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SANTOS, Willian de Paula. Efeitos de exposi¢coes agudas ao geraniol em girinos
Aquarana catesbeiana: comparagao entre as formas livre e nanoencapsulada.
2024. 78 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Fisiolégicas) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2024.

RESUMO

Na busca por uma agricultura verde, algumas alternativas para os agrotoxicos
sintéticos de uso atual surgem como promessas sustentaveis. O emprego da
nanotecnologia na forma de nanopesticidas tem se mostrado eficaz e as
nanocapsulas de zeina se mostram candidatas para o nanoencapsulamento de
substancias com atividade biolégica. O geraniol € um monoterpeno extraido de
diversas espécies vegetais e que apresenta uma ampla gama de atividades
bioldgicas, incluindo efeitos fungicidas e inseticidas. Desta forma, nanocapsulas de
zeina carregadas com geraniol podem ser uma opgao promissora para substituir os
agrotéxicos de uso atual, ao combinar as caracteristicas unicas das nanoparticulas
com os efeitos pesticidas do geraniol, a fim de evitar seus potenciais efeitos
prejudiciais em organismos nao-alvo. Os anuros estao dentre os vertebrados que mais
sofrem com as atividades agricolas, visto que a diminuigdo global da populacdo de
anfibios esta intimamente atrelada ao uso exacerbado de agrotoxicos. Assim, esta
dissertacao teve o objetivo de avaliar e comparar os efeitos de exposi¢cdes agudas (24
e 96h) ao geraniol nanoencapsulado (hnGER) e seus constituintes: nanocapsulas de
zeina (NANO) e geraniol livre (GER), para girinos de Aquarana catesbeiana. Para
decidir qual concentracdo seria utilizada nos experimentos, foi conduzido um
experimento piloto, onde os animais (n=60) foram expostos a agua desclorada, ao
solvente (pluronic), e a diferentes concentragdes do nGER (1, 5, 10 e 20 mg L"),
totalizando 6 grupos constituidos por 6 aquarios (n=10 animais/aquario). Os
resultados apontaram que altas concentragées de nGER (10 e 20 mg L") induzem
letargia nos animais. Entretanto, efeitos sobre a acetilcolinesterase foram observados
apenas na concentragdo de 5 mg L-'. Com base nestes resultados, foram conduzidos
experimentos com animais (n=192) expostos (24 e 96h, experimentos independentes)
a agua desclorada + solvente, NANO, GER e nGER (todos a 5 mg L"). Os grupos de
cada tratamento continham 8 aquarios (n=3 animais/aquario), com até 10 L de meio
de exposicao. Analises fisico-quimicas das nanoparticulas nos aquarios revelaram
que elas podem ter sido absorvidas pelos animais. O indice de Resposta Integrada de
Biomarcadores (IBR) indicou que NANO provocou menores efeitos sobre os
biomarcadores avaliados em A. catesbeiana em comparagao aos demais tratamentos.
Ja nGER produziu efeitos intermediarios, mas mais parecidos com GER, que foi o
tratamento que mais alterou os biomarcadores dos girinos, em ambos os tempos
experimentais. De maneira geral, pode-se perceber uma maior relagdo de NANO com
os biomarcadores de osmorregulagcdo, enquanto GER em nGER estavam mais
relacionados as alteragcbes no metabolismo energético e estresse oxidativo.
Entretanto, todos os tratamentos induziram alteragdes nucleares eritrociticas em 24h,
indicando um potencial genotoxico. As branquias foram o tecido menos sensivel aos
tratamentos, ao passo que mais alteragdes foram observadas no plasma e sangue,
seguido do figado. A hipétese de que o nGER induziria menos alteragbes que GER
foi atendida. Além disso, as NANO parecem ser seguras aos girinos A. catesbeiana.
Porém, embora nGER tenha causado menos efeitos que GER, seus efeitos ainda
foram consideraveis para classifica-lo como seguro para estes animais.

Palavras-chave: Anuros. Biomarcadores. Nanotecnologia. Monoterpeno. Ra-touro.



SANTOS, Willian de Paula. Effects of acute exposure to geraniol on Aquarana
catesbeiana tadpoles: comparison between free and nanoencapsulated forms.
2024. (78) 155pp. Dissertation (Master's degree in Physiological Sciences) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

ABSTRACT

In the search for a greener agriculture, some alternatives to synthetic pesticides have
emerged, with sustainable promises. The use of nanotechnology in the form of
nanopesticides has proven effective and zein nanocapsules are candidates for the
nanoencapsulation of substances with biological activity. Geraniol is a monoterpene
that is extracted from several plant species which presents a wide range of biological
activities, including fungicidal and insecticidal effects. Thus, zein nanocapsules loaded
with geraniol can be a promising option to currently used pesticides, by combining the
unique characteristics of nanoparticles with the pesticide effects of geraniol in order to
avoid its harmful potential effects on non-target organisms. Anurans are one of the
vertebrates that most suffer from agricultural activities, given that the global decline in
the amphibian population is closely linked to the exacerbated use of pesticides. Thus,
this dissertation aimed to evaluate and compare the effects of acute exposures (24
and 96h) to nanoencapsulated geraniol (nGER) and its constituents: zein
nanocapsules (NANO) and free geraniol (GER), on Aquarana catesbeiana tadpoles. A
pilot experiment was conducted to establish the concentrations to be used in the
experiments, where the animals (n=60) were exposed to dechlorinated water, the
solvent (pluronic) and different concentrations of nGER (1, 5, 10 and 20 mg L") ,
totaling 6 groups consisting of 6 aquariums each (n=10 animals/aquarium). The results
showed that high concentrations of NnGER (10 and 20 mg L") induced lethargy in the
animals. However, effects on acetylcholinesterase were only observed at a
concentration of 5 mg L-'. Based on these results, experiments were conducted with
animals (n=192) exposed (for 24 and 96h, in independent experiments) to
dechlorinated water + solvent, NANO, GER and nGER (all at 5 mg L"). For each
treatment, tadpoles were distributed in 8 aquariums (n=3 animals/aquarium) with up to
10 L of exposure medium. Physicochemical analyses of nanoparticles in the aquariums
revealed that they may have been absorbed by the animals. The Integrated Biomarker
Response Index (IBR) indicated that NANO caused lesser effects on the biomarkers
in comparison to the other treatments. nGER produced intermediate effects, that were
more similar to GER, which was the treatment that most altered tadpole biomarkers at
both experimental times. In general, a greater relationship between NANO and
osmoregulation biomarkers was found, while GER and nGER were more related to
alterations in energy metabolism and oxidative stress. However, all xenobiotics
induced erythrocytic nuclear abnormalities within 24 hours, demonstrating a genotoxic
potential. The gills were the tissue least sensitive to exposure to the treatments, while
plasma and blood demonstrated the greatest alterations, followed by the liver. The
hypothesis that nGER would induce fewer changes than GER was proven.
Furthermore, NANO appears to be safe for A. catesbeiana tadpoles. However,
although nGER caused fewer effects than GER, its effects were still considerable,
making it difficult to be classified as safe for these animals.

Key-words: Anuran. Biomarkers. Bullfrog. Nanotechnology. Monoterpene.
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APRESENTAGCAO DA DISSERTAGAO

Este trabalho estd organizado de forma a atender as normas do
Programa de Pés-Graduagéao em Ciéncias Fisiolégicas, para a defesa de dissertacao.
O Capitulo |, se trata de uma introdugéo geral para contextualizagdo do tema abordado
neste trabalho, bem como os objetivos gerais e especificos, além da hipotese
levantada. Em seguida, os Capitulos Il, Ill e IV referem-se aos manuscritos elaborados
a partir do projeto de pesquisa desenvolvido. O Capitulo Il contém o manuscrito
“Diferentes concentragdes de geraniol nanoencapsulado induzem letargia e atividade
da acetilcolinesterase em girinos Aquarana catesbeiana” e esta formatado de acordo
com as normas para submissao ao periodico Bulletin of Environmental Contamination
and Toxicology (fator de impacto: 2,7). O Capitulo Ill apresenta o manuscrito “Efeitos
do geraniol livre e nanoencapsulado em girinos Aquarana catesbeiana: biomarcadores
fisiologicos”, que esta formatado de acordo com as normas para submissdo ao
periodico Journal of Hazardous Materials (fator de impacto: 12,2). Ja o Capitulo IV
refere-se ao manuscrito “Efeitos do geraniol nanoencapsulado para girinos da ra-
touro-americana: biomarcadores de estresse oxidativo e genotoxicidade”, formatado
de acordo com as normas para submissdo ao periodico Chemosphere (fator de
impacto: 8,1). Por fim, os resultados gerados nos diferentes capitulos estao integrados

no Capitulo V, na forma de consideracgdes finais.
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1.1 CONTAMINACAO AQUATICA POR AGROTOXICOS

Recentemente, a populagédo humana global atingiu a marca de 8
bilhdes e esta projetada para chegar a 9 bilhdes até 2050 (Ocwa et al., 2023). Assim,
a demanda alimentar aumentara (Choruma et al., 2019), colocando presséo sobre os
sistemas agricolas atuais. Dessa forma, ha uma complexa interacdo entre
crescimento populacional e seguranga alimentar, considerando as implicagdes nas
praticas agricolas, gestao de recursos ambientais e bem-estar social. Os avangos nas
tecnologias agricolas tém desempenhado um papel crucial no atendimento as
demandas alimentares de uma populagcdo crescente. Técnicas mais precisas,
organismos geneticamente modificados (OGMs), sistemas de irrigagao aprimorados
e a aplicagao de diferentes tipos de agrotdéxicos aumentaram a produtividade agricola,
contribuindo para aumentar a segurancga alimentar (Godfray et al., 2010).

Entretanto, métodos agricolas intensivos, uso excessivo de
agrotéxicos, desmatamento e intensa conversao de ecossistemas naturais em terras
agricolas levam a degradagdo do solo, contaminagdo aquatica e perda de
biodiversidade. Essa expansio contribui para as mudancas climaticas e coloca em
risco ainda maior a seguranga alimentar (Foley et al., 2011). Encontrar um equilibrio
entre a necessidade de maior produgcdo de alimentos com praticas agricolas
sustentaveis continua sendo um desafio para a ciéncia (Tilman & Clark, 2014).

O modelo de producédo agricola adotado no Brasil baseia-se
principalmente na monocultura, tornando as plantagdes mais vulneraveis ao ataque
de pragas causadoras de doencgas. As doencgas infligem danos substanciais ao
crescimento e a producao das plantas em nivel mundial (Chhipa, 2019). Como
consequéncia, mais de 3 milhdes de toneladas de agrotdxicos sao utilizados
anualmente no mundo para mitigar estas doengas (Pandey et al., 2016; Slattery et al.,
2019).

Os agrotoxicos, quando aplicados as culturas, podem chegar as
aguas superficiais através de varios caminhos, incluindo escoamento superficial,
lixiviagdo, drenagem de aguas subterraneas contaminadas e deposi¢ao direta de
aerossois. Além disso, os agrotdxicos podem contaminar o ambiente aquatico durante
a sua producéo, transporte, armazenamento e descarte (Zhang & Goss, 2022) (Fig.

1).
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Figura 1. Diferentes vias de entrada de agrotdxicos nas aguas superficiais. Adaptado de: Zhang & Goss
(2022).

Vieira et al. (2019) detectaram a presenga de mais de 17 agrotéxicos
na agua e no sedimento de um riacho associado a atividades agricolas no norte do
Parana. E, ao expor individuos de Prochilodus lineatus neste riacho durante 120 dias,
observou que esses animais acumulavam esses agrotdxicos em seus tecidos, o que
estava associado com varias alteragdes genotdxicas, bioquimicas e histologicas.
Sparling et al. (2015) detectou a presenga de mais de 20 agrotdxicos na agua e
sedimento de pantanos da Serra Nevada (EUA). Quando os autores expuseram
girinos Pseudacris regilla, também descobriram que esses animais acumulavam
esses compostos em seus tecidos, 0 que associaram a alteracbes metamorficas,
danos genéticos e bioquimicos.

Desta maneira, fica claro que quando esses agentes quimicos entram
no ambiente aquatico, eles podem interagir com organismos nao-alvo que habitam o
ecossistema, causando efeitos adversos em peixes (Vieira et al., 2019), anfibios
(Borges et al., 2019), bivalves (Damasio et al., 2010), caramujos (Fernandez San Juan
et al., 2020), microcrustaceos (Bownik & Szabelak, 2021) e até mesmo em algas
(Stenstrom et al., 2021).

Em resumo, o modelo agricola de monocultura do Brasil, o uso de
agrotoxicos e seu subsequente impacto no ambiente aquatico e nos organismos nao-
alvo destacam a necessidade de praticas agricolas sustentaveis e ecologicamente

responsaveis.
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1.2 BIOMARCADORES

Quando um contaminante, como os agrotoxicos, entra no organismo,
ele pode interagir com biomoléculas, como lipidios, carboidratos, proteinas e acidos
nucléicos, encontrados nas células e na matriz extracelular dos tecidos. A natureza
especifica do contaminante determina sua afinidade por essas biomoléculas e a
maneira como interage com elas. Porém, os efeitos toxicos do contaminante so6 se
manifestam quando atinge uma concentragdo no corpo que perturba as funcgdes
fisiolégicas normais dessas biomoléculas (Carriquiriborde, 2021).

As respostas aos contaminantes nos individuos podem manifestar-se
em varios niveis, desde moleculares até fisioldgicos. Estas respostas podem, em
ultima analise, resultar em efeitos adversos no crescimento, reprodugdo e
sobrevivéncia dentro do ecossistema (Fig. 2). O nivel molecular de interagdo é o
estagio inicial, no qual o contaminante interage diretamente com o sistema bioldgico,
afetando potencialmente a expressao génica, a atividade enzimatica ou outros
processos subcelulares, como a fungdo da membrana (Carriquiriborde, 2021).

As interagdes no nivel molecular levam subsequentemente a
respostas celulares, alterando a fisiologia normal das células, como por exemplo.
Essas alteragdes celulares podem resultar em alteragdes histologicas, que podem ser
detectadas como alteragdes histopatolégicas, conforme mostrado por Bach et al.
(2018) e Vieira et al. (2019). Entretanto, nem sempre ocorrem alteragdes histologicas,
mas ainda assim pode haver impacto em nivel fisiolégico, afetando o funcionamento
de 6rgaos e sistemas.

Assim, os desvios de saude causados por contaminantes podem ser
medidos e quantificados, e essas medigdes sao consideradas biomarcadores. Os
biomarcadores sédo ferramentas essenciais em Ecotoxicologia para avaliar o estado

de saude de um animal em relagdo aos xenobidticos (Cazenave et al., 2021).
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Figura 2. Vias dos Efeitos Adversos de um agente téxico no organismo. Adaptado de: Carriquiriborde,
2021.

1.2.1 Biomarcadores Osmorrespiratorios

O sangue dos anuros apresenta um notavel grau de plasticidade
(Carvalho et al., 2017). Em particular, a hemoglobina (Hb) dos girinos (fase larval)
demonstra uma maior afinidade pelo oxigénio e nao é afetada pelo pH, enquanto a Hb
dos adultos tem baixa afinidade ao oxigénio e é altamente afetada pelo pH (Aggarwal
& Riggs, 1969). Essa maior afinidade pode ser atribuida a necessidade de captura,
transporte e distribuicao eficiente de oxigénio, dada a respiragao aquatica dos girinos
(Dorn & Broyles, 1982). Os xenobidticos podem alterar a concentragdo de Hb no
sangue dos animais (Cazenave et al., 2021), comprometendo a eficiéncia no
transporte de oxigénio. Desta forma, a concentragdo de Hb é considerada um
biomarcador classico para avaliar a exposicdo a xenobioticos em vertebrados
aquéaticos (Andrade et al., 2019; Carvalho et al., 2017; Rocha et al., 2010). Quando
combinada com outros biomarcadores, como concentragdes ibnicas no plasma e
atividades enzimaticas nas branquias relacionadas a regulagdo osmética, ajudam a
indicar uma resposta fisioldgica ao estresse (Bezerra et al., 2022; Ferroni et al., 2022;
Witeska et al.,, 2022), visto que os xenobidticos também podem alterar as
concentracdes dos ions no plasma e a atividade de enzimas da osmorregulacao
(Ferroni et al., 2022).

Em relagdo a agua doce (r 1 mOsm-L"), os anfibios s&o
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hiperosmoéticos. Seus estagios larvais apresentam osmolaridade plasmatica que varia
de 100-300 mOsm-L-' dependendo da espécie (Funkhouser, 1977). Para enfrentar o
desafio de manter essa osmolaridade frente a perda passiva de ions, os girinos
apresentam tecidos com mecanismos especializados para recaptagao ativa de ions.
Antes dos estagios de climax, ha pouco transporte ibnico através da pele (Hillyard,
1999), sendo as branquias responsaveis pelo papel de osmorregulagdo nesses
animais, assim como nos teledsteos (Bradley, 2009). Nos peixes, o transporte ativo
de ions acontece nas células ricas em mitocondrias (MCR) com grande quantidade
de Na*/K*-ATPase (NKA), promovendo ativamente o efluxo de sddio (Na*) e o influxo
de potassio (K*), mantendo a homeostase intracelular e, criando uma for¢ga motriz para
outros canais e transportadores i6nicos (Hwang & Lee, 2007) (Fig. 3). A NKA nas
branquias dos girinos também € a principal enzima para o transporte ativo de ions (Lai
et al., 2019).

Alguns agrotdxicos, como a bifentrina, podem induzir a atividade da
NKA nas branquias de peixes, como observado por Blewett et al. (2019) ao comparar
a toxicidade da bifentrina (3 ug-L") e de sua férmula nanoencapsulada (3 ug-L-") sobre
trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) expostas por 96h, onde apenas os animais
expostos ao agrotoxico livre apresentaram este aumento. Ainda, os metais também
podem alterar a atividade da NKA. Ferroni et al. (2022) observaram um aumento na
atividade desta enzima ao exporem Prochilodus lineatus a 25 ug-L" de prata livre (Ag)
e nanoparticulas de prata biogénicas (bNAg) durante 96h.

Embora existam poucos estudos que avaliem a atividade das
ATPases em girinos expostos a contaminantes, essas enzimas se mostram bons
biomarcadores para estes animais. Girinos Xenopus laevis expostos a diferentes
concentragbes de tiacloprida e trifloxistrobina, tanto isolados como em mistura,
demonstraram inibicdo da NKA e outras ATPases, o que acarretou alteragdes no
desenvolvimento desses animais (Ugkun & Ozmen, 2021). Portanto, a atividade da
NKA e de outras ATPases se mostram um biomarcador sensivel a acdo de

xenobidticos nos organismos aquaticos.
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Figura 3. Principais enzimas e transportadores presentes nas células ricas em mitocOndrias, das

branquias de animais aquaticos. Adaptado de: Marshall, 2002.

1.2.2 Biomarcadores Metabdlicos

A resposta ao estresse tem impacto direto no metabolismo energético,
principalmente através da mobilizagdo de energia durante a resposta de “lutar ou
fugir’. Esse processo envolve a mobilizagao das reservas de glicogénio armazenadas
no figado, que sao rapidamente decompostas para liberar glicose. Simultaneamente,
a atividade das enzimas hepaticas responsaveis pela glicolise € inibida para preservar
esta fonte de energia. Além disso, ha também um aumento da atividade das enzimas
envolvidas na gliconeogénese hepatica, permitindo que o figado sintetize glicose a
partir de substratos alternativos, como glicerol e aminoacidos especificos (Fig. 4).
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Esse sistema integrado, sob a regulagdo dos glicocorticoides (GCs), garante o
fornecimento eficiente de energia para atender as crescentes demandas dos tecidos
periféricos durante periodos de estresse fisiologico (Hill et al., 2021).

No musculo, em periodos de alta demanda de ATP e baixo estoque
de oxigénio, a enzima lactato desidrogenase (LDH) catalisa a oxidagdo do NADH pelo
piruvato para formar NAD* e lactato, que é transportado até o figado pela corrente
sanguinea, onde sera reconvertido em piruvato e, por fim, em glicose, estabelecendo
um ciclo, conhecido como ciclo de Cori (Voet & Voet, 2011). Portanto, a avaliagdo da
concentracao de glicose e de lactato no plasma, juntamente com a quantificacdo do
conteudo de glicogénio hepatico e muscular, servem como biomarcadores valiosos
que refletem a mobilizagdo de energia em resposta a eventos estressantes, incluindo

a exposicao a xenobidticos (Dornelles & Oliveira, 2014, 2016; Tesser et al., 2022).
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Figura 4. Mobilizacdo das reservas energéticas durante o estresse fisioldgico. Adaptado de: Voet &
Voet, 2011.

1.2.3 Biomarcadores de Estresse Oxidativo

A respiragdo aerdbica gera naturalmente espécies reativas de
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oxigénio (ERO), que sao moléculas altamente instaveis e em excesso sao capazes
de causar danos a diversos compartimentos celulares. Estes danos podem
comprometer o funcionamento normal da célula (Monserrat, 2021). Para neutralizar
os efeitos nocivos das ERO, os organismos apresentam uma maquinaria antioxidante
que compreende sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos (Nikinmaa, 2014).

Em condi¢gbes normais e saudaveis, existe um equilibrio delicado
entre a producéo de ERO e a sua neutralizagao pelos sistemas antioxidantes do corpo.
No entanto, varios fatores, incluindo salinidade, temperatura e exposi¢ao a compostos
toéxicos, podem perturbar este equilibrio e alterar as concentracbes de compostos
antioxidantes e pro-oxidantes (Monserrat, 2021). Este desequilibrio pode levar a
oxidacao de biomoléculas, incluindo lipideos, proteinas e acidos nucleicos, resultando
em ultima analise num estado de estresse oxidativo (Halliwell & Gutteridge, 2015) (Fig.
5).

ESTRESSE OXIDATIVO

‘ ~ Lipideos
Moléculas . -
antioxidantes
- « Proteinas
DNA

0. R

Figura 5. Estresse Oxidativo gerado pelo desequilibrio entre a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e concentragcdo de moléculas antioxidantes com subsequente dano em diferentes
macromoléculas. Fonte: Carriquiriborde, 2021.

