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RESUMO GERAL

Nanoparticulas de 6xido de cério (nano-CeOz) em fungdo de suas extensas aplicaces
tecnologicas, em inddstrias de cosméticos, degradacdo de compostos organicos,
processamento e embalagem de alimentos, desinfeccdo e nanomedicina tém despertado
preocupacdo a respeito de seus efeitos no ambiente. Assim, o objetivo do presente
estudo foi verificar o efeito de nano-CeO: incorporadas em dieta artificial sobre
caracteristicas bioldgicas e nutricionais de Spodoptera frugiperda. As nano-CeO; foram
incorporadas a dieta artificial oferecida as lagartas (1, 10, 100 e 1000 mg de Ce L™),
além do micro-CeO, (1000 mg Ce L), Ce(NOs)s (1000 mg Ce L) e 4gua (controle).
Variaveis bioldgicas foram avaliadas na primeira geracdo, na qual houve exposicao as
nano-CeO> e na segunda geragdo, sem exposicdo. Andlises de deteccdo de cério foram
realizadas por meio de espectroscopia por fluorescéncia de raio X. Complementarmente,
indices nutricionais foram determinados utilizando o método gravimétrico. O cério foi
detectado nas lagartas que se alimentaram de micro-CeO2, Ce(NOz3)s e nano-CeO- (10,
100 e 1000 mg L), assim como nas fezes das lagartas que ingeriram nano-CeO: a
1000 mg L. Também houve presenca de cério nos ovos de S. frugiperda oriundos de
lagartas expostas as nano-CeO (1000 mg L), comprovando a transferéncia de Ce na
forma de nano entre geragdes. As lagartas alimentadas com nano-CeO; e Ce(NO3)s
apresentaram menor peso de pupas e a viabilidade dos ovos foi reduzida com adicao de
nano-CeO, (100 mg L?). Além disso, foi observada reducdo do peso de pupas na
segunda geracdo de S. frugiperda, confirmando o efeito transgeracional das nano-CeO-
e Ce(NOz3)s. Verificou-se que nas dietas com adi¢do de nano-CeO, ocorreram alteragdes
nos parametros nutricionais. O presente trabalho produziu informacgdes associadas aos
efeitos de nano-CeO> sobre uma espécie de invertebrado presente em ambiente agricola,
principal via de exposi¢do ambiental para nano-CeQO2, proporcionando perspectivas para
novos estudos com essa e outras espécies de pragas.

Palavras-chave: Nitrato de cério. Nanotecnologia. Nanoparticula metalica. Lagarta-do-
cartucho.



ABSTRACT

Nanoparticles of cerium oxide (nano-CeO.) due to their extensive technological
applications in cosmetics industries, degradation of organic compounds, food
processing and packaging, disinfection and nanomedicine have raised concern about its
effects on the environment. The aim of the present study was to evaluate the effect of
nano-CeO2 on biological and nutritional characteristics of Spodoptera frugiperda after
dietary exposure. Nano-CeO; (1, 10, 100 and 1000 mg Ce L), micro-CeO, (1000 mg
Ce L), Ce(NOs)s (1000 mg Ce L) and water (control) were incorporated into the
artificial diet and offered to caterpillars. Biological variables were evaluated in the first
generation, in which the nano-CeO, was exposed and in the second generation, without
exposure. Cerium detection analyzes were performed by X-ray fluorescence
spectroscopy. Nutritional indices were determined using the gravimetric method.
Cerium was detected in the caterpillars that fed micro-CeO,, Ce(NOz)s and nano-CeO>
(10, 100 and 1000 mg L1), as well as in feces of caterpillars that ingested nano-CeO- at
1000 mg L. There was also presence of cerium in the eggs of S. frugiperda from
caterpillars exposed to nano-CeO (1000 mg L), proving the transfer of Ce in form of
nanoparticles between generations. Caterpillars that fed nano-CeO, and Ce(NOz3)4
presented lower pupal weights and egg viability was reduced with the addition of nano-
CeO (100 mg L). In addition, pupae weight reduction was observed in the second
generation of S. frugiperda, confirming the transgenerational effect in nano-CeO; and
Ce(NOg3)s. It was verified that in the diets with nano-CeO. addition, changes in
nutritional parameters occurred. The present study produced information associated
with the effects of nano-CeO2 on an invertebrate species present in the agricultural
environment, the main route of environmental exposure for nano-CeO2, providing
perspectives for new studies with this and other pest species.

Palavras-chave: Cerium nitrate. Nanotechnology. Metal nanoparticle. Fall armyworm.
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INTRODUCAO GERAL

1 Nanomateriais

A nanotecnologia é a ciéncia que estuda particulas ou aglomerados com
dimensGes entre 1 e 100 nm, ou seja, a tecnologia que manipula de maneira controlada a
matéria com dimensdes extremamente pequenas (MARTINS & TRINDADE, 2012).
Assim, é uma area de conhecimento complexa que leva em consideracdo nao sO a
dimensdo de um objeto, buscando também propriedades e caracteristicas de um material
que somente podem ser obtidas em nanoescala e que variam de um material para outro
(SCHULZ, 2013).

Os nanomateriais possuem tamanho de particulas com 1 a 100 nm em uma ou
mais dimensfes e sdo compostos de uma variedade de derivados de carbono, metais e
Oxidos de metais (NAIR et al., 2010), incluindo nanotubos de carbono (BENNETT et
al., 2013), nanoparticulas de prata (GUO et al., 2015), ouro (WU et al., 2018), cobre
(GAWANDE et al., 2016), aluminio (MANDAL et al., 2016), ferro (MANNA et al.,
2018), silica, dioxido de titdnio (KUMAR & SHARMA, 2018), zinco, 6xido de zinco
(ASEMI & GHANAATSHOAR, 2018) e 6xido de cério (FERREIRA et al., 2016). As
nanoparticulas apresentam areas de superficie muito maiores que suas particulas
homologas de maior tamanho e, geralmente, exibem maior capacidade de reatividade e
interacdo com sistemas biologicos (KHOT et al., 2012).

Nos ultimos anos, o desenvolvimento da nanotecnologia em conjunto com a
biotecnologia, permitiu uma diversidade de aplicagfes dos nanomateriais em diferentes
campos da ciéncia, como quimica, fisica, biologia e engenharia (PASCHOALINO;
MARCONE; JARDIM, 2010). Dessa forma, o uso de produtos comerciais contendo
nanomateriais é cada vez mais crescente, sendo as principais aplicacdes em cosmeticos
(SUTER et al.,, 2016), degradacdo de compostos organicos (CHEN et al., 2005),
processamento e embalagem de alimentos (BRADLEY; CASTLE; CHAUDHRY,
2011), desinfec¢do (PASCHOALINO & JARDIM, 2008) e nanomedicina (SANTOS et
al., 2014). Nos ultimos 20 anos, ocorreu grande desenvolvimento e utilizacdo da
nanotecnologia na industria eletrénica, automotiva, de energia, na medicina e no setor
agricola (VANCE et al., 2015).
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Em relagdo a producéo agricola, tem-se buscado verificar os efeitos de diferentes
nanoparticulas sobre a germinacdo de sementes e crescimento das plantas (KHOT et al.,
2012). Segundo Shah & Belozerova (2009), nanoparticulas metalicas podem aumentar a
taxa de germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa L.). Além disso, um estudo
de Zheng et al. (2005) mostrou que nano-TiO2 podem aumentar a absorcéo de nutrientes
inorganicos, acelerar a degradacdo de substancias organicas e aumentar a taxa
fotossintética de plantas de espinafre (Spinacia oleracea L.). No entanto, os efeitos das
nanoparticulas nas plantas podem ser negativos, uma vez que podem causar
fitotoxicidade (LIN & XING, 2007).

