nas NPs poliméri-
cas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

v Caracterizacao fisico-quimica através da medida de distribuicado de tama-
nho e potencial zeta das NPs por espectroscopia de correlagcao de fotons,
microeletroforese e espectroscopia de infravermelho por tomada de Fourier
(FTIR);

v Avaliagao do perfil de liberacdo através dos ensaios de cinética de libera-
cado da ATZ encapsulada ou ndo e avaliagdo do mecanismo de liberagéao
através da aplicacdo de modelo matematico de Korsmeyer-Peppas;

v Avaliagdo da atividade Hb, através de ensaios em coluna de solo para ava-
liar o comportamento da ATZ encapsulada nas NPs ou ndo em solo, segui-
do da avaliacéo da atividade Hb ao longo do perfil da coluna de solo;

v" Avaliacao da genotoxicidade da ATZ encapsulada nas NPs ou nao através
do ensaio de aberragdo cromossébmica em Allum  cepa.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

ATZ (grau de pureza 95%)-Pestanal®

Poli(e-caprolactona) PCL 65.000 Da Da-Sigma®

Triglicerideos de acidos caprico e caprilico (Myritol® 318)- Cognis®
Diclorometano (grau espectroscopico analitico)- Cetus®

Acetona (grau espectroscopico analitico)- Merck®

Poli (vinil alcool), 87- hidrolisado 90%- (PVA)- Da Sigma

Agitador magnético- Tecnal®

Dispositivo de ultracentrifugacao de celulose regenerada de 30 kDa-Millipore
Microcentrifuga-Ministar®

Evaporador Rotativo AL 390-American Lab®

Bomba a vacuo A12- Simbol®

pHmetro Tecnal®

Analisador de particulas Zetasizer modelo Nano ZS90- Malvern®
Sistema de cromatografia de alta eficiéncia- Varian® Pro star

Bomba PS 210 — Médulo de controle de solvente- Varian®
Detector UV-Vis PS 210-Varian®
Coluna Cromatografica Varian® Cg fase reversa, 5u 110A ,

Injetor Manual

AN NEENEEN

Software Galaxie Workstation
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3.2 Métodos

3.2.1 Quantificacao da ATZ por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A metodologia analitica para a quantificacdo da ATZ foi previamente descri-
ta por Grillo (2011), que permitiu obter um pico simétrico com boa resolucao para
quantificacdo deste ativo. As condicées cromatograficas utilizadas neste estudo

estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Condi¢cbes cromatograficas para analise da ATZ por CLAE.

Amostra ATZ

Fase Movel Acetonitrila/agua (50/50) v/v

Volume de injecao 100 uL

Fluxo 1 mL/minuto
Temperatura 25°C
Detector Ultravioleta (UV), A=225 nm

Coluna cromatogra-  PHenomenex, Gemini 5 um C;g 110Angstron,
fica 250x 4,60 mm

As condicoes cromatograficas descritas na Tabela 1 foram utilizadas para
quantificacdo da ATZ a fim de determinar a eficiéncia de encapsulacao, a avalia-
cao do perfil de liberacdo, bem como da quantificacdo deste ativo nos ensaios

com coluna de solo.

3.2.2 Preparo de nanocapsulas e nanoesferas de PCL contendo ATZ

O preparo das NPs (NEs e NCs) foi realizado pelo método descrito por
Zhao e colaboradores (2011). Inicialmente, foi preparada uma fase organica com-
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posta da mistura de duas solucdes, uma com 400 mg de polimero (PCL) dissolvi-
dos em 20 mL de diclorometano e outra com 10 mg de ATZ dissolvida em 10 mL
de acetona. As duas solugdes foram misturadas e sonicadas por 1 minuto (com
90% de poténcia) para melhor solubilizacdo das fases orgéanicas. Em seguida, foi
adicionada a esta fase organica uma solugédo aquosa de PVA (83 mg/mL) sendo,
em seguida, sonicada por 8 minutos na mesma condi¢cao de poténcia para obten-
¢ao das NEs, formando assim uma emulséo éleo/agua. Em seguida, esta emulsao
foi colocada em rotaevaporador para remogédo do solvente e reducdo do volume
até 10 mL a fim de que a concentragéo final de ATZ fosse de 1 mg/mL. Apés esta
etapa as NPs foram armazenadas em frascos ambar e a temperatura ambiente.
Para o preparo das NCs foi realizado o mesmo procedimento, no entanto, adicio-
nando 200 mg de Myritol na solugédo organica contendo o polimero (Figura 5).

/ \ / Sonicagao por 1 minuto . \

400 mg de (PCL) + 10 mg de ATZ + (90% de potencia)

20 mL de diclorometano 10 mL de acetona
(Para o preparo de NCs é
adicionado 200 mg de miglyol)

A+ i —

Sonicagao por 8 minuto

Fase organica

Fase organica PVA (3 mg/mL) (90% de potencia) Emulsdo
(Fase aquosa) (6leo /agua)
/ =
|2
I 3
Rotaevaporador /
‘Emul§éo Formulagdo de NPs
(dleo /agua) contendo ATZ (1 mg/mL)

Figura 5: Método de preparo das NPs poliméricas de PCL contendo ATZ. Inicial-
mente, é formada uma fase orgéanica contendo polimero e ATZ, seguida de forma-
cao de emulsao 6leo/agua pela adicao desta fase sob fase aquosa contendo PVA
e posterior sonicacado. Apds o preparo da emulséo, foi realizada a remoc¢ao do sol-
vente e concentracao da formulagédo até que a ATZ ficasse a 1 mg/mL.
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3.2.3.1 Medidas de polidispersao e de diametro hidrodinamico

A partir da técnica de espalhamento de luz dinamico ou espectroscopia de
correlacao de fétons foi possivel determinar o diametro hidrodinamico de NPs co-
loidais, sendo o0 mesmo calculado pela equacédo de Stokes-Einstein (FORMARIZ
et al., 2007). A aplicacao desta técnica permite avaliar como é a distribuicdo de
tamanho de uma suspensao coloidal, bem como, a avaliagéo do indice de polidis-
persao das amostras a fim de verificar o quao homogéneo € o sistema. Esta técni-
ca pode ser utilizada ainda para a avaliagao da estabilidade coloidal em funcéo do

tempo, uma vez que pode se verificar a formagéo de possiveis agregados.

A espectroscopia de correlacdo de fétons foi aplicada para determinacao do
diametro hidrodinamico das NPs de PCL contendo ou ndo ATZ. As suspensdes
coloidais foram diluidas em &gua deionizada (1:1000, v:v), seguida de analise no
equipamento Zetasizer modelo Nano ZS 90 (Malvern), utilizando um angulo fixo de
90° para deteccao. As amostras foram analisadas a temperatura de 25°C sendo
as medidas realizadas em triplicata e em fung¢éo do tempo (0, 7, 15, 30, 45, 60, 75
e 90 dias).

3.2.3.2 Determinacao do potencial zeta das suspensoes de NPs

O potencial zeta apresenta a carga superficial de uma particula, esta carga
pode ser influenciada pelas alteracdes na interface dependendo do meio disper-
sante. Estas mudancas sao geradas devido a dissociacao de grupos funcionais na
superficie da particula ou a adsorcao de espécies ibnicas. Um alto valor de poten-
cial zeta representa maior estabilidade fisico-quimica da suspenséao coloidal, uma
vez que grandes forgcas repulsivas evitam agregacdes ocasionadas em funcéo das
colis6es das NPs (SCHAFFAZICK et al., 2003).
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O potencial zeta das formulagbes foi determinado utilizando o equipamento
Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern), sendo as suspensoes coloidais diluidas em agua
deionizada (1:1000, v:v). As analises foram realizadas em triplicata e em fungéo
do tempo (0, 7, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias).

3.2.3.3 Estabilidade fisico-quimica do polimero

Alteracdes nos valores de pH de suspensdes coloidais de NPs poliméricas
pode ser um indicativo de degradacao do polimero (SCHAFFAZICK et al., 2003).
Afim de, avaliar a estabilidade quimica do polimero, foi realizada a medida de pH
das suspensdes de NPs e NPs/ATZ utilizando um potenciémetro (pHmetro Tec-
nal®) acoplado a um eletrodo de pH previamente calibrado utilizando-se solucdes
tampao padrdao em pH 4 e 7. As medidas foram realizadas em fung&o do tempo (0,
7,15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias).

3.2.3.4 Medida de eficiéncia de encapsulacao

Para a determinacao da eficiéncia de encapsulacado (EE) da ATZ nas NPs
de PCL, inicialmente, determinou-se o total de ATZ presente na formulag&o. Para
isso, as suspensdes de NPs foram dissolvidas em acetonitrila e, posteriormente,
foram filtradas em membrana Millipore® de 0,22 um. O filtrado foi, em seguida,
analisado por CLAE de acordo com as condi¢coes cromatograficas descritas no
item 3.2.1 para a quantificacdo dos 100% de ATZ presente nas NPs.

A medida da EE foi determinada de maneira indireta, uma vez que uma
suspensao de NPs (1000 uL) foi submetida a centrifugagéo (6200 rpm) por 30 mi-
nutos utilizando um sistema de ultrafiltracdo constituido de celulose regenerada

37



Materiais e Métodos

com poro de exclusdo molecular de 30 kDa (Microcon-Millipore®), sendo o filtrado
(ATZ livre) quantificado por CLAE (item 3.2.1).

Desta forma, a partir do valor da quantidade de ATZ total e livre pode-se determi-
nar a EE do ativo ATZ nas NPs, demonstrando que estas mantém o ativo encap-
sulado em relacao ao tempo. Esta metodologia tem sido utilizada na literatura para
determinacao da EE de compostos bioativos em NPs (GRILLO et al., 2011; MELO
et al., 2010; SILVA et al., 2012). A EE foi medida em triplicata em fung&o do tempo
(0,7,15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias).

3.2.3 Avaliacao da estabilidade das NPs

A avaliacao da estabilidade das NPs de PCL contendo ou ndo ATZ foram
realizadas a partir das medidas dos parametros de estabilidade coloidal como o
tamanho (didmetro hidrodinamico), indice de polidispersao (PDI), potencial zeta e
a estabilidade fisico quimica das NPs através de medidas de pH das formulagbes
em funcgéo do tempo (0, 7, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias).

3.2.3.5 Caracterizacao por espectroscopia de infravermelho com transforma-
da de Fourier (FTIR)

As medidas de FTIR foram realizadas utilizando o equipamento Varian 660-
R, sendo os espectros coletados em uma faixa de 4000 a 400 cm™'. Cada espectro
foi obtido como uma média de 32 varreduras e com resolucao de 2 cm™. O prepa-
ro das amostras de NPs para andlises de FTIR foi realizado a partir de 2 mL de
cada formulacdo (NCs, NEs, NCs/ATZ e NEs/ATZ) submetidas a centrifugacao
para formacédo de pellet que foi seco em estufa. Apds essa etapa, as amostras
foram submetidas a analise por FTIR com ATR (reflexao total atenuada). Devido
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as caracteristicas sélida e granular do polimero PCL, nao foi possivel realizar a
mistura fisica com ATZ.

3.2.3.6 Ensaio de cinética de liberacao

Para a avaliacao do perfil de liberacdo da ATZ e NPs/ATZ foram realizados
ensaios de cinética de liberagdo. Esse se baseia em um sistema com dois com-
partimentos, um chamado de doador, onde foi inserida a formulag&o/solugcao con-
tendo ATZ, separado do compartimento aceptor, por uma membrana de celulose
(Spectrapore, com poro de exclusdao molecular de 1200 Da).