Varios biomarcadores s&o utilizados para avaliar a extensao do dano
oxidativo. Estes incluem peroxidacgao lipidica (LPO), carbonilagéo de proteinas (PCO)

e a deteccdo de danos no DNA (Nikinmaa, 2014). Métodos comuns para avaliar a LPO
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e danos ao DNA incluem o ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) (Ohkawa et al.,, 1979) e o ensaio cometa (Singh et al., 1988),
respectivamente. Esses métodos sdo amplamente empregados em estudos
ecotoxicoldgicos (Alvim & Martinez, 2019; Roda et al., 2020; Vieira et al., 2019).

Para avaliar o estado redox de um organismo, é essencial quantificar
as moléculas antioxidantes e monitorar a atividade das enzimas antioxidantes
(Monserrat, 2021). A glutationa (GSH) destaca-se como principal molécula
antioxidante endogena devido ao seu pequeno tamanho e capacidade de se ligar e
neutralizar radicais livres. Enzimas da familia da glutationa-S-transferase (GST)
podem conjugar GSH a moléculas pré-oxidativas, neutralizando-as efetivamente e
auxiliando na sua excreg¢ao (Nikinmaa, 2014). A enzima superoxido dismutase (SOD)
desempenha um papel crucial na catalisagcado da degradagéo do anion superéxido (O2"
) em peréxido de hidrogénio (H202), que pode ainda ser decomposto em agua e

oxigénio por enzimas, como a catalase (CAT) (Monserrat, 2021) (Fig. 6).
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Figura 6. Representagdo esquematica dos sistemas antioxidantes celulares. Fonte: Carriquiriborde,
2021.
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1.2.4 Biomarcadores de Genotoxicidade

Agentes que causam danos no material genético que podem ser
herdados s&o chamados de mutagénicos. Exemplos de mutagénicos incluem
substancias radioativas, raios X, radiagdo UV e alguns produtos quimicos (Ruiz de
Arcaute et al., 2021). ERO também podem induzir tais danos ao DNA. Por outro lado,
o termo “genotdxico” abrange uma gama mais ampla de agentes, incluindo aqueles
que causam outros tipos de danos no DNA celular (Ruiz de Arcaute et al., 2021). Neste
caso, o dano ao DNA ocorre como resultado de modifica¢gdes na estrutura primaria
desta molécula. Tais modificacbes podem potencialmente resultar em alteragdes na
fungao proteica, inativagao ou ativacdo de genes e na geragao de mutagdes no DNA.
Para avaliar danos no DNA, varios testes padronizados sdo empregados no campo
da ecotoxicologia. Um desses testes € o ensaio alcalino do cometa, uma técnica
sensivel, rapida, direta e visual usada para analisar quebras nas ligagées da molécula
de DNA (Cavas, 2017).

O ensaio alcalino do cometa oferece vantagens distintas, incluindo a
sua aplicabilidade a qualquer populagdo de células eucaridticas nucleadas,
independentemente da sua atividade mitética ou fase do ciclo celular no momento da
exposic¢ao xenobidtica. Além disso, requer apenas uma pequena quantidade de tecido
ou células de uma amostra (Ruiz de Arcaute et al., 2021). Esta analise tem ampla
utilizacdo em estudos envolvendo peixes (Alvim & Martinez, 2019; Andrade et al.,
2019; Roda et al., 2020; Vieira et al.,, 2019) e anfibios (Gongalves et al., 2019;
Jayawardena et al., 2021; Yin et al., 2009). O dano ao DNA pode ser classificado em
quatro estagios diferentes, que dependem da quantidade de fragmentos de DNA
formados: classe 0 = sem danos aparentes; classe 1 = cauda curta menor que o
diametro do nucleo; classe 2 = comprimento da cauda correspondendo a uma ou duas
vezes o diametro do nucleo; classe 3 = comprimento da cauda maior que o dobro do

didmetro do nucleo (Vieira et al., 2016) (Fig.7).

Figura 7. Diferentes classes de danos ao DNA de eritrécitos de P. lineatus. Foto: Tiago Tomiama Alvim,
2023.
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O teste de micronucleo (MN) é uma ferramenta valiosa para avaliar
danos cromossémicos causados por xenobidticos em varios tipos de células. A
formacgao do MN ocorre por efeitos aneugénicos (durante a anafase anormal) ou por
efeitos clastogénicos (quebra cromossémica) (Canedo et al., 2021). Quando
examinados microscopicamente, aparecem como material extranuclear localizado no
citoplasma, distinto do nucleo celular, e sempre circundado pela membrana nuclear
(Ruiz de Arcaute et al., 2021). Além dos MNs, diversas outras alteragdes eritrociticas
nucleares (ENA) foram identificadas como potenciais sinais de danos ao material
genético induzidos por diferentes agentes xenobioticos (Carrasco et al., 2011). Essas
alteragcdes nucleares abrangem células binucleadas (BC), caracterizadas pela
presenca de dois nucleos de tamanho semelhante e com membranas nucleares
intactas; botdes nucleares (BN), onde o nucleo da célula apresenta uma pequena
saliéncia de material genético que se estende desde a membrana nuclear; nucleo
lobulado (LN), identificados pela presenca de uma ou mais bolsas externas na
membrana nuclear, maiores que as observadas no BN; e nucleo vacuolado (VN),
caracterizado pela presencga de vacuolos e pronunciada invaginagdo da membrana
nuclear (Ruiz de Arcaute et al., 2021) (Fig. 8).

- ALTERACOES ERITROCITICAS
MICRONUCLEO NUCLEARES

B)

C) D)
Figura 8. Formac&o de micronucleo e outras alteragdes eritrociticas nucleares durante o ciclo celular.

A) Célula binucleada; B) Botbes nucleares; C) Nucleo lobulado; D) Nucleo vacuolado. Fonte: o préprio
autor.

1.2.5 Biomarcadores de Neurotoxicidade

Neurotoxicidade refere-se a qualquer impacto adverso na quimica,
estrutura ou funcéo do sistema nervoso (SN) durante o desenvolvimento ou na idade

adulta, resultante da exposi¢cao a agentes quimicos ou fisicos (Ladefoged et al., 1995).
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Esta definicdo enfatiza que estes efeitos adversos podem manifestar-se como
alteragbes estruturais, neuroquimicas ou comportamentais, que podem ser
temporarias ou permanentes. E essencial reconhecer que mesmo pequenas
alteracgdes na estrutura ou fungdo do SN podem afetar significativamente as fung¢des
neuroldgicas, comportamentais e corporais (Gilbert, 2012).

As substancias, sejam xenobi6ticas ou seus metabdlitos, que
interagem diretamente com o sistema nervoso e induzem efeitos adversos s&o
classificadas como agentes neurotdéxicos. Numerosos compostos quimicos, como
metais, solventes organicos, agrotdxicos, medicamentos e toxinas naturais, podem
ser toxicos para o sistema nervoso. Notavelmente, o sistema nervoso em
desenvolvimento parece ser mais suscetivel a substancias téxicas do que o sistema
nervoso maduro (Costa, 2019).

O sistema nervoso depende da acetilcolina (ACh) como
neurotransmissor excitatorio das sinapses colinérgicas (Hill et al., 2021). Para terminar
o seu efeito fisioldgico, a ACh deve ser degradada enzimaticamente em colina e acido
acético pela acetilcolinesterase (AChE). Os inibidores da AChE, como os inseticidas
organofosforados, bloqueiam esse processo de degradacgao, levando a estimulagao
colinérgica excessiva e a potencial ininterrup¢ao do impulso nervoso, resultando em
ultima analise em morte (Ferrari & Anguiano, 2021) (Fig. 9). Como resultado, a
atividade da AChE é um biomarcador bem estabelecido para indicar exposi¢cao
xenobiotica em organismos aquaticos (Bezerra et al., 2022; Carneiro et al., 2023; Grott
et al., 2022; Roda et al., 2020; Rutkoski et al., 2021; Santos et al., 2015; Tesser et al.,
2022; Vieira et al., 2016).
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Figura 9. Localizacdo e agao da enzima acetilcolinesterase (AChE) em sinapses colinérgicas. Fonte:
(Da Petronilho & Figueroa-Villar, 2014).

1.3 TOXICIDADE DE AGROTOXICOS EM GIRINOS DE ANUROS

Nas ultimas décadas, os girinos de anuros tém sido amplamente
empregados em estudos de ecotoxicologia, principalmente devido ao declinio das
populagcdes de anfibios atrelado a restricdo aquatica da sua fase larval,
proporcionando intimo contato com agrotéxicos na agua (Carrasco et al., 2021).

Por exemplo, Margarido et al. (2013) investigaram girinos de Scinax
fuscovarius expostos ao Regent® 800WG, um inseticida a base de fipronil. O estudo
revelou atividade inibida da GST e alteragdes concentracdo-dependentes na atividade
da glutationa redutase. Da mesma forma, Rana nigromaculata exposta a 10 mg L' de
ciproconazol por 42 dias apresentou bioacumulagédo, alteragbes morfolégicas,
metamorfose retardada e alteragdes comportamentais (Zhang et al., 2019). Além
disso, 0 mesmo estudo mostrou alteragdes nas concentragdes de antioxidantes, na
histologia da tireoide e das gdnadas, e variagdes genéticas, a partir de 1 mg L' do

fungicida.
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Uckun & Ozmen (2021) mostraram que Xenopus laevis expostos ao
tiacloprida e a trifloxistrobina apresentaram concentragbes letais médias em 96 h
(CLso) de 3,41 mg L' e 0,09 mg L, respectivamente. A exposi¢do subsequente a
diluicbes seriadas da CLso, tanto isoladas como em mistura, durante 96 h, resultou em
varias alteragdes bioquimicas. Notavelmente, a mistura destes pesticidas acentuou
estes efeitos, sugerindo uma sinergia entre eles.

Bassé et al. (2022) determinaram que girinos de diferentes espécies
(Rhinella arenarum, Rhinella dorbignyi e Odontophrynus americana) exibiram
respostas distintas a exposicdo a cipermetrina, clorpirifés, glifosato e glifosinato-
amonio, sendo as espécies de Rhinella mais suscetiveis aos efeitos dos agrotéxicos.
Além disso, Boana pulchella exposta ao clorpirifés por 96 h apresentou estresse
oxidativo, neurotoxicidade e alteragdes comportamentais associadas (Barreto et al.,
2020). O clorpirifés também induziu alteragcbes comportamentais em girinos de
Ceratophrys ornata expostos por 72 h (Rimoldi et al., 2023) e em girinos de X. laevis
expostos por 8 dias (Boualit et al., 2023).

Girinos de Scinax squalirostris expostos a diferentes concentracdes
dos herbicidas 2,4-D e glifosato, isolados, exibiram aumento de crescimento, reducao
da LPO e aumento da atividade de enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GST). Por
outro lado, a exposigédo ao 2,4-D resultou em um aumento concentracdo-dependente
de PCO, indicativo de estresse oxidativo e aumento do potencial toxico desse
herbicida (Wingen et al., 2023).

Exposicdes em mesocosmo, com trés tratamentos (pastagem
extensiva nao tratada, conversdo de pastagem intensiva com herbicida 2,4-D e
conversdo pasto-cana-de-agucar com fipronil e 2,4-D), foram realizadas para
examinar os efeitos dos diferentes tratamentos sobre girinos, apoés 7 dias de
exposicao. O tratamento de conversao intensiva de pastagem (IP) resultou na reducao
da atividade da CAT e aumento da LPO em Physalaemus nattereri, enquanto diminuiu
as atividades da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e CAT em S. fuscovarious.
O tratamento de conversdo pasto-cana-de-agucar (SC) levou a diminuicdo das
atividades de CAT, G6PDH e GST em P. nattereri, e em S. fuscovarius, reduziu
atividade das G6PDH, AChE e carboxilesterase (CbE). As respostas integradas de
biomarcadores revelaram pontuacdes mais altas em ambas as espécies expostas ao
SC, ressaltando os impactos adversos do tratamento de conversido pasto-cana-de-

agucar e os agrotéxicos associados nos girinos estudados (Girotto et al., 2023).
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Ao analisar a ocorréncia de diferentes agrotéxicos em seis paisagens
agricolas do Cerrado, Lopes et al. (2023) encontraram maior ocorréncia de atrazina e
clomazona. Avaliando biomarcadores em girinos de trés espécies de anuros (Boana
albopunctata, Physalaemus cuvieri, Dendropsophus minutus), coletadas nessas
lagoas, os autores observaram genotoxicidade por danos ao DNA e ENAs, além de
hepatotoxicidade por avaliagao histopatolégica. Entretanto, o estudo n&o foi capaz de
confirmar uma ligagcédo sistematica entre os danos genotdxicos encontrados nos
girinos e as variaveis fisico-quimicas locais ou as caracteristicas da paisagem (Lopes
et al., 2023).

Considerando o impacto das mudancgas climaticas, torna-se evidente
que os efeitos prejudiciais dos agrotoxicos sobre os girinos podem ser amplificados.
A exposicdo de Aquarana catesbeiana ao herbicida tebutiuron em diferentes
temperaturas gerou resultados notaveis. A 25 °C, o tebutiuron induziu uma aceleragao
na metamorfose dos girinos; entretanto, a 32 °C, levou a um atraso na metamorfose
juntamente com uma diminui¢do substancial da massa corporal. Este resultado é
corroborado pelas alteragbes observadas na expresséo génica relacionada a fungéo
tireoidiana. Especificamente, a 25 °C, o tebutiuron elevou os niveis de transcritos do
receptor de tireoide do tipo beta (TR-B) e da deiodinase Il (DIO3), alinhando-se com
o desenvolvimento acelerado dos girinos. Em contrapartida, a 32 °C, os niveis de
transcricdo de TR-B foram menores em comparagao com aqueles a 25 °C. Esses
girinos também exibiram um aumento no didmetro do foliculo tireoidiano quando
expostos ao herbicida em temperaturas mais altas (Grott et al., 2023a). Outro estudo
(Carneiro et al., 2023) mostrou que um metabdlito da atrazina, 2-hidroxiatrazina,
impactou negativamente os girinos de A. catesbeiana. A exposigao a 25 °C diminuiu
a atividade da SOD e induziu altera¢des histopatolégicas no figado e nos rins. Esses
efeitos adversos persistiram a 32 °C, com os rins apresentando danos mais graves
quando os girinos foram expostos simultaneamente ao agrotoxico e a temperatura
mais elevada (Carneiro et al., 2023). Na mesma linha, Grott et al. (2023b) mostraram
que a exposi¢cao ao herbicida ametrina, em conjunto com a temperatura de 32 °C,
resultou na redugdo da atividade de diversas enzimas envolvidas nos sistemas
antioxidantes e de biotransformacao de girinos de A. catesbeiana.

Em resumo, os estudos discutidos demonstram a intrincada relacao
entre agrotoxicos e a saude de girinos, com as mudancgas climaticas atuando como

um amplificador influente dos seus efeitos. Destacando a vulnerabilidade dos girinos
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a classes distintas de agrotoxicos, resultando numa ampla gama de respostas
fisioloégicas e de desenvolvimento adversas. Os efeitos interativos da temperatura e
da exposigao aos agrotoxicos demonstram a urgéncia de se compreender e abordar
estas dindmicas complexas, uma vez que tém implicagdes nédo so para as populagdes
de girinos, mas também para os ecossistemas aquaticos mais amplos no contexto das

mudancas climaticas e das praticas agricolas em curso.

1.4 DECLINIO DA POPULACAO DA POPULACAO MUNDIAL DE ANFIBIOS

As populacdes de anfibios, especialmente anuros, estdo sofrendo um
declinio global significativo (Carrasco et al., 2021; Sodhi et al., 2008). Este declinio é
atribuido a varios fatores, tais como perda de habitat, mudancas climaticas, doencas,
uso exacerbado de agrotdoxicos e muito mais. Espécies de anfibios com pequena
distribuicdo geografica e sazonalidade pronunciada em temperatura e precipitagao,
tém maior probabilidade de estar ameagadas (Sodhi et al., 2008).

O Brasil apresenta a maior diversidade de anfibios do mundo, mesmo
assim, a situacao nao é diferente. A Mata Atlantica, um bioma brasileiro que perdeu
mais de 80% de sua vegetagéo nativa (Zabel et al., 2019), esta entre as regides com
as maiores taxas de declinio de anfibios (Toledo et al., 2023). Pelo menos 50 espécies
ou populacdes foram afetadas, sendo 12 delas extintas e 38 em declinio (Moura-
Campos et al., 2021).

As atividades agricolas desempenham um papel significativo neste
declinio. A transformacgao de paisagens naturais para uso agricola leva a perda de
habitat, que € a principal ameaca para 51% das espécies ameagadas no Brasil. Os
impactos incluem reducdo de habitat, contaminagédo por agrotoxicos, erosao e
introdugéo de espécies ndo-nativas (Oliveira et al., 2021). A extragdo madeireira, uma
pratica comum neste bioma, também tem potencial para causar declinios nas
populagdes de anfibios (Semlitsch et al., 2009).

Assim, o declinio das populagdes de anfibios, especialmente dos
anuros, € uma questdao complexa que requer atengdo urgente. Os esforgos de
conservacao devem centrar-se na protecao dos habitats, bem como em alternativas

agricolas mais sustentaveis.
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1.4.1 Aquarana catesbeiana: Organismo Modelo

As ras-touro americanas (Aquarana catesbeiana; sin. Lithobates
catesbeianus; Shaw, 1802) adultas (Fig. 10) sdo predominantemente aquaticas e tém
uma preferéncia por habitats de aguas paradas, como pogas com vegetagao, areas
de agua calma e margens arqueadas, lagoas de fazendas, reservatorios, pantanos e
aguas estagnadas com restos de madeira morta e vegetacao densa. Elas também séo
encontradas nas margens de lagos e corregos. Os girinos da ra-touro tém a
capacidade de se transformar em juvenis em apenas alguns meses, no entanto, nas
populagdes do norte da América do Norte, eles podem permanecer como larvas por 3

ou 4 anos devido as temperaturas extremamente baixas (Green et al., 2013).

Figura 10. Ra-touro-americana (Aquarana catesbeiana) adulta. Fonte: unsplash.com

O processo de acasalamento e desova da ra-touro americana comeca
com os machos fazendo chamados de acasalamento para atrair as fémeas. Os bem-
sucedidos abracardo uma fémea em um processo conhecido como amplexo para
fertilizar os évulos liberados (Fig. 11) (Medeiros et al., 2016). Os ovos fertilizados
eclodem em girinos que passam por um processo de metamorfose para se

transformarem em ras-touro adultas.
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Figura 11. Acasalamento de ras-touro americanas (A. catesbeaina). Formagdo do amplexo com

fecundagéao externa. Fonte: BibliOdyssey: Ranarum Nostratium, 2008.

O desenvolvimento dos girinos de anuros é separado em diferentes
fases compreendidas por varios estagios com critérios morfolégicos observaveis para
diferenciacao entre eles (Gosner, 1960). Os estagios embrionarios (1-20) envolvem o
desenvolvimento intracapsular por meio de clivagem, gastrulacdo e aparecimento do
tubo neural e, eventualmente, branquias e cauda. Ja os estagios de filhote (21-24)
marcam a transigdo de um embrido relativamente imével para um girino que consegue
nadar e se alimentar livremente. Os estagios de girinos propriamente ditos (25-41) séo
0s mais longos e sao marcados pelo crescimento e desenvolvimento dos membros.
Por fim, os estagios metamorfos (42-46) envolvem a perda de caracteres larvais e
desenvolvimento de estruturas adultas; esta normalmente associado a transicdo de
habitats aquaticos para habitats terrestres.

Girinos de ra-touro (Fig. 12) sdo amplamente utilizados como modelo
biolégico em estudos de ecotoxicologia, devido a sua alta disponibilidade, facil
manutengdo e sensibilidade a diversos contaminantes, fornecendo informagdes
valiosas sobre seus efeitos agudos e cronicos (Carneiro et al., 2023; de Mello et al.,
2023; Dornelles & Oliveira, 2014; Grott et al., 2023a; Vasconcelos et al., 2017).
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1 cm

Figura 12. Girino de A. catesbeiana entre os estagios 25-31 (Gosner, 1960). Barra de escala = 1 cm.
Foto: Willian de Paula Santos.

Uma das vantagens de usar girinos de ra-touro como organismo
modelo € que eles ndo sao espécies nativas ou ameacadas de extingdo na maioria
das regides onde sdo empregados para testes ecotoxicologicos. As ras-touro séo
nativas da América do Norte (Fig. 13), mas foram introduzidas em muitos outros
continentes, como América do Sul, Europa, Asia e Australia, onde se estabeleceram
(Nori et al., 2011). Portanto, o uso de girinos de ra-touro para estudos de
ecotoxicologia n&o representa risco de erradicar ou prejudicar as populag¢des locais
de anfibios, que ja podem estar vulneraveis a perda de habitat, mudancgas climaticas,

doengas e contaminacéo.

Figura 13. Distribuicdo nativa da ra-touro-Americana (A. catesbeiana). Fonte: Green et al., 2013.

Desta forma, os girinos de ra-touro constituem um modelo bioldgico
adequado e estabelecido para estudos de ecotoxicologia, pois oferecem diversas

vantagens, enquanto os impactos sobre a anurofauna nativa sdo minimizados.
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1.5 SOLUCOES A BASE DE PLANTAS: ALTERNATIVAS SUSTENTAVEIS AOS AGROTOXICOS
SINTETICOS

Em discussdes recentes, foram destacados os efeitos adversos dos
agrotoxicos sintéticos em organismos néo-alvo, especialmente anfibios (Agostini et
al., 2020; Wolmarans et al., 2021). Consequentemente, ha um interesse crescente na
procura de alternativas a estes compostos, e um caminho promissor € a utilizagao de
substancias derivadas de plantas (Khursheed et al., 2022).

Neste contexto, uma classe de compostos derivados de plantas que
tem chamado atencéo, sao os 6leos essenciais (OE). Os OE sao extratos de varias
plantas que contém uma ampla gama de substancias conhecidas por suas potentes
propriedades antipatogénicas (Ahmed et al., 2023; Duque et al., 2023; Ghoorchian et
al., 2023; Gokturk et al., 2023; Konan et al., 2023; Li et al., 2024; Terzic et al., 2023).
Destacam-se entre essas substancias os flavonoides (Xiao, 2022), polifendis (Jain &
Parihar, 2018), alcaloides (Luo et al., 2022), cumarinas (Alexopoulos et al., 2022),
polissacarideos (Zhao et al., 2023a), peptideos (Shwaiki et al., 2021), pigmentos
(Alshahrani et al., 2022), saponinas (Chang et al., 2023) e terpenos (Achika et al.,
2020).