O uso bem sucedido de nanoparticulas de prata na area médica como agente
antifangico e antibacteriano possibilitou novos estudos sobre possiveis aplicacfes no
controle de fitopatogenos (GOSWAMI et al., 2010). Ha relatos do uso de nanosilica
lipofilica modificada, que é absorvida pelos lipidios cuticulares do tegumento dos
insetos, danificando a camada de cera e induzindo a morte por dessecacdo (BARIK;
SAHU; SWAIN, 2008). No entanto, para garantir a seguranca a salde e ao ambiente,
mais estudos sobre esses compostos tornam-se necessarios (JO; KIM; JUNG, 2009).

O uso de nanoformulagdo em pesticidas tem sido pesquisado na tentativa de
reduzir os efeitos adversos, tanto no ambiente quanto nos seres humanos, em relacéo a
aplicacdo de compostos neurotéxicos (SHI et al., 2010). A utilizacdo de nanosensores a
base de nanomateriais para detectar residuos de pesticidas e avaliacdo de sua
degradacdo também apresenta grande potencial. Dessa forma, apesar de o uso de
nanomateriais ser relativamente novo na area agricola, o potencial de exploracdo é cada
vez maior (KHOT et al., 2012).

Entre os nanomateriais explorados, as nanoparticulas de 6xido de cério (nano-
Ce0,) tém recebido muita atencdo devido as suas aplicacbes. Possuem propriedades
oOpticas, alta estabilidade térmica, condutividade idnica (CASALI et al., 2014) e baixo
potencial de oxidacdo-reducdo (PIRMOHAMED et al., 2010). S&o usadas na catalise e
como aditivos de combustiveis, planarizagdo quimico-mecénica (CMP), aplicacdes
biomédicas, revestimentos e tintas (DAHLE & ARAI, 2015; KELLER & MCFERRAN,
2013).
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Assim, devido ao fato de que os nanomateriais apresentam inimeras aplicaces,
sua liberacdo no ambiante é constante, sendo o seu impacto sobre o ecossistema, como
os efeitos toxicologicos em organismos terrestres e aquaticos, ainda nao foi muito
estudado (DAHLE & ARALI, 2015).

2 Efeito do nano-CeO2

As nanoparticulas de didxido de cério (nano-CeOy) apresentam alta capacidade
reativa e catalitica, 0 que faz com que possuam muitas aplicacbes industriais (XU &
QU, 2014), resultando em um uso comercial generalizado. Sendo assim, as nano-CeO>
estdo incluidas na lista da Organizacdo de Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico
(OECD, 2013), que indica a necessidade prioritaria de testes ecotoxicologicos, ja que
seu impacto sobre o0 ecossistema ainda néo foi bem estudado (DAHLE & ARAI, 2015).

As principais formas de contaminagdo do ambiente por nano-CeO s&o: uso
como componente de 6leo diesel que pode causar emissdes, resultando em acimulo nos
solos; introducdo em aterros sanitarios como residuos de eletrénicos; a reutilizacdo de
biossélidos provenientes de tratamento de aguas residuais e descarga de aguas residuais
de fabricas de ceramica (KELLER & LAZAREVA, 2013). A contaminagdo por nano-
CeO2 nas éareas agricolas pode ocorrer devido & aplicacdo de biossolido de aguas
residuais no solo. Assim como ocorre com outras nanoparticulas metalicas, como TiOa,
ZnO; e Ag, acredita-se que a aplicacdo de biossolidos provenientes de tratamento de
aguas residuais em solos agricolas seja uma das maiores vias de exposi¢cdo ambiental
para as nano-CeO. (CORNELIS et al.,, 2011; KELLER & LAZAREVA, 2013).
Segundo Keller & Lazareva (2013), cerca de 60% a 86% de nanoparticulas provenientes
de engenharia, incluindo as nano-CeO-, terdo seu destino final em aterros e solos.

Dessa forma, a contaminacdo do ambiente com nanomateriais produzidos
artificialmente por meio da adi¢cdo de biossolidos a campos agricolas € uma realidade
(KELLER & LAZAREVA, 2013) que pode resultar em acumulo, afetando ndo s6 os
herbivoros, mas também os organismos dos demais niveis troficos da cadeia alimentar
(HAWTHORNE et al., 2014). Portanto, a compreensao das consequéncias da exposicao

das plantas aos nanomateriais € de extrema importancia, j& que podem caracterizar uma
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via de entrada de tais compostos na cadeia alimentar (DAS et al., 2009; ROCO et al.,
2011).

Com a disposi¢do de nanomateriais no ambiente, surge a preocupagdo sobre os
possiveis impactos gerados sobre organismos em funcdo da exposicdo direta e/ou
indireta. Alguns nanomateriais tém a capacidade de atravessar barreiras naturais dentro
de um organismo, apesar da toxicidade ser desconhecida (RAGNAILL et al., 2011).
Além disso, em se tratando de toxicidade é preciso considerar a diversidade de formas
dos nanomateriais, ou seja, como as particulas podem se apresentar ap6s o contato com
0 ambiente ou com organismos vivos (LOVERN; STRICKLER; KLAPER, 2007;
PASCHOALINO; MARCONE; JARDIM, 2010).

Foi constatado acumulo e transferéncia trofica de nano-CeO- através de cadeias
alimentares terrestres. O cério é capaz de se acumular nos 6rgdos vegetativos e
reprodutivos da soja (Glycine max L.) (HERNANDEZ-VIEZCAS et al., 2013;
PRIESTER et al., 2012), tomate (Solanum lycopersicum L.) (WANG et al., 2012),
pepino (Cucumis sativus L.) (ZHAO et al., 2013), arroz (Oryza sativa L.) (RICO et al.,
2013) e coentro (Coriandrum sativum L.) (MORALES et al., 2013). O potencial de
biotransformacdo de nanomateriais em plantas varia em funcdo tanto do tipo de
nanoparticula quanto da espécie de planta, bem como de fatores ainda desconhecidos.
No entanto, acimulo e translocacdo nas plantas ocorrem e, portanto, podem ser rota
importante para a transferéncia de nanomateriais para a cadeia alimentar, representando
uma forma de exposicdo e risco aos seres humanos e outras espécies (GARDEA.-
TORRESDAY, 2014).

Os nanomateriais podem induzir mudangas fisioldgicas, bioguimicas e genéticas
nas plantas, alterando caracteristicas agronémicas como crescimento, producdo de
biomassa, numero de folhas e teor de clorofila, o que pode ter influéncia na producao
(GARDEA-TORRESDAY, 2014). Estudos de exposi¢do do tomateiro a nano-CeO>
resultaram em um aumento do peso de tomates em 10% (WANG et al., 2012), o que
ndo ocorreu no caso da soja, onde a exposicdo a nano-CeO; ndo ocasionaram em
mudangas no rendimento da cultura (PRIESTER et al., 2012). Em pepino, nano-CeO>
na concentracdo de 800 ppm néo afetaram negativamente o crescimento da planta, troca

de gases ou teor de clorofila, mas causaram reducdo de 31,6% no rendimento (ZHAO
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et al., 2013). No estudo feito por Rico et al. (2013) a exposi¢do do arroz a nano-CeO-
mostrou modificacdes no perfil de &cidos graxos e teor de amido. Assim, € possivel que
nanomateriais alterem o perfil nutricional das plantas, e consequentemente, tal fato pode
afetar os herbivoros.

Vaérios estudos demonstraram o potencial de transferéncia trofica de nano-CeO-
entre organismos microscopicos ou invertebrados em sistemas aquaticos (FERRY et al.,
2009; KULACKI et al., 2012). Também existem relatos sobre a transferéncia trofica
terrestre e a biomagnificagcdo dos nanomateriais. Hawthorne et al. (2014) constataram a
transferéncia de nano-CeO: entre niveis tréficos, passando do solo para a abobrinha
(Cucurbita pepo L.), posteriormente para o herbivoro Acheta domesticus (Linnaeus,
1758) (Orthoptera: Gryllidae) e por fim para as aranhas (Araneae: Lycosidae), ao se
alimentarem dos grilos. Outro exemplo foi o estudo realizado por Majumdar et al.
(2016), em que nano-CeO: presentes no feijdo (Phaseolus vulgaris L.) foram
transferidas para Epilachna varivestis (Mulsant, 1850) (Coleoptera: Coccinellidae) por
meio da alimentacdo, e posteriormente, para Podisus maculiventris (Say, 1832)
(Hemiptera: Pentatomidae) apds estes insetos se alimentarem de E. varivestis. No
entanto, em nenhum destes estudos foi avaliado o efeito das nano-CeO2 na biologia e
em indices nutricionais desses artropodes.