O compartimento aceptor foi preparado em condicdo de diluicdo sink com
agua e mantido sob agitacdo leve durante todo o tempo do experimento (AUL-
TON, 2002). As amostras foram coletadas em funcao do tempo, em intervalos de
15 minutos na primeira hora, de 30 minutos nas duas horas seguintes, e depois
em intervalos de uma hora. As amostras coletadas foram analisadas por CLAE de
acordo com as condicdes descritas no item 3.2.1. Os dados obtidos de concentra-
cao foram convertidos em porcentagem de liberacdo em fungao do tempo. Os en-
saios de liberagdo foram realizados em triplicata.
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3.2.3.7 Modelagem matematica dos ensaios de liberacao

O mecanismo de liberacao da ATZ foi avaliado utilizando a equagao semi-

empirica proposta por Korsmeyer-Peppas de acordo com a Equacéo 1:

(Equacéo 1)

&zktn
M

(00]

Onde M; representa a quantidade total absoluta de ATZ liberada no tempo t
e M. corresponde a quantidade total de ATZ incorporado ao sistema polimérico no
tempo t= 0, k é a constante cinética de liberagdo e n o expoente de liberagcdo. O
expoente de liberacdo n se relaciona a forma geométrica do sistema de liberacao
e a partir do seu valor é possivel determinar o tipo de mecanismo de liberacdo da
ATZ das NPs. Valores de n iguais a 0,45 indicam que o ativo é liberado por um
processo de difusdo que segue a lei de Fick; valores de n acima de 0,89 indicam
que a liberagédo do ativo se deve ao relaxamento da matriz polimérica e/ou libera-
cao mediante a erosao da particula; valores de n 0,45< n < 0,89 indicam que o
ativo é liberado por transporte anémalo, ou seja, € a combinacdo dos processos
de difusédo e relaxamento das cadeias poliméricas/erosdo da particula (COSTA &
LOBO, 2005; KORSMEYER & PEPAS; 1983).
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3.2.4 Ensaios de interacao com solo e avaliacao da atividade herbicida

3.2.4.1 Ensaios em coluna de solo

Para avaliacdo da mobilidade e distribuicdo da ATZ em solo foi realizado o
ensaio em coluna de solo. Para isso foram utilizados tubos de PVC com 3 centi-
metros de didmetro e 20 cm de comprimento, cortados em partes de 4 cm forman-
do 5 anéis, unidos por fita adesiva para que nao houvesse vazamento (Figura 6).
A cada coluna foi adicionada a mesma quantidade de solo (162 mg) de forma a
preencher 4 anéis (A a D), formando uma coluna de 16 cm de solo. Na extremida-

de terminal da coluna, foi fixado papel de filtro para manter o solo na coluna.

<<
e
A: 0-4 cm
B: 4-8 cm
e C:8-12cm
D: 12-16 cm
A
N —]
B
£ : —— Adicionado solo até 16 cm
C
R
D
- > —

Figura 6: Representacdo esquematica da coluna de solo preparada para os en-
saios de interacdo com solo e avaliacdo da atividade Hb. A coluna de solo foi divi-
dida em 4 anéis denominadas por A, B, C e D, sendo a superficie do anel A o local
de aplicacédo do Hb.
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O solo utilizado para o preparo das colunas de solo é originario de uma re-
manescente florestal, longe de area rural (coordenadas cartesianas: - 23,432628
(latitude), -47,369862 (longitude) e 601 metros de altitude). O solo foi previamente
caracterizado pelo grupo de pesquisa do laboratério de quimica ambiental da
UNESP/ Sorocaba sendo do tipo argissolo vermelho, constituido aproximadamen-
te por 3,8 % de silte, 11,29 % de argila e 84,8 % de areia, possuindo 3 % de maté-
ria organica, com pH em torno de 5,4. O solo para preparo da coluna foi peneirado

em malha de 2 mm e armazenado ao ar livre.

Apés a construgdo das colunas, foi aplicada sobre a superficie do solo de
cada coluna: formulacdo comercial de ATZ da marca GESAPRIM 500 CG (SYN-
GENTA), ativo ATZ, NCs/ATZ, e NEs/ATZ na concentracdao recomendada por fa-
bricantes de formulagbes comerciais de 2,5 kg/ha. Foram preparadas também co-
lunas como controle, onde nestas foram aplicadas apenas agua.

Apés a aplicagédo da formulacdo no topo da coluna foram simuladas condi-
cbes de irrigacao, adicionando agua destilada, equivalente a 70 mm de irrigacao
(50 mL), dividida em duas partes de 25 mL, sendo os primeiros 25 mL aplicados
com 24 horas e os outros 25 mL com 48 horas. A irrigacdo visou avaliar a distri-
buicdo da ATZ (encapsulado ou ndo) através da coluna. Apds a aplicacdo dos 50
mL de agua e passado um periodo de 24 horas da ultima irrigacdo os quatro anéis
da coluna de solo foram separadas para posterior quantificacdo da ATZ em cada
fracao e também para a avaliacao da atividade Hb ao longo do perfil da coluna de

solo. Estes ensaios foram realizados em quintuplicata.

42



Materiais e Métodos

3.2.4.2 Umidade do Solo

Apés o fracionamento da coluna de solo em partes de 4 cm (item 3.2.4.1),
foram coletadas 2 gramas de solo de cada anel para analise da porcentagem de
umidade do solo (h), conforme Equagéo 2.

(equacéo 2)

P — Ps

X 100
Ps

Onde P representa a massa do solo umido, Ps a massa de solo seca em
estufa apdés um periodo de 24h mantidas a 100 °C

3.2.4.3 Andlise de concentracao de ATZ ao longo do perfil do solo

Apés a separacao das colunas em partes de 4 cm (item 3.2.4.1), foram co-
letadas 5 g de solo de cada anel. Neste solo foi realizada a extragao da ATZ com
metanol para quantificagéo do ativo nos diferentes anéis da coluna de solo. Para a
extracdo da ATZ do solo foi utilizada uma adaptacdo do método descrito por Vas-
concelos e colaboradores (2008). Nesse, 5 g de solo foram colocados em um er-
lenmeyer de 25 mL, sendo adicionado a este 5 mL de metanol que foi mantido sob
agitacao orbital em incubadora por 20 minutos a 25 °C. Ap6s o periodo de agita-
¢éo, a suspenséo foi mantida em repouso por 30 minutos, sendo o sobrenadante
retirado. Este procedimento foi realizada por mais duas vezes, a fim de garantir
que toda ATZ fosse removida do solo. Apés esta etapa, as fragcdes foram unidas e
evaporadas até um volume final de 5 mL, sendo a quantidade de ATZ determinada
por CLAE, conforme condi¢des descritas no item 3.2.1.
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Para a avaliacdo dos resultados obtidos apds a quantificacdo da ATZ em
cada ponto da coluna de solo entre os diferentes tratamentos, foi utilizado a anali-
se estatistica por andlise de variancia (ANOVA) com teste posterior de Tukey-
Kramer, com significancia estatistica de p<0,05, utilizando para isso o software
Graph Pad InStat 3.

3.2.4.4 Avaliacao da atividade herbicida ao longo do perfil da coluna de solo

A fim de avaliar o perfil de migracdo da ATZ ao longo da coluna de solo, foi
realizado o cultivo da mostarda lisa da Flérida (Brassica sp) (planta alvo do Hb
ATZ) em cada um dos anéis da coluna de solo, separados conforme descrito no
item 3.2.4.1.

Para este estudo, em cada anel foram plantadas 10 sementes, sendo estas
cultivadas por duas semanas em uma casa de vegetacao. ApGs este periodo foi
determinado o indice de germinacdo em porcentagem (IG) calculado conforme
Equacao 3.

(Equacéo 3)

IG = SG x 100
TSS

Onde, SG o numero total de sementes germinadas e TSS o numero total de
sementes semeadas inicialmente.
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Além do indice de germinacao foram também avaliados outros parametros
como: a média da altura das plantulas e o tamanho da raiz (Figura 5), bem como,

a determinag@o da massa média de matéria seca e verde das plantulas.

L Altura da plantula

L. Comprimento da raiz

—_—

Figura 7: Representagdo esquematica de uma plantula de mostarda. Nesta figura
podem-se observar as diferentes regides (raiz, altura e numero de folhas) que fo-
ram analisadas apds o cultivo da mostarda nos diferentes anéis das colunas de
solo.

Para a avaliacado dos resultados dos diferentes tratamentos sobre os para-
metros descritos acima em cada anel da coluna de solo foi realizada anélise de
variancia (ANOVA) com teste posterior de Tukey-Kramer, com significancia esta-
tistica de p<0,05, utilizando para isso o software Graph Pad InStat 3.
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3.2.5 Ensaio de aberracao cromossémica em Allium cepa

Para avaliar o possivel efeito genotdxico das formulagdes produzidas utili-
zamos o teste de Allium cepa que é validado pelo Programa Internacional de Se-
guranca Quimica (IPCS, OMS), e pelo Programa Ambiental das Nacdes Unidas
(UNEP), como um teste eficaz para a avaliagdo e monitoramento de substancias
guimicas em sistemas ambientais (Rodrigues et al., 1999).

O objetivo desse experimento foi avaliar a genotoxicidade do ativo ATZ, da
formulagdo comercial, das formula¢cdes de NPs/ATZ e NPs de PCL. Foram testa-
das cinco diferentes concentragdes (0,7, 2,1, 6,3, 18 e 54 ng/mL) sendo estas
concentragdes determinadas a partir do valor de LCso do ativo ATZ (MAPA, 2012),
sendo diluida e concentrada duas vezes o valor da LCsy as mesmas concentra-

cOes testadas foram usadas para a avaliacdo das NPs sem ATZ.

Neste ensaio, as raizes de Allium cepa cresceram em meio a exposicao da
substancia teste em temperatura ambiente. Quando as raizes atingiram aproxima-
damente 2 cm de comprimento, foram coletadas para os procedimentos de prepa-
ro das laminas. As raizes foram fixadas entre 12:00 e 14:00 horas e transferidas
para frascos identificados (para cada concentracdo de amostra) com o fixador
Carnoy I.

Para o preparo das laminas, retirou-se uma quantidade de raizes dos fras-
cos com o auxilio de uma pinga, sendo estas lavadas com agua destilada por trés
vezes, com um periodo de 5 minutos entre cada lavagem. Apds esta etapa, foi
retirado 0 excesso de agua das raizes e realizada a hidrélise das mesmas através
da exposicao das raizes em frascos contendo HCI 1 mol/L mantidos a 60 °C por
nove minutos. Apos a etapa de hidrélise, as raizes foram novamente submetidas a
trés lavagens com agua destilada para remocao do excesso de acido das raizes.
As raizes foram entdo coradas com o reagente de Schiff e mantidas por duas ho-
ras em local escuro.
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Passadas essas etapas, sobre uma lamina limpa e identificada, colocou-se
uma raiz com seu meristema intacto (porgao terminal corada de roxo, destacando-
se do resto da raiz corada de rosa), recortando a parte corada em roxo e elimi-
nando o restante da raiz corada em rosa, aplicou-se uma gota de carmim acético
2% sobre 0 meristema e cobriu se com uma laminula, pressionando-a cuidadosa-
mente sobre o material até que o meristema se transforme em uma pequena man-

cha de células espalhadas (esmagamento).

Apébs esta etapa, a lamina, foi flambada em chama com auxilio de uma
lamparina e retirou-se o excesso de carmim acético da lamina pressionando de
forma suave a lamina e a laminula envolvidas por um papel filtro. A Figura 8 re-

presenta as principais etapas realizadas no ensaio de genotoxicidade.

-
== v Hidrdlise Acida (HCI 1M)

v Sementes v  Tratamento v" 60 ° C por 9 minutos

~ Gt

g' ..’)l S— v' Colorag3o:
ﬂ \/ ﬂ Reagente de Schiff
v Germinagdo v 2 horas
v Metanol- Acido Acético (3:1)
v' Coleta (12:00)
v Ap06s 6-8 horas é trocado o fixador ‘

v" Carmim acético 2%

v/ Laminula ¢mm

Figura 8: Representacdo esquematica das principais etapas para a confecgao de
laminas do ensaio de genotoxicidade em Allium cepa.
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3.2.5.1 Andlises das laminas obtidas no ensaio Allium cepa

A partir das anélises das laminas foi possivel calcular o indice mitético (IM),
conforme Equacéo 4. Este indice é calculado a partir do numero total de células
em divisdo (profase, metafase, anafase, teléfase) dividido pelo numero total de

células na fase intérfase.

(Equacéao 4)

_TDC

IM = ——
TCI

Onde TDC é o total de divisoes celulares e o TCI o total de células em intérfase.