Os terpenos sao uma classe de metabdlitos secundarios que
abrangem varios compostos, incluindo isopreno, monoterpeno, diterpeno,
hemiterpeno, esteroides, acetatos e piperitonas (Li et al., 2023; Xiao, 2022). Esses
compostos exibem diversas atividades bioldgicas, incluindo a modulacdo do
crescimento fungico (Li et al., 2023), efeitos inseticidas (Almadiy et al., 2023; Dai et
al.,, 2023; Zhao et al., 2023b) e atividade acaricida (Teixeira et al., 2023).
Consequentemente, os terpenoides estdo ganhando cada vez mais atengdo como
potenciais ingredientes ativos para biopesticidas (Smith et al., 2018).

Liu et al. (2021) demonstraram que monoterpenos extraidos de
artemisia sao potenciais candidatos como bioinseticidas, ao diminuirem a alimentagéo
e inibirem a AChE de larvas da lagarta-desfolhadora. Além disso, os terpenos L-
carvona e carvacrol promovem mortalidade de pupas e deformidades nos adultos da
mosca-da-asa-manchada, sendo que o carvacrol esta associado com mudangas
histologicas severas nesta espécie. Esses terpenos ainda se mostraram seguros para
a espécie nao-alvo Doru luteipes, demonstrando o uso dessas moléculas como

bioinseticidas seguros (Souza et al. 2024).
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1.5.1 Geraniol

O geraniol (GER) (Fig. 14) € um monoterpeno encontrado em mais de
250 oleos essenciais, isolado de espécies vegetais que representam um grande
numero de familias e géneros. E formado a partir da transformacao do geranil difosfato
(GPP), precursor universal dos monoterpenos, pela geraniol sintase (Farasat et al.,
2014). No organismo de mamiferos, especificamente de ratos, o GER é metabolizado
e excretado na urina como acido de Hildebrandt, acido gerénico, acido 3-
hidroxicitronélico e 8-carboxigeraniol (Jager et al., 2020), este ultimo servindo como

um biomarcador confiavel de exposi¢cao ao GER (Pluym et al., 2022).

HSCWOH

CHB CH3

Figura 14. Estrutura quimica do geraniol. Fonte: ChemBioDraw.

A maioria dos estudos sobre a biodisponibilidade do GER foi realizada
em roedores, predominantemente ratos e camundongos, revelando uma taxa de
absorgéo intestinal significativa de 92% apds administragao oral (Pavan et al., 2018).
A administragdo intravenosa resulta em disponibilidade imediata na corrente
sanguinea, enquanto a administragao oral com uma formulagdo emulsificada leva a
deteccdo de GER no liquido cefalorraquidiano, indicativo de seu potencial para
distribuicdo sistémica (Pavan et al., 2018). Além disso, a administracdo nasal
demonstrou um aumento da biodisponibilidade do GER, particularmente no liquido
cefalorraquidiano (Bonferoni et al., 2019). Estudos de absor¢ao dérmica indicam que
a escolha do solvente impacta significativamente a penetracao do GER na pele, com
menor penetracdo dérmica observada quando aplicado em etanol em comparagao
com solugéo salina (Hewitt et al., 2020).

O GER é amplamente utilizado em diversas aplicagbes comerciais,
como perfumes, cosméticos, produtos de higiene pessoal e produtos farmacéuticos.
E um ingrediente comum em produtos como desodorantes, utensilios domésticos e
cosmeéticos feitos com ingredientes naturais (Hagvall et al., 2012). Reconhecido pela

Administracdo de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (FDA dos EUA)
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como um aditivo aromatizante alimentar seguro, o GER é permitido para uso em
alimentos como bebidas, doces e sorvetes (FDA, 2016). Apesar do potencial
biopesticida do GER devido as suas atividades biolégicas terpenoides, apenas 13,3%
dos artigos publicados até 2022 sobre o GER eram sobre este potencial (Chen &
Viljoen, 2022).

O GER compartilha atividades biolégicas comuns com outros
terpenos, mas sua atividade antifungica se destaca por duas vias: interrupcédo da
sintese de ergosterol, levando a alteragao da permeabilidade da membrana, e indugéo
de geracao de ERO, causando estresse oxidativo, inibigdo do crescimento e até morte
celular (Tang et al., 2018). Por outro lado, o GER atua como um antioxidante em
mamiferos, ao induzir a atividade de enzimas antioxidantes como CAT, SOD e GPx,
enquanto aumenta o conteudo de GSH, resultando na redug¢do da LPO (Farokhcheh
et al., 2021; Madiji et al., 2019; Venzon et al., 2018).

Sendo assim, a natureza multifacetada do GER com aplicagdes de
amplo alcance e potenciais beneficios merece maior atencdo da comunidade
cientifica. Com a sua presenca em diversos 6leos essenciais e 0 seu papel como
aditivo aromatizante alimentar seguro, o GER ja se faz presente nas areas de
perfumaria, cosmética e farmacéutica, bem como em produtos de consumo
quotidiano. No entanto, seu uso como biopesticida, dadas suas atividades antifungicas
e inseticidas, pode causar efeitos sobre organismos nao-alvo, o que apresenta um

caminho interessante para futuras investigacoes.

1.6 O EMPREGO DA NANOTECNOLOGIA NA AGRICULTURA

A nanotecnologia emergiu como uma intervengcdo fundamental no
controle de pragas agricolas, devido aos seus atributos distintivos, tais como o
tamanho diminuto das particulas e a maior area superficial. Neste dominio, o
desenvolvimento de agrotoxicos a base de nanomateriais, muitas vezes referidos
como “nanopesticidas”, demonstrou uma eficacia notavel quando comparado com os
agrotoxicos tradicionais. Os nanopesticidas apresentam uma melhoria de mais de
30% no controle do organismo alvo em ensaios de laboratério, enquanto ensaios de
campo comprovaram ainda mais esta eficacia, revelando uma melhoria de 19%
comparados as suas formulagdes livres (Wang et al., 2022).

Outra caracteristica importante dos nanopesticidas é a reducao
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significativa de efeitos adversos em espécies nado-alvo comparada aos agrotéxicos
convencionais, com uma redugao superior a 40% (Wang et al. 2022). Isso é atribuido
ao seu mecanismo de liberagdo controlada de ingredientes ativos (lA), oferecendo
precisdo no manejo de pragas (Kumar et al., 2019; Walker et al., 2017; Wang et al.,
2022). Nanopesticidas apresentam uma taxa de liberagao de ingredientes ativos 75%
mais lenta que os agrotoxicos convencionais (Kah et al., 2018).

Wang et al. (2022) ressaltam as vantagens dos nanopesticidas devido
a uma redugao de mais de 40% na perda de ingrediente ativo (I1A) antes de chegar ao
seu alvo e mais de 20% na perda de IA por lixiviagdo. Além disto, estas formulag¢des
apresentam um aumento de mais de 25% na liberagdo cumulativa de IA. Tais atributos
contribuem para os efeitos consistentes no controle de pragas, diminuindo
potencialmente a necessidade de multiplas aplicagbes e mitigando assim a
contaminagao ambiental (Kah & Hofmann, 2014; Kumar et al., 2019; Pourzahedi et al.,
2018).

O advento das nanoformulagdes tem um potencial significativo para
revolucionar as praticas de controle de pragas e aumentar a produtividade agricola.
No entanto, € imperativo reconhecer que os nanopesticidas podem entrar no ambiente
de uma forma semelhante aos agrotéxicos convencionais (conforme ilustrado na Fig.
1). Consequentemente, tem havido um aumento nas investigacdes cientificas dirigidas
a avaliagdo das implicagdes ambientais da nanotecnologia na esfera agricola (Usman
et al., 2020).

1.6.1 Nanocapsulas de Zeina

As nanoparticulas de zeina (NANO) sdo amplamente utilizadas como
veiculo para fitoquimicos - compostos com atividade bioldégica derivada de plantas,
sendo reconhecidas pela FDA dos EUA como uma opgéao segura (De Marco, 2022;
Hassan et al., 2022). Elas tém sido empregadas em varios estudos como carreadoras
de drogas sintéticas e de origem natural na industria farmacéutica (De Marco, 2022;
Tivano & Chiono, 2023), carreadoras de 6leos essenciais (Wu et al., 2012) e
carreadoras de fitoquimicos eficazes no controle de pragas (Oliveira et al., 2019;
Oliveira et al., 2018; Proenga et al., 2024).

As NANO sao formadas devido a alta capacidade de compactacao da

zeina, uma proteina extraida do milho (Zea sp.), que é abundante e possui baixa
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solubilidade em agua (Hassan et al., 2022; Matsushima et al., 1997). A zeina (Fig. 15)
€ composta por quatro subunidades: o, B, v, 6-zeina, sendo a subunidade o a mais
predominante, constituindo cerca de 80% da estrutura desta proteina. Ela pertence a
classe das prolaminas, o que lhe confere caracteristicas anfifilicas (insoluvel em agua
e etanol puros, mas soluvel em solventes hidroalcoolicos) e uma carga de superficie
positiva (Esen, 1990; Padua & Guardiola, 2015; Wilson, 1991).
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Figura 15. Modelo de estrutura da zeina proposto por Momany et al., 2006).

A estrutura secundaria mais presente na zeina € a de a-hélice, mas
essa proporgao pode variar dependendo da polaridade do solvente, temperatura, pH
e pressao aplicada a solugéo de zeina (Cabra et al., 2006; Dong et al., 2021; Wang et
al., 2020; Wei et al., 2021). Essas variagdes na estrutura secundaria da zeina podem
afetar sua agregacao, propriedades coloidais e estabilidade (Hassan et al. 2022).
Fatores que alteram a estrutura secundaria da zeina podem modular as propriedades
da esfera final formada, inclundo o tamanho da esfera e a
hidrofilicidade/hidrofobicidade da superficie (Wang et al., 2008). Além disso, o
tamanho das particulas das NANO é principalmente afetado pela concentracdo de
zeina e sua proporc¢ao em relagao ao IA. A porcentagem de carga de IA e a eficiéncia
de aprisionamento também podem ser afetadas pela concentracéo de solvente e o pH
(Hashem et al., 2015; Lai & Guo, 2011).

Por fim, as nanoparticulas de proteinas, incluindo as NANO, tém sido
reconhecidas como candidatas ideais para objetivos de sustentabilidade devido a sua
fonte natural, biocompatibilidade e biodegradabilidade (Hathout et al., 2020; Hathout

& Omran, 2016). De fato, como demonstrado por Proenga et al. (2024) e Oliveira et
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al. (2018), as nanoparticulas de zeina sao eficazes em carregar e liberar componentes
de dOleos essenciais que, por sua vez, exibem efeitos significativos sobre o controle de
pragas agricolas, enquanto demonstram menor citotoxicidade comparadas ao

ingrediente ativo livre em células ndo-alvo.

1.7 JUSTIFICATIVA

Os anfibios, sobretudo os da ordem Anura, compdéem uma das
classes de vertebrados mais seriamente prejudicadas pela agricultura, uma vez que a
fragmentacao de habitat, causada por essa atividade, é a principal razdo do declinio
da biodiversidade desses animais (Ferrante et al., 2017) e, associado ao uso intensivo
de agrotéxicos, esse declinio pode ser ainda maior (Borges et al.,, 2019). Esses
animais dependem da agua para se reproduzir e sua fase larval (girinos) é restrita ao
ambiente aquatico, o que os coloca em contato intimo com contaminantes presentes
na agua. Aproximadamente 41% das espécies de anfibios conhecidas estdo
ameacadas de extingdo em algum grau (IUCN, 2020). O Brasil abriga 1.235 espécies
de anfibios, sendo considerado o pais com maior riqueza desses animais (Frost,
2024). Desta maneira, o desenvolvimento de alternativas agricolas que visem a

protecao dos anfibios no Brasil, € de extrema importancia.

1.8 OBUJETIVOS E HIPOTESE

1.8.1 Objetivo Geral

Avaliar e comparar os efeitos toxicoldgicos de exposi¢des agudas (24
e 96h) aos geraniol livre, geraniol nanoencapsulado e das nanocapsulas de zeina

vazias em girinos Aquarana catesbeiana.

1.8.2 Objetivos Especificos

a. Avaliar os efeitos toxicos por meio de biomarcadores relacionados
ao estresse oxidativo, a genotoxicidade, ao metabolismo
energético, a homeostase idnica e a neurotoxicidade em girinos A.

catesbeiana;
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b. Comparar os efeitos do geraniol livre, nanoencapsulado e das
nanocapsulas de zeina vazias em girinos A. catesbeiana;

c. Entender a influéncia do geraniol livre, nanoencapsulado e das
nanocapsulas de zeina vazias na saude geral de A. catesbeiana
através do indice de Resposta Integrada de Biomarcadores;

d. Entender a influéncia dos diferentes tratamentos (geraniol livre,
nanoencapsulado e nanocapsulas de zeina vazias) sobre cada

biomarcador através da Analise de Componentes Principais.
1.8.3 Hipotese

Espera-se encontrar um estado de saude dos animais expostos ao
geraniol nanoencapsulado similar ao dos animais controle, em ambos os tempos
experimentais. O geraniol livre ira induzir maiores alteracbes que sua forma
nanoencapsulada, em ambos os tempos experimentais. As nanocapsulas de zeina
serdo seguras aos girinos Aquarana catesbeiana, mostrando efeitos similares ao

controle em ambos os tempos experimentais.
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RESUMO

O geraniol nanoencapsulado (nGER) vem sendo estudado como uma alternativa
promissora aos agrotoxicos sintéticos de uso atual ao combinar efeitos pesticidas do
geraniol com a protecdo contra a degradagdo ambiental proporcionada pelas
nanocapsulas de zeina. Os anuros sao organismos nao-alvo extremamente
prejudicados pelos efeitos de agrotoxicos. Entretanto, estudos que investiguem os
efeitos causados por biopesticidas em anfibios ainda sdo escassos. Desta maneira,
este estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade do nGER, através de analises
comportamentais e da atividade da acetilcolinesterase (AChE) muscular, em girinos
de Aquarana catesbeiana expostos a diferentes concentragées de nGER (em mg L-"):
1 (nGER 1); 5 (hGER 5); 10 (nGER 10); e 20 (nGER 20). A caracterizagdo das
nanoparticulas na agua do aquario ao longo do tempo de exposi¢cao (96 h) revelou
tamanhos similares entre os diferentes grupos. Porém, a concentragcao de particulas
dos grupos nGER 10 e nGER 20 diminuiu, o que indica um processo de agregacao e
precipitagdo das particulas nesse grupo. Os resultados dos biomarcadores mostram
que concentragdes de nGER de 10 e 20 mg L' induzem letargia nos animais em 96h
de exposigao. No entanto, alteragdo da AChE muscular, no caso indugéo, foi notada
apenas nos animais expostos a 5 mg L-'. Assim, o efeito neurodepressor do nGER
parece nao estar relacionado com a atividade da AChE nos girinos de ra-touro. Desta
forma, a hipotese deste trabalho foi parcialmente aceita, visto que as concentracoes
mais altas de nGER alteraram significativamente o comportamento de A. catesbeiana,
entretanto ndo induziram alteragdes na AChE. Este foi o primeiro trabalho a avaliar a
toxicidade do GER e nGER em anfibios, especificamente girinos A. catesbeiana,
demonstrando a importancia de verificar os efeitos sobre organismos néo-alvo antes

de determinar se uma alternativa é, de fato, mais sustentavel.

Palavras-chave: anuros; comportamento; monoterpeno; nanotecnologia; oleos

essenciais.
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2.1 INTRODUGAO

Os anuros, uma classe de vertebrados significativamente impactada
pelas atividades agricolas, experimentaram um declinio notavel nas populagdes
globais na ultima década (Carrasco et al., 2021; Sodhi et al., 2008). A entrada de
agrotoxicos nos ecossistemas aquaticos afeta principalmente os girinos, estagio larval
dos anuros, que ficam confinados a esses ambientes. Esta exposicao leva a
numerosos efeitos prejudiciais (Boualit et al., 2023; Margarido et al., 2013; Rimoldi et
al., 2023; Ugkun & Ozmen, 2021; Zhang et al., 2019), que podem dificultar o seu
desenvolvimento até a idade adulta.

Em resposta aos impactos adversos dos agrotoxicos tradicionais, o
geraniol (GER), um monoterpeno aciclico produzido pelo metabolismo secundario de
varias espécies de plantas, emergiu como um candidato promissor para biopesticida.
O GER é conhecido por sua ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo efeitos
fungicidas (Kaur et al., 2019; Tang et al., 2018) e propriedades inseticidas (Chen &
Viljoen, 2022; Kaur et al., 2019; Radwan et al., 2024). Notavelmente, o GER é um
componente de dois biofungicidas utilizados contra o mofo cinzento nas vinhas
europeias (EFSA, 2012; EPA, 2020). Embora o GER possa apresentar toxicidade em
altas concentragdes em ensaios in vitro (Mamur, 2022) e para embrides de peixes
(Singulani et al., 2018), tem sido considerado seguro quando administrado a roedores
(Pavan et al., 2018).

A aplicagdo da nanotecnologia na agricultura apresenta uma
alternativa inovadora aos agrotéxicos convencionais. As nanoparticulas (NPs) liberam
o ingrediente ativo (IA) gradativamente, protegendo-os da degradagdao ambiental,
prolongando seu tempo de acgéo e reduzindo a necessidade de aplicagdes frequentes
de agrotéxicos. Além disso, devido ao seu tamanho diminuto, as NPs possuem uma
area superficial elevada, aumentando sua adsorg¢ao aos alvos (Zhang & Goss, 2022).
Estas propriedades reduzem a pegada ambiental destes compostos. Varios estudos
relataram menor toxicidade dos nanopesticidas para animais em comparagao com
seus ingredientes ativos livres (Andrade et al., 2019; Hennig et al., 2023; Zhang &
Goss, 2022).

A proteina zeina, extraida do milho (Zea sp.), € abundante, possui
baixa solubilidade em agua (Matsushima et al., 1997) e apresenta alta capacidade de

compactacgao (Hassan et al., 2022). Essas caracteristicas tornam a zeina ideal para a
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confecgdo de NPs, e as nanoparticulas de zeina sdo amplamente utilizadas como
veiculo para fitoquimicos, tendo sido estabelecidas como seguras pela FDA (Food and
Drug Administration Agency, EUA) (De Marco, 2022).

Combinando os efeitos pesticidas do geraniol com a protecao contra
a degradacéao proporcionada pelas nanoparticulas, a nanoencapsulagao de geraniol
em nanocapsulas de zeina (nGER) surge como uma abordagem promissora para a
agricultura sustentavel (De Oliveira et al., 2018). Estudos in vitro demonstraram que o
NGER apresenta menor citotoxicidade em células de fibroblastos humanos quando
comparados ao geraniol livre (Oliveira et al., 2019); entretanto, ndo existem estudos
in vivo sobre os efeitos do nGER em animais aquaticos.

Portanto, este estudo tem como objetivo avaliar a toxicidade aguda
(96h) de diferentes concentragcdes de geraniol nanoencapsulado (nGER) em girinos
de Aquarana catesbeiana (sin. Lithobates catesbeianus, Shaw, 1802) através de
andlise comportamental e atividade da acetilcolinesterase muscular (AChE). A
hipétese deste trabalho € de que concentracbes mais altas de nGER ocasionarao
maiores efeitos comportamentais, que estardo associados a alteracdes na atividade
da enzima AChE. Este trabalho é inédito ao ser o primeiro a avaliar os efeitos do
geraniol livre e nanoencapsulado em A. catesbeiana, abrindo caminho para futuras

investigacdes mais especificas nesta e em outras espécies de anfibios.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Sintese e caracterizagao das nanoparticulas

As nanocapsulas de zeina (Sigma Aldricht, EUA; CAS n° 9010-66-6)
contendo geraniol (Quinari, Brasil; CAS n° 106-24-1) foram sintetizadas seguindo a
metodologia descrita por Hu & McClements (2014), com algumas modificagbes
(Rogerio et al., 2022). Emulsdes contendo as nanocdpsulas com uma concentracao
de ativo de 20 mg mL-' (nGER), assim como emulsées contendo apenas o ingrediente
ativo (GER) na mesma concentragdo, foram preparadas utilizando o tensoativo
Pluronic F-68 (Sigma Aldricht, EUA; CAS n° 9003-11-6).

As formulagdes de nanoparticulas foram submetidas a caracterizacao

fisico-quimica por meio de espectroscopia de correlagao de fétons para determinacao



73

do didmetro hidrodinamico e da polidispersidade das nanoparticulas (ZetaSizer ZS 90
- Malvern) e microeletroforese para medicdo do potencial zeta. Ainda, amostras
obtidas da agua dos aquarios ao longo do tempo foram submetidas a analise de
rastreamento de nanoparticulas empregando NanoSight LM 10 (laser verde, 532 nm)
e uma camera CMOS com software NanoSight para determinar a concentragéo e

distribuicao de tamanho das nanoparticulas.

2.2.2 Obtengao e aclimatagdo dos animais

Girinos de A. catesbeiana com comprimento de 5,9 + 0,05 cm e peso
de 1,7 £ 0,05 g (média £ E.P.; n = 60), nos estagios 25-31 de desenvolvimento
segundo Gosner (1960), foram adquiridos do Ranario Nova Fatima (Nova Fatima, PR)
e levados ao Laboratorio de Ecofisiologia Animal da Universidade Estadual de
Londrina (LEFA/UEL; Londrina, PR). O transporte foi realizado em sacos plasticos
contendo agua desclorada e com aeragao adequada. No laboratério, os girinos foram
aclimatados durante 7 dias em um tanque contendo 100 L de agua desclorada e com
aeracao constante. Nesse periodo, receberam alimentacdo duas vezes ao dia com
ragcdo comercial para peixes (Nutrifish®), e 80% da agua era trocada diariamente. Os
parametros fisico-quimicos da agua foram monitorados (Horiba U-52), apresentando
temperatura de 22,4 + 1,3 °C, oxigénio dissolvido de 7,2 + 0,1 mg L', pH de 7,42 +
0,13, condutividade de 99,2 + 0,2 uS cm-' e turbidez de 5,7 + 1,8 UT (média + E.P.).