Resultados semelhantes foram observados para nanoparticulas de outros metais,
como é o caso de nano-Au. Judy et al. (2011, 2012) verificaram a transferéncia trofica
de nano-Au de plantas de tomate e tabaco (Nicotiana tabacum L.) para Manduca sexta
(Linnaeus, 1763) (Lepidoptera: Sphingidae), apesar de ndo terem sido encontrados
sinais indicativos da toxicidade do nano-Au a insetos e nem fitotoxicidade para plantas.
Outro estudo identificou o potencial de transferéncia de nano-Au de um solo
contaminado para Eisenia fetida (Savigny, 1826) (Crassiclitellata: Lumbricidae) e
subsequentemente para réds da especie Rana catesbeina (Shaw, 1802) (Anura: Ranidae)
(UNRINE et al., 2012). Desta forma, foi demonstrado o potencial de transferéncia
tréfica e acimulo/biomagnificacdo de nanomateriais em sistemas terrestres.

Efeitos toxicos sobre sobrevivéncia e capacidade reprodutiva de espécies de
invertebrados terrestres como Caenorhabditis elegans (Maupas, 1900) (Rhabditida:
Rhabditidae) expostos a nano-CeO: ja foram observados (ROH et al., 2010; ZHANG et
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al., 2011; ARNOLD et al., 2013; COLLIN et al., 2014). Em estudo realizado por Zhang
et al. (2011) foi observada reducdo de 12% na expectativa de vida média de C. elegans
apos exposicdo a nano-CeO, que ocorreu mesmo na concentragcdo mais baixa (1 nM),
considerada concentracdo ambiental relevante, por estar no intervalo de 1 e 100 nM.
Assim como foi constatado em outros estudos (LIN et al., 2006; PARK et al., 2008).
Zhang et al. (2011) verificaram que as nano-CeO; estavam envolvidas com a producéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO), induzindo um dano oxidativo que esta
relacionado aos mecanismos de toxicidade. O excesso destes radicais livres apresenta
efeitos prejudiciais, como a peroxidacdo dos lipidios de membrana e agressdo as
proteinas de tecidos, as enzimas, carboidratos e DNA (HUSAIN et al., 1987,
BARREIROS et al., 2006).

Em estudos realizados com E. fetida exposta a nano-CeO», ndo houve reducéo
na sobrevivéncia ou na reproducdo, porém foram observadas alteracGes histoldgicas
(LAHIVE et al., 2014). Segundo Malev et al. (2017), a exposicdo de Porcellio scaber
(Latreille, 1804) (Isopoda: Crustacea) a nano-CeO> em dieta natural causou reducéo na
taxa de alimentagdo e aumento dos niveis de peroxidacdo lipidica, que é considerado um
indicador bioquimico de efeitos adversos de ERO. Também foi constatado que as nano-
CeO> foram biologicamente mais potentes quando comparadas a outras nanoparticulas
de dxidos de metal.

No entanto, existem poucas informacgdes disponiveis até 0 momento sobre o
efeito de nano-CeO, sobre invertebrados terrestres, principalmente utilizando dieta
artificial como forma de exposigéo, permitindo assim que as condic¢des para a realizagédo
dos bioensaios se tornem mais controladas em uma etapa inicial de trabalho. Apesar do
conhecimento ja adquirido, ainda existem informaces escassas relativas a assimilacdo e
efeitos dos nanomateriais tanto nos vegetais, como nos herbivoros e inimigos naturais
(KHOT et al., 2012).

3 Spodoptera frugiperda
A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) € um inseto polifago, amplamente distribuido nas regides tropicais e

subtropicais das Américas, causando prejuizos a diversas culturas (CRUZ et al., 1995).
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No Brasil, esta praga esta presente em todas as regides, principalmente em funcéo da
presenca de fonte de alimentacdo diversificada e disponivel o ano todo, além das
condicdes climaticas favoraveis (SARMENTO et al., 2002).

Apesar da polifagia, o inseto apresenta preferéncia por algumas espécies de
plantas, principalmente podceas como milho, trigo, sorgo e arroz. Pode causar danos
também as culturas do feijoeiro, amendoim, batata doce, batata, repolho, espinafre,
tomateiro, couve, abdbora e algodoeiro. Assim, mais de 186 espécies de plantas séo
relatadas como hospedeiras desse inseto-praga (CASMUZ, 2010).

No Brasil, é considerada praga chave da cultura do milho, apesar de causar
significativos prejuizos a outras culturas, como arrozeiro e algodoeiro. Por apresentar
alta capacidade reprodutiva e de dispersdo e multiplas geracGes por ano, ocorre em
varias culturas, principalmente em lavouras de milho e de algoddo ao longo do ano
(BUSATO et al., 2002; FERNANDES et al., 2002; BARROS et al., 2005; FARIAS et
al., 2014). A cépula ocorre a noite e cada fémea pode colocar cerca de 2.000 ovos por
postura, 0s quais sdo dispostos em camadas sobrepostas, podendo ter escamas das asas
sobre seus cérions. A eclosdo da lagarta pode ocorrer em trés a quatro dias apos a
oviposicdo e o periodo larval varia de 12 a 30 dias. A lagarta passa por um periodo de
pré-pupa no solo, que dura de um a cinco dias e o periodo pupal de 8 a 25 dias (CRUZ
etal., 1995).

O consumo e a conversdo alimentar sdo fundamentais para 0 crescimento,
desenvolvimento e reproducdo dos insetos (PARRA, 2009). As varia¢fes nutricionais
de um alimento, assim como as pressdes de selecdo que o meio exerce sobre uma
populacdo, resultam em adaptacdo para consumo e utilizacdo desse alimento
(SLANSKY & SCRIBER, 1985). Assim, a quantidade e qualidade do alimento
consumido por uma lagarta tém influéncia na sobrevivéncia, taxa de crescimento, tempo
de desenvolvimento, peso final e, em alguns casos, sobre os adultos, afetando sua
fecundidade, fertilidade e dispersdo (PARRA, 1991; PARRA, 2009). Nesse sentido,
estudos a respeito de efeitos de substancias sobre insetos podem ser avaliados por meio
da determinacdo de indices nutricionais quando aplicados em dietas (OLIVEIRA et al.,
1990; PARRA, 2009), o que se aplica as nanoparticulas.
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Conforme mencionado anteriormente, existem grandes chances de disposigéo
de nano-CeO2 em ambientes agricolas e consequentemente transferéncia por meio de
planta hospedeira de S. frugiperda que esteja contaminada por nano-CeO.. Ao se
alimentar, os insetos podem sofrer acdo negativa em sua biologia e comportamento.
Esse inseto apresenta mais de 50 inimigos naturais (CRUZ, 2009), assim, a exposi¢ao

de S. frugiperda a nanoparticulas pode afetar niveis superiores da cadeia trofica.
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Resumo

Nanoparticulas de éxido de cério (nano-CeOy), devido as suas aplicagdes industriais,
tém despertado preocupacao sobre seus efeitos ecotoxicologicos, cujas maiores vias de
exposicdo ocorrem em solos agricolas. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o
efeito da exposicdo de Spodoptera frugiperda a nano-CeO; via dieta artificial sobre
caracteristicas bioldgicas e nutricionais e a deteccdo do Ce nos insetos. As nano-CeO-
foram incorporadas a dieta (1, 10, 100 e 1000 mg de Ce L), além do micro-CeO; e
Ce(NO3)s (1000 mg Ce L) como outras formas de cério. Nano-CeO, além de serem
consumidas, afetaram reduziram parametros bioldgicos, como peso de pupas e
viabilidade de ovos, assim como afetaram pardmetros nutricionais de S. frugiperda.
Foram constatados efeitos transgeracionais de nano-CeO2, uma vez que o cério foi
detectado em ovos de S. frugiperda provenientes de insetos que se alimentaram de
nano-CeO; na concentragdo 1000 mg L durante a fase jovem. Os resultados obtidos
evidenciam o efeito ecotoxicoldgico de nano-CeO. em um inseto terrestre amplamente
distribuido em regides agricolas.

e
Spodoptera frugiperda
l' Nano-CeO:
PO
(e )
«LEmy
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Introducéo

Com o desenvolvimento da nanotecnologia, grande nimero de nanomateriais
comeca a ser utilizado em inddstrias. Como resultado, 0s nanomateriais sdo cada vez
mais disponibilizados no meio ambiente. Devido as suas propriedades Unicas, como
menor tamanho, maior area superficial e maior reatividade, surgiram preocupacées
sobre os potenciais riscos ecotoxicoldgicos.!?