A partir do célculo do IM é possivel ainda determinar o indice Mitético Rela-
tivo (IMR) sendo este calculado baseado no valor da média do IM de cada trata-

mento pelo valor do IM do controle (agua) (Equacéao 5).
(Equacéo 5)

MR — IMT
~ IMN

Onde o IMT é o valor da média de cada tratamento e o IMN é a média do
IM do controle. A avaliacdo dos dados foi baseada na comparacao do controle
com o produto comercial e o ativo ATZ (encapsulado ou nao).

Além do indice mitético, pode-se determinar também o indice de aberra-
¢bes cromossdmicas causados por cada tratamento sobre as células de Allium
Cepa. O indice de aberracdo cromossOmica é determinado a partir do nimero de
alteragbes cromossémicas (pontes, quebras, perdas cromossdémicas, c-metafase

entre outras) divido pelo numero total de divisdes (Equacao 6).

48



Materiais e Métodos

(Equacéo 6)

IAC = rac x 100
"~ TDC

Onde TAC representa o total de divisbes com alteragbes cromossémicas e
TDC o total de divisdes cromossOmicas.

Para a avaliacao dos resultados em relagdo ao IMR e o IAC para cada um
dos tratamentos foi realizada andlise de variancia (ANOVA) com teste posterior de
Tukey-Kramer, com significancia estatistica de p<0,05, utilizando o software Graph

Pad InStat 3.
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4. Resultado e Discussao

4.1 Caracterizacao das NPs de PCL

Para a caracterizacdo de NPs sao avaliados parametros os quais permitem
determinar a estabilidade como o didmetro hidrodinamico, ao indice de polidisper-
sao (PDI), potencial zeta (PZ), em relacao ao pH das suspensdes coloidais e a
eficiéncia de encapsulagéo (EE) (SCHAFFAZICK et al.; 2003) Neste trabalho, fo-
ram preparadas NCs e NEs de PCL contendo ou ndo ATZ (NCs/ATZ e NEs/ATZ),

os dados obtidos desta caracterizacao estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados da caracterizacao fisico-quimica das NPs de PCL, contendo
ou ndo ATZ. Dados de diametro (nm), indice de polidisperséo (PDI), potencial zeta
(PZ em mV), pH e eficiéncia de encapsulacdo da ATZ (EE) em %. Os valores
apresentados indicam a média de trés determinagées.

Diametro (nm) PDI PZ(mV) pH EE(%)

NC 5132+75 0,21+0,02 -256+0,64 5,5

NC/ATZ 483,11 +10,4 0,16+0,02 -252+0,32 6,3 93,4+1.2

NE 365,1+0,16 0,16 +0,01 -23,9+0,26 6,0

NE/ATZ  408,5+25 0,17+0,02 -256+0,14 6,6 92,7+1.2

A analise dos resultados apresentados na Tabela 2 mostra que o diametro
das NCs (513 £ 7,5 nm) é significante maior (p < 0,001) que das NEs (365 + 0,16).
Este resultado pode ser devido a incorporagdao do 6leo no interior das NCs de
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PCL, fazendo com que ocorra um aumento de massa destas particulas e, conse-
guentemente, aumento do tamanho (RAO & GECKELER, 2011, SCHAFFAZICK et
al., 2003).

Os valores de diametro determinados para as NPs preparadas nesse estu-
do foram compativeis com valores descritos em trabalhos na literatura (JAIN,
2010; BEHERA et al., 2012). Quando a ATZ foi encapsulada, as NCs/ATZ (483,1
10,4 nm) apresentaram uma reducdo nos valores de diametro hidrodindmico em
relacdo as NCs sem ATZ (p < 0,001). J& para as NEs/ATZ (408,5 + 2,5 nm) houve
aumento nos valores de diametro hidrodinamico (p < 0,01). As diferencas obser-
vadas nos tamanhos podem ser devido a rearranjos nas cadeias poliméricas, bem
como alteracdes de interagdes entre os demais componentes utilizados no prepa-

ro das NPs quando na presenca de ATZ.

Silva e colaboradores (2010) prepararam NPs de alginato/quitosana e algi-
nato/AOT encapsuladas ou ndo com o Hb clomazone e observaram variacdes de
aumento (NPs de alginato/quitosana) e diminuicao (NPs de alginato/AOT) de ta-
manhos devido a presenga do Hb como componente da formulagdo. Destaca-se
que pequenas alteragdes metodoldgicas no preparo das NPs fazem com que os
parametros que determinam suas caracteristicas coloidais sejam alteradas, como
exemplo, mudancas de tamanho e morfolégicas (RAO & GECKELER, 2011). O
mesmo efeito foi observado paras as NCs e NEs para o ativo ATZ em que foi ava-
liado que houve aumento e reducéo das NPs.

Byun e colaboradores (2011), pela técnica de dupla emulsédo, observaram
alteracao no didmetro devido ao tipo de solvente utilizado para o preparo de NEs
de PCL, sendo que uma mistura de cloreto de metileno: acetonitrila produziram
NPs menores que quando preparadas apenas com cloreto de metileno.

Foram observados que as particulas preparadas neste estudo apresenta-
ram-se monodispersas e com valores de PDI proximos ou abaixo de 0,2 (Tabela
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2), valor este que indica homogeneidade na distribuicdo de tamanho (SCHAFFA-
ZICK et al., 2003).

A partir da analise dos dados da Tabela 2, pode-se ainda observar que os
valores de potencial zeta das NPs ficaram entre -23 mV e -26 mV, ndo havendo
diferengas significativas entre NCs e NEs, bem como pela presenga ou auséncia
de ATZ nas formulacées. Os valores de potencial zeta observados refletem a car-
ga das particulas, no entanto, em relacdo a estabilidade destas em solugéo, o
principal fator neste caso ndo € o valor de potencial zeta e sim o fato da presenga
do tensoativo PVA nas formulagées, uma vez que este causa um efeito de estabi-
lidade estérico (MORANRAJ et al., 2006).

As suspensoes coloidais preparadas contendo NPs sem ATZ apresentaram
valores de pH levemente &cidos, sendo 5,5 e 6,0 para NCs e NEs respectivamen-
te. Ja quanto o ativo ATZ foi encapsulado, os valores de pH das formula¢ées au-
mentaram para 6,3 e 6,6 para as NCs/ATZ e NEs/ATZ, respectivamente. Este au-
mento nos valores de pH é devido ao fato do ativo ATZ possuir um carater basico,
gerando aumento do pH da suspensao coloidal em relacdo ao sistema sem ATZ
(JAVARONI et al., 1999).

Khoee & Yaghoobian (2009) verificaram que o tipo do tensoativo e a quan-
tidade utilizada afetam o diametro hidrodinamico das NPs e a EE. A EE das NPs
preparadas nesse trabalho foi acima de 90%, mostrando que o método de preparo
das NPs foi eficaz uma vez que apresentou uma boa encapsulagao da ATZ. Este
fato deve-se a possibilidade de formagédo de interagdes intermoleculares entre a
ATZ e os componentes utilizados para o preparo das NPs, como por exemplo, o
polimero PCL e os &cidos graxos presentes no éleo Mygliol.

Souza e colaboradores (2012), utilizando o método de nanoprecipitagao pa-
ra preparo de NCs de PCL contendo o ativo ATZ, observaram que um aumento da
quantidade de fase oleosa causa um aumento na EE da ATZ, bem como um au-

mento no didmetro hidrodindmico. Estes autores descreveram que este aumento
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de EE foi devido a uma maior incorporacéo de 6leo no nucleo das NCs, fazendo
com que uma maior quantidade de ATZ pudesse ser encapsulada, fato este devi-
do a ATZ ser hidrofébica. No presente estudo houve uma alta EE para ambas
NPs, independente do uso de dleo, indicando que o método para o preparo pode

ter aumentado a EE porém as NCs reduziram o diametro.

Estudos nesta area indicam que metodologias para preparo de NPs por so-
nicagdo sao mais eficientes para associacao de ativos (JAIN, 2000). ZHOU e co-
laboradores (2010) observaram para os anestésicos ropivacaina e bupivacaina,
utilizando o mesmo tipo de metodologia de preparo deste estudo, valores de EE
em torno de 60-70% para NPs preparadas com o polimero PLGA. A técnica quan-
do empregada neste estudo para o polimero PCL e o ativo ATZ, apresentou uma

alta EE, demostrando ser uma técnica eficaz para a encapsulagao da ATZ.

Grillo e colaboradores (2012), utilizando o método de nanoprecipitacao, ob-
tiveram valores de EE da ATZ em NCs de PCL ao redor de 87 %. J& Cea e cola-
boradores (2010) mediram valores de EE para ATZ em NPs de etilcelulose ao re-
dor de 35%, fato este justificavel pelas caracteristicas hidrofilicas da etilcelulose e
hidrofébica da ATZ. Isto reforca o ponto que o polimero PCL para o ativo ATZ, é

ideal para o preparo de NPs por aumentar a EE.

4.2 Medidas de estabilidade das formulacoées.

A investigagao de parametros como didmetro hidrodinamico, PDI permitem
avaliar a estabilidade coloidal das NPs, uma vez que é possivel verificar processos
de agregacao das particulas em funcdo do tempo. Da mesma forma a investiga-
cao da EE e pH em funcao do tempo podem dar informacdes sobre a interagdo do
ativo com as NPs e possiveis processos de degradag¢édo do polimero (SCHAFFA-
ZICK et al., 2003). A Figura 9 apresenta as medidas de distribuicdo de tamanho

das NPs num periodo de 90 dias.
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Distribuicao de diametro hidrodinamico
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dias

0 m7 m30 m45 m60 =75 ~ 90

Figura 9: Distribuicdo de didmetro hidrodindmico das NPs de PCL com ou sem
ATZ em funcéo do tempo (0, 7, 30, 45, 60, 75 e 90 dias). Os valores representam
a média de trés analises (n=3), sendo as amostras medidas a 25 °C.

A analise dos dados de estabilidade de tamanho das NPs mostra que para
as NEs (com ou sem ATZ) a distribuigdo média de tamanho nao sofreu alteragdes
significativas em funcdo do tempo, mostrando assim que as propor¢cées dos
componentes destas NPs produziram um sistema coloidal bastante estavel. Ja
para as NCs, observam-se alteracées na média da distribuicao de tamanho destas
(com ou sem ATZ), no entanto, as alteragdes iniciais foram mais pronunciadas
para as formulagbes contendo ATZ, onde pode-se observar que o tamanho das
NCs tiveram um aumento de quase duas vezes. Este fato indica que as NCs
contendo ATZ apresentaram algum tipo de agregacéo durante o periodo de de 90
dias, indicando assim que este sistema ndo se apresenta tdo estavel quanto as
formulacdées de NEs com ATZ.
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Assim como o valor médio de distribuicdo de tamanho, foi acompanhado a
investigacao do indice de polidispersividade das suspensdes coloidais em funcao
do tempo, sendo os valores medidos apresentados na Figura 10.

indice de polidispersao

0.5
0.45
0.4
0.35
0.3
2 0.25
0.2 -
0.15 -
0.1 -
0.05 -

NC NE NC/ATZ NE/ATZ
m0 m7 m30 m45 m60 =75 = 90dias

Figura 10: PDI das NPs de PCL com ou ATZ em funcao do tempo (0, 7, 30, 45,
60, 75 e 90 dias). Os valores sdo referentes a média de trés analises (n=3), sendo
as amostras medidas a 25°C.

Os valores de PDI para todas as NPs ficaram entre 0,2 e 0,3 em fung¢do do
periodo de 90 dias. Destaca-se que no caso das NEs os valores ficaram proximos
a 0,2 e para as NCs mais proximos a 0,3, fato este que corrobora com os dados
de distribuicdo de tamanho das particulas ndo seja tdo homogénea como no caso
das NEs (SCHAFFAZICK et al. 2003).
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Por fim foi aferida valores de pH das suspensdes coloidais em fun¢ao do
tempo (Figura 11).