O fotoperiodo foi mantido em 10h de luz e 14h de escuridao.

2.2.3 Delineamento experimental

Ap0s a fase de aclimatacéao, a alimentagao dos girinos foi interrompida
24 horas antes do inicio do experimento, que durou 96 horas. Os girinos foram
transferidos para aquarios de 10 L (n = 10 animais/aquario) e distribuidos em seis
grupos (n = 1 aquario/grupo): aquario contendo apenas agua desclorada (CTR);
aquario com agua contendo o solvente Pluronic® F-68 0,002% (PLU); e aos demais
aquarios foi adicionado a agua geraniol nanoencapsulado nas seguintes
concentragdes: 1 mg L' (nGER 1); 5 mg L' (nGER 5); 10 mg L' (hnGER 10); e 20 mg
L' (nGER 20). Os girinos foram alimentados apos 48 horas, seguida da renovagéo de

80% do meio de exposicdo com reestabelecimento das concentracbes dos
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xenobidticos. Durante o experimento, os parametros fisico-quimicos da agua foram
monitorados e mantiveram-se constantes (temperatura: 21,5 £ 0,9 °C; oxigénio
dissolvido: 6,8 + 0,3 mg L™"; pH: 7,1 £ 0,12; condutividade: 91,9 + 0,5 uS cm'; turbidez:
2,3+0,6 UT; média £ E.P.).

As concentragdes foram definidas baseando-se na concentracio de
geraniol presente nos biopesticidas Novellus® (EFSA, 2012) e Mevalone® (EPA,
2020). Levando em consideragao o efeito da diluigdo no ambiente apos aplicagao, as
diferentes concentragbes foram estabelecidas a partir da concentragido de 5 mg L™,
que equivale a < 10.000 vezes que nos biopesticidas.

Ao final da exposicéo, os girinos foram anestesiados com benzocaina
(0,1 g L") e submetidos a eutanasia por secgdo medular para a remogéo do musculo
caudal, que foi armazenado a -80 °C até o momento da analise da atividade da AChE.
Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UEL (CEUA/UEL: 009.2023).

2.2.4 Teste de sensibilidade

O comportamento dos animais foi avaliado em 6, 24, 48 e 96 horas de
exposicao, pelo método descrito por do Amaral et al. (2018) com modificagdes,
conforme descrito a seguir. A agua dos aquarios foi agitada com o auxilio de um
bastao de vidro durante 15 segundos e observacao da resposta natatoria dos animais
pelos proximos 45 segundos, totalizando 1 minuto de analise por aquario. A analise
foi gravada para posterior contagem, as cegas, do numero de individuos que nao
exibiram resposta natatéria ao estimulo da agitacao, caracterizando assim um estado
letargico. Foi certificado de que os animais nao estavam mortos pois, ao toca-los, eles
respondiam nadando. Para cada tratamento (CTR, PLU, nGER 1, nGER 5, nGER 10
e nGER 20), foi realizado uma média e desvio padrdo considerando o numero de
individuos letargicos em cada momento analisado (6, 24, 48 e 96h). Os resultados

foram expressos em numero de individuos letargicos.
2.2.5 Atividade da acetilcolinesterase

As amostras de musculo caudal foram homogeneizadas (1:10; m:v)

em tampéo fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,3) e centrifugadas (30.000 g; 4 °C; 20 min)
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para a obtencdo do sobrenadante, que foi utilizado para a avaliagdo da atividade da
enzima AChE. A analise consistiu na reagdao do DTNB com o iodeto de acetilcolina,
promovida pela AChE presente na amostra, formando um composto amarelado que
foi quantificado em espectrofotometria (Victor3tm, PerkinElmer, USA) de acordo com
Alves Costa et al. (2007) e Ellman et al. (1961). Para a padronizagado da variagao
interindividual das amostras, a quantidade de proteinas presente em cada uma delas
foi determinada de acordo com o método de Bradford (1976). O resultado da atividade

da enzima foi expresso em nmol DTNB min-'.mg ptn-'.

2.2.6 Analises estatisticas

Utilizando o software R, os resultados obtidos para o teste de
sensibilidade e analise da AChE foram comparados entre os diferentes tratamentos
(CTR, PLU, nGER 1, nGER 5, nGER 10 e nGER 20) por meio de testes paramétricos
(ANOVA) ou nao paramétricos (Kruskal-Wallis), conforme a distribuicdo dos dados
(normalidade e homoscedasticidade). Quando necessario, para identificar as
diferengas, foram aplicados testes de comparag¢des multiplas Student Newman Keuls
para dados paramétricos, ou Dunn's para dados ndo paramétricos. Considerou-se

como significativos os valores de p < 0,05.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Caracterizagao das nanoparticulas

A analise da formulagdo das nanoparticulas mostrou tamanho de
106,7-126,7 nm; polidispersdo de 0,16-0,22; e potencial zeta de 14,9-25,6 mV. A
analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) na agua dos aquarios revelou um
tamanho hidrodindmico médio similar entre os diferentes grupos (nGER 1, nGER 5,
NGER 10 e nGER 20; Tabela 1). A distribuicdo do tamanho das particulas obtida do
NTA indica a presenca de diferentes populagdes na agua dos aquarios de todos os
grupos (valores de spam, Tabela 1), com duas populagdes principais apresentando
tamanhos em torno ou superiores a 100 nm, bem como populagdes de nanoparticulas

com tamanho < 100 nm (Fig. 16).
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As nanoparticulas dos grupos nGER 1 e nGER 5 apresentaram
diminuicdo em seu tamanho ao final do experimento em relagéo ao inicio, entretanto
a concentragdo de particulas aumentou (Tabela 1; Fig. 16A-16F). Este achado pode
representar um processo de desagregagdo em condigdes de aquarios. Ja as
nanoparticulas dos grupos nGER 10 e nGER 20 apresentaram um comportamento
inverso, ou seja, o tamanho das particulas ao final do experimento estava maior que
no inicio, enquanto a sua concentragédo diminuiu (Tabela 1; Fig. 16G-16L), o que indica

um processo de agregagao das nanoparticulas na agua dos aquarios.

Tabela 1 — Tamanho, spam e concentragdo de nanoparticulas obtidas por NTA em
amostras coletadas dos diferentes tratamentos experimentais (h\GER 1, nGER 5,
NGER 10 e nGER 20) no tempo 0, 48 e 96h de exposigao.

Tempo Grupo Tamanho Médio (hm) Spam Concentracio (particulas mL™")

Oh nGER1 269.8 + 4.60 1.22 7.038 + 0.458
nGER 5 2927 +13.5 1.00 6.588 + 0.318

nGER 10 240.6 + 24.8 0.96 8.338+1.178
nGER 20 2325 + 7.80 1.02 13.98 + 1.248

48h nGER1 204.0 + 15.7 1.18 2.908 + 6.847
nGER 5 251.3 + 22.0 1.13 3.268 + 0.9.97

nGER 10 228.4 +20.7 0.92 4.808 + 6.337
nGER 20 314.0 + 7.90 1.09 9.628 + 3.407

96h nGER 1 194.3 £ 10.3 1.02 11.98+ 7.777
nGER 5 273.3 + 4.30 1.08 9.238 + 6.128

nGER 10 255.4 + 20.4 1.20 4.018 £ 2.767
nGER 20 232.4 +9.10 1.44 1.848 + 1.227

Os resultados foram expressos em média + D.P. Spam = polidisperséo.
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Figura 16. Concentracao de particulas (eixo Y) pelo seu tamanho (eixo X) ao decorrer do tempo (0, 48
e 96h) para cada grupo experimental (A-C: nGER 1; D-F: nGER 5; G-I: nGER 10; e J-K: nGER 20).

2.3.2 Teste de sensibilidade

Ao longo das 96h de exposicao, tanto o grupo nGER 10 quanto nGER
20 apresentaram um numero significativamente maior de individuos letargicos
comparados ao grupo CTR (p = 0,002 e p = 0,03, respectivamente). O grupo nGER
10 ainda apresentou mais individuos letargicos que PLU (p = 0,003) e nGER 1 (p =
0,007) (Fig. 17).
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Figura 17. Numero de individuos de Aquarana catesbeiana letargicos durante exposi¢cao de 96h aos
diferentes tratamentos (CTR, PLU, nGER1, nGER 5, nGER 10 e nGER 20). Letras diferentes indicam

diferencgas significativas entre os grupos (p < 0,05). Média + E.P.; n = 10.
2.3.3 Atividade da acetilcolinesterase

Ao final das 96h de exposi¢cdo, apenas os animais de nGER 5
apresentaram atividade da AChE significativamente maior em comparagdo aos

demais grupos (p = 0,01) (Fig. 18).
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Figura 18. Atividade da acetilcolinesterase (AChE) no musculo caudal de girinos de Aquarana
catesbeiana apés 96h de exposig¢do aos diferentes tratamentos (CTR, PLU, nGER 1, nGER 5, nGER
10 e nGER 20). Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos (p < 0,05). Média +

E.P.;n=10.
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2.4 DiscussAo

Até onde sabemos este € o primeiro estudo que avaliou alteragdes
comportamentais causadas pelo geraniol livre e nanoencapsulado em anuros. As
nanocapsulas de zeina apresentam baixa estabilidade em solugbes aquosas,
tendendo a formar agregados e precipitar-se (Chen & Zhong, 2014; Pascoli et al.,
2018; Proenca et al., 2024). Esta instabilidade esta de acordo com os resultados de
caracterizagao destas particulas na agua do aquario, onde foram notadas alteragdes
no tamanho e concentragdo ao longo do tempo. Especificamente, o tamanho das
nanoparticulas diminuiu enquanto a sua concentragao aumentou nos grupos nGER 1
e nGER 5, provavelmente devido aos girinos terem sido expostos em pH neutro. Em
pH proximos ao neutro, a zeina torna-se ainda mais instavel porque seu ponto
isoelétrico € pH 6,2 (Cheng & Jones, 2017; Hu & McClements, 2015; Pascoli et al.,
2018; Proenca et al., 2024). Desta maneira, as particulas podem ter sofrido um
processo de desagregacao, aumentando o numero de particulas de tamanhos
menores. Ja nos grupos nGER 10 e nGER 20, o comportamento das nanoparticulas
€ semelhante aos ja registrados em diferentes trabalhos de nanoecotoxicologia
aquatica: aumento de tamanho e diminui¢do na concentragcéo de particulas, indicando
agregacao e precipitacdo das mesmas (Andrade et al., 2019; Ferroni et al., 2022;
Tesser et al., 2020).

De acordo com nossos resultados, na concentragido de 5 mg L' os
girinos apresentaram atividade natatoria semelhante a todos os grupos, inclusive o
CTR. Esta concentragédo (5 mg L-') também foi a Unica que induziu a atividade da
enzima AChE muscular. Desta maneira, a hipétese deste trabalho foi parcialmente
aceita, visto que as maiores concentracbes de nGER causaram efeitos
comportamentais nos girinos, porém essas concentragdes nao alteraram a atividade
da AChE.

Apesar de nao ter sido observada mortalidade entre os grupos
experimentais, concentragdes mais elevadas de nanocapsulas de zeina contendo
geraniol (10 e 20 mg L") alteraram significativamente o comportamento dos animais,
induzindo letargia em comparagao ao grupo CTR. Componentes de 6leos essenciais,
principalmente os monoterpenos, ja demonstraram potencial de alterar o
comportamento de animais, principalmente produzindo efeitos ansioliticos e induzindo

menor locomogao em peixes e mamiferos (Bianchini et al. 2017; do Amaral et al. 2023;
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Rocha et al. 2024). Wiliams et al. (2024) estudando a resposta olfatéria de
camundongos expostos a concentragdes variadas de 9 diferentes monoterpenos,
determinou que os camundongos sao mais sensiveis ao geraniol que aos demais, pois
eram capazes de lamber os frascos e receber uma recompensa hidrica em
concentragdes a partir de 0,7 ug L' de geraniol.

O geraniol é um fitoconstituinte primario de certos 6éleos essenciais
(de Araujo et al., 2021, 2023) e € conhecido por seu alto potencial anestésico, tanto
em peixes (Aydin & Barbas, 2020) quanto em ratos (Medeiros et al., 2018; Xu et al.,
2022). Como molécula terpendide, o geraniol exerce seus efeitos anestésicos
ativando alostericamente os receptores GABAa (Koziol et al., 2014). Essa ligagao aos
receptores GABAA no nucleo paraventricular desencadeia sua ativacao, levando a
efeitos inibitorios através do influxo de ions cloreto e subsequente hiperpolarizacéo
das membranas neuronais, o que impede a propagacgao de potenciais de agao. Esses
efeitos foram demonstrados por meio de técnicas de acoplamento molecular e
eletroencefalografia em ratos tratados com diversas concentragdes de geraniol (Xu et
al., 2022). Além de sua agao nos receptores GABAa, outra hipétese testada no
presente trabalho foi a de que nanocapsulas contendo geraniol apresentariam
atividade neurodepressora por meio da indugcdo de acetilcolinesterase (AChE). A
AChE, localizada nas fendas sinapticas dos neurbnios colinérgicos, interrompe a
transmissdo sinaptica ao degradar o neurotransmissor acetilcolina (ACh). A
superativacdo da AChE pode diminuir rapidamente as concentragbes de ACh,
dificultando a propagacédo do impulso nervoso e causando efeitos adversos como
fraqueza muscular e fadiga. Curiosamente, nos grupos com animais mais letargicos
(nGER 10 e nGER 20), a atividade da AChE n&o se alterou, enquanto aumentou
apenas no grupo nGER 5. Este resultado esta alinhado com os achados de Lopez et
al. (2015), que observaram que concentracées mais baixas de geraniol ativaram a
AChE in vitro, enquanto concentragdes mais altas a inibiram.

Portanto, considerando os resultados comportamentais, parece que a
atividade neurodepressora do geraniol n&o esta relacionada com a modulagdo da
AChE. A letargia comportamental observada pode estar relacionada ao mesmo
mecanismo de ativacao alostérica dos receptores GABAA responsaveis pelos efeitos
neurodepressores em ratos. Este mecanismo também poderia explicar as mudancgas
comportamentais observadas nos girinos, uma vez que estes animais possuem

neurdnios responsivos ao GABA mesmo em estagios iniciais de desenvolvimento
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(Mathieson, 1996; Miraucourt et al., 2012; Simmons & Chapman, 2002).

Medeiros et al. (2018) relataram de forma semelhante locomogéao
mais lenta e aumento da duracdo do sono em ratos machos aos quais foram
administradas diferentes doses de geraniol, atribuindo essas alteragbes a sua agao
nos receptores GABAa e identificando o geraniol como uma molécula
neurodepressora. Assim, os paralelos entre estes resultados destacam o potencial da
interagdo do geraniol com os receptores GABAA na condugdo das alteragdes

neurocomportamentais observadas nos animais.
2.5 CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo, o geraniol nanoencapsulado
em altas concentragbes (10 e 20 mg L), induz alteragbes comportamentais
relacionadas a ocorréncia de letargia em girinos. Notavelmente, efeitos bioquimicos
na enzima acetilcolinesterase foram detectados na concentragdo de 5 mg L', apesar
desses animais exibirem padrées comportamentais semelhantes aos dos grupos de
controle. Como este é o primeiro estudo a investigar os efeitos do geraniol
nanoencapsulado em girinos, este trabalho estabelece bases para estudos futuros.
Pesquisas subsequentes devem envolver um numero maior de réplicas e se
concentrar em elucidar os mecanismos moleculares subjacentes a letargia observada

e as alteragdes na atividade da acetilcolinesterase.
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DESTAQUES

e GER alterou um maior numero de biomarcadores, seguido de nGER e NANO;
¢ GER e nGER influenciaram biomarcadores metabdlicos, indicando estresse;
¢ NANO interferiu com a homeostase ibnica em 24h, mas ndo em 96h

e PCA demonstrou que nGER possui efeitos intermediarios entre NANO e GER.
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RESUMO

Nanopesticidas demonstram muitas vantagens em relagcdo aos agrotoxicos
convencionais. O geraniol, extraido de oleos essenciais de plantas, demonstra
atividades inseticidas e fungicidas. O nanoencapsulamento do geraniol em
nanocapsulas de zeina, pode ser uma alternativa mais sustentavel aos agrotoxicos
sintéticos de uso atual. Anfibios (vertebrados que sofrem diretamente com efeitos
adversos causados pelos agrotoxicos). Assim, para verificar os possiveis efeitos
agudos causados pelo geraniol livre (GER), nanoencapsulado (nGER) e pelas
nanocapsulas de zeina (NANO), girinos de Aquarana catesbeiana foram expostos a 5
mg L' dos xenobidticos durante 24 e 96h e biomarcadores imunoldgicos (perfil
leucocitario), metabdlicos (glicemia, lactato e glicogénio), osmoibnicos (ions
plasmaticos e atividade das ATPases branquiais) e de neurotoxicidade (atividade da
acetilcolinesterase) foram analisados. O Indice de Resposta Integrada de
Biomarcadores revelou que GER induziu maiores respostas nos girinos, seguido de
NGER e NANO, em ambos os tempos de exposicdo. A Analise de Componentes
Principais (PCA) demonstrou uma separacao clara entre os grupos, relacionando
NANO com efeitos sobre a osmorregulacdo e GER com efeitos sobre o metabolismo
energético. Ainda, a PCA demonstrou que nGER teve efeitos intermediarios entre
GER e NANO, uma vez que foi relacionado tanto com biomarcadores osmoibénicos
como metabdlicos. Os resultados demonstram que GER estabelece um estado de
estresse fisioldégico em girinos de A. catesbeiana na concentragao testada e, embora
tenha provocado menos alteragdes. Os efeitos sobre a homeostase ibnica em NANO
foram percebidos em 24h, mas ndo em 96h, indicando que as nanocapsulas podem
ser seguras a esses animais. Assim, o presente estudo indica que nGER ainda nao
pode ser considerado seguro aos girinos A. catesbeiana, visto que ndo se sabe a
distribuicdo e comportamento de nanoparticulas carreadoras de ingredientes ativos

no ambiente aquatico.

Palavras-chave: anuros; AChE; ATPase; ecotoxicologia; monoterpenos.
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3.1 INTRODUCAO

A utilizacdo da nanotecnologia na agricultura, principalmente através
dos nanopesticidas, surge como uma alternativa promissora e mais sustentavel aos
agrotoxicos convencionais (Zhang & Goss, 2022). As nanoparticulas (NPs), devido ao
seu tamanho extremamente pequeno, possuem uma elevada area de superficie de
contato, levando a uma alta capacidade de adsorgéo ao alvo (Wang et al., 2022). Além
disso, esses materiais liberam seu ingrediente ativo (1A) até 75% mais lentamente do
que os agrotoxicos convencionais, reduzindo significativamente a necessidade de
aplicacoes frequentes de alta concentragao e mitigando seus efeitos em organismos
nao-alvo (Kah et al., 2018; Kah & Hofmann, 2014; Kumar et al., 2019; Pourzahedi et
al., 2018).

Paralelamente, compostos extraidos de 6leos essenciais (OE), como
o geraniol (GER), oferecem outra alternativa promissora aos agrotoxicos sintéticos. O
GER, um monoterpeno proveniente do metabolismo secundario de diversas espécies
vegetais, possui uma ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo efeitos
fungicidas e inseticidas (Farasat et al., 2014; Germano-Costa et al., 2022; Kaur et al.,
2019; Singulani et al., 2018). Este composto ja faz parte da formulagdo de
biofungicidas utilizados contra o mofo cinzento nos vinhedos europeus (EFSA, 2012;
EPA, 2013). Além disso, o GER é considerado seguro como aditivo alimentar
aromatico (FDA, EUA) e estudos em mamiferos indicam que ¢é facilmente
metabolizado e excretado na urina (Bonferoni et al., 2019; Chen & Viljoen, 2022; Jager
et al., 2020; Pavan et al., 2018; Venzon et al., 2018). No entanto, apesar dos seus
efeitos antioxidantes em animais, o GER pode ser embriotdxico e causar imobilizagcao
em peixes (de Araujo et al., 2021, 2023; Farokhcheh et al., 2021; Hacke et al., 2020;
2021; Singulani et al., 2018).

A encapsulagao do geraniol em nanocapsulas de zeina (nGER)
representa uma alternativa mais sustentavel aos agrotoxicos sintéticos, combinando
os efeitos pesticidas do geraniol com as propriedades das nanoparticulas. A zeina,
proteina extraida do milho (Zea sp.) e considerada segura pela FDA, é utilizada na
fabricagdo de nanocapsulas contendo IA para diversas aplicagdes (De Marco, 2022;
Hassan et al., 2022; Oliveira et al., 2018; Proenca et al., 2024). Estudos demonstraram
que o nGER apresenta menor fito e citotoxicidade em comparagcédo ao GER,

reforcando seu potencial como opgéao sustentavel voltada a protecédo de organismos
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nao-alvo (Oliveira et al., 2018).

Os anfibios, principalmente na fase larval, estdo entre os organismos
nao-alvo mais afetados pela contaminacdo aquatica devido ao uso exacerbado de
agrotoxicos (Oliveira et al., 2021). Os girinos, que ficam restritos ao ambiente aquatico
e apresentam respiracado branquial, sdo especialmente vulneraveis a contaminantes.
As populagdes de anfibios tém diminuido devido a fatores que incluem a exposigéo a
agrotoxicos, a fragmentagdo do habitat e as mudancgas climaticas (Carrasco et al.,
2021; Sodhi et al., 2008). Assim, o desenvolvimento de alternativas ecologicas aos
agrotoxicos sintéticos de uso atual é crucial para a prote¢ao dos anfibios.