As nanoparticulas de didxido de cério (nano-CeO) sdo nanomateriais bastante
utilizados por possuirem muitas aplicages industriais®, apresentando alta capacidade
reativa e catalitica. Tal fato resulta no uso comercial generalizado, o0 que justifica sua
presenca na lista da Organizacido de Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico?,
indicando a necessidade prioritaria de testes ecotoxicoldgicos, ja que seu impacto sobre
0 ecossistema ainda ndo foi bem elucidado.®

O aumento dos niveis de nano-CeO é esperado no solo por meio da deposicao
atmosférica de catalisadores de escapamento, bem como pela utilizacdo de biossolidos e
reciclagem de lamas de esgoto.®"9 No entanto, a aplicacéo de tais biossolidos em solos
agricolas é uma das mais importantes vias de exposicdo ambiental as nano-CeO..” Essa
contaminacdo é uma realidade!®!! que pode resultar em actimulo, afetando ndo s os
herbivoros, mas também organismos dos demais niveis tréficos.

Embora existam poucas informacdes a respeito de como as nano-CeO; interagem
com 0s organismos em um sistema bioldgico, ja foi constatada a absor¢do por plantas'?,
translocagdo™*® e biomagnificacio'® de nano-CeO, 0 que pode gerar um potencial
risco de absorcéo e transferéncia dentro das cadeias alimentares.1314.16.17.18

Considerando o sistema de producdo agricola, entre os lepidopteros que atingem
elevada densidade populacional, destaca-se a lagarta-do-cartucho, Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae). Espécie polifaga que se
alimenta em mais de 186 espécies hospedeiras.® Dessa forma, existe a possibilidade de
que uma das mais de 186 plantas hospedeiras, seja contaminada por nano-CeOz, uma
vez que o ambiente agricola é sua principal via de exposicdo’, e posteriormente
consumida por S. frugiperda. Alem disso, por ser um inseto que apresenta um complexo

de inimigos naturais?®?!, qualquer efeito em sua biologia pode afetar a cadeia tritrofica.



27

Em outras espécies de insetos, ja foi relatada a ocorréncia de acimulo e transferéncia
tréfica de nano-CeQ,.1" 18

A maioria dos trabalhos publicados sobre efeitos de nano-CeO2 diz respeito aos
organismos aquaticos.?>%324 Ja existem relatos sobre os efeitos toxicos em espécies de
invertebrados terrestres?>26:27:262% ' norém as informagdes disponiveis em literatura até o
momento sobre o efeito de nano-CeO> sobre artropodes sdo escassas.

Sabendo-se que nano-CeO, podem interagir com plantas®, e como forma de
controlar a0 méaximo as condi¢fes nos bioensaios nessa fase do trabalho, utilizou-se a
dieta artificial padrdo usada na criacdo de S. frugiperda adicionada de nano-CeO; e
procurou-se responder a trés questfes: i) nano-CeO; adicionado a dieta artificial é
transferido para os diferentes estagios de desenvolvimento de S. frugiperda e afeta
aspectos bioldgicos? ii) ocorre efeito transgeracional do cério em S. frugiperda? e iii)
nano-CeO> é consumido e excretado por S. frugiperda?

Assim, o objetivo do presente estudo foi verificar o efeito de nano-CeO2 sobre
caracteristicas bioldgicas e nutricionais de S. frugiperda, bem como a detec¢do do Ce

nos insetos, apos exposicao por dieta artificial.

Material e Métodos
Preparo da suspenséao estoque e analise DLS
A suspensdo estoque foi preparada em agua deionizada com Sonic dismembrator
(Modelo 705, Fischer Scientic, EUA) a 95 W, amplitude de 50 J para 2 ciclos de 3 min
cada e intervalo de 30 segundos por ciclo. A concentracdo da dispersédo foi de 10000 mg
Ce L™
Nano-CeO, em &gua deionizada nas concentragdes de 1000; 100; 10 e 1 mg Ce L*
foram utilizadas nas andlises de disperséo de luz dindmica (DLS) usando um Zetasizer
Nano (Malvern Instruments, U.K). O DLS foi empregado para avaliar o raio

hidrodinamico das nanoparticulas suspensas (Sl).

Insetos
Os insetos utilizados nos bioensaios foram provenientes da criacdo de

manuten¢do do Laboratorio de Ecotoxicologia e MIP do Departamento de Entomologia
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da Universidade Federal de Lavras (UFLA), que foi desenvolvida em salas climatizadas
(25%2 °C, 70£10% UR e 12 h de fotofase). Lagartas de S. frugiperda foram alimentadas
com dieta artificial®® e os adultos receberam como alimento solugdo aquosa de mel a
10%.%

Exposicéo de S. frugiperda a nano-CeO:2

A suspenséo estoque de nano-CeO- foi previamente homogeneizada por meio
de ultrassonificagdo (Crist6foli®) em 10 ciclos de um minuto com intervalo de um
minuto entre cada ciclo. Apds diluicdo, as nano-CeO, foram incorporadas a dieta
artificial nas concentragGes de 1, 10, 100 e 1000 mg Ce L™, de acordo com resultados
prévios em literatura.?® Também foram utilizados como outras formas de cério o 6xido
de cério micrométrico (micro-CeO2) na concentragio de 1000 mg Ce L™ e nitrato de
cério [Ce(NOs)4] CeO; sollivel na concentragdo de 1000 mg Ce L2, sendo o tratamento
controle constituido de agua destilada, totalizando sete tratamentos.

A incorporagéo do tratamento foi realizada ao final do preparo da dieta, quando
esta atingiu temperatura proxima a 55°C. Depois de solidificada, a dieta foi cortada em
pedacos de mesmo tamanho (2,5 cm de altura x 1,5 cm de diametro) e transferida para
tubos de vidro (8 cm de altura x 2,5 cm de diametro), onde foi inoculada uma lagarta de
48 h de idade de S. frugiperda, proveniente da segunda postura de laboratério mantida
em dieta artificial sem tratamento. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com 60 repeticdes por tratamento, sendo cada lagarta isolada considerada
uma repeticdo. As caracteristicas bioldgicas avaliadas foram a duracdo das fases larval e
pupal, peso das pupas com 48 h de idade, sobrevivéncia dos insetos durante as fases
larval e pupal e razdo sexual dos adultos (rs = n° de fémeas/n® de fémeas + n° de
machos).