= 6.71

NE/ATZ

pH

o
~

30 45 60 75 90
Tempo (dias)

Figura 11: Valores de pH medidos nas suspensdes coloidais contendo NPs de
PCL com ou sem ATZ em funcao do tempo (0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias). Os
valores sao referentes a média de trés analises (n=3), sendo as amostras medidas
a 25°C.

Observa-se que as NCs e NEs sem ATZ apresentam um perfil similar de
valores de pH em funcdo do tempo, diminuindo em relacdo ao valor inicial, indi-
cando assim que as cadeias poliméricas podem estar sendo hidrolisadas, ocasio-
nando a reducao do pH da solucao (SHAFFAZICK et al., 2003). Estudos mostram
qgue NPs de PCL apés 3-5 meses comegam apresentar diminuicao do pH, devido
a hidrélise das cadeias poliméricas que promove um aumento da exposicao de
grupos acidos carboxilicos (LEMOINE et al., 1996; GUTERRES et al., 1995).

No caso das NPs/ATZ, os valores de pH tiveram um comportamento opos-
to, onde o valor de pH aumentou em funcéo do tempo, fato este que pode estar
relacionado a exposicado da ATZ na superficie das NPs produzindo um aumento

no pH devido a exposicdo dos grupamentos amino destas moléculas. No entanto,
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mais estudos, dentre eles morfoldgicos, necessitam ser realizados para confirma-

cao desta hipodtese.

Outro parametro investigado foi a EE da ATZ nas NPs ao longo do tempo,
uma vez que este pode indicar se possiveis alteragbes na estabilidade coloidal
das formulagdes ou processos de degradacao do polimero irdo afetar a EE do ati-
VO nos sistemas carreadores. A EE das NPs/ATZ foi avaliada em funcédo do tem-

po, sendo os valores determinados apresentados na Figura 12.
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Figura 12: Valores de EE para o ativo ATZ nas NPs de PCL em func¢édo do tempo
(0, 7, 30, 45, 60, 75 e 90 dias). Os valores sao referentes a média de trés analises
(n=3), sendo as amostras medidas a 25°C.

A analise dos dados mostra que ndo houveram alteragbes significativas
nos valores de EE da ATZ em funcéo do tempo, permanecendo entre 90 e 94%.
Estes resultados indicam que a ATZ continua encapsulada nas NPs e que as alte-
ragOes fisico-quimicas (diametro, PDI e pH) ndo foram suficientes para alterar a
EE, mesmo que processos de hidrolise estejam ocorrendo. Destaca-se, no entan-
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to, que estudos morfolégicos sdo necessarios a fim de um melhor entendimento

destes processos.

No caso das NCs contendo ATZ, observa-se que mesmo havendo proces-
sos de agregacao a EE néo foi alterada em funcédo do tempo, indicando que pro-
vavelmente este ativo encontra-se no nucleo oleoso das NCs e que com a agre-

gacao das particulas esse foi mantido, ndo liberando desta forma a ATZ.

Uma andlise geral dos ensaios de estabilidade indica que as NEs contendo
ATZ apresentaram resultados de estabilidade melhores que os das NCs, uma vez
que os valores de distribuicdo médio de tamanho e PDI ndo sofreram alteracoes
em fungé@o do periodo de 90 dias. Em relagdo aos demais parametros avaliados
(pH e EE), o comportamento para os dois sistemas (NEs e NCs) foi praticamente o

mesmo.

4.3 Estudo da interacao entre ATZ e NPs de PCL por espectroscopia de in-
fravermelho

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é
uma técnica espectroscopica utilizada para identificacdo e caracterizacdo de com-
postos orgéanicos, inorganicos e poliméricos (Gongalves et al., 2002). Para avaliar
a existéncia de possiveis interagcdes intermoleculares entre a ATZ e as NPs foi
utilizada a analise por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fou-
rier da ATZ, polimero PCL, NPs com e sem ATZ. Os espectros de FTIR sao apre-
sentados na Figura 13.
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Figura 13: Analise por espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier para A) ATZ; B) polimero PCL; C) NCs; D) NEs; E) NCs/ATZ; F) NEs/ATZ.
Para as Figuras E e F, os numeros em vermelho representam as bandas do poli-
mero PCL e os niumeros em preto, as bandas para a ATZ. Os espectros foram
coletados de 4000 a 400 cm™, e representam a média de 32 varreduras, cada com

resolucdo espectral de 2 cm™



Resultados e discussao

Para o espectro da ATZ (Figura 13A), a banda de absorgéo 3254 cm™ indi-
ca estiramento N-H de amina secundaria presentes no anel da ATZ. Jaem 2970 e
2864 cm™', observa-se estiramentos de grupamentos C-H alifaticos, bem como, em
1623 e 1541 cm™ observam-se bandas de deformacdo da ligagdo C=C e C=N
respectivamente (AVILA et al., 2009).

A andlise do espectro do polimero PCL (Figura 13B) apresentam as bandas
descritas na literatura para o polimero (ELZEIN et al., 2004), onde em 2946 cm’
observa-se banda de estiramento assimétrico CH,; em 2864 cm™ banda de esti-
ramento simétrico CHz; em 1721 cm™ banda referente ao grupamento carbonila
(C=0) e em 1471 cm™ alongamento da fase cristalina. J& em 1236 cm’, observa-
se alongamento assimétrico C-O-C, em 1156 cm' estiramento O-C=0, em 1108
cm™' estiramento simétrico C-O-C e 1044 cm™ C=0 estiramento em fase amorfa.

No caso dos espectros de NCs e NEs de PCL (Figura 13 C e D), pode-se
observar a presenca das bandas caracteristicas do polimero PCL. Os espectros
apresentados na Figura 13E e 13F mostram os espectros das NCs e NEs conten-
do ATZ, respectivamente. As andlises das NPs/ATZ mostram que todas as bandas
referentes ao polimero PCL foram identificadas, porém o caso das NCs foi identifi-
cada uma banda em 1559 cm™ referente a ligagdo C=N da ATZ (Figura 13 E). Nas
NEs, apareceram duas bandas referentes & ATZ, uma em 1623 cm™ referente a
deformacdo na ligagdo C=C e outra em 1542 cm, referente & deformacdo na li-
gacao C=N.

A analise por FTIR demostrou que o polimero PCL e o ativo ATZ apresenta-
ram frequéncias das bandas de absorcao caracteristicas destes compostos e apos
o preparo das NPs as bandas do polimero foram detectadas, porém a técnica néo
permitiu verificar possiveis interagdes ou surgimento de novos grupos, devido que
bandas da ATZ ficaram superpostas com bandas do polimero PCL, comprome-
tendo uma melhor analise dos dados.

A Tabela 3 apresenta um resumo das principais bandas encontradas e os

tipos de ligacdes para o ativo ATZ, polimero PCL as NCs/ATZ e NEs/ATZ.
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Tabela 3: Ligacdes e faixas de absorcdo dos compostos ATZ, PCL, NCs, NEs,
NCs/ATZ, NEs/ATZ encontradas por espectroscopia de infravermelho por trans-
formada de Fourier. Espectros coletados em uma faixa de 4000 a 400 cm', foram
coletadas 32 varreduras com resolugdo de 2 cm™.

Tipo especifico de ligacao Faixa de absorcao
Estiramento N-H de amina secundaria 3254 cm’”
‘Z’: Estiramento de grupamentos C-H alifaticos 2970 e 2864 cm’
E Deformacéo da ligagdo C=C 1623 cm’™
:: Deformacao da ligagédo C=N 1541 cm™
Estiramento assimétrico CH> 2946 cm'’
Q Estiramento simétrico CH> 2864 cm’’
§ Grupamento carbonila C=0 1721 cm’
f- Alongamento da fase cristalina C=0 e
4 c=C 1471 cm’
Alongamento assimétrico C-O-C 1236 cm’™
Estiramento assimétrico CHz 2946 cm'’
N Estiramento simétrico CH» 2864 cm'’’
% Grupamento carbonila C=0 1721 cm™
= Deformag&o da ligacdo C=N 1541 cm’™
Alongamento da fase cristalina C=0 e
c=C 1471 cm’
Alongamento assimétrico C-O-C 1236 cm'™
Estiramento assimétrico CHz 2946 cm'’’
Estiramento simétrico CH> 2864 cm'’’
E Grupamento carbonila C=0 1721 cm™
;"j Deformacéo da ligagdo C=C 1623 cm'™
Deformag&o da ligagdo C=N 1541 cm’
Alongamento da fase cristalina C=0 e
c=C 1471 cm’
Alongamento assimétrico C-O-C 1236 cm'
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4.4 Ensaio de cinética de liberacdo da ATZ.

A fim de avaliar como a encapsulagdo da ATZ nas NPs de PCL altera o per-
fil de liberacdo deste, foi realizado o ensaio de cinética de liberacdo. O ensaio foi
realizado durante um periodo de sete dias, sendo as curvas obtidas para a ATZ e
NPs contendo ATZ apresentadas na Figura 14.
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Figura 14: Ensaio de cinética de liberagdo do herbicida ATZ. As curvas mostram o
perfil da cinética de liberacdo da ATZ, NCs/ATZ e NEs/ATZ. Os dados represen-
tam a média de trés experimentos realizados a 25 °C.

A analise das curvas de liberacao da Figura 14 mostra que as NPs/ATZ re-
duzem a velocidade de liberagdo da ATZ quando comparada com o ativo ATZ
apenas. Durante um periodo de 24 horas, a ATZ apresentou aproximadamente
40% do seu total liberado, enquanto quando encapsulada em NEs e NCs este va-
lor ficou em torno de 20% do total . No periodo de 120 horas, a quantidade de ATZ
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liberada das NPs foi de 32% do total, demonstrando que a liberagdo do ativo foi

mais lenta.

Estudos de NPs poliméricas para sistemas de liberacao sustentada sao vi-
sadas para diferentes classes de DA, o que reforga que estes produtos possuem
grande potencial para futuras aplicagées na agricultura (CHEN & YADA, 2011;
KHOT et al., 2012; NAIR et al., 2010).

O uso de sistemas com liberacdo sustentada pode prolongar o tempo de
acao dos DA, reduzindo o numero de aplicagbes, tornando mais viaveis para apli-
cacao em lavouras (SARKAR et al.,, 2012). Outra vantagem encontrada nesses
sistemas é a maior acao do ativo em organismos alvos e reducao dos efeitos téxi-
COs que esses produtos podem gerar em outras espécies (LI et al., 2012). Siste-
mas de liberacédo sustentada baseados em NPs reduzem a concentragdo da dose
para acao efetiva do ativo, além disso, podem reduzir efeitos toxicos a agriculto-
res, tornando esses produtos mais seguros para utilizacdo (NAIR et al., 2010).

4.4.1 Modelagem matematica dos perfis de liberagcao

Muitos sistemas carreadores de compostos bioativos podem desempenhar
importante papel na liberagdo modificada, uma vez que estes sdo capazes de con-
trolar a liberagédo do ativo em fung¢édo do tempo. O mecanismo pelo qual um ativo é
liberado pode ser determinado por diferentes fatores fisico-quimicos como, o
transporte do interior da matriz polimérica para o meio de dissolucao, alteracdes
nas propriedades dos polimeros, como intumescimento e degradacédo que podem
facilitar a difusdo de um ativo (LOPES et al.; 2005).

A fim de investigar o mecanismo de liberagdo da ATZ das NPs de PCL foi
utilizado o modelo matematico de Korsmeyer-Peppas. Esse modelo descreve qual
0 mecanismo de liberacdo de um soluto de uma matriz, que pode ser um gel, NPs
entre outras. Dentre os principais mecanismos de liberagcdo de ativos para siste-
mas poliméricos destacam-se os de difusdo conforme transporte Fickiano e trans-
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porte do tipo caso Il (ndo Fickiano, controlado pelo relaxamento das cadeias poli-
méricas) (RITGER & PEPPAS, 1987). O resultado da linearizagdo das curvas de
liberacdo do ativo ATZ encapsuladas em NPs para o modelo de Korsmeyer-

Peppas pode ser visto nas Figuras 15 e 16.