Os biomarcadores sdo parametros para avaliar os impactos da
exposicao a xenobiodticos na saude dos animais. No entanto, nenhum biomarcador
unico pode diagnosticar completamente os efeitos dos xenobibticos, tornando
necessaria a utilizacdo de uma bateria de biomarcadores para uma compreensao
mais abrangente (Cazenave et al., 2021; Vieira et al., 2016). Analises multivariadas,
como analise de componentes principais (PCA), e indices como o indice de Resposta
Integrada de Biomarcadores (IBR), ajudam a alcangar uma compreenséo holistica dos
biomarcadores (Andrade et al., 2019; Santos & Martinez, 2020; Vieira et al., 2016,
2019).

Neste contexto, o presente estudo avaliou e comparou os efeitos do
NGER, GER e nanocapsulas vazias de zeina (NANO) sobre biomarcadores
sanguineos, osmoibnicos e metabdlicos em girinos de Aquarana catesbeiana, apos
exposicoes agudas (24 e 96 horas). A hipotese deste trabalho é de que o nGER causa
menos efeitos sobre a fisiologia dos girinos A. catesbeiana comparado a sua forma
livre (GER). Ainda, os efeitos de NANO serdo mais parecidos com os dos animais
controle. A ra-touro americana, por sua sensibilidade a diversos contaminantes
ambientais e por seu status ndo-nativo e ndao-ameacado no Brasil, foi escolhida como
modelo biolégico. Esta escolha permite pesquisas significativas e ao mesmo tempo
poupa espécies nativas que podem estar em risco de extingdo (Carneiro et al., 2023;
Fernandes et al., 2021; Grott et al., 2023; Pinto Vidal et al., 2021; Salla et al., 2024).
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Sintese e Caracterizagdo das Nanoparticulas

As nanoparticulas foram sintetizadas utilizando uma verséo
modificada do método de precipitacdo antissolvente descrito por Hu & McClements
(2015). Inicialmente, uma solugéo de zeina a 2% (m/v) foi preparada em alcool etilico
a 85% (v/v) e agitada durante a noite. Em seguida, a solugéo foi aquecida a 75°C em
banho-maria durante 5 minutos, arrefecida até a temperatura ambiente e depois
centrifugada a 869 g durante 25 minutos. O sobrenadante foi filtrado através de uma
membrana Millipore® de 0,45 um para remover particulas insoltveis. Posteriormente,
600 mg de geraniol (Quinari®, Brasil) foram adicionados a 10 mL da solug&o de zeina
e agitados durante 5 minutos. Essa mistura foi entdo injetada lentamente em 30 mL
de solugéo Pluronic F-68® (pH 4,0) por meio de uma seringa, sob agitagdo magnética.
A formulacgao foi evaporada rotativamente a 40°C para remover o etanol, produzindo
um volume final de 30 mL com uma concentragéo ativa de 20 mg.mL-' (nGER).
Também foram preparadas emulsdes contendo apenas o principio ativo (GER).

As formulagdes de nanoparticulas passaram por caracterizagcao
fisico-quimica por meio de espectroscopia de correlacdo de foétons para medigcdo do
diametro hidrodinamico e polidispersidade das nanoparticulas (ZetaSizer ZS 90 -
Malvern), e microeletroforese para determinacdo do potencial zeta. Além disso,
amostras coletadas da agua do aquario ao longo do tempo foram analisadas usando
analise de rastreamento de nanoparticulas com um NanoSight LM 10 (laser verde,
532 nm) e uma camera CMOS, utilizando o software NanoSight para avaliar a

concentracao e distribuicdo de tamanho das nanoparticulas.

3.2.2 Quantificagdo Quimica do Geraniol

Um experimento independente, nas mesmas condicbes fisico-
quimicas dos experimentos biolégicos descritos a seguir, foi realizado para determinar
a concentragdo de geraniol na agua dos aquarios através do tempo (96h)
(temperatura: 22,2 + 0,14 °C; pH: 7,46 + 0,06; oxigénio dissolvido: 5,6 + 0,2 mg L";

condutividade: 100 + 1 uS cm™*; turbidez: 0 UT; média + E.P.). O experimento consistia
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em dois grupos (GER: geraniol livre; e nGER: geraniol nanoencapsulado) com quatro
aquarios de até 1,5 L de agua desclorada, nos quais foi adicionada uma concentragao
nominal de 5 mg L' dos respectivos xenobiodticos (uma solugdo de 20 mg mL-" foi
utilizada para pipetar 375 pL em cada aquario). As 48h, houve uma renovagao total
do meio de exposi¢cao com reestabelecimento das concentragdes de GER e nGER. A
agua dos aquarios foi coletada nos tempos Oh, 6h, 12h, 24h, 48h pré-renovacéao, 48h
pos-renovagao e 96h e imediatamente congeladas a -20 °C.

Uma semana depois, as amostras foram descongeladas e submetidas
a um processo de extracdo: em 15 mL das amostras foram adicionados 5 mL de
hexano e 0,08 g de MgSO4 (P.M.: 246,48) que ficaram agitando por 2 min, a fim de
promover um salting out das moléculas de geraniol da fase aquosa para a organica,
que foi separada apo6s centrifugacao (5.000 g; 10 min). Este processo foi repetido mais
duas vezes para a mesma amostra, para a obtengdo de um volume final de 15 mL de
fase organica, que foi evaporada até 500 puL com jato de CO.. As amostras
evaporadas, foi adicionado 1 mg L' de 2-Undecanona (Sigma-Aldrich®, EUA) como
um padrdo interno (Pl) para a normalizagdo das porcentagens obtidas na
quantificacdo (Rubiolo et al., 2010). As amostras foram submetidas a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). O calculo da concentragao
de geraniol nas amostras foi realizado a partir da equacgao da reta obtida de uma curva
com concentragdes conhecidas de geraniol e Pl na mesma concentragdo das
amostras. A razao entre a area do geraniol e do PI foi utilizada para a obtencao da
equacéo da reta (y = 1121,8x — 3,1637; R2 = 0,9795). Os resultados foram expressos

emmg L.
3.2.3 Obtencao e Aclimatacdo dos Animais

Girinos de Aquarana catesbeiana com comprimento de 5,9 + 0,05 cm
e pesode 1,7 £ 0,05 g (média £ E.P.; n = 192), nos estagios 25-31 de desenvolvimento
segundo Gosner (1960), foram adquiridos do Ranario Nova Fatima (Nova Fatima, PR)
e levados ao Laboratoério de Ecofisiologia Animal da Universidade Estadual de
Londrina (LEFA/UEL; Londrina, PR). O transporte foi realizado em sacos plasticos
contendo agua desclorada e com aeragao adequada. No laboratério, os girinos foram
aclimatados durante 7 dias em um tanque contendo 100 L de agua desclorada e com

aeracao constante. Nesse periodo, receberam alimentacdo duas vezes ao dia com
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ragdo comercial para peixes (Nutrifish®), e 80% da agua era trocada diariamente. Os
parametros fisico-quimicos da agua foram monitorados (Horiba U-52), apresentando
temperatura de 21,3 £ 0,2 °C, pH de 7,3 £ 0,04, oxigénio dissolvido de 7,4 + 0,3 mg L"
', condutividade de 102 + 1 uS cm' e turbidez de 0 UT (média + E.P.). O fotoperiodo

foi mantido em 10h de luz e 14h de escuridao.
3.2.4 Delineamento Experimental

Ap0s a fase de aclimatagéao, a alimentagao dos girinos foi interrompida
24 horas antes do inicio de cada experimento, sendo conduzidos dois estudos
independentes com duracédo de 24 e 96 horas. Os girinos foram transferidos para
aquarios de 10 litros (n = 3/aquario) e distribuidos em quatro grupos (n = 8
aquarios/grupo) expostos a diferentes condigbes: apenas agua desclorada (CTR) ou
agua contendo xenobidticos (5 mg L-') nas formas de nanocapsulas de zeina sem
ingrediente ativo (NANO), geraniol (GER) e geraniol nanoencapsulado (hnGER). Todos
os tratamentos, incluindo o controle, continham 0,0005% de solvente Pluronic F-68®
devido a natureza hidrofobica do geraniol. No experimento de 96 horas, os girinos
foram alimentados ap6s 48 horas, seguida da renovagdo de 80% do meio de
exposi¢cao com reestabelecimento das concentragbes dos xenobidticos. Durante os
experimentos, os parametros fisico-quimicos da agua foram monitorados e
mantiveram-se constantes (temperatura: 21,6 + 0,05 °C; pH: 6,8 * 0,03; oxigénio
dissolvido: 5,6 + 0,2 mg L™'; condutividade: 97,5 uS cm™'; turbidez: 0,4 + 0,3 UT; média
+ E.P.). A concentragéo de 5 mg L-! dos xenobidticos foi estabelecida com base em
experimento anterior (descrito no capitulo 2), que indicou esta concentracdo como
subletal.

Ao final das exposigdes, os girinos foram anestesiados com
benzocaina (0,1 g L-') e o sangue foi coletado por pungéo cardiaca, utilizando seringas
heparinizadas, para a realizagdo dos esfregacos e analise da concentracdo de
hemoglobina. Em seguida, os girinos foram submetidos a eutanasia por secgao
medular, e as branquias, o cérebro, o figado e o musculo caudal foram removidos para
as analises. O sangue foi centrifugado (1870 g; 10 min) para a obteng¢ao do plasma,
que foi armazenado a -20 °C para as demais analises, enquanto os outros 6rgaos
foram armazenados a -80 °C até serem analisados. Os protocolos experimentais
foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UEL (CEUA/UEL:
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009.2023).

3.2.5 Biomarcadores Sanguineos

Aliquotas (5 pL) de sangue foram utilizadas para a realizagdo de
esfregacos em laminas de vidro (1 lamina/animal; n=8). Em seguida, as laminas foram
secas overnight e entado fixadas em metanol absoluto. Depois, foram coradas com o
kit Panoético (Laborclin, Brasil) para a montagem das Iaminas permanentes. Um total
de 100 leucdcitos foram caracterizados por lamina e diferenciados em: linfocitos,
basdfilos, eosindfilos, neutrofilos e mondcitos, além dos trombdcitos. A analise foi
realizada pelo mesmo pesquisador, as cegas. A concentragdo de hemoglobina foi
determinada em espectrofotometro (Libra S32, Biochrom, UK) a 540 nm, através de
método colorimétrico da cianometahemoglobina (Kit comercial Labtest Diagndstica,

Brasil).

3.2.6 Biomarcadores Osmoidnicos

No plasma, a concentragcédo dos ions sodio (Na*) e potassio (K*) foi
determinada em fotdmetro de chama (DM-62, Digmed, Brazil), a partir de uma curva
de calibragédo de solugéo padrao de ambos. A concentragao de cloreto (CI) e calcio
(Ca?*) foi determinada por método colorimétrico (Kit comercial, Labtest Diagndstica,
Brasil) em espectrofotdmetro (SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, EUA) a 470
e 570 nm, respectivamente. Quanto ao tecido branquial, a branquia esquerda foi
coletada de um animal de cada aquario durante a amostragem e armazenada em 1
mL de tampdo SEI (sacarose 150 mM; EDTA 10 mM; imidazol 50 mM; pH 7,5) e
posteriormente foram homogeneizadas (1:5 m/v) em tampao SEI contendo 2,4 mM de
deoxicolato de sédio. As amostras foram centrifugadas (20 min; 20.000 g; 4°C) e o
sobrenadante resultante foi utilizado para a determinacédo da atividade de enzimas
envolvidas em trocas ibnicas. As atividades da bomba de Na*/K* (NKA) e da bomba
de protons (H*) (HATP) foram determinadas simultaneamente, pelo decaimento da
absorbancia do NADH a 340 nm (SpectraMax Plus 384, Molecular Devices, EUA), de
acordo com o método de Gibbs & Somero (1989), com modificacées (McCormick,
1993). A atividade da bomba de Ca?* (CaATP) foi avaliada de acordo com (Vijayavel

et al., 2007) com modificagdes, através da quantificacao do Pi em espectrofotdmetro
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(ELX 800, Bio-Tek Instruments) a 620 nm. Para a padronizagao da expressao dos
resultados destas enzimas de transporte i6nico, a concentracdo de proteinas das

amostras de branquias foi determinada pelo método de Bradford (1976).
3.2.7 Biomarcadores Metabdlicos

A glicemia foi avaliada em espectrofotdmetro (SpectraMax Plus 384,
Molecular Devices, EUA) a 505 nm, pelo método enzimatico da glicose-oxidase (Kit
comercial Labtest, Brasil). A concentracdo de lactato plasmatico também foi
determinada em espectrofotémetro (SpectraMax Plus 384, EUA) a 550 nm, por meio
do método enzimatico lactato desidrogenase (Kit comercial Labtest, Brasil). A
quantificacdo de glicogénio em amostras de figado e musculo foi realizada de acordo
com Bidinotto et al. (1997), com modificagées nos volumes utilizados. As amostras de
figado (100 mg) foram dissolvidas em 1,5 mL de KOH 6 N, enquanto as amostras de
musculo (100 mg) foram dissolvidas em 1 mL da mesma solugao, utilizando um banho-
maria fervente por 5 minutos. Subsequentemente, uma aliquota de 125 pL de cada
amostra foi transferida em duplicata para microtubos e misturada com 1,5 mL de
etanol 100% e 50 pL de K2SO4 10%. Apods centrifugagéo (1.000 g, 3 min, 25 °C), o
sobrenadante foi removido e o precipitado foi ressuspendido em 1,25 mL de agua
ultrapura. A reacéo final foi preparada com base no método de Dubois et al. (1956),
utilizando 25 pL (figado) ou 250 yL (musculo) da amostra, 250 yL de fenol 4,1% e 1
mL de H2S0as. A cor resultante foi lida em espectrofotometria (Victor3tm, PerkinElmer,
USA) a 480 nm.

3.2.8 indice de Resposta Integrada de Biomarcadores (IBR)

O indice de Resposta Integrada de Biomarcadores (IBR) foi calculado
para cada tratamento (NANO, nGER e GER) em relagdo ao CTR, para os dois tempos
experimentais de acordo com o método descrito por Sanchez et al. (2013).
Brevemente, para cada biomarcador individual, a raz&do entre o valor médio obtido em
cada tratamento (NANO, nGER e GER) e o respectivo valor médio do CTR foi
transformada em log (Yi). Na etapa seguinte, foi calculada a média geral (u) e 0 desvio
padrdo (s), considerando os valores de Yi de um determinado biomarcador medido

em cada tratamento. Em seguida, os valores de Yi foram padronizados pela férmula:



98

Zi = (Yi — p)/s e a diferenga entre Zi e Zo (CTR) foi utilizada para definir o indice de
desvio do biomarcador (A). Para obter uma resposta integrada de multiplos
biomarcadores, o valor de A de cada biomarcador foi calculado para cada tratamento

e o IBRv2 foi calculado para cada tratamento pela soma dos valores absolutos de A.

3.2.9 Analises Estatisticas

Utilizando o software R, os resultados obtidos para cada biomarcador
foram comparados entre os diferentes tratamentos (CTR, NANO, GER e nGER) por
meio de testes paramétricos (ANOVA) ou n&o paramétricos (Kruskal-Wallis), conforme
a distribuicdo dos dados (normalidade e homoscedasticidade). Quando necessario,
para identificar as diferengas, foram aplicados testes de comparagdes multiplas
Student Newman Keuls para dados paramétricos, ou Dunn's para dados n&o
paramétricos. Considerou-se como significativos os valores de p < 0,05. Além disso,
uma Analise de Componentes Principais (PCA) foi aplicada para os biomarcadores

que apresentaram diferencgas significativas, utilizando o software R para MacOS 14.5.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Sintese e Caracterizacdo das Nanoparticulas

As nanoparticulas das solugbes-estoque exibiram uma faixa de
tamanho de 106,7-126,7 nm, um indice de polidispersidade de 0,16-0,22 e um
potencial zeta de 14,9-25,6 mV. A analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA)
na agua dos aquarios revelou um tamanho hidrodindmico médio similar entre as
nanocapsulas vazias e aquelas que continham o geraniol (Tabela 2). A distribuicdo do
tamanho das particulas obtida da NTA indica a presenca de populacbes homogéneas
na agua dos aquarios de todos os grupos com tamanhos proximos a 100 nm (Fig. 19).
O tamanho das nanoparticulas de ambos os grupos diminuiu através do tempo e, bem
como a concentracdo de particulas, o que indica um processo de formacao de

agregados (Tabela 2).
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Tabela 2 — Tamanho, spam e concentragdo de nanoparticulas obtidas por NTA em
amostras coletadas dos diferentes tratamentos experimentais (NANO e nGER) no

tempo 0, apos 48 e 96h de exposicao.

Tempo Grupo Tamanho Médio (hm) Spam Concentracgio (particulas mL™")

Oh NANO 316.2 + 5.30 0.54 13.48 £ 4.057
nGER 305.0 £ 13.5 1.18 15.88 + 8.777

48h NANO 262.4 +5.80 1.28 8.978 + 3.367
nGER 286.0 +17.6 1.56 3.798 + 2.397

96h NANO 209.0 £5.30 0.86 8.178 £ 2.627
nGER 2248 +17.8 1.50 4.868 + 1.387

Valores representam Média £ D.P. Spam = polidispersao

Oh 48h 96h
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Figura 19. Concentracao de particulas (eixo Y) pelo seu tamanho (eixo X) ao decorrer do tempo (0, 48
e 96h) para cada grupo experimental (A-C: NANO; D-F: nGER).

3.3.2 Quantificagdo Quimica do Geraniol

Os resultados da quantificacdo do geraniol na agua dos aquarios
revelaram valores um pouco maiores do que a concentragdo nominal de 5 mg L-".
Mesmo assim, os valores foram similares entre os grupos (Tabela 3). De maneira
geral, pode-se observar uma diminuigdo mais acentuada da concentragao de geraniol

no grupo GER que em nGER.
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Tabela 3 — Concentragdo de geraniol na agua dos aquarios em diferentes tempos

experimentais.

Concentracgao de geraniol na égua dos aquarios (mg L)

Tempo GER nGER

Oh 7,64 +1,84 6,92 + 1,76
6h 5,87 + 1,49 7,53 £ 2,02
12h 6,92 + 1,02 6,78 £ 0,99
24h 6,18 + 1,17 8,14 £ 2,25
48h pré 4,99 + 0,82 4,96 + 0,37
48h pés 4,51+0,42 6,61+ 0,93
96h 6,02 + 0,18 7,36 + 1,24

pré = pré-renovagao; pos = pos-renovagao. Média + E.P. (n = 4).

3.3.3 Biomarcadores Sanguineos

Os linfécitos foram as células brancas mais abundantes no sangue
dos animais, seguido dos basofilos. Apos 24h de exposicéo, os linfécitos do grupo
NGER diminuiram em relacdo ao NANO (p = 0,04) e, apds 96h, essa diminuigao foi
notada no grupo nGER em relagdo ao CTR (p = 0,04). Outro tipo celular que diminuiu
significativamente no sangue dos animais NANO, GER e nGER em relagdo ao CTR
(p = 0,002), apds 24h de exposicao, foram os eosindéfilos. Os demais tipos celulares
(basdfilos, neutrdfilos, mondcitos e trombdcitos) ndo diferiram significativamente entre
os grupos em nenhum tempo experimental (Tabela 4). O perfil leucocitario, bem como

os trombdcitos, estdo representados na Fig. 20.

Tabela 4 — Caracterizagao dos leucocitos e trombécitos no sangue de A. catesbeiana

Contagem diferencial de leucécitos no sangue (%)

CTR NANO GER nGER

Linfécitos ~ 24h 47,5+ 105%P 532+4,292 37,6+4,933 27,04 4,.20°

96h 66,0+ 6,402 555+4,973° 627116430 392 +545P
Basofilos  24h 385827 410+468 615+229 531521
96h 32,8+6,04 343+263 283+167 50,6+6,01
Neutrofilos 24h 2,33:041 1,00£0 2,00 £ 0 2,75+ 0,73
96h 0,40+032 0,33+0,18 N.D. 0,60 + 0,19

Eosinéfilos 24h 375+0,182 1,00+ 0P 1,75+ 0,18 2,20 + 0,34
96h 0,20+0,19 050+0,29 1,00+070 0,80 +0,16
Monécitos  24h 4,00+0,71 50020 10,0+ 3,50 4,50 + 0,93
96h N.D. 117+0,85 050+0,35 2,80+1.26
Trombécitos 24h 2,67 +0,41 4,67+224 7,33+388 10,7 +0,20
96h 0,40+032 817+384 375+160 0,40+0,32
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N. D. = Nao detectada; Média + E.P (n=100 céls./lamina; n=8). Letras diferentes indicam diferengas

significativas entre os grupos no mesmo tempo experimental.
- ®Wc Y o
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Figura 20. Caracterizacdo dos leucdcitos (A: basofilo; B: eosindfilo; C: linfécito; D: mondcito e E
neutréfilo) e trombdcitos (F) no sangue de Aquarana catesbeiana de diferentes tratamentos (CTR,

NANO, GER e nGER) em 24 e 96h. Escala: 20 ym. Aumento: 1000x. Coloragéo: kit Panotico rapido.
Apos 24h de exposicao, a concentragdo de Hb nos girinos GER foi

maior que nos demais grupos (p = 0,006). Ja em 96h, esse aumento foi observado

apenas no grupo nGER comparado ao CTR (p = 0,03) (Fig. 21).
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Figura 21. Concentracdo de hemoglobina (Hb) no sangue de girinos de Aquarana catesbeiana dos
grupos CTR, NANO, GER e nGER (Média + E.P., n= 8). Letras diferentes indicam diferengas
significativas entre os grupos no mesmo tempo experimental (p < 0,05).
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3.3.4 Biomarcadores Osmoidnicos

Com excegdo do calcio (Ca?*), as concentragoes dos demais ions
plasmaticos foram alteradas em resposta aos xenobidticos, em ambos os tempos
experimentais (Tabela 5). Em 24h, observou-se um aumento significativo de sodio
(Na*) nos animais NANO e nGER em comparag¢ao com os demais grupos (p = 0,002).
Em 96h, esse aumento foi observado apenas no grupo GER em relagdo ao grupo
NANO (p = 0,04). Quanto ao potassio (K*), em 24h, todos os grupos experimentais
apresentaram concentragdes mais altas em comparagao com o grupo CTR (p = 0,03).
Em 96h, a concentragdo de K* nos animais nGER foi significativamente maior do que
nos grupos CTR (p = 0,009) e GER (p = 0,002). Em relagao ao cloreto (ClI), em 24 h,
os animais GER apresentaram concentragcbes menores em comparagdo com 0s
demais grupos, e esse decréscimo foi mais acentuado nos animais nGER (p <
0,0001). No entanto, em 96h, os animais NANO mostraram uma maior concentragao
de ClI-em comparagao com os grupos CTR e GER (p = 0,04; 0,01), sendo que o grupo

GER apresentou os valores mais altos em relagdo aos demais (p = 0,0003).