Ap0s a emergéncia, casais de S. frugiperda com variagdo méxima de idade de 24
horas foram individualizados em gaiola de PVC (10 cm de altura x 10 cm de didmetro)
e alimentados com solugdo aquosa de mel a 10%. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado com dez repeti¢cdes por tratamento, sendo cada
repeticdo constituida por um casal. Foram determinados os periodos de pré-oviposicao e

oviposicdo, a longevidade e fecundidade. Todos os ovos provenientes do primeiro dia
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de postura de cada casal foram utilizados para as analises de detecgdo do Ce e, aqueles
referentes ao segundo dia de postura, foram usados para a determinacao da viabilidade.
Visando avaliar a transferéncia do nano-CeO: para espécimes da segunda geracao,
realizou-se um outro bioensaio com lagartas de 48 h de idade de S. frugiperda,
provenientes dos ovos das mariposas sobreviventes do bioensaio anterior. Foi utilizada
a dieta artificial®®, porém sem a adicdo do CeO,. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com 48 repeticdes por tratamento. Cada repeticdo foi
constituida por uma lagarta mantida de forma isolada em tubos de vidro (8 cm de altura
X 2,5 cm de didmetro). As caracteristicas bioldgicas avaliadas foram duracdo da fase
larval, peso das pupas com 48 h de idade e sobrevivéncia dos insetos durante a fase

larval.

Efeito do nano-CeO:2 sobre indices nutricionais de S. frugiperda

Para confirmar a assimilagdo de nano-CeO> por meio do consumo da dieta pelas
lagartas, foram utilizados os mesmos procedimentos e tratamentos testados para
primeira geracdo de S. frugiperda. A Unica diferenca foi que neste caso, os pedagos de
dieta foram previamente pesados, transferidos para recipientes plasticos de 50 mL e
inoculados com uma lagarta de 48 h de idade.

O bioensaio foi realizado em sala climatizada (25+2°C, 70+10% UR e 12 h de
fotofase). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com sete
tratamentos e 48 repeti¢des, sendo cada uma formada por uma lagarta mantida isolada.
Aliquotas das dietas referentes a cada tratamento permaneceram nas mesmas condi¢des
em que foi conduzido o bioensaio para estimativa da perda de agua. Apos 18 dias de
alimentacdo das lagartas, os indices nutricionais foram determinados por meio do
método gravimetrico. Assim, aliquotas de dieta, lagartas e fezes foram submetidas a
processo de liofilizacdo para a determinacdo do peso seco. Por ser um valor muito
baixo, o peso inicial dos insetos foi desprezado. Os parametros nutricionais foram

calculados (SI).3%%2
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Deteccéo do cério

As andlises de deteccdo do cério foram realizadas no Laboratorio de
Instrumentacdo Nuclear do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP). Os
mapas de intensidade de fotons de Ce foram elaborados por meio da técnica de micro
fluorescéncia de raio X (u-XRF, equipamento EDAX, Orbis PC, USA). As amostras de
dieta, fezes e insetos foram colocadas separadamente em porta-amostra e cubeta, sobre
um filme kapto de 7,5 . Os parametros utilizados nas analises de lagartas e ovos foram
30 Kv, 500 pA, 1000 ps, 30 micrometros e filtro de Al. Foi utilizada uma matriz 32x25
para as lagartas e uma matriz 64x50 para 0os ovos. Para as amostras de dietas, fezes,
pupas e adultos foi utilizado linescan por pu-XRF, 30 Kv, 700 pA, 50000 us, 30
micrémetros, filtro de Al e 16 pontos. O filtro de Al filtra a energia emitida dos outros
elementos de nimero atdmico abaixo do Al e, dessa maneira, melhora a relagdo sinal-

ruido do cério.

Estatistica

Os dados foram, inicialmente, submetidos a testes de normalidade (Shaphiro-
Wilk) e homocedasticidade (Bartllet). Para as varidveis periodos de pré-oviposicao e
oviposicdo, e nimero de ovos foi realizada ANOVA e teste de médias (Scott-Knott). A
razdo sexual foi submetida ao teste qui-quadrado. Os demais dados foram comparados
por meio da andlise de variancia e ajuste de modelos lineares generalizados (GLM),
usando a distribuicdo de erros mais adequada a variavel resposta.®® As analises foram
realizadas utilizando-se o programa estatistico R® (R Development Core Team, 2016) e
0 pacote estatistico “multcomp”.3

Os dados de sobrevivéncia dos insetos foram submetidos a analise de
sobrevivéncia, aplicando-se 0 modelo de Weibull, por meio do pacote “survival”® do
software R® (R Development Core Team, 2016). Apoés a selecdo do modelo matematico
mais adequado por meio da analise de residuos, realizou-se a analise de contraste para

verificar a semelhanca entre os tratamentos empregados.
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Resultados
Analise DLS

O DLS foi empregado para avaliar o raio hidrodindmico das nanoparticulas

suspensas. A anélise DLS mostra que nano-CeO- nas concentrac@es avaliadas formaram

agregados, uma vez que os valores foram superiores a 25 nm, que é o tamanho das

nano-CeO; utilizadas (Tabela 1).

Tabela 1. Raio hidrodindmico das nano-CeO; suspensas, determinado pelo espalhamento
dindmico de luz (DLS).

Concentragéo de CeO, (mg L) Tamanho (nm)

1 220 £ 67
10 110+ 40
100 110+ 34
1000 266 * 56

Exposicéo de S. frugiperda a nano-CeO,

A incorporacdo de nano-CeOz micro-CeO; e Ce(NO3)s a dieta ndo reduziu a

sobrevivéncia (g.l. = 6; p = 0,6) de S. frugiperda durante a fase larval da primeira

geracdo (Figura 1).

Sobrevivéncia
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Figura 1. Curvas de sobrevivéncia de Spodoptera frugiperda durante a fase larval ap6s
exposicdo a dieta artificial com incorporacdo de nano-CeO, em diferentes concentragdes, micro-
CeO; e Ce(NOs)4 (mg L), sendo: S(t) = exp(-(tempo/ L)%
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N&o houve alteracdo na duragédo das fases larval (g.l. = 295; F = 1,5672; p =
0,2837) e pupal (g.l. = 133; p = 0,2863) e na razéo sexual dos adultos (X? = 157,52, df =
150, p = 0,3208) de S. frugiperda provenientes da primeira geracdo de lagartas que se

alimentaram de nano-CeO, micro-CeO2 e Ce(NOz)s4em dieta artificial (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito do nano-CeO, em diferentes concentragdes, micro-CeO, e Ce(NOs)s,
incorporados a dieta artificial, sobre duracdo das fases larval e pupal e razdo sexual dos adultos
de Spodoptera frugiperda da primeira geracéo (25+2 °C, 70+10% UR e 12 h de fotofase).

Duracéo da fase Duracéo da fase

CeOz (mg L?) Razéo sexual®

larval (dias)* pupal (dias)*
0 20,61+0,23 11,20%0,25 0,55+0,10
Nano-CeO>1 21,31+0,32 11,80+0,39 0,38+0,10
Nano-CeO; 10 20,82+0,25 11,35%0,23 0,64+0,08
Nano-CeO; 100 21,32+0,41 10,85%0,23 0,49+0,08
Nano-CeO; 1000 20,50+0,28 11,00£0,35 0,48+0,14
Micro-CeO, 1000 21,08+0,28 11,00%0,22 0,38+0,09
Ce(NO3)4 1000 21,41+0,44 11,30%0,26 0,47+0,09

!Médias em cada coluna néo diferem entre si a 5% de significancia utilizando modelo linear
generalizado.
2Médias em cada coluna ndo diferem entre si a 5% de significancia utilizando teste qui
quadrado.

No entanto, lagartas alimentadas com dieta artificial contendo as diferentes
concentracdes de nano-CeO2 e Ce(NOs)s apresentaram menor peso médio de pupas (g.l.

=292; p =0,0232) em comparacao ao controle (agua) e micro-CeO; (Figura 2).
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Figura 2. Peso de pupas (mg) da primeira geragdo de Spodoptera frugiperda apos exposic¢éo a
dieta artificial com incorporacdo de nano-CeO2 em diferentes concentragdes, micro-CeO; e
Ce(NOs)s (mg L) (25+2 °C, 70+£10% UR e 12 h de fotofase).