In (MyM.,)

Equation y=a+b*x
Adj. R-Square 0.99858

Value Standard Error
u LN(ME/M) Intercept 4.0686 0.02577
LN(ME/M) Slope 0.99819 0.00863

-2 T T T T T |
-6 -4 -2 0

In (tempo)

Figura 15: Analise do modelo matematico de Korsmeyer-Peppas para as
NCs/ATZ (Equagéo 1 item 3.2.3.7).
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In (MyM..)
IN (NES/AIZ)

Equation y=a+b'x

Adj. R-Square 0.96773

n Value Standard Error
NE Intercept -3.93172 0.07275
NE Slope 0.65579 0.02347

-6 T T T T T T T T T T T 1
-1 0 1 2 3 4 5 6

In (tempo)

Figura 16: Analise do modelo matematico de Korsmeyer-Peppas para as
NEs/ATZ (Equagéo 1 item 3.2.3.7).

A partir da analise da regressao linear das curvas, foi possivel calcular os
valores de constante de liberacdo e expoente de liberagédo para as NCs/ATZ e
NEs/ATZ, sendo os valores apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Valores da constante cinética de liberagédo (k) do expoente de liberacao
(n) coeficiente de correlacao linear (r) das lineares obidas.

Constante de liberacdo Expoente de liberacdo Coeficiente de correlacao

(k) (n) (r)
NC/ATZ 0,015 min’ 0,70 0,97
NE/ATZ 0,019 min’’ 0,65 0,96
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Os valores das constantes de liberagdo mostram que a liberagdo do ativo
pelas NEs/ATZ ocorre de forma mais rapida quando comparada com a NCs/ATZ.
Isto pode ser devido a interagdo do ativo com o nucleo oleoso das NCs ser maior
do que com a matriz polimérica que esta presente nas NEs. No entanto, em rela-
¢ao ao mecanismo de liberagdo, para os dois sistemas os expoentes de liberagéo,
indicam transporte anémalo (0,45<n<0,89), ou seja, a liberacdo do ativo depende
da difusdo do ativo ATZ em conjunto com o relaxamento das cadeias poliméricas.

Grillo e colaboradores (2012) mostraram que para NPs de PCL preparadas
pelo método de nanoprecipitagdo contendo ATZ, foram obtidos de Korsmeyer-
Peppas de constante cinética de liberagdo de 6,8 x 10* min™ e um expoente de
liberagéo (n) de 0,92. Esses valores indicam que a ATZ foi liberado por processos
que dependem da erosao e relaxamento da matriz polimérica. Observa-se que,
devido a metodologia de preparo das NPs serem diferentes, fez com que o meca-

nismo de liberagdo do mesmo ativo, utilizando o0 mesmo polimero, fosse diferente.

Na literatura sdo descritos outros trabalhos que mostram que os mecanis-
mos de liberacdo de ativos dependem além da metodologia de preparo, também
da caracteristica quimica do ativo e sua interacdo com o sistema carreador. Silva
e colaboradores (2011) usando o Hb paraquat em NPs de alginato com quitosana
observaram que o mecanismo de liberacdo para esse Hb € mediado por transpor-

te tipo caso |l.

Cea e colaboradores (2010) em microesferas de etil-celulose determinaram
que o mecanismo de liberacao do ativo ATZ ocorre por difusdo simples com valo-
res de constante de liberacdo (k) em uma faixa de 1,22 0,18 x 10" min™" para dife-

rentes formulagdes preparadas.
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4.5 Ensaios de interacao com solo e avaliacao da atividade herbicida da
atrazina

Diferentes formas de manejo do solo na agricultura alteram a forma de acao
do Hb, compreender os mecanismos que o ativo ATZ se transporta no solo auxilia
o entendimento de formas para reduzir processos de lixiviagdo e contaminagao de
recursos hidricos (CORREIA et al., 2010). Sistemas que alterem a lixiviagao des-
tes compostos podem amenizar o impacto destes a recursos hidricos.

Neste contexto, a fim de avaliar a interagcdo da ATZ (encapsulada ou nao)
com solo, bem como investigar seu perfil de mobilidade, foram preparadas colunas
de solo conforme descrito no item 3.2.4.1. O perfil de umidade ao longo da coluna
de solo (item 3.2.4.3) é apresentado na Figura 17.
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Negativo Comercial ATZ NC/ATZ NE/ATZ

Altura da coluna:g p: 9-4cm ®=B:4-8cm =C:8-12cm = D: 12-16cm

Figura 17: Perfil da umidade do solo medido para as diferentes fragdes da coluna
de solo (A: 0-4 cm; B: 4-8 cm; C: 8-12 cm; D: 12-16 cm) para os diferentes trata-
mentos: negativo (apenas agua), Comercial (formulacdo comercial de ATZ), ATZ,
NC/ATZ, NE/ATZ. Valores expressos como a média de quintuplicatas determina-
dos a temperatura de 25 °C.
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A analise dos dados mostra que nao ha diferencas no perfil de umidade das
diferentes fracoes da coluna de solo, indicando que a hidratagéo realizada apos as
etapas de irrigacao foi uniforme (Figura 17), garantindo assim que, apos a irriga-
¢ao, a distribuicdo da ATZ néo foi limitada por diferengas de hidratagcdo ao longo

da coluna.

Apés esta anadlise, foi realizada a quantificagdo da distribuicdo de ATZ ao
longo do perfil da coluna de solo. Os dados referentes a quantificagdo da ATZ
(tem 3.2.1) das diferentes formulagdes estdo apresentados na Figura 18, sendo

os valores comparados entre as mesmas faixas da coluna de solo.

Retencao de ATZ no solo
&
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Figura 18: Avaliacao da distribuicdo de ATZ (em %) ao longo do perfil das colunas
de solo para as formulacoes de ATZ, comercial, NCs/ATZ e NEs/ATZ. Valores ex-
pressos como a média de cinco experimentos realizados a 25°C.

A Figura 18 mostra que o ativo ATZ possui maior retencdo na camada su-
perior da coluna (A: 0-4 cm), sendo o valor de porcentagem encontrado diferente
dos demais tratamentos (p < 0,001). Uma possivel explicacao deve-se ao fato da

ATZ ter sido adicionada a um em solo acido (pH 5,4) o que favoreceu o aumento
69



Resultados e discussao

de sua protonacao, fazendo que ocorresse aumento na sua adsor¢ao aos coldides
presentes no solo, por exemplo, matéria organica natural. A formacao de comple-
X0s com matéria organica do solo favorece um aumento do tempo de residéncia
no solo e causam diminuicdo da biodisponibilidade deste ativo (KROVAC, 1986;
RADOSEVICH et al., 1997), causando assim bioacumulacado deste no solo (GUI-
MARAES, 1987).

O mesmo efeito ndo foi observado para a formulagdo comercial e as
NPs/ATZ, fato este devido provavelmente as formulacdes estarem associadas a
tensoativos que s&o utilizados em formulagdes comerciais e nos sistemas carrea-

dores como as NPs, diminuindo assim as possiveis interagées da ATZ com o solo.

Abu Zreig e colaboradores (1999) avaliaram que surfactantes alteram o per-
fil de sorcéo da ATZ, sendo que quando os surfactantes sdo iénicos, estes aumen-
tam a sorcao do ativo em funcao do aumento da concentracdo. Ja os surfactantes
nao-ibnicos podem causar aumento ou diminuicdo da sorcdo em funcao da con-

centracdo usada.

Comparando os dados de retengéo das NPs/ATZ com a formulagdo comer-
cial, observa-se que no ponto A (0-4 cm) da coluna, as NCs/ATZ apresentam uma
maior retencdo no solo (p < 0,05). No ponto B (4-8 cm), as NPs/ATZ apresentaram
uma menor porcentagem do ativo ATZ (p > 0,001), indicando que houve menor
mobilidade do ativo ATZ quando associados as NPs do ponto A para o ponto B. A
menor passagem entre as fragcdes da coluna pode indicar uma possivel reducéo
no perfil de lixiviagdo causada pelo uso de NPs, porém outros ensaios devem ser
realizados para confirmacéao desta hipétese.

Em relagéo a distribuicdo da ATZ nos pontos A (0-4 cm) e B (4-8 cm) das
colunas de solo, observaram-se os seguintes perfis:

Ponto A: ATZ>NC/ATZ>NE/ATZ >Comercial

Ponto B: Comercial > NE/ATZ > NC/ATZ > ATZ
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Outra maneira de avaliar a distribuicao da ATZ ao longo das colunas de so-
lo foi a semeadura de Brassica sp, espécie sensivel a ATZ (CEA et al., 2012). A
Figura 19 mostra as plantas ap6s duas semanas do plantio.

Figura 19: Plantas Brassica sp cultivadas nos anéis de solo apds duas semanas
do plantio. Na Figura, estao representados os diferentes anéis para cada um dos
tratamentos a) Negativo; b) Formulagdo Comercial; c) ativo ATZ; d) NC/ATZ e e)
NE/ATZ. As fragdes da coluna estao dispostas na figura da esquerda (topo da co-
luna) para direita (base da coluna), sendo as fragcdes A (0 a4 cm); B (4a 8 cm); C
(8a12cm)e D (12a 16 cm).

A partir da Figura 19, pode-se observar que as plantas encontradas na par-
te A da coluna possuem tamanho inferior e aumentam de tamanho ao longo do
aumento da profundidade da coluna. Este fato pode ser explicado pela distribui¢cao
do ativo ATZ ao longo da coluna, conforme dados mostrados na Figura 18. Para
uma melhor visualizacao, a Figura 20 mostra as plantas retiradas de cada faixa da
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coluna de solo, onde se pode observar o efeito da atividade Hb ao longo do perfil
da coluna de solo.
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Figura 20: Plantas retiradas das fragdes das colunas de solo (A-D) apés o periodo
de duas semanas de cultivo. Na Figura, sdo apresentados resultados dos seguin-
tes tratamentos: a) Formulagdo comercial; b) NCs/ATZ e c) NEs/ATZ.

Nota-se que nos anéis superiores (pontos A e B), em que ha a maior con-
centracdo de ATZ, foram observados efeitos tanto na porcao aérea das plantas
quanto nas por¢des radiculares (Figura 20). J& para os anéis mais inferiores das
colunas de solo, pode-se observar que o efeito observado foi menor, evidenciando
a distribuicao do ativo ATZ (Figura 18).

4.5.1 indice de germinacao

A entrada de Hb nos tecidos vegetais é fator decisivo para a eficiéncia do
produto, estes podem penetrar nas partes aéreas das plantas, subterraneas, se-
mentes e durante o processo de germinagédo (FERREIRA et al., 2002). Para avali-
ar o efeito Hb pré-emergente na germinacao das sementes, foi determinado o in-
dice de germinacdo ao longo da altura da coluna de acordo com o item 3.2.4,

Equacado 3. O indice de germinagcao para cada um dos anéis em diferentes pro-
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fundidades foi baseado em plantas que germinaram e se desenvolveram apos du-

as semanas (Figura 21).
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Figura 21: indice de germinagdo das sementes de Brassica sp nas diferentes fra-
cbes de solo proveniente de cada tratamento. Valores representam a média do
indice de germinacao para 10 sementes plantadas. Ensaio realizado em quintupli-
cata e determinados a 25 °C.

A Figura 21 mostra que o indice de germinagédo se encontra entre 80 e 90
% para todas as colunas, o que condiz com as especificacdes do fabricante. Os
resultados indicam que a ATZ né&o interferiu na germinagdo das sementes, uma
vez que nos primeiros anéis (que contém maior concentracdo de ATZ) a porcenta-

gem de germinag&o nao sofreu alteragéo, mantendo-se ao redor de 80%.
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4.5.2 Avaliacao de parametros quantitativos do efeito dos herbicidas ao lon-
go da coluna de solo

Para analise quantitativa das plantulas de Brassica sp nos anéis em diferen-
tes profundidades foram determinados parametros como: |) comprimento da raiz,
II) altura da parte aérea, Ill) matéria verde e IV) matéria seca. A avaliacao permite
obter efeitos gerados devido a mobilidade do ativo ATZ. Destaca-se que as anali-
ses apresentadas levam em consideragdo o perfil de migragdo do ativo ATZ ao
longo da coluna, bem como, um comparativo entre as diferentes formulagdes, po-
rém sem considerar as diferentes quantidades de ativo em cada anel. Os dados
de comprimento de raiz da Brassica sp nos anéis sao apresentados na Figura 23.