Tabela 5 — Concentragdes plasmaticas dos principais ions envolvidos na
osmorregulacao de A. catesbeiana

Concentragoes idnicas no plasma (mM)
CTR NANO GER nGER
Na* 24h 127 £20,02 143 +60,0° 126 +40,02 145 +20,0°
96h 127 +40,02® 120 +40,02 143 +80,0° 132 +50,02P
K* 24h 500+0,102 6,00+0,20° 6,00+0,20P 6,00+ 0,10°
96h 4,00+0,302 5,00+ 0,203% 4,00+0,102 6,00 + 0,30P
Cl- 24h 430+0,602 450+1,002 38,0+7,00° 41,0+0,80¢
96h 350+ 1,002 380+040° 43,021,00° 39,0+ 2,003
Ca?* 24h 0,80+0,02 080+0,06 0,80+0,02 0,70 0,08
96h 0,80+006 0,80+0,05 0,90+0,05 0,80 +0,08

Média + E.P., n = 8. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos no mesmo tempo
experimental.

Nas branquias dos animais, a atividade da bomba de sédio/potassio
(NKA) nao foi alterada em nenhum grupo em 24h (Fig. 22A). Porém, observou-se um
aumento na atividade da bomba de prétons (HATP) dos animais NANO comparados
aos CTR e GER (p =0,02; 0,04) (Fig. 22B). Além disso, a atividade da bomba de calcio
(CaATP) também aumentou nos animais NANO comparados aos CTR e nGER (p =
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0,04; 0,008) (Fig. 22C). Em 96h, nao foi possivel observar diferencas significativas

quanto a atividade das ATPases em nenhum grupo (Fig. 22).
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Figura 22. Atividade das bombas de sédio/potassio (NKA) (A), prétons (HATP) (B) e calcio (CaATP)
(C) nas branquias de girinos de Aquarana catesbeiana dos grupos CTR, NANO, GER e nGER (Média
+ E.P., n= 8). Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos no mesmo tempo
experimental (p < 0,05).

3.3.5 Biomarcadores Metabodlicos

Apos 24h de exposicao, observou-se uma queda na glicemia dos
animais GER e nGER em comparagao com os CTR (p = 0,0002; 0,008) (Fig. 23A),
assim como um aumento nos niveis de lactato plasmatico nos grupos GER e nGER
em relagéo aos demais (p = 0,0002) (Fig. 23B). No entanto, apés o0 mesmo periodo,
nao houve diferengas significativas no conteudo de glicogénio hepatico entre os
grupos experimentais (Fig. 23C). Em contraste, todos os grupos apresentaram uma
diminuicdo no conteudo de glicogénio muscular em comparagao com o grupo CTR (p
=0,001) (Fig. 23D). Ap6s 96 horas, a glicemia dos animais GER aumentou em relagao
ao grupo CTR (p = 0,04) (Fig. 23A), e o mesmo efeito foi observado na concentragéo
de lactato plasmatico (p = 0,02) (Fig. 23B). Durante este periodo, o conteudo de
glicogénio hepatico aumentou significativamente nos animais GER e nGER
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comparados aos outros grupos (p = 0,001) (Fig. 23C), enquanto o glicogénio muscular

nao apresentou variagdes significativas entre os grupos (Fig. 23D).
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Figura 23. Glicemia (A), concentragéo de lactato plasmatica (B), conteido de glicogénio hepatico (C)
e muscular (D) de girinos de Aquarana catesbeiana dos grupos CTR, NANO, GER e nGER (Média +
E.P., n= 8). Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos no mesmo tempo
experimental (p < 0,05).

3.3.6 Neurotoxicidade

Nao foram observadas diferengas significativas quanto a atividade da
acetilcolinesterase (AChE) no cérebro ou no musculo dos animais expostos a nenhum
dos tratamentos em 24h (Fig. 24). Entretanto, no cérebro em 96h, pode-se perceber
uma menor atividade da AChE em NANO comparado aos demais grupos (p < 0,0001),
ao mesmo tempo que foi reportada uma maior atividade dessa enzima em GER
comparado aos demais grupos (p < 0,0001) (Fig. 24A). Ainda em 96h, no musculo,
uma menor atividade da AChE foi notada em todos os grupos experimentais em
relacdo ao CTR (p = 0,003) (Fig. 24B).
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Figura 24. Atividade da acetilcolinesterase (AChE) no cérebro (A) e no musculo (B) de girinos de
Aquarana catesbeiana dos grupos CTR, NANO, GER e nGER (Média t E.P., n= 8). Letras diferentes
indicam diferengas significativas entre os grupos no mesmo tempo experimental (p < 0,05).

3.3.7 Analise de Componentes Principais (PCA)

A PCA foi aplicada apenas para os resultados dos biomarcadores que
apresentaram variagdes significativas entre os grupos, em pelo menos um dos tempos
experimentais (Fig. 25). Os dois primeiros eixos (PC1 e PC2) representaram 49% da
variancia total. Portanto, os demais eixos foram desconsiderados por n&do fornecerem
informagdes adicionais significativas. O primeiro eixo (PC1) explicou 29% da
variabilidade total e foi responsavel pela separacdo dos grupos CTR e nGER,
correlacionando este grupo com alteragdes nos ions sodio e cloreto, no lactato, na
concentracdo de hemoglobina, de glicogénio hepatico e atividade da
acetilcolinesterase cerebral. Ja o segundo eixo (PC2) foi responsavel por 20% da
variabilidade dos dados, separando os grupos NANO e GER dos CTR e nGER. O
grupo NANO parece ter tido maior influéncia nos biomarcadores osmoidnicos,

enquanto o grupo GER influenciou mais os biomarcadores metabdlicos.
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Figura 25. Analise de componentes principais (PCA) usando respostas significativas de biomarcadores
(Ab: acetilcolinesterase cerebral; Am: acetilcolinesterase muscular; CaATP: calcio-ATPase; Cl: cloreto;
Eosi: eosindfilos; G: glicose; GLYh: glicogénio hepatico; GLYm: glicogénio muscular; HATP: hidrogénio-
ATPase; Hb: hemoglobina; K: potassio; L: lactato; Lynf: linfocitos; Na: s6dio) em amostras de diferentes
tecidos de A. catesbeiana dos grupos CTR, NANO, GER e nGER, ap6s 24 e 96 h de exposicao.

3.3.8 indice de Resposta Integrada de Biomarcadores (IBR)

A analise de caracterizagcao de leucdcitos nao foi inclusa para o
calculo do IBRv2 porque em alguns grupos, os valores eram iguais a zero,
impossibilitando a aplicagado do calculo. De maneira geral, menores valores de IBR
foram verificados apos 24h (NANO: 14,5; nGER: 16,34; GER: 19,73) de exposi¢cao
aos xenobidticos do que em 96h (NANO: 15,69; nGER: 20,9; GER: 23,43) (Fig. 26).
Entretanto, a mesma sequéncia nos valores de IBR foi observada nos dois tempos
experimentais: GER > nGER > NANO. Os graficos de radar indicam que apos 24h de
exposicao, o grupo NANO se separa dos demais pela indugédo das enzimas de

osmorregulacdo nas branquias, enquanto nGER e GER influenciaram mais a
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concentracado de lactato e hemoglobina (maior influéncia em GER). Ja em 96h, a

concentragcdo de hemoglobina é induzida por todas as exposi¢coes, mas nGER e GER

também induzem lactato, glicose e glicogénio.
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Figura 26. indice de Resposta Integrada de Biomarcadores (IBR) baseado nos seguintes
biomarcadores: Na*/K*-ATPase (NKA), H*-ATPase (HATP), Ca?-ATPase (CaATP), Glicogénio
(Glycogen), Ca?* (Calcium), CI- (Chloride), Na* (Sodium), K* (Potassium), Glicose (Glucose), Lactato
(Lactate), Hemohlobina (Hemoglobin) e acetilcolinesterase (AChE) em diferentes tecidos (G = branquia,
L =figado, P = plasma, B = sangue, Br = cérebro e M = musculo) de A. catesbeiana expostos a NANO
(radar azul), nGER (radar vermelho) e GER (radar verde) por 24h (esquerda) e 96h (direita). Os
resultados dos biomarcadores sdo representados em relacdo ao grupo basal (CTR; linha preta
tracejada). A area acima de O reflete a indugdo do biomarcador e abaixo de 0 indica redugédo do

biomarcador.
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3.4 DiscussAo

O presente estudo investigou os efeitos das exposi¢cdes agudas (24 e
96h) ao geraniol nanoencapsulado e seus componentes (ingrediente ativo livre e
nanocapsulas de zeina) sobre diferentes biomarcadores fisiologicos de girinos de
Aquarana catesbeiana. Os resultados mostram que alguns dos efeitos observados
nos girinos expostos ao GER nao foram observados nos girinos expostos ao composto
nanoencapsulado, ou nos girinos expostos apenas as nanocapsulas. No entanto, os
girinos expostos ao nGER apresentaram algumas alteragées semelhantes aos girinos
expostos ao GER. O indice de Resposta Integrada de Biomarcadores (IBR) mostrou
claramente efeitos intermediarios provocados pelo nGER em comparagao com seus
componentes, sendo que GER causou o maior numero de alteragcbes entre os
xenobidticos testados, em ambos os tempos experimentais. Isso sugere que tanto
NANO quando GER exibem efeitos sobre os biomarcadores analisados, mas quando
estdo combinados (nGER) formam um sistema onde seus efeitos sdo intermediarios,
na maioria das vezes.

Em relacdo a formulagédo inicial, as NPs dos aquarios estavam
ligeiramente maiores. Isso ocorre porque as NPs de zeina tém estabilidade baixa e
tendem a formar agregados em solugdes aquosas (Chen & Zhong, 2014; Pascoli et
al., 2018; Proenca et al., 2024). O tamanho da particula influencia diretamente na sua
absorcao pelas células, por exemplo, particulas de até 500 nm s&o incorporadas por
fagocitose enquanto particulas menores sdo tomadas por pinocitose (Oh & Park,

2014; Zhao et al., 2011). As NPs do presente estudo tinham até ~300 nm e suas

concentragdes foram diminuindo ao decorrer do tempo, o que pode estar relacionado
a uma absor¢ao pelo organismo (Andrade et al., 2019). As nanocapsulas podem ser
inseridas nas células devido a sua alta area de superficie e tamanho diminuto, e
modificagdes adicionais na superficie dessas particulas podem aumentar ainda mais
a absorcéo celular (Hu & Gao, 2010; Yuan et al., 2016), e as nanocapsulas carregadas
podem penetrar nas células dos animais (Clemente & Simpson, 2013). E provavel que
isso afete sua distribuicdo e toxicidade em comparagdo com os produtos ndo
encapsulados (Meredith et al., 2016), o que pode explicar a diferenga na toxicidade
do GER para o nGER observada para o girino A. catesbeiana.

As concentragdes de geraniol nos aquarios, embora inicialmente um

pouco maiores que a concentragdo nominal (5 mg L"), foram parecidas entre os dois
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grupos (GER: 7,64 + 1,84 mg L', nGER: 6,92 * 1,76 mg L™). Entretanto, a
concentracdo de geraniol no grupo nGER apresentou maior oscilagéo, alternando
entre concentracbes maiores € menores, ao longo do tempo. Isso demonstra a
capacidade das NPs em manter a liberagao controlada do IA (Lao et al., 2010; Takei
et al., 2008; Varona et al., 2009, 2010; Yang et al., 2009).

Vérios estudos tém demonstrado que anfibios residentes de
ambientes contaminados ou expostos a contaminantes em condigbes experimentais
apresentam parametros imunolégicos diminuidos, tornando-os mais suscetiveis a
doencgas (Barni et al., 2007; Denise & Storfer, 2006; Salinas et al., 2024; Zhelev &
Popgeorgiev, 2013) que é uma causa importante do declinio populacional dos anfibios
(Hayes et al., 2010). No presente estudo, foi percebida diminuigdo de linfocitos em
ambos os tempos experimentais (apenas nGER), bem como de eosindfilos (todos os
tratamentos) em 24h. Os linfécitos estao relacionados com resposta imune adaptativa,
sendo responsivos a diferentes antigenos. Uma diminuigao nessas células sugere que
a capacidade dos girinos de montar uma resposta imune eficaz a patdogenos esta
comprometida. Isso pode levar ao aumento da suscetibilidade a infeccdes, reducao
da capacidade de combater doengas e taxas de mortalidade potencialmente maiores.
Ja os eosindfilos estdo mais relacionados com respostas inflamatdrias, produzindo e
liberando mediadores pro-inflamatérios como o TNF-a (Dautremepuits et al., 2005;
Robert & Ohta, 2009). Uma redugao nos eosindfilos pode prejudicar a capacidade dos
girinos de controlar infecgdes parasitarias de forma eficaz, levando ao aumento da
carga parasitaria. Além disso, a diminuigdo de eosindfilos pode indicar uma
capacidade reduzida de controlar a inflamacao.

Um sistema imunologico enfraquecido pode atrasar o
desenvolvimento e o crescimento, resultando em girinos menores e menos
desenvolvidos, que sdo mais vulneraveis a predacao. Girinos de ra-touro expostos a
radiacado UV e desreguladores enddcrinos, e outros vertebrados expostos a altas
concentracdes de glicocorticoides, também exibiram padrbes semelhantes de perfil
leucocitario, indicando uma resposta ao estresse cronico e inflamagao (Davis et al.,
2008; De Gregorio et al., 2021; Franco-Belussi et al., 2018). Oliveira et al. (2019), ao
expor girinos de A. catesbeiana ao extrato de piretro (OE com atividades pesticidas)
em sua forma livre e nanoencapsulada, observaram respostas diferentes: nao houve
queda no numero de linfécitos, mas aumento no numero de eosindfilos e basofilos.

Os autores relacionaram com as caracteristicas da nanoparticula utilizada
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(nanocapsulas de lipideos solidos).

O aumento na concentragdo de hemoglobina causado pela exposigao
ao GER em 24h pode estar relacionado a uma tentativa de aumentar a captacéo de
oxigénio. Durante esse mesmo periodo, uma queda na glicemia e um aumento nas
concentragcbes de lactato plasmatico foram observados, indicando a ativagédo do
metabolismo anaerdbico. A deplegao do glicogénio muscular nesse mesmo tempo
reforga ainda mais essa ideia, pois 0 organismo pode ter utilizado o glicogénio como
uma fonte rapida de energia por meio da glicogendlise seguida pela glicolise. Em 96h,
um aumento na concentragdo de hemoglobina foi observado apenas no grupo nGER.
Isso sugere que as demandas metabdlicas de oxigénio dos animais nGER foram
supridas, restabelecendo a glicemia e lactato plasmatico. No entanto, as maiores
concentragbes de glicose e lactato em animais expostos ao GER implicam
dependéncia continua de vias anaerobicas para produgao de energia. Além disso, o
aumento na concentracao de glicogénio hepatico em grupos contendo geraniol (GER
e nGER) durante esse periodo indica um aumento nas reservas de energia em
resposta a um ambiente estressante.

Em apoio a esses achados, girinos Microhyla fissipes expostos a
herbicidas a base de glifosato demonstraram inibicao da glicogendlise hepatica e uma
troca para o metabolismo de aminoacidos (Wang et al.,, 2019). Da mesma forma,
girinos de ra-touro expostos a trés herbicidas diferentes (atrazina, glifosato e
quinclorac) apresentaram deplecdo de glicogénio muscular, indicando uso rapido
dessa molécula como substrato energético sob estresse (Dornelles & Oliveira, 2014,
2016). Peixes expostos a OE compostos principalmente de monoterpenos
apresentaram alteragdes nas concentragdes de hemoglobina, glicose, lactato e
glicogénio no figado e no musculo (Copatti et al., 2022; de Souza et al., 2019; Ventura
et al., 2021). Além disso, as nanoparticulas (NPs) podem interferir nas enzimas do
metabolismo do glicogénio induzindo estresse oxidativo, desregulagdo enddcrina ou
interagcdo direta com receptores de glicose em células de peixes (Massarsky et al.,
2014; Ostaszewska et al., 2018). No entanto, no presente estudo, as nanocapsulas
de zeina nao afetaram o metabolismo energético de A. catesbeiana. Assim, os efeitos
observados no metabolismo energético nos grupos GER e nGER sao provavelmente
atribuiveis ao geraniol.

O aumento de Na* apos 24h é justificado pela maior atividade de

HATP observada nos animais NANO. O bombeamento de prétons provavelmente
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criou um gradiente que favoreceu o influxo de Na*, levando ao aumento da liberagao
de Na* no plasma pela acdo da NKA. No entanto, o aumento observado em K* em
ambos os tempos experimentais ndo € bem explicado pelos mecanismos avaliados
neste estudo e a possibilidade de lise celular por diluicdo pode ser excluida, pois o
conteudo de Na* ndo diminuiu. Estudos especificos adicionais sobre homeostase
ibnica em girinos de A. catesbeiana expostos a condicbes semelhantes podem
elucidar os mecanismos envolvidos no desequilibrio de K* e CI-.

Uma ampla gama de 6leos essenciais (OEs) exibe patogenicidade por
meio da modulacédo de atividades enzimaticas envolvidas no equilibrio osmético de
fungos, insetos e bactérias (Bhatia et al., 2012; Cui et al., 2018; Hu et al., 2021; Issa
et al.,, 2019; Oboh et al., 2017). Os OEs também podem alterar a atividade das
ATPases em peixes (Toni et al., 2014). No entanto, neste estudo, os grupos contendo
geraniol (GER e nGER) nao mostraram efeitos na atividade das ATPases. Apenas o
grupo NANO mostrou aumento nas atividades de HATP e CaATP.

Tesser et al. (2022) observaram um aumento na atividade de CaATP
e nenhuma alteragdo nas concentragbes de ions Ca?* na hemolinfa de bivalves
Anodontites trapesialis expostos a NPs de titanio biogénicas por 24h. Um resultado
semelhante foi observado no estudo atual, sugerindo que o aumento da atividade da
enzima foi suficiente para manter a calcemia nos animais. Geralmente, a exposicao a
NPs tende a inibir a atividade da ATPase, pois esses compostos exibem toxicidade
na osmorregulagéo por meio de interagdes fisicas com canais idbnicos. NPs menores
foram consideradas mais téxicas (Osborne et al., 2015). Carmo et al. (2018) notaram
efeitos na osmorregulagao de peixes Prochilodus lineatus expostos a NPs de titanio
somente em tempos agudos, com esses efeitos diminuindo em maiores tempos de
exposicado. Esse padrdao também foi observado no presente estudo, indicando uma
adaptagao dos mecanismos de osmorregulacdo dos organismos a presenga de NPs.

Em relacao a atividade da AChE, a exposicao de 24h aos xenobidticos
nao induziu neurotoxicidade em nenhum dos tecidos avaliados. Esta falta de
neurotoxicidade pode ser atribuida a distribuicdo dos xenobidticos nos organismos
aquaticos, que chega mais lentamente nestes tecidos (cérebro e musculo). Além
disso, o cérebro possui uma barreira hematoencefalica que oferece protegdo extra
(Dang et al., 2016; Schlenk & de Almeida, 2024).

No entanto, a exposi¢ao prolongada (96h) aos xenobibticos produziu

neurotoxicidade no cérebro e no musculo de A. catesbeiana. O aumento na atividade



112

de AChE cerebral em animais expostos ao GER é consistente com os resultados
observados em Danio rerio exposto ao OE de Thymus vulgaris, cujo maior
componente € um monoterpeno (Capatina et al., 2020). Os autores atribuiram isso a
uma diminuicdo do estresse oxidativo no cérebro, que pode modular a atividade da
AChE. Lépez et al. (2015) explicam ainda que, além da reducgao do estresse oxidativo,
a AChE pode ser ativada por monoterpenos. Estas moléculas facilitam a ligagao da
acetilcolina (ACh) ao sitio periférico, aumentando assim a taxa de acetilagdo ou
desacetilagao e auxiliando na liberacédo acelerada dos produtos da hidrolise da AChE.
A ativagdo da AChE e a diminuicdo resultante da ACh disponivel podem ser
significativas, uma vez que concentracoes precisas de ACh no cérebro sao cruciais
para preservar as fung¢des cognitivas.

A inibicdo da atividade da AChE em NANO pode estar relacionada a
interacao fisica entre NPs e a AChE, alterando a estrutura da enzima. No tecido
muscular, todos os xenobidticos promoveram a inibicio da AChE. Alguns
monoterpenos, como o geraniol, podem ligar-se competitivamente a AChE, levando a
sua inibigao (lgbal et al., 2021). A inibicdo da AChE pode resultar no acumulo de ACh
nas fendas sinapticas, causando uma crise colinérgica. Esse processo esta bem
documentado na literatura, principalmente no que se refere ao mecanismo de agao
dos inseticidas organofosforados (Oliveira et al., 2014; Ozmen et al., 1999).