Os adultos provenientes de lagartas alimentadas com as dietas tratadas com
CeO- néo apresentaram diferencas significativas na fecundidade das fémeas (g.l. = 6; F
=1,1393; p = 0,3503) e nem nos periodos de pré-oviposicao (g.l. = 6; F = 0,6346; p=
0,7019), oviposicao (g.l. = 6; F = 0,6401; p= 0,6977) e longevidade (g.l. = 133; p=
0,9836) (Tabela 3). No entanto, a viabilidade dos ovos (g.l. = 61; p = 0,0156) foi
reduzida em 60% com adicio de nano-CeO- na concentragdo de 100 mg L (Figura 3).
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Tabela 3. Efeito do nano-CeO. em diferentes concentragcdes, micro-CeO. e Ce(NOz)s,
incorporados a dieta artificial, sobre a longevidade, periodos de pré-oviposicao e oviposicao, e
numero de ovos por fémea de Spodoptera frugiperda da primeira geracdo (25+2 °C, 70+10%
UR e 12 h de fotofase).

Periodo de

Longevidade ré Pe.“Od(.) (~je NUmero de
CeO; T p oviposicao .
(mg L) (dias) oviposicio (dias)? ovos/fémea
(dias)?
0 12,65+0,33 5,10£0,53 5,80+0,83 1448,0+1914
Nano-CeO, 1 12,00+0,97 4,33+0,73  7,67+0,88 1434,8+257,6

Nano-CeO, 10 12,8540,38  4,90+0,55  6,1+0,60 1326,6+185,6
Nano-CeO,100  1320%0,76 530:0,72 689+1,17 911,0+214,8

Nano-CeO, 1000  12,750,59 5504069 6,33+0,93 1132,6+ 186,9
Micro-CeO, 1000  1345+0,77  4,60+054 7,5040,75 1524,9+202,9
Ce(NOs): 1000  14.05%0,88 420+053 7,67+111 14085+168,75

!Médias em cada coluna néo diferem entre si a 5% de significancia utilizando modelo linear
generalizado.

2IMédias em cada coluna nédo diferem entre si a 5% de significancia utilizando teste de Scott-
Knott.
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Figura 3. Viabilidade de ovos (%) da primeira geracdo de Spodoptera frugiperda apos
exposicao das lagartas a dieta artificial com incorporagdo de nano-CeO, em diferentes
concentragdes, micro-CeOze Ce(NOs)s (mg L) (2542 °C, 70£10% UR e 12 h de fotofase).

O cério ndo foi detectado em nenhuma fase de desenvolvimento da segunda
geracdo de S. frugiperda, cuja alimentagéo foi a dieta sem incorporagdo de CeO. N&o

foi observada reducéo na sobrevivéncia (g.l. = 6; p= 0,33) (Figura 4) e duracdo da fase
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larval (g.I. = 247; F = 1,2596; p= 0,2767) da segunda geracdo de S. frugiperda. No
entanto, foi observada reducdo do peso médio de pupas da segunda geracao (deviance =
1,8139; g.l. = 235; p= 0,00221%) provenientes dos insetos da primeira geracdo que se
alimentaram de dieta com nano-CeO. nas concentragdes de 1 e 100 mg L™ e com

Ce(NOs3)s quando comparados a dieta sem incorporacdo de CeO> (Figura 5).
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Figura 4. Curvas de sobrevivéncia de Spodoptera frugiperda durante a fase larval da segunda
geracdo, cujas lagartas da primeira geracdo foram expostas a dieta artificial com incorporagéo
de nano-CeO, em diferentes concentragdes, micro-CeO.e Ce(NOs)s (Mg L) (2542 °C, 70+10%
UR e 12 h de fotofase), sendo: S(t) = exp(-(tempo/ A)a.
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Figura 5. Peso de pupas (mg) da segunda geracdo de Spodoptera frugiperda, cujas lagartas da
primeira geracdo foram expostas a dieta artificial com incorporagdo de nano-CeO, em diferentes
concentracdes, micro-CeOze Ce(NOs)s (mg L) (2542 °C, 70+10% UR e 12 h de fotofase).
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Efeito do nano-CeO:2 sobre indices nutricionais de S. frugiperda

Apos 18 dias de alimentacdo nas dietas com CeO3, 0 peso das lagartas (g.l. =
329; F = 18,113; p = 0,0018) de S. frugiperda aumentou. As lagartas que se
alimentaram de dieta com incorporagdo de nano-CeOz, micro-CeO, e Ce(NOs)s
apresentaram peso medio maior do que o observado na dieta sem CeO: (controle)

(Figura 6).
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Figura 6. Efeito de dietas com nano-CeOem diferentes concentracbes, micro-CeO;,e Ce(NOs)s
sobre o0 peso de lagartas de S. frugiperda, apds 18 dias de alimentagéo (25+2 °C, 70+10% UR e
12 h de fotofase).

O indice de consumo (g.l. = 329; p= 0,0022'%) das lagartas de S. frugiperda
foram alterados ap6s 18 dias de alimentacdo nas dietas com CeQO». O indice de consumo
dos insetos que se alimentaram de nano-CeO. foi duas vez maior do que aquele

constatado no controle e tratamentos com micro-CeO; e Ce(NOs)s (Figura 7).
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Figura 7. Efeito de dietas com nano-CeO,em diferentes concentra¢des, micro-CeO,e Ce(NOs)s
sobre o indice de consumo (IC) e taxa metabdlica relativa (RMR) (g/g/dia) de S. frugiperda,
apos 18 dias de alimentagdo (25+2 °C, 70+10% UR e 12 h de fotofase).

Verificou-se que nas dietas com adigdo de nano-CeO; ocorreu aumento na
quantidade de alimento ingerido, que foi gasto em metabolismo, por miligrama de peso
corporeo (RMR) (g.l. = 329; p= 0,0022"%%), quando comparado as dietas adicionadas de
micro-CeO, e Ce(NO3)s e o controle (Figura 7). No entanto, houve reducdo na
porcentagem do alimento ingerido pelo inseto que foi efetivamente transformado em
biomassa (ECI) (g.I. = 329; F = 88,126; p= 0,0022%) e na porcentagem do alimento
digerido que foi convertido em biomassa do inseto (ECD) (g.l. = 329; F = 93,555; p=
0,00227%%). Os indices custo metabolico (g.l. = 329; F = 93,555; p= 0,0022%%) e
digestibilidade (g.I. = 329; F = 128,52; p= 0,00221%) foram maiores nas dietas com
incorporagdo de nano-CeO indicando consumo, metabolizagdo e digestibilidade de

nano-CeO:> pelas lagartas de S. frugiperda (Figura 8).
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Figura 8. Efeito de dietas com nano-CeO,em diferentes concentracfes, micro-CeO,e Ce(NOs)s
sobre a eficiéncia de conversédo do alimento ingerido (%ECI), digestibilidade aparente (%AD),
eficiéncia de conversdo do alimento digerido (%ECD) e custo metabdlico (%CM) de lagartas de
Spodoptera frugiperda (25+2 °C, 70+10% UR e 12 h de fotofase).

Deteccdo de cério

Foi detectada a presenca de cério nas lagartas que se alimentaram de dieta
contendo nano-CeQz nas concentracdes de 10 (SI), 100 (SI) e 1000 mg L (Figura 9),
assim como de micro-CeO> (SI) e Ce(NO3)4 (SI).
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Figura 9 (a) Lagarta de Spodoptera frugiperda mantida em dieta com incorporacdo de 1000 mg
L de nano- CeOs. (b) Distribuicdo espacial quantitativa de Ce assimilado pela lagarta.

A analise das fezes das lagartas da primeira geracdo que ingeriram dieta com
nano-CeO; na concentragdo de 1000 mg L™ indicou presenca de cério (Figura 10); o
mesmo ndo ocorreu nas demais concentragcdes, assim como ndo foi constatada sua

presenca nas pupas e adultos de S. frugiperda da primeira geracao.
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Figura 10. Intensidade de distribuicdo em pontos de Ce em fezes de lagartas de Spodoptera
frugiperda mantidas em dieta com incorporacéo de 1000 mg L™ de nano- CeO..
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No entanto, houve presenca de cério nos ovos de S. frugiperda oriundos de
lagartas expostas a dieta com nano-CeO2 (1000 mg L), comprovando a transferéncia de

Ce entre geracOes de S. frugiperda (Figura 11).
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Figura 11. (a) Massa de ovos provenientes de adultos de Spodoptera frugiperda cujas lagartas
foram mantidas em dieta com incorporagcdo de 1000 mg L* de nano-CeO,. (b) Distribuicdo
espacial quantitativa de cério em ovos de S. frugiperda.