Comprimento da raiz
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Altura da Coluna:mA: 0-4cm ®mB:4-8cm ®=C:8-12cm D:12-16 cm

Figura 22: Resultados das analises do comprimento da raiz observados ao longo
do perfil da coluna de solo apds a aplicacdo das formulagdes e crescimento das
plantas por um periodo de duas semanas. A fim de realizacdo de comparagéo en-
tre os diferentes grupos foi feita andlise estatistica do parametro comprimento da
raiz sendo representados em: a) comparagao das formulagbes com o controle; b)
comparacgdo da formulagdo comercial e de NPs/ATZ com o ativo ATZ; ¢) compa-
racao da formulagdo comercial com as NPs/ATZ. Valores representam a média de
cinco determinagdes; *** p < 0,001; ** p < 0,01 e *p < 0,05.
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Brancalion e colaboradores (2009) verificou que os Hb setoxidim, isoxaflutol
e bentazon inibiram o desenvolvimento de espécies arbdreas. O mesmo efeito foi

observado para todas formulagoes com o ativo ATZ para a espécie Brassica sp.

As raizes foram a Unica parte da planta que se encontrou em contato direto
com a ATZ (previamente aplicada sobre o solo). A raiz é o principal meio de
absorcado da ATZ em plantas na aplicacdo pré-emergente, onde Hb inibidores do
fotossistema (como a ATZ), absorvem o Hb pelas raizes, sendo este translocado
através dos tecidos vasculares (xilema) até atingir o sitio de acédo, no caso o
fotossistema Il (SATICHIVI et al., 2000).

A comparacao entre o ativo ATZ e a formulacdo comercial, NCs/ATZ e
NEs/ATZ mostrou que mesmo havendo maior porcentagem do ativo livre ATZ na
fracdo A (0-4 cm) (Figura 18) o efeito da formulagdo comercial e NPs/ATZ foi mais
pronunciado (com menor crescimento de raizes) (p < 0,001) (Figura 22).

Esses resultados podem ser um indicativo que no caso do grupo tratado
apenas com ATZ livre, este pode ter apresentado uma alta sorcdo nos componen-
tes do solo, como matéria organica natural, fazendo com que a disponibilidade
desses fosse menor em relacao as demais formulacées que possuiam tensoati-

VOS.

Este resultado € interessante, uma vez que mostra que os sistemas carre-
adores preparados neste estudo podem estar minimizando a interacdo com a ma-
triz do solo e, ao mesmo tempo, tendo um melhor direcionamento para absorgao
do Hb pelas plantas alvo, uma vez que um dos fatores que afetam o efeito do Hb
em plantas é a sorcao, estes podem interagir com os componentes do solo limi-
tando a quantidade de ativo disponivel para interagdo com a planta e consequen-
temente sua atividade Hb (CEJUDO-ESPINOSA et al., 2009).

A sorcao de Hb se relaciona com o tipo de solo, esses quando possuem
maior teor de matéria organica, fazem com que os processos de sor¢cdo dos Hb
sejam maiores (OLIVEIRA et al., 2004). Para cada tipo de solo é determinada uma
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concentragéo do Hb para sua acao efetiva e desta forma, se obter o controle ade-
quado do crescimento de plantas daninhas por um periodo de tempo (INOUE et
al., 2011).

O uso de tensoativos causa um aumento da biodisponibilidade de Hb para
as plantas alvos. Destaca-se que no ponto B (4-8 cm) as formulagées de NPs
apresentam menores quantidades de ATZ em comparagéo com a formulagdo co-
mercial (Figura 18), fato esse que pode indicar maior efetividade das NPs/ATZ.

Em seguida avaliou-se o efeito dos tratamentos referentes a altura da parte

aérea das plantas de Brassica sp. sdo apresentados na Figura 23.
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Figura 23: Resultado das andlises da altura da parte aérea das plantas observa-
dos ao longo do perfil da coluna de solo apds a aplicagcao das formulagdes e cres-
cimento das plantas apds um periodo de duas semanas. A fim de realizar compa-
racdo entre os diferentes grupos foi feita analise estatistica do pardmetro altura da
parte aérea sendo representados em: a) comparagao das formulagdes com o con-
trole; b) comparagéo da formulagdo comercial e de NPs/ATZ com o ativo ATZ; c)
comparacgdo da formulacdo comercial com as NPs/ ATZ. Valores representam a
média de cinco determinagdes; *** p < 0,001; ** p < 0,01 e *p < 0,05.
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Ao se avaliar os efeitos das formulagbes em comparagdo com o controle,
observa-se que todas as formulagcdes apresentaram efeitos de reducdo no desen-
volvimento da parte aérea das plantas de Brassica sp. Apenas no ponto D (12-16
cm) para as NPs/ATZ os efeitos ndo foram significativos (Figura 23). Esses resul-
tados podem representar que ha maior retengédo do ativo ATZ (nas partes superio-
res da coluna) pelas NPs/ATZ, uma vez que o bioindicador apresentou valores
iguais ao controle no ponto D. As NCs/ATZ, no ponto A exerceu maior efeito inibi-
tério no crescimento da parte aérea das plantas quando comparado com o trata-
mento com o ativo livre ATZ comercial (p < 0,001) (Figura 23) mesmo em menor
porcentagem para 0 mesmo ponto (Figura 18).

Avila e colaboradores (2009) ressaltam que sistemas carreadores como al-
ternativa para aplicagdo de Hb s&o importantes, uma vez que estes carreadores
minimizam processos de sor¢do do Hb no solo, fazendo com que possa ser reali-

zada a diminuigdo da dose recomendada mantendo a atividade bioldgica.

DAN e colaboradores (2010) mostraram que o Hb, quando aplicado em al-
tas concentracdes, pode causar efeitos em organismos nao alvos. Esses autores
descreveram que a espécie Pennisetum glaucum (milheto) sofreu efeitos adversos
como intoxicagao, reducao do numero de afilhos (brotos) e do acumulo de bio-
massa seca da parte area apds aplicacdo de ATZ (em concentracdo acima de 1,5
kg/ha) na forma pré-emergente. No entanto, com a reducao da dose do Hb para
1,5 kg/ha n&o houve prejuizo no estagio de desenvolvimento da espécie Pennise-
tum glaucum, no entanto, esta quantidade encontra-se abaixo da dose recomen-

dada para controle de plantas daninhas (DAN et al., 2010).

DAN e colaboradores (2011) avaliaram o efeito da ATZ no controle péds-
emergente de Cenchurus echinatus, planta daninha em cultivos de milho, sorgo e
milheto no Brasil e verificaram que houve um controle de 90% das plantas dani-
nhas com a dosagem de 3,5 kg/ha, sendo esta a maxima concentragdo recomen-
dada.
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Fatores como o0 aumento da concentracao do Hb para o controle de plantas
daninhas causam problemas como a permanéncia no solo, isto pode produzir fito-
toxicidade em culturas nao alvo ao longo do tempo, causando queda na produtivi-
dade (BRIGHENTI et al., 2002, DELMONTE et al., 1996). Fatores como estes,
reforcam o0 uso de sistemas carreadores como os produzidos neste estudo, po-
dendo assim possibilitar a reducéo da quantidade de Hb para se ter uma acéo efe-
tiva e evitar o excesso destes no solo, causando assim menores efeitos ao ambi-

ente.

Os dois ultimos parametros avaliados foram as massas de matéria verde e
seca (raiz, caule e folhas), o que pode indicar de uma forma ampla o efeito Hb so-
bre a Brassica sp. Os dados relativos a matéria verde sdo apresentados na Figura
24.
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Figura 24: Resultados obtidos para a matéria verde das plantas observado ao
longo do perfil da coluna de solo apds a aplicacao das formulagdes e crescimento
das plantas sobre este solo. A fim de comparacao entre os diferentes grupos foi
feita andlise estatistica do parametro matéria verde, sendo representados em: a)
comparacao das formulacbes com o controle; b) comparagcao da formulacédo co-
mercial e de NPs/ATZ com ATZ; c) comparacao da formulacdo comercial com as
NPs/ATZ. Valores representam a média de cinco determinacées; *** p < 0,001; **
p<0,01e*p<0,05.
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A avaliacdo em relagdo ao controle demonstra que todas as formulagées
causaram efeitos sobre a massa de matéria verde, mesmo no ponto D, no qual
para a maioria dos parametros avaliados anteriormente (comprimento da raiz e
altura) algumas formulagbes haviam apresentado valores iguais ao controle (p <
0,001) (Figura 24).

A massa da matéria verde para as NCs/ATZ foi menor que a observada pa-
ra o ativo livre ATZ no ponto B (p < 0,001), sendo que para os demais pontos da
coluna as NPs/ATZ tiveram mesmo efeito que o ativo livre ATZ, este efeito condiz
com a baixa concentracdo de ATZ encontrado no ponto B (Figura 18). Em compa-
racdo a formulacdo comercial, as NPs/ATZ apresentaram menores valores de
massa de matéria verde em todos os pontos da coluna de solo (Figura 24).

O ultimo parametro avaliado foi a massa de matéria seca das plantas apds
o periodo de duas semanas do tratamento. Os resultados obtidos sdo mostrados
na Figura 25.
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Figura 25: Resultados obtidos para a matéria seca das plantas observados ao
longo do perfil da coluna de solo apds a aplicacao das formulacdes e crescimento
das plantas sobre este solo. A fim de realizacdo de comparagéo entre os diferen-
tes grupos foi feita analise estatistica do parametro massa de matéria seca, sendo
representados em: a) comparacao das formulagcées com o negativo; b) compara-
cao da formulacao comercial e de NPs/ ATZ com o ativo ATZ; ¢) comparagao da
formulagdo comercial as NPs/ ATZ. Valores representam a meédia de cinco deter-
minagdes; *** p < 0,001; ** p < 0,01 e *p < 0,05.

Como avaliado em todos os parametros anteriormente, quando comparado
ao controle, a massa de matéria seca para todos os pontos da coluna tratados

com Hb apresenta valores inferiores ao controle (p<0,001) (Figura 25).

As NCs/ATZ apresentam maior efeito na redugcado de massa de matéria se-
ca quando comparada com a formulagdo comercial na maioria dos pontos da co-
luna de solo (p<0,001) (Figura 25).

A irrigacao da ATZ para as diferentes formulagcdes mostrou que para a mai-
oria dos parametros avaliados as NPs/ATZ apresentaram maiores efeitos nos pon-
tos A (0-4 cm) e B (4-8 cm). No entanto, no ponto D, para as NCs/ATZ estas pos-

suem valores préximos ao controle ou maiores que os observados para as demais
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formulagdes, indicando que as NCs/ATZ reduziram a mobilidade da ATZ na coluna

de solo.

4.5.3 Efetividade das formulacoes de NPs

O uso das NPs como sistemas carreadores para a ATZ, podem aumentar a
eficiéncia no controle de ervas daninha, proteger o ativo de processos de degra-
dagao, minimizar processos de sorcao no solo e redugcao da contaminacdao ambi-
ental (CEA, et al.; 2010; PAULA et al., 2010). O uso de NPs pode reduzir a con-

centragéo efetiva do ativo, obtendo uma mesma ag¢do nos organismos alvo.

Para avaliar a efetividade das NPs/ATZ em menores concentracdes, utili-
zou-se o0s dados das colunas de solo. Para isso foi realizada uma comparagao
entre os pontos A (0-4 cm) onde ha maior concentracdo de ATZ e o ponto B (4-8
cm), devido a reducéo da concentracdo do ativo ATZ (Figura 18). A comparacao
foi com os efeitos do ativo livre ATZ e a formulagao comercial no ponto A (0-4 cm),
em relagao a essas mesmas formulagdes e as NPs/ATZ no ponto B (4-8 cm).