Por fim, a Analise de Componentes Principais (PCA) mostrou uma
separacgao clara entre grupos. O grupo CTR esta bem separado dos demais grupos,
demonstrando que a exposi¢cao aos xenobiodticos provocaram respostas diferentes as
do CTR. Pode-se observar ainda, uma leve interpolagao dos grupos GER e NANO,
sendo que o primeiro esta mais relacionado com os efeitos sobre o metabolismo
energético dos girinos A. catesbeiana e, o0 segundo, aos efeitos sobre a
osmorregulacado destes animais. Ja o grupo nGER esta separado tanto de NANO,
quanto de GER e também do CTR. Isso indica que esse grupo apresentou efeitos
distintos do CTR, mas intermediarios entre os demais, visto que esta relacionado com

biomarcadores de metabolismo energético, osmorregulagao e neurotoxicidade.
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3.5 CoONCLUSAO

O presente estudo € o primeiro a avaliar efeitos da exposi¢cao aguda
ao geraniol livre, geraniol nanoencapsulado e das nanocapsulas de zeina em anfibios.
Os resultados demonstram que o geraniol livre provocou maiores alteragdes nos
biomarcadores avaliados em girinos de A. catesbeiana, seguido do geraniol
nanoencapsulado e, por fim, das nanocapsulas de zeina. Embora tenham tido algum
efeito sobre a osmorregulagdo desses animais em um primeiro momento, as
nanocapsulas parecem ser seguras, visto que com o passar do tempo as alteragbes
nao foram mais observadas. Ao ser nanoencapsulado, o geraniol apresentou
toxicidade intermediaria para esses animais, 0 que pode estar atribuido a agado do
proprio monoterpeno, visto que este em forma livre induziu estresse metabdlico nos
girinos. Ha necessidade de mais estudos sobre o destino e comportamento ambiental
das nanoparticulas carreadoras de |IA para dizer que o nanoencapsulamento do
geraniol € seguro para os organismos aquaticos, visto que a liberagado de geraniol

pode causar estresse em A. catesbeiana.
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4 CAPITULO IV

Efeitos do geraniol nanoencapsulado para girinos da ra-touro-americana:

biomarcadores de estresse oxidativo e genotoxicidade
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DESTAQUES

e NANO, GER e nGER causam genotoxicidade no sangue;
e GER e nGER induzem defesas antioxidantes no figado;
e GER provoca maior numero de altera¢gdes que nGER e NANO;

e PCA mostra diferenca entre os efeitos observados em NANO comparados a
GER e nGER.
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RESUMO

Devido ao consumo exacerbado de agrotdoxicos no Brasil e no mundo, existe um
incentivo para adogdo de praticas agricolas sustentaveis. O geraniol
nanoencapsulado surge como uma opg¢ao promissora ao integrar os efeitos pesticidas
do geraniol com as caracteristicas unicas das nanoparticulas. A fim de elucidar os
efeitos do geraniol nanoencapsulado (nGER), sua forma livre (GER) e das
nanocapsulas de zeina (NANO) sobre organismos nao-alvo, no presente estudo,
girinos de Aquarana catesbeiana foram expostos por 24 e 96h aos xenobidticos e
avaliou-se os efeitos genotdxicos no sangue e biomarcadores de estresse oxidativo
em diferentes tecidos. Os biomarcadores analisados nas branquias se mostraram
pouco sensiveis as exposigdes aos trés xenobioticos. Entretando, o figado exibiu
inducdo das defesas antioxidantes e diminuicdo da atividade da glutationa-S-
transferase nos animais GER e nGER. Todos o0s xenobiodticos induziram
genotoxicidade em 24h, pelo aumento de alteracdes nucleares eritrociticas. O indice
de Resposta Integrada de Biomarcadores revelou que GER induziu maiores
alteracdes, seguido de nGER e, por fim, NANO. A Analise de Componentes Principais
mostrou uma clara separagao entre o grupo GER vs CTR e NANO, ao passo que
NGER teve efeitos parecidos com o CTR e GER. Desta forma, pode-se perceber que
A. catesbeiana é suscetivel a agdo dos xenobidticos avaliados no presente estudo,
sendo que o geraniol livre causa mais alteragdes que sua forma nanoencapsulada.

Ainda, as nanocdapsulas de zeina parecem ser seguras para estes animais.

Palavras-chave: anuros; biomarcadores; biopesticida; nanotecnologia; monoterpeno.
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4.1 INTRODUCAO

O impacto crescente dos métodos agricolas intensivos, da aplicagao
extensiva de agrotoxicos, do desmatamento e da convers&o de ecossistemas naturais
em terras agricolas levou a consequéncias graves, como a degradagao do solo, a
contaminagao aquatica e a perda de biodiversidade. Alcangar um equilibrio entre o
imperativo aumento da producdo de alimentos e a adogao de praticas agricolas
sustentaveis é um desafio aos esforgos cientificos atuais (Tilman & Clark, 2014).

Na busca de alternativas sustentaveis aos agrotoxicos sintéticos, o
geraniol (GER) surge como uma opg¢ao devido a suas atividades fungicida e inseticida
comprovadas em ensaios de laboratério (Germano-Costa et al., 2022; Tang et al.,
2018). O GER, um monoterpeno derivado de 6leos essenciais (OE) de diversas
plantas, é faciimente metabolizado e excretado pelo organismo, o que o torna uma
opgao ecologicamente atraente (Jager et al., 2020; Pluym et al., 2022). Além disso,
em mamiferos, o GER atua como antioxidante, aumentando ainda mais seu apelo
para diversas aplicagbes (Farokhcheh et al., 2021; Mad;ji et al., 2019; Venzon et al.,
2018).

A integragdo da nanotecnologia no controle de pragas agricolas
emergiu como uma intervencao fundamental devido as suas caracteristicas unicas,
incluindo o tamanho diminuto das particulas e a maior area de superficie(Zhang &
Goss, 2022). As nanocapsulas de zeina (NANO), uma proteina extraida do milho (Zea
sp.), sao utilizadas na fabricagcdo de nanocapsulas contendo IA para diversas
aplicacbes (De Marco, 2022; Hassan et al., 2022; Proenga et al., 2024).
Nanopesticidas demonstraram uma melhoria substancial de mais de 30% no controle
de organismos-alvo em comparagao com os agrotoxicos tradicionais, em ensaios
laboratoriais. Com ensaios de campo confirmando um aumento de 19% na eficacia
dos nanopesticidas em relagao aos agrotéxicos tradicionais (Wang et al., 2022).

Com base nesses avancgos, o encapsulamento do geraniol (hnGER) em
nanoparticulas de zeina, apresenta-se como uma alternativa sustentavel e promissora
(Oliveira et al. 2018; 2019). A formulagdo nanoencapsulada ja mostrou eficacia como
nanorepelente, abrindo caminhos para estratégias de controle de pragas
ecologicamente sustentaveis (Germano-Costa et al., 2022). Entretanto, do mesmo
modo que 0s agrotoxicos convencionais, 0s nanobiopesticidas podem ganhar os

ecossistemas aquaticos (Zhang & Goss, 2022), ficando disponiveis para atuar sobre
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organismos nao-alvo. Desta forma, faz-se importante conhecer os efeitos do nGER e
seus componentes (GER e NANO) sobre tais organismos.

Os anfibios, sobretudo os da ordem Anura, compdem uma das
classes de vertebrados mais seriamente prejudicadas pela agricultura, uma vez que a
fragmentacao de habitat, causada por essa atividade, é a principal razdo do declinio
da biodiversidade desses animais (Ferrante et al., 2017) e, associado ao uso intensivo
de agrotéxicos, esse declinio pode ser ainda maior (Borges et al.,, 2019). Esses
animais dependem da agua para se reproduzir e sua fase larval (girinos) é restrita ao
ambiente aquatico, o que os coloca em contato intimo com contaminantes presentes
na agua.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar e comparar a toxicidade
do GER, nGER e NANO utilizando biomarcadores de estresse oxidativo e
genotoxicidade em girinos de ra-touro americana (Aquarana catesbeiana; sin.
Lithobates catesbeianus; Shaw, 1802), para testar a hipotese de que o nGER e seus
componentes (GER e NANO) ndo serao toxicos para esta espécie ou de que o nGER
seja, pelo menos, menos toxico que GER. A ra-touro-americana, comumente
empregada como modelo biolégico em ensaios ecotoxicolégicos, foi escolhida pela
facilidade de aquisicao e manutencao em laboratério. Além disso, A. catesbeiana, por
ser uma espécie nao-nativa do Brasil, oferece uma solugao pratica ao evitar o uso de
espécies nativas potencialmente ameacadas, considerando o declinio nas populacoes
de anfibios (Carrasco et al., 2021; de Oliveira et al., 2021).

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Sintese e Caracterizagao das Nanoparticulas

A sintese e caracterizagao das nanoparticulas utilizadas no presente
estudo estdo detalhadas no Capitulo 2 desta dissertacdo. Brevemente, foram
preparadas nanocapsulas de zeina vazias (NANO) e contendo geraniol (nGER) pelo
método de Hu & McClements (2014). Além disso, uma emulsao de geraniol (GER)
também foi preparada. Todas as emulsdes estavam na concentragio de 20 mg.mL-".
As nanoparticulas foram caracterizadas tanto na solugao-estoque apds o preparo,

quanto na agua dos aquarios através do tempo (0, 48 e 96h). Resultados
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apresentados no Capitulo 2.

4.2.2 Quantificagcdo Quimica do Geraniol

Um experimento simulando as condigdes experimentais (descritas a
sequir) foi realizado para quantificar a concentragao de geraniol nos aquarios ao longo
de todo periodo experimental (96 h). As amostras de agua dos aquarios foram
submetidas a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)
para a analise das concentragdes de geraniol. Detalhes da metodologia e resultados

estao apresentados no Capitulo 2 desta dissertagao.

4.2.3 Obtencao e Aclimatacado dos Animais

Girinos de Aquarana catesbeiana com comprimento de 5,9 £ 0,05 cm
e pesode 1,7 £ 0,05 g (média £ E.P.; n = 192), nos estagios 25-31 de desenvolvimento
segundo Gosner (1960), foram adquiridos do Ranario Nova Fatima (Nova Fatima, PR)
e levados ao Laboratério de Ecofisiologia Animal da Universidade Estadual de
Londrina (LEFA/UEL; Londrina, PR). O transporte foi realizado em sacos plasticos
contendo agua desclorada e com aeragao adequada. No laboratério, os girinos foram
aclimatados durante 7 dias em um tanque contendo 100 L de agua desclorada e com
aeracao constante. Nesse periodo, receberam alimentacdo duas vezes ao dia com
ragcdo comercial para peixes (Nutrifish®), e 80% da agua era trocada diariamente. Os
parametros fisico-quimicos da agua foram monitorados (Horiba U-52), apresentando
temperatura de 21,3 £ 0,2 °C, pH de 7,3 £ 0,04, oxigénio dissolvido de 7,4 + 0,3 mg L-
1, condutividade de 102 + 1 uS cm™! e turbidez de 0 UT (média + E.P.). O fotoperiodo

foi mantido em 10h de luz e 14h de escuridao.

4.2.4 Delineamento Experimental

Apés a aclimatacao, a alimentacao foi suspensa 24h antes de cada
experimento e foram realizados dois experimentos independentes, de 24 e 96h. Os
animais (n = 3/aquario de 10 L) foram divididos em 4 grupos (n = 8 aquarios/grupo),
um grupo exposto apenas a agua desclorada (CTR) e os outros trés grupo expostos

aos xenobidticos (5 mg L-1): NANO, GER e nGER. Todos os tratamentos, inclusive o
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CTR, continham 0,0005% de solvente Pluronic F-68® por conta da natureza
hidrofébica do geraniol. No experimento de 96h, os animais foram alimentados em
48h e em seguida foi feita renovagcdo de 80% do meio de exposicdo com
reestabelecimento das concentragdes dos xenobidticos. Durante os experimentos, os
parametros fisicos e quimicos foram monitorados e permaneceram constantes
temperatura: 21,6 + 0,05 °C; pH: 6,8 + 0,03; oxigénio dissolvido: 5,6 + 0,2 mg L;
condutividade: 97,5 uS cm-'; turbidez: 0,4 + 0,3 UT; média + E.P.). Além disso, os
animais eram monitorados constantemente a fim de verificar mortalidade e/ou efeitos
comportamentais. A concentragdo de 5 mg L-' dos xenobidticos foi estabelecida com
base nos resultados do experimento descrito no Capitulo 1 desta dissertagdo, sendo
uma concentragao subletal.

Ao término das exposi¢des os animais foram anestesiados em
benzocaina (0,1 g L-') e o sangue foi coletado por puncgio cardiaca, com seringas
devidamente heparinizadas, para as analises de genotoxicidade. Na sequéncia, os
girinos foram eutanasiados por secgdo medular para a retirada das branquias e figado,
para as analises de estresse oxidativo. Uma aliquota do sangue (5 pL) foi utilizada
para realizagao de esfregagos sanguineos, outra aliquota (10 uL) foi adicionada a um
tampao de criopreservacdo (sacarose 250 mM, citrato de sédio 40 mM, dimetil
sulféxido 5%, pH 7.6), e imediatamente congelada em nitrogénio liquido. Os demais
orgaos foram congelados a -80 °C até o momento das andlises. Os protocolos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UEL
(CEUA/UEL: 009.2023).

4.2.5 Biomarcadores de Genotoxicidade

Aliquotas de 10 yL de sangue (n=8/grupo) foram utilizadas para a
realizagdo do ensaio cometa alcalino, de acordo com Singh et al. (1988), com
modifica¢des realizadas por Alvim & Martinez (2019). O dano ao DNA foi quantificado
visualmente por um pesquisador experiente, as cegas. Para cada amostra (n=1
ldmina/amostra) foram selecionadas 100 células aleatoriamente e ndo sobrepostas e
o dano quantificado pelo comprimento da cauda formada pela migragao de fragmentos
de DNA e classificado em quatro classes de cometas (de 0 a 3), segundo Collins
(2004). O escore de danos ao DNA foi obtido multiplicando o numero de células em

cada classe pelo valor da classe. Os resultados foram expressos pela pontuacao
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meédia dos danos obtidos para cada grupo experimental, em cada tempo de exposigao.

A frequéncia de micronucleos (MN) e anomalias nucleares
eritrociticas (ENA) foi determinada de acordo com Ueda et al. (1992). Uma pequena
gota de sangue (5 L) foi espalhada sobre as Iaminas de vidro, secas durante a noite,
fixadas com metanol e armazenadas refrigerada (4 °C). Para analise, cada lamina foi
corada com laranja de acridina (0,003%) em tamp&o Sorenson (KH2PO4, NaHPO4, pH
6,8) e imediatamente examinada sob fluorescéncia com ampliagcdo de 1000x. Para
cada girino foram analisados 1.000 eritrécitos por lamina (n=8), avaliando a presenca
de micronucleos e ENA segundo Canedo et al. (2021). As ENA foram classificadas
em cinco categorias: nucleo segmentado (SN), nucleo lobado (LN), nucleo reniforme
(RN), nucleo vacuolado (VN), além da presenca de células binucleadas (BC). A
frequéncia média de MN, SN, LN, RN, VN e BC e ENA total (SN+LN+RN+VN+BC)
para cada grupo, em cada tempo de exposicao, foi calculada e expressa por 1000

células (%o).

4.2.6 Biomarcadores de Estresse Oxidativo

Amostras de branquia (pool = 2 individuos; n = 8/grupo) e figado (n =
8/grupo) foram homogeneizadas (respectivamente 1:5 e 1:10; m/v) em tampao fosfato
de potassio (0,1 M, pH = 7,4) e centrifugadas (20.000 g, 20 min, 4°C). O sobrenadante

foi utilizado para as analises de estresse oxidativo.

4.2.6.1 Danos oxidativos

A peroxidacdo lipidica (LPO) foi avaliada pelo ensaio TBARS
(Thiobarbituric Acid Reactive Substances), originalmente descrito por Ohkawa et al.
(1979), com algumas modificagbes. O ensaio envolveu a reacdo do malondialdeido
(MDA), um produto final da LPO, com acido tiobarbiturico (TBA). As amostras foram
tratadas (1:1:8) com acido tricloroacético 10% (TCA) e em seguida adicionadas a uma
solugcao contendo TBA, acido acético glacial 25% e NaOH 0,7 M. A reacao de cor
resultante ocorreu a 90-100°C durante uma hora. Apds centrifugagao (5.000 g, 10 min,
4°C), a absorbancia do sobrenadante foi medida a 530-540 nm. Os valores de MDA
foram entdo ajustados usando uma curva padrao de MDA e expressos em nmol
TBARS.mg ptn-'.
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4.2.6.2 Defesas antioxidantes

A quantificacdo da concentragdo de glutationa reduzida (GSH) foi
realizada de acordo com Beutler et al. (1963), com algumas modifica¢gdes descritas
por Tesser et al. (2020), e expressa em pug.mg ptn-'. A atividade da catalase (CAT) foi
avaliada através da taxa de decomposi¢cao do H202 pela enzima, determinada pelo
monitoramento da diminuicdo da absorbancia em 240 nm (Beutler, 1975). Os
resultados foram expressos em pmol H202 min-'.mg ptn-'. A atividade da glutationa-
S-transferase (GST) foi determinada pela conjugagdo da GSH com o 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB), monitorada pelo aumento da absorbancia ao longo do tempo,
a 340 nm (Gagné, 2014) e expressa em nmol CDNB min-'.mg ptn-'. A determinacao
da atividade da SOD foi realizada através da inibicdo da taxa de redugao do citocromo
c pelo Oz, medida em 550 nm e 25 °C. A atividade foi quantificada como U SOD.mg
ptn!, com U representando a quantidade de SOD necesséria para atingir 50% de

inibicdo da taxa de redugao do citocromo ¢ (Mccords & Fridovich, 1969).
4.2.6.3 Quantificacdo de proteinas totais

As proteinas totais nas amostras foram determinadas pelo método
descrito por Bradford (1976), para a normalizacdo dos valores obtidos para cada

biomarcador.
4.2.7 indice de Resposta Integrada de Biomarcadores (IBR)

O indice de Resposta Integrada de Biomarcadores (IBR) foi calculado
para cada tratamento (NANO, nGER e GER) em relagdo ao CTR, para os dois tempos
experimentais (24 e 96h) de acordo com o método descrito por Sanchez et al. (2013).
Brevemente, para cada biomarcador individual, a razao entre o valor médio obtido em
cada tratamento (NANO, nGER e GER) e o respectivo valor médio do CTR foi
transformada em log (Yi). Na etapa seguinte, foi calculada a média geral (u) e 0 desvio
padréo (s), considerando os valores de Yi de um determinado biomarcador medido
em cada tratamento. Em seguida, os valores de Yi foram padronizados pela férmula:
Zi = (Yi — p)/s e a diferenga entre Zi e Zo (CTR) foi utilizada para definir o indice de

desvio do biomarcador (A). Para obter uma resposta integrada de multiplos
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biomarcadores, o valor de A de cada biomarcador foi calculado para cada tratamento

e o IBRv2 foi calculado para cada tratamento pela soma dos valores absolutos de A.

4.2.8 Analises Estatisticas

Utilizando o software R, os resultados obtidos para cada biomarcador
foram comparados entre os diferentes tratamentos (CTR, NANO, GER e nGER) por
meio de testes paramétricos (ANOVA) ou nao paramétricos (Kruskal-Wallis), conforme
a distribuicdo dos dados (normalidade e homoscedasticidade). Quando necessario,
para identificar as diferencas, foram aplicados testes de comparagcdes multiplas
Student Newman Keuls para dados paramétricos, ou Dunn's para dados nao
paramétricos. Considerou-se como significativos os valores de p < 0,05. Além disso,
uma Analise de Componentes Principais (PCA) foi aplicada para os biomarcadores

que apresentaram diferencgas significativas, utilizando o software R para MacOS 14.5.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Biomarcadores de Genotoxicidade

Nao foram observadas diferengcas quanto a ocorréncia de danos ao
DNA pelo ensaio alcalino do cometa em nenhum dos tempos experimentais.
Entretanto, pode-se notar um tendencia de diminuicdo de danos nos grupos GER e
NGER apds 24h (p = 0,06) (Fig. 27). Ao analisar as diferentes classes de danos, pode-
se perceber um numero significativamente menor de nucleoides com danos 3 em GER
e NnGER comparados ao CTR e NANO (p = 0,04) apds 24h (Fig. 28A). Ja apds 96h,
havia um numero significativamente maior de nucleoides de classe 1 em GER e nGER
comparados a NANO (p = 0,04) e, ainda, GER também apresentou menos nucleoides
de classe 2 comparados a NANO (p = 0,04) (Fig. 28B).
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Apos 24h, a frequéncia de MN nao foi significativamente alterada
entre os grupos (Tabela 6), porém as frequéncias de ENAs totais, LN e SN (Tabela 6)
foram maiores em todos os grupos experimentais comparados ao CTR (p = 0,01; p =

0,008; p = 0,01). As ENAs observadas estdo exemplificadas na Fig. 29.

Tabela 6 — Alteracdes nucleares eritrociticas em A. catesbeiana

Alteracoes nucleares eritrociticas (%o)

CTR NANO GER nGER
TOTAL 24h 286+7,802 122+137° 109+145° 174 +31,1P
96h 47,9+10,5 953+105 90 +10,3 88,3+11,5
MN 24h 050+035 012012 0,50 0,27 N.D.
96h 0,33+0,18 0,66+0,36 0,28+0,17 1,00+0,68
BC 24h N.D. 125+045 050£027 0,290,117
96h 0,17+0,14 017+0,14 0,57 +0,28 N.D.
LN 24h 212+5192 71,3+981P 69,1+8,92P 119 +22,7P
96h 36,8+6,39 588+394 523+571 56,0+6,49
RN 24h 250+084 1,75+0,75 1,87+055 0,86z 0,31
96h 0,33+0,29 0,67+029 228+152 0,14+0,13
SN 24h 10,5+2,802 453+4,96° 36,7+6,74P 534+982P
96h 17,3+4722 346+653 343+406 318671
VN 24h 050+020 1,75+£045 0,50+026 0,43+0,28
96h 1,17+0,57 1,00+055 0,57+053 0,14+0,13

MN = micronucleo; BC = célula binucleada; LN = nucleo lobulado; RN = nucleo reniforme; SN = nucleo
segmentado; VN = nucleo vacuolado; N. D. = ndo detectada; Média + E.P (n=1000 céls./lamina). Letras
diferentes indicam diferencgas significativas entre os grupos no mesmo tempo experimental.

Figura 29. Caracterizagéo dos diferentes tipos de altera¢des nucleares eritrociticas (ENA) no sangue
de girinos Aquarana catesbeiana: micronucleo (MN); célula binucleada (BC); nucleo lobulado (LN);
nucleo reniforme (RN); nucleo segmentado (SN); nucleo vacuolado (VN). Aumento: 1000x. Coloragéo:
Laranja de Acridina.