Discusséo

De acordo com Borm et al.*® e Oberdorster et al.>” as nanoparticulas cuja area
superficial por unidade de massa é maior que as particulas maiores, sdo biologicamente
mais potentes. Em espécies como Artemia salina (Linnaeus, 1758) (Anostraca:
Artemiidae) e Caenorhabditis elegans (Maupas, 1900) (Rhabditida: Rhabditidae), nano-
Ce0O, foi mais toxico quando comparado ao micro-CeOz, demonstrando um efeito
dependente do tamanho?>2"-3, Os resultados do presente estudo confirmam que para S.
frugiperda, o CeO, também apresenta efeito dependendo do tamanho da particula, ja
que os tratamentos utilizando nano-CeO; causaram reducdo do peso de pupas, enquanto
o tratamento com micro-CeO, foi semelhante ao controle. Van Hoecke et al.?
utilizando nano-CeO- de trés tamanhos diferentes (14, 20 e 29 nm) mostraram que
mesmo entre as nanoparticulas, a toxicidade cronica aumenta com a diminui¢do do
didmetro da particula. Tal fato também ocorre com nanomateriais de outra natureza,
como diéxido de titdnio, em que observaram-se diferencas nos pardmetros de

alimentacdo e atividade enzimética de Porcellio scaber (Latreille, 1804) (Isopoda:
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Crustacea) expostos a diferentes tamanhos de particulas®® Outra explicacdo para os
efeitos negativos de menores particulas encontrados em S. frugiperda seria uma
possivel producdo de espécies reativas de oxigénio ERO, que induz um dano oxidativo
e que esta relacionado a mecanismos de toxicidade.?6:294041

Os resultados aqui discutidos corroboram com alguns encontrados por Zhang et
al.?®, Arnold et al.?” e Collin et al.?®, em que nano-CeO; ndo reduziram a sobrevivéncia
de outros invertebrados terrestres. No presente estudo, as nano-CeO. também néo
reduziram a duracdo das fases larval e pupal, razdo sexual e longevidade de S.
frugiperda. Segundo o trabalho de Roh et al.%, a exposicdo de C. elegans a nano-TiO-
reduziu a sobrevivéncia e o crescimento, enquanto que nano-CeO: diminuiu a
fertilidade. No entanto, em estudos com espécies de minhoca, Eisenia fetida (Savigny,
1826) (Crassiclitellata: Lumbricidae) e P. scaber, a exposi¢do as concentracdes de
nano-CeO; ndo reduziu a sobrevivéncia ou a sua reproducdo®®#2, Apesar da auséncia de
efeitos negativos na sobrevivéncia e reproducdo de E. fetida, foram realizadas
observacdes histologicas, que mostraram perda de cuticula da parede do corpo e perda
de integridade do epitélio intestinal que podem indicar possiveis efeitos deletérios apds
exposicdes a longo prazo*.

Assim como nano-CeO., 0o Ce(NOs)s adicionado a dieta artificial, também
ocasionou reducdo do peso de pupas de S. frugiperda, em estudo realizado por Lahive et
al.*?, para E. fetida a toxicidade i6nica do cério foi maior que nas formas particuladas de
CeO2 na mesma concentracdo de exposi¢do ao solo. Minhocas expostas ao nitrato de
cério apresentaram reducdo na sobrevivéncia e na reproducdo. Nesse caso, foram
utilizadas diferentes concentracdes de nitrato de cério e seus efeitos foram relacionados
a concentracdo e a reducdo do pH do solo, resultante da adi¢do de nitrato de cério. A
diminuicdo no pH do solo aumenta a liberagdo de ions de cério®®, favorecendo a
biodisponibilidade para os organismos. Portanto, a queda do pH associada ao aumento
da concentragdo de cério resultou no estresse observado nas minhocas expostas ao cério.
Dessa forma, o nitrato de cério pode estar relacionado com a diminuicao de pH, além de
apresentar alta solubilidade*?. Assim, como ja foi observado no solo, a reducéo de pH
devido a adicdo de nitrato de cério pode ter ocorrido também com a dieta, 0 que
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explicaria os efeitos de redugdo no peso de pupas observados em S. frugiperda, ja que
as lagartas estavam em contato direto com a dieta.

Com base no resultado de reducéo do peso médio de pupas da primeira geracao
de S. frugiperda exposta a dieta com nano-CeO, esperava-se um efeito negativo na
fertilidade dos adultos, ja que segundo Pencoe & Martin**, existe uma relagdo entre o
peso de pupas e fertilidade de adultos. No entanto, verificou-se que nano-CeO2 nédo
reduziram os periodos de pré-oviposicao e oviposic¢do, bem como o nimero de ovos por
fémea. Neste caso, a viabilidade dos ovos s6 foi reduzida com adi¢do de nano-CeO- na
concentracéo de 100 mg L™, porém o mesmo ndo ocorreu para 1000 mg L2, o que pode
ser explicado pela analise DLS, que mostra que as nano-CeOz na concentracdo de 100
mg L apresentam os menores tamanhos de agregados. Assim como foi observado por
Malev et al.?® utilizando nano-TiOz e nano-CoFe,0a, alguns efeitos toxicos causados
por estes nanomateriais podem néo ser dependentes da concentragdo e sim do tamanho
da particula.

Por meio da espectroscopia por fluorescéncia de raios X, a presenca do cério
pode ser detectada nas fezes apenas para as lagartas que ingeriram dieta com nano-CeO>
na concentracdo de 1000 mg L™ da primeira geracdo. Tal fato indica que na maior
concentracdo de nano-CeO; também pode ter ocorrido uma maior excre¢do do cério,
minimizando neste tratamento alguns efeitos negativos, como o caso da reducdo na
viabilidade dos ovos provenientes das lagartas que se alimentaram de nano-CeO2 na
concentragdo de 100 mg L.

A presenca de cério nos ovos de S. frugiperda oriundos de lagartas expostas a
dieta com nano-CeO, (1000 mgL™), caracteriza a transferéncia deste elemento na forma
de nanoparticulas entre os estagios de desenvolvimento do inseto. Varios estudos
demonstraram o potencial de transferéncia trofica de nanomateriais entre organismos
microscopicos ou invertebrados em sistemas aquaticos e terrestres.*4416.1” Uma vez que
o cério foi transferido para os ovos de S. frugiperda, existe a possibilidade da sua
transferéncia para o terceiro nivel tréfico, podendo assim, afetar predadores e
parasitoides de ovos de S. frugiperda.

Uma constatagdo inesperada do presente trabalho foi a reducé@o do peso de pupas

na segunda geragédo de S. frugiperda, mesmo sem que as lagartas tenham entrado em
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contato com o cério via dieta artificial. Este efeito oriundo da exposicéo das lagartas da
primeira geracdo ao nano-CeO, e Ce(NOs)4, pode confirmar um efeito transgeracional
do cério em S. frugiperda. Assim como ocorreu na primeira geracao, tais resultados
também mostram que, no caso deste inseto, na ocorréncia de efeitos negativos em
caracteristicas bioldgicas, estes ndo foram dependentes da concentragao.