Para realizacdo desta analise, utilizaram-se parametros como: o compri-
mento da raiz, a altura das plantas, a massa de matéria verde e seca no ponto B
(menor concentracdo) em comparacao com o ponto A (maior concentragdo) da
coluna de solo. As comparagdes foram realizadas entre as NPs/ATZ e a ATZ (Fi-

gura 26) e NPs/ATZ e a formulagéo comercial (Figura 27).
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Figura 26: Comparacao entre os pontos A (0-4 cm) e B (4-8 cm) para os parame-
tros analisados: A) altura; B) comprimento das raizes; C) matéria verde; D) matéria
seca, observados ao longo do perfil da coluna de solo apds a aplicagao das formu-
lagbes e crescimento das plantas sobre este solo. A fim de realizacdo de compa-
ragao entre os efeitos do ativo ATZ no ponto A da coluna de solo em relagdo aos
efeitos da ATZ e as NPs no ponto B. Estatistica: *** p < 0,001; ** p < 0,01 e *p <
0,05.
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Figura 27: Resultados obtidos para os parametros analisados A) numero de fo-
lhas; B) altura; C) comprimento das raizes; D) matéria verde; E) matéria seca, ob-
servados ao longo do perfil da coluna de solo apds a aplicagdo das formulagdes e
crescimento das plantas sobre este solo. A fim de realizacédo de comparagao entre
os efeitos da formulacdo comercial no ponto A da coluna de solo em relacdo aos
efeitos da formulagado comercial e as NPs no ponto B. Estatistica: *** p < 0,001; **
p < 0,01 e*p<0,05.

83



Resultados e discussao

Ao se avaliar todos os parametros observou-se que ao longo do perfil da
coluna as formulacdes de ATZ e NEs/ATZ apresentaram uma diminuicao da ativi-
dade Hb devido a diminuigdo da concentragao do ativo.(Figura 26).

O mesmo efeito ndo foi observado nas NCs/ATZ, uma vez que no ponto B
(4-8 cm), essas apresentaram valores semelhantes aos efeitos que o ativo ATZ no
ponto A (0-4 cm). Para a analise do comprimento da raiz, observou-se uma maior
inibicdo (p < 0,001), mostrando que em menor concentracdo as NCs/ATZ foram
mais eficazes que as NEs/ATZ e ATZ (Figura 26).

A formulacdo comercial no ponto B (0-4 cm) diminuiu a atividade Hb em
dois parametros (comprimento da raiz e matéria seca) quando comparado ao pon-
to A (0-4 cm). As NCs/ATZ no ponto B (4-8 cm) manteve a mesma atividade Hb
que a formulagéo comercial no ponto A (0-4 cm), possuindo maior agao Hb para o
parametro comprimento da parte aérea (p< 0,001) (Figura 27).

A partir da avaliacdo de todos os parametros, verificou-se que no ponto B
(4-8 cm) as NPs/ATZ mantém a atividade Hb diferente do ativo ATZ e a formula-
cao comercial que diminuem a atividade quando comparado com o ponto A (0-4
cm), ou seja, mesmo com a menor concentracdo as NPs/ATZ mantém a atividade
Hb.

A maior acado pode ser devida as caracteristicas das NPs que promovem
um sistema de liberacao sustentada, aumentando o tempo de atividade Hb e tam-
bém devido a diminuicdo de processos de sorcao e interacdo com hidrocoldides
do solo. As NCs/ATZ apresentaram maior atividade Hb que as NEs/ATZ, fato este
que pode ser devido o uso de miyritol, facilitando o aumento da atividade Hb, ain-
da mais no caso da ATZ que é um Hb hidrofébico (SOPENA et al., 2009). O uso
de NPs pode ter aumentado a biodisponibilidade do ativo ATZ para as plantas, no
entanto mais estudos sdo necessarios para uma maior compreensdo do meca-

nismo de transporte e acdo dos Hb associados as NPs.
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4.6 Ensaio de Allium Cepa

A exposicado a agentes quimicos pode resultar em lesées no DNA, esses
efeitos podem ser genotoxicos ou mutagénicos, podendo resultar em problemas a
saude como afetar futuras geragdes uma vez que as lesées podem se tornar he-
reditarias (LEME & MARIN-MORALES, 2009; SINGH, et al., 2009).

Aberragdes cromossdmicas induzidas por compostos quimicos estao sendo
cada vez mais estudadas, sendo seu avango dependente do desenvolvimento de
novas metodologias para deteccédo das aberragcdes (MATEUCA, 2006). Varios en-
saios de mutagenicidade “in vitro” tiveram grandes avancos metodologicos, dentre
eles, destacam-se o teste de Ames (FUTAKAMI et al., 2007); o ensaio cometa
(BRINK et al., 2008); o ensaio de micronucleo (MATEUCA et al., 2006); o ensaio
de aberragdo cromossémica Allium cepa (LEME & MARIN-MORALES, 2009) e o

ensaio citogenético (AU et al., 2001).

Estudos genotoxicos de nanomateriais sdo importantes, de forma a assegu-
rar que estes poderdo ser usados sem gerar danos ao ambiente e aos seres hu-
manos (CHENG-TENG et al., 2010; LANDSIEDEL et al., 2010). Na area farmacéu-
tica, o uso de NPs é aplicado para reduzir efeitos téxicos e colaterais de farmacos
(De JONG & BORM, 2008). A mesma estratégia esta sendo realizada para DA, no
qual o uso de NPs pode reduzir os efeitos toxicos dos defensivos agricolas em
organismos e minimizar os impactos ambientais (NAIR et al.; 2010).

4.6.1 Anadlise do efeito das formulacoes sobre o indice mitotico

A reducéo do indice mitético indica que o composto testado pode ser classi-
ficado como citotéxico. J& 0 aumento nos valores de indice mitético representa
gue o composto testado pode ativar a divisdo celular, levando ao aumento da pro-
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liferacé@o celular de forma desordenada, podendo formar tecidos tumorais (LEME &
MARIN-MORALES, 2009).

A determinacdo do indice mitético a partir das raizes de Allium cepa pode
ser calculada conforme descrito no item 3.4.1, sendo este obtido pela razdo do
nuamero de divisdes celulares pelo total de células em intérfase. A Figura 28 mos-
tra uma imagem obtida a partir da lamina de células meristematicas de Allium ce-
pa por microscopia otica. Nesta figura é possivel ver diferentes fases da divisdo
celular como intérfase, préfase, metafase, anafase e teléfase.

Figura 28: Imagem das células de Allium cepa obtidas por analise de microscopia
Otica. A figura apresenta as principais fases de divisdo celular (indicadas por se-
tas) como: profase, metafase, anafase e tel6fase. Imagem obtida com aumento de
40 vezes.

AplGs a exposicao das raizes de Allium cepa aos diferentes tratamentos
(controle, NPs/ATZ, NPs, ATZ e formulacado comercial), as laminas foram analisa-
das e foram calculados os indices mit6ticos. Os resultados estdo apresentados na

Tabela 5.
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Tabela 5: Resultados obtidos a partir da analise das laminas de Allium cepa para
os diferentes tratamentos (controle, NPs/ATZ, ATZ e formulagdo comercial) em
funcdo de diferentes concentragbes de ATZ, sendo as NPs sem ATZ avaliadas
nas mesmas concentragdes. Na tabela TCI, IM e IMR representam o total de célu-
las em intérfase, indice mitdtico e indice mitético relativo, respectivamente. Os va-
lores de IM e IMR representam a média da analise de trés laminas.

NC* NEs/ATZ NCs/ATZ ATZ Comercial

NE*

Negativo

Concentracéo (pg/mL)

0,7

2,1

6,3

18,9

56,7
Concentracéo (ug/mL)

0,7

2,1

6,3

18,9

56,7
Concentracao (ug/mL)

0,7

2,1

6,3

18,9

56,7
Concentracéo (ug/ mL)

0,7

2,1

6,3

18,9

56,7
Concentracéo (ug/mL)

0,7

2,1

6,3

18,9

56,7
Concentracao (ug/ mL)

0,7

2,1

6,3

18,9

56,7

TCI M IMR
2730 0,0414x10™ 1,00+0,008
TC M IMR
3068 0,041+9x10™ 0,93+0,05
3060 0,039+4x0° 0,90+0,009
2730 0,039+8x0™ 0,93+0,039
3095 0,037+1x0" 0,92+0,016
2990 0,035+7x10™ 0,76+0,017
TC M IMR
1620 0,038+2x107 1,0240,02
1602  0,0368+3x10™ 0,97+0,099
1649 0,038+1x10™ 0,97+0,02
1559 0,037+6x10™ 0,92+0,031
1696 0,031+7x10™ 0,86+0,017
TC M IMR
129 0,040+1x10° 0,99+0,03
95 0,0 45+3x1x10™ 1,100,008
105  0,035+2x1x10™ 0,86+0,005
120 0,037+8x1x10™ 0,91+0,02
82 0,032+1x1x10° 0,79+0,03
TC M IMR
4157 0,030+1x10° 0,75+0,03
2630 0,027+1x*10™ 0,67+0,03
3168 0,029+2x10™ 0,73+0,005
3129 0,025+8x10™ 0,62+0,021
3043 0,022+1x10™ 0,55+0,004
TC M IMR
3063 0,037+7x10™ 0,92+0,01
3137  0,042+9x10™* 1,0340,02
2717  0,041+7x10™ 1,01+0,01
3109 0,036+1x107 0,88+0,02
3171 0,024+1x10° 0,60+0,02
TC M IMR
2375  0,040+1x10® 0,98+0,02
2016  0,043+1x10° 1,06+0,03
2065 0,044+1x10* 1,0740,03
1899  0,041+1x107 1,01+0,02
1609  0,035+9x10™ 0,86+0,02

TCI= Total de células em intérfase; IM= Indice Mit6tico e IMR= Indice Mitético Relativo. * Os valores de con-
centracdo sdo um indicativo de que as NPs encontram-se na mesma diluigdo das NPs/ATZ e desta forma, néo
representando a concentragdo das NPs e do tivo ATZ, uma vez que estas encontram-se sem ativo.

87



Resultados e discussao

A fim de analisar os efeitos dos tratamentos sobre o indice mitotico foi cal-
culado o indice mitético relativo (IMR). Os dados estdo apresentados na Tabela 5

e na Figura 29.

indice Mitotico Relativo

Hini

Negativo ATZ Comercial NCs/ATZ NEs/ATZ NC *

1.20

1.00

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00

m0,7 ug/mL m21 yg/mL m6,3 ug/mL 18,9 pug/mL 56,7 ug/mL

Figura 29: Valores dos indices mitéticos relativos, calculados para os diferentes
tratamentos (controle, NPs/ATZ, NPs, ATZ e formulagdo comercial), obtido a partir
das analises das laminas de Allium cepa. Os dados representam a média das ana-
lises de trés laminas por tratamento. * Os valores de concentragcdo sdo um indica-
tivo de que as NPs encontram-se na mesma diluigdo das NPs/ATZ e desta forma,
nao representam a concentracao das NPs e do ativo ATZ , uma vez que estas en-
contram-se sem ativo.

A partir da analise dos valores de IMR, verificou-se que o ativo ATZ possui
a tendéncia de redugao do IMR em fungdo do aumento da concentragdo, no en-
tanto, estes valores ndo apresentaram alteracées significativas (p > 0,05). Os tra-
tamentos com as NCs e NEs sem ATZ foram testadas nas mesmas concentracdes
que as formulacdes/ emulsdes com o ativo ATZ, essas possuem valores de IMR
préximo ao valor do controle, indicando que as NPs de PCL nao sao citotéxicas
para este tipo celular (Figura 29).
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Bolle e colaboradores (2004), mostraram para o ativo ATZ em concentra-
cbes inferiores as testadas neste estudo (0,1 pg/L a 5 pg/L), que com 5 pg/L foi
observada reducao do IM (BOLLE et al., 2004).

Srivastava & Misha (2009), avaliaram redugao do indice mitético para o ati-
vo ATZ em concentragdo de 30 1ug/mL quando testados em bulbos de Allium ce-
pa expostas por 24 horas. O mesmo efeito foi observado em outros tipos celula-

res.