A fim de comprovar o consumo do ceério, parametros nutricionais foram
avaliados. Parte-se do principio de que o indice de consumo é caracterizado como a
quantidade de alimento que o inseto consome por miligrama de peso corporeo por dia, e
que um dos fatores que podem proporcionar 0 aumento nesse indice é a utilizacdo de
alimentos inadequados nutricionalmente*’. O maior consumo observado em dietas com
nano-CeO2 em todas as concentragdes quando comparado aos demais tratamentos, pode
ser considerado uma resposta compensatéria das lagartas de S. frugiperda a
inadequacdes nutricionais ou uma estratégia de defesa.?®*® Em trabalhos avaliando o
efeito de nano-CeO: sobre P. scaber ap0s exposi¢cdo em dieta natural, nas maiores
concentracdes de nano-CeO2 (2000 e 5000 ug mL™?), a alimentagdo foi reduzida. Por
outro lado, quando exposto a concentragdo mais baixa (1000 pg mL™), observou-se
aumento da taxa de alimentacdo, porém, nessa concentracdo ocorreram aumentos nos
valores de peroxidacdo lipidica (LP), o que é interpretado como um efeito adverso.?
Drobne et al.>® também relataram aumento da taxa de alimentacdo acompanhado por
aumento da atividade da catalase, considerado um mecanismo de defesa.

As lagartas de S. frugiperda alimentadas com as dietas com adi¢do de nano-
CeOz utilizaram maior quantidade de alimento para manter o seu metabolismo (mg/mg
de peso corporal/dia), além de apresentarem menor capacidade de utilizar
eficientemente o alimento ingerido para o crescimento. Uma diminuicdo do ECI indica
que uma maior quantidade de alimento estd sendo utilizada para obtencéo de energia e
uma pequena parte para a conversio em biomassa.*®* A ECI pode variar com a
digestibilidade e com o valor nutricional do alimento, com a ingestdo de nutrientes e
com as quantidades proporcionais da por¢do digerivel do alimento que sdo, em parte,
convertidas em substancias corporeas e metabolizadas para a producdo de energia de
manutencdo.*’ Sendo assim, as possiveis causas das diferencas obtidas na eficiéncia da

utilizacdo do alimento pelas lagartas de S. frugiperda podem ser atribuidas a um ou
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mais dos varios fatores citados anteriormente, os quais estdo relacionados a presenca de
nano-CeO: na dieta.

A eficiéncia de conversdo do alimento digerido, ou seja, a porcentagem de
alimento assimilado que € convertido em substancia corpérea também foi menor nas
dietas com adicéo de nano-CeO>. A eficiéncia de converséo ndo depende diretamente da
digestibilidade, porem também varia com o valor nutricional do alimento e com o nivel
de ingestdo de nutrientes.*” A ECD diminui com o aumento da por¢do de alimento
assimilado para a producdo de energia.®® Essa relacdo inversa pode ser constatada no
presente trabalho, em que lagartas de S. frugiperda alimentadas com dietas adicionadas
de nano-CeO, apresentaram maior valor de RMR e menor de ECD.

Segundo Reynolds et al.®!, os insetos podem aumentar o tempo de retengdo do
alimento, a fim de maximizar a absorcdo de nutrientes, o que justifica 0 aumento na
digestibilidade das dietas com adi¢do de nano-CeO,. Embora as dietas com nano-CeO;
tenham apresentado os maiores valores de digestibilidade, resultaram em baixos indices
de ECI e ECD. E possivel que a reducdo dos indices de ECI e ECD observada em
lagartas que se alimentaram das dietas com nano-CeOz se deva a inibi¢do da converséo
de alimento ingerido e convertido em biomassa. A inibicdo da conversdo de alimento
em biomassa pode ser atribuida a presenca de alguma substancia que bloqueia a
utilizacéo de nutrientes*’, sendo nesse caso nano-CeOs.

A maior porcentagem de alimento digerido que foi transformada em energia
ocorreu com lagartas que se alimentaram com as dietas com adicdo de nano-CeO». As
lagartas que se alimentaram de dieta com micro-CeOze Ce(NO3)s e sem adicdo de nano-
CeO; utilizaram menos alimento para produzir energia metabolica. Segundo Parra®®,
maior custo metabdlico pode ser atribuido a presenca de substancias nos alimentos que
afetam de alguma forma a fisiologia do inseto. Embora lagartas alimentadas com dietas
tratadas com nano-CeO> tenham apresentado custo metabolico superior, tiveram ganho
de peso quando comparadas aquelas que se alimentaram com o tratamento controle e
dietas com micro-CeOz e Ce(NOs)s. Possivelmente, isto ocorreu devido ao fato de que a
maior quantidade de energia despendida pelas lagartas tenha sido compensada pelo

maior consumo. Segundo Gardea-Torresday et al.’8, é possivel que os nanomateriais
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tenham a capacidade de alterar o perfil nutricional das plantas. Dessa forma, tal fato
pode ter ocorrido também com a dieta artificial.

Portanto, os resultados atuais contribuem para o conhecimento relacionado aos
efeitos de nano-CeO2 em invertebrados terrestres expostos por meio da alimentacéo,
bem como abre portas para novos estudos na &rea. Em resumo, nano-CeO-, além de
serem consumidas, afetam negativamente alguns parametros bioldgicos e nutricionais
de S. frugiperda, além de apresentar efeitos transgeracionais. Caso este inseto seja
exposto a nano-CeO> no ambiente, existe a possibilidade de afetar negativamente a
cadeia trofica. Além disso, a deteccdo de cério em ovos e lagartas de S. frugiperda
provenientes de insetos que se alimentaram de nano-CeO; durante a fase jovem, mostra
a possibilidade do composto ser transferido para predadores e parasitoides de ovos, o

que exige novos estudos para confirmacao.
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Informacdes de Apoio

Espalhamento Dinadmico de Luz (DLS) das suspensdes

Independentemente do tamanho de particula individual de 25 nm, em disperséo
aquosa, as nanoparticulas sdo agregadas e variaram de 110 + 34 nm até 266 + 56 nm
(Tabela 1). A agregagdo ocorre devido a forcas atraentes de Van der Walls, e esse
comportamento foi previamente verificado por outros pesquisadores®. Devido & baixa
solubilidade das nano-CeO», o tamanho dos agregados é um pardmetro importante, uma

vez que, eventualmente, podem ultrapassar as barreiras do tecido poroso do inseto?.

Efeito do nano-CeO:2 sobre indices nutricionais de S. frugiperda

Os paradmetros nutricionais foram calculados®#,considerando t = duracdo do
periodo de alimentacdo (dias); F = peso das fezes produzidas (g) durante t; B = ganho
de peso pelas lagartas (g) durante t =1 - F - M; | = peso do alimento ingerido (g) durante
t (alimento fornecido — sobra de alimento); | - F = alimento assimilado (g) durante t; M
= | - F - B, alimento metabolizado durante periodo de alimentacdo (g). Os principais

indices nutricionais determinados foram:

- indice de consumo (IC) (g/g/dia) = I/Bm x t;

- taxa metabdlica relativa (RMR) (g/g/dia) = M/Bm X t;

- eficiéncia de converséo do alimento ingerido (%ECI) = B/l x 100;

- digestibilidade aproximada (%AD) = (I-F)/1 x 100;

- eficiéncia de converséo do alimento digerido (%ECD) =B/I-F x 100;
- custo metabdlico (%CM) = 100 — ECD.
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Deteccdo do 6xido de cério em S. frugiperda’
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Figura S1 (a) Lagartas de Spodoptera frugiperda mantidas em dieta com incorporagdo de 10 mg
L de nano-CeO:. (b) Distribuicdo espacial quantitativa de Ce assimilado pelas lagartas.
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Figura S2 (a) Lagartas de Spodoptera frugiperda mantidas em dieta com incorporacéo de 100
mg L de nano-CeO.. (b) Distribuicdo espacial quantitativa de Ce assimilado pelas lagartas.
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Figura S3 (a) Lagartas de Spodoptera frugiperda mantidas em dieta com incorporagdo de 1000

mg L de Micro- CeO,. (b) Distribuicdo espacial quantitativa de Ce assimilado pelas lagartas.
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Figura S4 (a) Lagartas de Spodoptera frugiperda mantidas em dieta com incorporagdo de 1000

mg L de Ce(NOs)a. (b) Distribuicdo espacial quantitativa de Ce assimilado pelas lagartas.
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