Manske e colaboradores (2004) mostram que o ativo ATZ reduz a prolifera-
¢ao celular em células de fibroblastos humanos, mesmo em baixas concentragdes.
Freeman e colaboradores (2006), em ensaio citotéxico com células de mamiferos,
mostraram que o ativo ATZ causa maior citotoxicidade na fase G2 do ciclo celular.

O uso de NPs pode reduzir a citotoxicidade de agroquimicos. Grillo e cola-
boradores (2012), usando NCs/ATZ de PCL contendo Hb triazinicos, mostraram
que a associagcado de Hb em NPs impediram a reduc&o nos valores de IM em con-

centragdes da ordem de 100 1ug/mL.

4.6.2 Andlise do efeito das formulacoes sobre o indice de Aberracao Cro-
mossémica

Plantas como a Vicia faba, e principalmente Allium cepa, tém sido utilizados
para estudos dos efeitos de NPs, visando a detecgéo de genotoxicidade (KUMARI,
et al.; 2009; PATLOLLA, et al., 2012). Esses sistemas tém importancia no monito-
ramento da poluicdo ambiental e avaliacdo do potencial mutagénico de compostos
quimicos (LEME & MARIN-MORALES, 2009). Desta forma, a analise dos possi-
veis efeitos genotoxicos das formulagdes produzidas neste estudo se faz relevan-
te. A Tabela 6 apresenta os resultados de indice de aberragdo cromossémica, ob-
tidos a partir da andlise das laminas de Allium cepa ap6s os diferentes tratamen-

tos.
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Tabela 6: Resultados obtidos a partir da analise das laminas de Allium cepa para
os diferentes tratamentos (controle, NPs/ATZ, ATZ e formulagdo comercial) em
funcéo de diferentes concentragdes de ATZ sendo as NPs sem ATZ avaliadas nas
mesmas concentracdes. Na tabela TDC = total de divisao celular; TAC = total de
aberragdo cromossomica; TCI = total de células em intérfase MT = mutagGes; IAC
= Indice de aberragdes cromossdémicas. Os valores representam a média da anali-
se de trés laminas.

NE NEs/ATZ NCs/ATZ Comercial ATZ

NC

Negativo

Concentracao (ug/mL)

0,7

2,1

6,3

18,9

56,7
Concentracéo (ug/mL)

0,7

2,1

6,3

18,9

56,7
Concentracéo (pg/mL)

0,7

2,1

6,3

18,9

56,7
Concentracéo (pg/mL)

0,7

2,1

6,3

18,9

56,7
Concentracao (ug/mL)

0,7

2,1

6,3

18,9

56,7
Concentracao (ug/mL)

0,7

2,1

6,3
18,9
56,7

TDC TAC TCI MT IAC%
129 15 2804 0,11+0,01 11,4+1,14
D AC Células MT IAC%
68 11 1628 0,164+0,019 16,4+1,9
81 13 2023 0,163+0,018 16,3+1,8
60 23 1689 0,384+0,031 38,4+3,1
71 23 1587 0,324+0,008 32,4+0,8
52 19 1616 0,368+0.028 36,8+2,8
D AC Células MT IAC%
123 19 3201 0,155%0,01 15,5+1,03
121 26 3060 0,215+0,004 21,5+0,41
90 23 2727 0,255+0,004 25,5+0,42
74 27 2208 0,363+0,005 36,3+0,56
94 37 2749 0,394+0,005 39,4+0,56
D AC Células MT IAC%
82 17 3050 0,210,010 20,6+1,08
76 14 3245 0,19+0,010 18,5+1,09
107 18 3251 0,17+0,023 16,9+2,3
82 21 2658 0,250,005 25,3+0,5
151 32 4560 0,21+0,016 21,2+1,6
D AC Células MT IAC%
115 12 3413 0,10+£0,004 10,4+0,44
46 7 2750 0,150,011 15,4+1,19
74 12 3119 0,16+0,011 16,4+1,15
110 25 3088 0,230,025 22,8125
56 11 3277 0,19+0,013  19,2+1,31
D AC Células MT IAC%
135 15 2661 0,11 £0,021 10,9 + 2,1
71 7 2692 0,10 +0,008 9,6 +0,8
118 10 2912 0,09 +0,004 8,8 +0,41
107 21 2869 0,20 £0,020 19,9+2,0
53 11 1696 0,21 £0,007 20,8 £0,7
D AC Células MT IAC%
86 9 3241 0,11 £0,012 10,5+

1,25
85 10 3167 0,12 £0,011 11,8+

1,16
99 12 2769 0,12 0,019 12,1+1,9
106 18 2552 0,17 £0,019 17,1+x19
70 14 3088 0,20 £0,017 20,2+ 1,7
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A partir da analise dos dados de aberracao cromoss6mica obtidas pelas
analises das laminas dos diferentes tratamentos, foi realizada uma analise compa-

rativa. Os dados estao apresentados na Figura 30.

indice de aberacido cromossomica

ar a
o

Aok
a
T
a

ihild

Negativo Comercial NC/ATZ NE/ATZ NC **** NE ****
m0,7 ug/mL m2,1 yg/mL ®m6,3 pg/mL =189 ug/mL = 56,7 pg/mL

IAC (%)

»
H
I—-Io T e
K
i

Figura 30: indice de aberracdes cromossdmicas obtidas a partir da anélise das
laminas de Allium cepa expostas aos diferentes tratamentos (controle, NPs/ATZ,
NPs, ATZ e formulagdo comercial). Foram realizadas analise de trés Iaminas por
tratamento: a) comparacao estatistica do ativo ATZ, formulacdo comercial,
NCs/ATZ e NEs/ATZ em relagédo ao controle; b) comparagao estatistica da formu-
lacdo comercial, NCs/ATZ e NEs/ATZ em relagdo a ATZ; c) comparacgao estatisti-
ca das NCs/ATZ e NEs/ATZ em relagao a formulagdo comercial. *** p < 0,001; ** p
< 0,01 e *p < 0,05. **** Os valores de concentracdo sao um indicativo de que as
NPs encontram-se na mesma diluicdo das NPs/ATZ e desta forma, nao represen-
tam a concentracdo das NPs e do ativo ATZ, uma vez que estas encontram-se
sem ativo.
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Ao analisar as formulagdes em relagdo ao controle, observa se que estas
apresentaram aumento no IAC em funcdo do aumento da concentragdo do ativo
ATZ. A ATZ e a formulagcdo comercial tiveram aumento no IAC a partir da concen-
tracado de 6,3 pg/mL. J& as NCs/ATZ apresentaram efeito em todas as concentra-
¢cbes e as NEs/ATZ a partir de 18,9 ug/mL em relagcao ao controle. Nas concentra-
cbes mais altas as NPs/ATZ apresentam um indice mutagénico em torno de 15%
menor, quando comparado a formulacdo comercial e ao ativo ATZ, indicando que
a encapsulagédo da ATZ nas NPs causaram uma diminuigdo na genotoxicidade do
ativo ATZ. As NPs sem ATZ apresentaram efeito genotdxico a partir da concentra-
cao de 18,9 ug/mL o que pode ser somado aos efeitos observados nas NPs/ATZ.

Srivastava & Misha (2009) determinaram que a formulacdo comercial do
ativo ATZ pode apresentar efeito genotdxico em Allium cepa em concentragdes
acima de 30 pg/mL. No entanto, estes autores descrevem que as concentracdes
necessarias para apresentar o efeito genotéxico em mamiferos teriam que ser

maiores do que as encontradas no meio ambiente.

Gammon e colaboradores (2005) demostraram que a exposi¢ao ocupacio-
nal a ATZ pode levar a toxicidade e causar neoplasias, bem como causar efeitos
no sistema digestivo de organismos devido a conversdao de ATZ em N-

nitrosoatrazina, composto oncogénico.

Cavas (2011) usou como modelo biolégico, para estudo da toxicidade de
ATZ, o peixe da espécie Carassius auratus. Neste estudo, foram utilizados os en-
saios de micronucleo e cometa, sendo que os resultados mostraram um aumento
do dano cromossémicos causado pelo ativo ATZ em fungdo do aumento da con-
centragao.

Nwani (2010) avaliou o uso da espécie de peixe Channa puctatus, demons-
trando que ha aumento da genotoxicidade da ATZ em relacdo ao aumento do
tempo de exposicéao.
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As NPs/ATZ em baixa concentragdo apresentam efeito no IAC, porém em
concentracdes mais elevadas reduz este efeito quando comparado ao ativo ATZ e
a formulacado comercial, tornando-as menos genotoéxicas (Figura 30). Desta forma,
a reducao dos efeitos genotdxicos proporcionado pelo uso das NPs, pode ser uma
alternativa mais segura para a utilizagéo deste Hb produzindo assim menores efei-

tos ao meio ambiente e a saude humana.

A andlise dos dados em relacdo a ATZ e o produto comercial mostram que,
para a maioria das concentracées, estas possuem IAC semelhantes, indicando

assim, que ambas possuem um perfil semelhante de efeito genotdxico (Figura 30).

Outros estudos apontam que o uso de NPs para Hb possui potencial de re-
ducéo dos efeitos genotodxicos. Lima e colaboradores (2012), com a aplicacao de
microesferas de PHBV e PHB para o Hb ametrina, mostraram que a encapsulacéo
deste ativo reduziu o nimero de aberracées cromossdmicas em resposta ao au-

mento da concentracao do ativo.

Alguns estudos usam indices mutagénicos para ver a interacéo solo/ Hb, de
acordo com estes 0 aumento de aberragdes cromossémicas indica uma maior dis-
ponibilidade do Hb para a planta e menor interacdo deste com o solo (DE MARCO
et al., 1995; DE SIMONE et al., 1992). O ensaio apresentado neste trabalho foi
realizado em meio aquoso, porém o surgimento de IAC nas NCs/ATZ em menores
concentragcdes pode ser reflexo de uma maior agdo genotoéxica da ATZ em meno-

res concentragoes.
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5. Conclusoes

A partir do presente estudo, foi possivel obter informagdes importantes para
o desenvolvimento de sistemas de carreadores de liberagdo modificada para o Hb
ATZ utilizando NPs poliméricas de PCL (NEs e NCs).

Foram observados os seguintes valores de diametro hidrodinamico para as
NPs preparadas, sendo para as NCs de 513 nm; NCs/ATZ de 483 nm; NEs de 365
nm e NEsS/ATZ de 408 nm. As NPs apresentaram uma alta EE para o ativo ATZ
sendo encontrados valores acima de 90%. A encapsulacéo da ATZ nas NPs cau-
sou reducdo no perfil de liberagdo do ativo em funcdo do tempo, sendo o0 meca-
nismo de liberacdo da ATZ determinado pelo modelo matematico de Korsmeyer &

Peppas do tipo anémalo.

A andlise da estabilidade das formula¢cdées no periodo de 90 dias mostrou
que a estabilidade das NEs foram maiores que as das NCs em relagdo as andlises
de didmetro hidrodinamico e PDI. As demais analises de estabilidade como pH e
EE apresentaram o mesmo perfil ao longo de 90 dias. Ademais, as andlises de
FTIR mostraram que os componentes da formulacdo apresentaram as bandas
referentes ao polimero PCL, porém a técnica néo foi o suficiente para verificar se
houve alteracées em funcdo do modo de preparo das NCs e NEs contendo ou nao
ATZ.

Os ensaios de coluna de solo mostraram que as NCs/ATZ possuem menor
mobilidade quando comparado as demais formulacdes, sendo estes determinados
por analises em HPLC e ensaios com o bioindicador (Brassica sp). Ja os ensaios
de genotoxicidade mostraram que todos os tratamentos com ATZ apresentaram
efeitos genotdxicos, no entanto, em altas concentragbes as NPs/ATZ causaram
uma reducéo na genotoxicidade em 15%.

A utilizacdo de NPs para o carreamento do Hb ATZ se apresenta como sis-

tema promissor, podendo reduzir a concentracdo aplicada no campo de forma a
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manter a mesma atividade Hb com reducéao de toxicidade e reducédo da mobilidade
do ativo no solo, fazendo assim, com que essas formulagcdées tenham um potencial

para minimizar os impactos do uso da ATZ no ambiente.
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