4.3.2 Biomarcadores de Estresse Oxidativo

4.3.2.1 Danos oxidativos

Nao houve diferengas significativas entre os grupos quanto a
ocorréncia de LPO nas branquias dos animais, em nenhum dos tempos experimentais

(Fig. 30A). Ja no figado, apds 24h de exposi¢cao, notou-se menos LPO nos grupos
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GER e nGER comparados a NANO (p = 0,01; 0,04) e, em 96h, ndo foram mais

observadas diferengas significativas neste tecido (Fig. 30B).
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Figura 30. Ocorréncia de lipoperoxidagao (LPO) nas branquias (A) e figado (B) de girinos Aquarana

catesbeiana dos diferentes tratamentos (CTR, NANO, GER e nGER). Média + E.P. (n=8). Letras
diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos do mesmo tempo experimental (p < 0,05).

4.3.2.2 Defesas antioxidantes

Nas branquias nao foram notadas diferencas significativas nas
atividades das enzimas SOD, CAT e GST, em nenhum dos tempos experimentais
(Fig. 31A, B e C). Entretanto, o conteudo de GSH diminuiu no grupo nGER em relacao
aos demais (p = 0,04) em 24h e, em 96h, esta diminuigao foi notada apenas em GER
comparado ao CTR (p < 0,01) (Fig. 31D).

No figado, apés 24h a atividade da SOD foi maior em nGER,
comparado ao CTR e NANO (p = 0,04; <0,01), e em GER, comparado a NANO (p <
0,01). Em 96h, o aumento na atividade da SOD de nGER em relagdo a NANO foi
mantido (p < 0,01) (Fig. 32A). A atividade da CAT, apdés 24h, aumentou de forma
transitéria em NANO, comparada ao CTR (p = 0,01). Entretanto, apds 96h, nenhuma
alteracao quanto a atividade da CAT foi observada neste tecido (Fig. 32B). A atividade
hepatica da GST nao foi alterada apds 24h de exposi¢cdo, mas em 96h verificou-se
uma atividade significativamente menor desta enzima em nGER comparado ao CTR
e NANO (p = 0,04; 0,03) e em GER comparado a NANO (p = 0,03) (Fig. 32C). A
concentragdo de GSH no figado em 24h nao foi alterada por nenhum tratamento.
Entretanto, em 96 h houve aumento de GSH em GER e nGER comparados aos
demais grupos (p < 0,01) (Fig. 32D).
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Figura 31. Defesas antioxidantes nas branquias de girinos Aquarana catesbeiana em diferentes
tratamentos (CTR, NANO, GER e nGER) apo6s exposigdes agudas (24 e 96h). A: atividade da
superoxido dismutase (SOD); B: atividade da catalase (CAT); C: atividade da glutationa-S-transferase
(GST); D: concentracao de glutationa reduzida (GSH). Média £ E.P. (n=8). Letras diferentes indicam
diferencgas significativas entre os grupos do mesmo tempo experimental.
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Figura 32. Defesas antioxidantes no figado de girinos Aquarana catesbeiana em diferentes tratamentos
(CTR, NANO, GER e nGER) apés exposi¢cdes agudas (24 e 96h). A: atividade da superdxido dismutase
(SOD); B: atividade da catalase (CAT); C: atividade da glutationa-S-transferase (GST); D: concentragéo
de glutationa reduzida (GSH). Média + E.P. (n=8). Letras diferentes indicam diferencas significativas

entre os grupos do mesmo tempo experimental.
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4.3.3 Analise de Componentes Principais (PCA)

A PCA mostrou que 58,2% da variabilidade dos dados pode ser
explicada pela primeira (PC1 = 31,9%) e segunda (PC2 = 26,3%) componentes,
demonstrando uma clara separac¢éo dos grupos contendo geraniol (GER e nGER) dos
grupos que nao tinham (CTR e NANO), correlacionando GER e NANO com a PC2,
enquanto nGER e CTR apresentaram biomarcadores influenciados por ambas as

componentes (Fig. 33).
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Figura 33. Andlise de componentes principais (PCA) dos biomarcadores de A. catesbeiana expostos a
NANO, GER e nGER durante 24 e 96h. Os vetores representam os biomarcadores analisados que
apresentaram diferencgas significativas em cada tecido. Eles sdo apresentados pelas abreviagbes dos
biomarcadores + abreviagdes dos tecidos + tempo de exposigdo. Biomarcadores: DNA1 (danos ao DNA
de classe 0); DNA2 (danos ao DNA de classe 2); DNA3 (danos ao DNA de classe 3); AEN (alteragdes
nucleares eritrociticas); LN (nucleo lobulado); SN (nucleo segmentado); SOD (atividade da superdxido
dismutase); CAT (atividade da catalase); GST (atividade da glutationa-S-transferase); GSH
(concentragdo de glutationa reduzida); LPO (lipoperoxidagéo). Tecidos: branquias (g); figado (I),
sangue (sem cddigo). Tempos experimentais: 24 (24h); 96 (96h). Separacdo dos grupos por cores:
CTR (vermelho); NANO (azul); GER (verde) e nGER (roxo).

4.3.4 indice de Resposta Integrada de Biomarcadores (IBR)

A frequéncia das diferentes classes de danos ao DNA e a contagem

diferencial de ENAs nao foram inclusas para o calculo do IBRv2 porque em alguns
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grupos, os valores eram iguais a zero, impossibilitando a aplicagdo do calculo. De
maneira geral, menores valores de IBR foram verificados apds 24h (NANO: 23,22;
NGER: 26,26; GER: 28,4) de exposi¢cao aos xenobiodticos que em 96h (NANO: 29,2;
nGER: 33,64; GER: 37,13) (Fig. 20). Entretanto, a mesma tendéncia entre os
diferentes grupos foi observada nos dois tempos experimentais: GER > nGER >
NANO. Todos os tratamentos, em ambos os grupos experimentais, induziram
alteracdes nucleares eritrociticas (ENA).

Em 24h, NANO induziu CAT e LPO no figado, enquanto inibiu as
demais defesas antioxidantes tanto nas branquias quanto no figado. Os grupos GER
e nGER apresentaram uma mistura de inibicbes e indugbes das defesas
antioxidantes, mesmo assim nao apresentaram inducido de LPO. Em 96h, foi notada
uma leve indugédo das enzimas antioxidantes no figado dos animais GER e nGER,

com reducgao de LPO.
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Figura 34. indice de Resposta Integrada de Biomarcadores (IBR) baseado nos seguintes
biomarcadores: glutationa-S-transferase (GST), glutationa reduzida (GSH), superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), lipoperoxidagao (LPO), danos ao DNA (DNA_Damage), alteragbes nucleares
eritrociticas (ENA) em diferentes tecidos (G = branquia, L = figado e B = sangue) de A. catesbeiana
expostos a NANO (radar azul), GER (radar verde) e nGER (radar vermelho) por 24h (esquerda) e 96h
(direita). Os resultados dos biomarcadores sao representados em relagdo ao grupo basal (CTR; linha
preta tracejada). A area acima de 0 reflete a indu¢do do biomarcador e abaixo de 0 indica redugéo do

biomarcador.
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4.4 DISCUSSAO

O presente estudo investigou os efeitos das exposi¢cdes agudas (24 e
96h) ao geraniol nanoencapsulado e seus componentes (ingrediente ativo livre e
nanocapsulas de zeina) sobre a genotoxicidade e estresse oxidativo de girinos A.
catesbeiana. Os resultados mostram que a maioria dos efeitos observados em GER
também foram observados em nGER. Os efeitos de NANO parecem estar mais
parecidos aos do CTR. O indice de Resposta Integrada de Biomarcadores (IBR) revela
que, embora ndo tenham sido notados danos ao DNA através do ensaio do cometa,
0s xenobidticos se mostraram genotéxicos ao induzirem ENAs em ambos os tempos
experimentais. Além disso, os efeitos causados em nGER parecem estar mais
atrelados as propriedades do geraniol, visto que o IBR de GER foi maior que de NANO
e, NnGER, mostrou um valor intermediario entre os grupos.

Pelo ensaio do cometa nao foram observadas diferencgas significativas
quanto a ocorréncia de danos ao DNA dos eritrocitos de A. catesbeiana causados pela
exposi¢cao a nenhum dos trés xenobidticos avaliados. A tendéncia de diminuicido em
24h nos grupos GER e nGER pode estar atrelada a menor ocorréncia de danos de
classe 3 encontrada nesses animais. Apos 96h, a menor ocorréncia de danos de
classe 0 em GER e nGER e de classe 2 em GER, pode ter contribuido para a nao
observacao de diferencas no score de danos ao DNA desses animais.

Em contraste, apos 24h, todos os xenobidticos induziram aumento de
ENAs totais comparados ao CTR, sendo que este aumento esta associado com uma
maior ocorréncia de LN e SN. Embora nao foram detectadas diferengas significativas
em 96h, pode-se perceber a indugao das ENAs também em 96h, que pode estar
envolvido com a menor observacido de nucleoides sem danos neste mesmo tempo
experimental. O IBR reforca estes achados. O mecanismo de formagao de ENAs ainda
nao € bem compreendido. Entretanto elas podem ter origem pela indugcéo de ERO ou
através de alteragdes no maquinario de sintese e multiplicagdo do DNA (Canedo et
al. 2022).

A genotoxicidade de NPs depende de suas propriedades fisicas,
quimicas, bioldgicas, mecanicas e elétricas (Canedo et al. 2022). Por exemplo, adultos
do peixe Danio rerio expostos a NPs de prata durante 96h, acumularam essas
particulas entre o nucleo e a membrana plasmatica, o que induziu a producido de ERO

e alterou a expressao de enzimas antioxidantes. Os autores observaram a formagao
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de SN e LN (Krishnaraj et al., 2016),as mesmas altera¢des induzidas no presente
estudo. Além disso, NPs de 6xido de zinco induziram a formacdo de MN e células
anucleadas em girinos A. catesbeiana expostos por 7 dias. Os autores relacionaram
com efeitos fisicos da NPs ou pela instauragcdo de estresse oxidativo (Motta et al.,
2020).Como as NANO do presente estudo nado tiveram efeitos evidentes sobre o
estresse oxidativo nos tecidos analisados, € provavel que sua mutagenicidade esteja
relacionada com agdes fisicas. A genotoxicidade de nGER também pode estar
relacionada com as caracteristicas fisicas da NP, visto que foi notado diminuicéo de
LPO e indugao de defesas antioxidantes no figado dos animais deste grupo, o que
exclui a possibilidade de genotoxicidade por danos oxidativos.

A literatura acerca da genotoxicidade causada pelo geraniol €&
variavel. Alguns estudos apontam o potencial genotdxico do geraniol (Gateva et al.,
2019; Mamur, 2022; Singulani et al., 2018), enquanto outros o tomam como seguro
em termos de genotoxicidade (Crespo et al., 2020; Doppalapudi et al., 2007; Sinha et
al., 2014). O mecanismo de agéo do geraniol que causa genotoxicidade ainda néo é
conhecido. Porém, os efeitos de atenuacdo da genotoxicidade podem ser atribuidos
a inducao de defesas antioxidantes (Gateva et al. 2019).

O tecido branquial, em animais aquaticos, € responsavel pela
respiracao e osmorregulacdo. Uma fina camada de epitélio separa o meio interno do
meio externo, permitindo as trocas gasosas e idnicas nestes organismos. Nos girinos
de A. catesbeiana, essas estruturas sofrem grandes mudancas morfolégicas no
decorrer dos estagios de desenvolvimento, enquanto a respiragdo pulmonar e a
osmorregulacao cutanea e renal vao se desenvolvendo (Gosner, 1960). Tecidos que
passam por alteragdes morfolégicas severas nos girinos apresentam células em
constantes processos de proliferagdo e apoptose (Freitas, 2024). Esses processos
podem ser mediados, durante a metamorfose, por instauragao de estresse oxidativo
através da diminuigcao da atividade da CAT e concentragédo de GSH, como observado
por Menon & Rozman (2007) em girinos de diferentes estagios de desenvolvimento.

No presente estudo, a diminuicdo na concentragdo de GSH das
branquias de animais expostos ao GER e nGER pode ser devido ao fato de que as
células deste tecido estdo em constante mudancas programadas. De fato, exposicoes
de células HepG2 e A549 confirmam a diminuicao de GSH provocada pela exposi¢ao
a diferentes concentragdes do geraniol (Crespo et al. 2020). Isto sugere que esta

molécula é capaz de induzir estresse oxidativo em tecidos com alta atividade celular.
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O tecido hepatico é responsavel por metabolizar xenobidticos nos
organismos, apresentando enzimas que promovem mudangas estruturais em
moléculas exdégenas a fim de facilitar sua excregdo. Por conta disto, o figado
apresenta alta sensibilidade a acdo de xenobidticos e, também, dos seus metabdlitos.
Visto que alguns metabdlitos podem ser mais toxicos que as moléculas das quais
foram derivados (Pavan et al., 2018). Neste estudo, a inducdo das defesas
antioxidantes com concomitante redugéo da LPO no figado dos animais expostos aos
grupos com geraniol (GER e nGER) € uma resposta frequentemente reportada em
estudos in vitro e in vivo com mamiferos e peixes (Farokhcheh et al., 2021; Mad;i et
al., 2019; Pavan et al., 2018; Younis et al., 2021). Desta maneira, os autores atribuem
um efeito antioxidante a molécula de geraniol.

A menor ocorréncia de LPO nos grupos GER e nGER também pode
explicar a menor atividade da GST nestes grupos, visto que esta enzima esta
envolvida com a metabolizagdo dos produtos da LPO (Carriquiriborde, 2021). Ainda,
a inducédo da atividade da CAT no figado dos animais NANO 24h pode ter impedido a
observacdo de LPO. Diferentes tipos de NPs sdo capazes de induzir estresse
oxidativo em animais aquaticos, notoriamente em peixes (Andrade et al., 2019; Ferroni
et al., 2022; Tesser et al., 2020), mas também em girinos (Lajmanovich et al., 2018;
Svartz et al., 2020). A toxicidade das NPs esta relacionada com efeitos fisicos, por
conta do tamanho diminuto da particula e alta area de superficie, 0 que aumenta sua
adsorcao e absorgdo nos organismos (Freitas, 2024). Entretanto, as NPs de zeina
parecem nao induzir estresse oxidativo em A. catesbeiana.

Por fim, a Analise de Componentes Principais (PCA) revela que os
efeitos observados em NANO e alguns dos efeitos de nGER tém mais relagédo com o
CTR, separando os efeitos observados em GER do CTR e NANO. Isso vai de encontro
com o observado no IBR, visto que GER pareceu induzir mais alteragées que nGER
e NANO. A PCA ainda mostrou que a exposicao ao GER esta mais relacionada com
inducao de defesas antioxidantes no figado em ambos os tempos experimentais. A
inducao de defesas antioxidantes pode estar relacionada com um aumento de ERO
no organismo, a fim de neutraliza-las. Entretanto, essa indugdo pode nao ter sido
suficiente no sangue, visto que foi observado aumento de ENAs neste grupo, ao passo
que essas alteragées também podem ser formadas por danos oxidativos (Seriani et
al., 2011). Finalmente, a PCA indicou que as nanocapsulas de zeina parecem ser

seguras para A. catesbeiana, pois esse grupo estava mais proximo ao CTR.
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45 CONCLUSAO

O presente estudo comparou os efeitos do geraniol livre,
nanoencapsulado e das nanocapsulas de zeina para girinos de Aquarana catesbeiana
através de biomarcadores de genotoxicidade e estresse oxidativo. Através do indice
de Resposta Integrada de Biomarcadores (IBR) e da Analise de Componentes
Principais (PCA), pode-se observar que o geraniol livre causou maiores alteracoes
nos biomarcadores e esta relacionado com inducdo de defesas antioxidantes no
figado e alteragdes nucleares eritrociticas no sangue. Ainda, o geraniol
nanoencapsulado exibiu efeitos intermediarios entre sua forma livre e as

nanocapsulas de zeina, que parecem ser seguras para esta espécie.
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O presente trabalho fornece informacgdes relevantes sobre os efeitos

causados pelas exposi¢des agudas (24 e 96h) ao nanobiopesticida geraniol (hnGER)

e seus constituintes, nanocapsulas de zeina (NANO) e geraniol (GER) sobre

diferentes biomarcadores de girinos de Aquarana catesbeiana. Em cada manuscrito,

os resultados foram discutidos de forma individual para cada classe de biomarcadores

e a integracdo destes resultados em um Iindice de Resposta Integrada de

Biomarcadores (IBR), para cada xenobidtico e tempo experimental (Fig. 35 e 36),

permite as seguintes conclusdes:

1)

2)

A hipdtese deste trabalho, de que nGER induziria menos alteracdes que sua

formulacao livre (GER) foi atendida.

GER provocou o maior numero de alteragées nos biomarcadores, seguido
de nGER que, por sua vez, gerou maiores alteragées que NANO. Segundo

o IBR de ambos os tempos experimentais: GER > nGER > NANO.

Embora as nanocapsulas de zeina tenham sido eficazes em diminuir os
efeitos do geraniol em A. catesbeiana (conforme indicado pelos valoresdo
IBR), nGER ainda apresentou efeitos sobre os diferentes biomarcadores

analisados, em ambos os tempos experimentais.

Os trés tratamentos (NANO, GER e nGER) mostraram potencial genotdxico,
ao induzirem alteragbes nucleares eritrociticas, em ambos os tempos

experimentais.

NANO teve mais influéncia sobre a homeostase idnica dos girinos de A.
catesbeiana em 24h. Porém, em 96h essa influéncia desaparece,

demonstrando um efeito pontual e transitério.

GER e nGER interferiram com o metabolismo energético de A. catesbeiana
em 24h. Porém, o metabolismo energético dos animais expostos ao GER

continuou desbalanceado em 96h, mostrando um efeito mais prolongado.

GER e nGER provocaram maiores efeitos sobre o estresse oxidativo no
figado dos animais, em ambos os tempos experimentais. Esses efeitos

estao atrelados ao aumento de defesas antioxidantes.
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8) GER diminuiu a atividade da enzima de biotransformacao glutationa-S-

transferase no figado de A. catesbeiana em 96h.

9) As branquias dos girinos A. catesbeiana foram o tecido menos sensivel aos

tratamentos, em ambos os tempos experimentais.
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Figura 35. indice de Resposta Integrada de Biomarcadores (IBR) baseado nos seguintes
biomarcadores: Na*/K*-ATPase (NKA), H*-ATPase (HATP), Ca?-ATPase (CaATP), Glicogénio
(Glycogen), Ca?* (Calcium), CI- (Chloride), Na* (Sodium), K* (Potassium), Glicose (Glucose), Lactato
(Lactate), Hemoglobina (Hemoglobin), glutationa-S-transferase (GST), glutationa reduzida (GSH),
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), lipoperoxidagdo (LPO), danos ao DNA (DNA_Damage),
alteragdes nucleares eritrociticas (ENA) e acetilcolinesterase (AChE) em diferentes tecidos (G =
brénquias; L = figado; Br = cérebro e M = musculo) de A. catesbeiana expostos a NANO (radar azul),
GER (radar verde) e nGER (radar vermelho) por 24h. Os resultados dos biomarcadores sé&o
representados em relagdo ao grupo basal (CTR; linha preta tracejada). A area acima de O reflete a
indugao do biomarcador e abaixo de 0 indica redugédo do biomarcador.
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Figura 36. indice de Resposta Integrada de Biomarcadores (IBR) baseado nos seguintes
biomarcadores: Na*/K*-ATPase (NKA), H*-ATPase (HATP), Ca?*-ATPase (CaATP), Glicogénio
(Glycogen), Ca?* (Calcium), CI- (Chloride), Na* (Sodium), K* (Potassium), Glicose (Glucose), Lactato
(Lactate), Hemoglobina (Hemoglobin), glutationa-S-transferase (GST), glutationa reduzida (GSH),
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), lipoperoxidagéo (LPO), danos ao DNA (DNA_Damage),
alteragdes nucleares eritrociticas (ENA) e acetilcolinesterase (AChE) em diferentes tecidos (G =
branquias; L = figado; Br = cérebro e M = musculo) de A. catesbeiana expostos a NANO (radar azul),
GER (radar verde) e nGER (radar vermelho) por 96h. Os resultados dos biomarcadores sao
representados em relagdo ao grupo basal (CTR; linha preta tracejada). A area acima de 0 reflete a
inducao do biomarcador e abaixo de 0 indica redugédo do biomarcador.

Portanto, o nanoencapsulamento do geraniol apresenta-se como uma

alternativa promissora para uma agricultura mais sustentavel devido ao seu impacto

reduzido, em comparagao com o geraniol livre, nos girinos A. catesbeiana. No entanto,

ainda apresenta riscos, particularmente no que diz respeito ao seu potencial

genotodxico e aos efeitos no metabolismo energético e no estresse oxidativo.
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ANEXOS



ANEXO A
Aprovagao na Comissao de Etica no Uso de Animais da UEL

lII_ JI' Universidade

“=8=" Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N°040/2023
Londrina, 14 de abril de 2023.

Prezado(a) professor(a),

Certificamos que o projeto intitulado: “Geraniol nanoencapsulado como alternativa para
uma agricultura sustentavel: avaliagdo ecotoxicolOgica em girinos de Aquarana catesbeiana”
protocolo CEUA n° 009.2023 sob a responsabilidade de Claudia Bueno dos Reis Martinez que
envolve a produc@o, manuteng@o e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com
os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA),
e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina
(CEUA/UEL) em 13/04/2023.

Este projeto tem por objetivo avaliar e comparar os efeitos do geraniol convencional e
nanoencapsulado sobre os biomarcadores genotoxicos, bioquimicos, fisioldgicos e histologicos em
girinos de Aquarana catesbeiana e apontar um conjunto de biomarcadores como ferramenta para
ensaios ecotoxicologicos com girinos. Grau de invasividade: G2.

Finalidade () Ensino (X)) Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizacdo 01/05/2023 a 01/05/2025

Espécie/ linhagem/ raga Anfibio / Aquarana catesbeiana

N° de animais 242

Peso/ Idade Girinos 3g / 5-10 dias

Sexo Machos ou fémeas

Origem Ranario no municipio de Nova Fatima (PR)
Amostras a serem coletadas | Sangue, figado, cérebro, brinquia e musculo

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagdo da CEUA/UEL anteriormente a execugao
das modificagoes.

Em cumprimento as exigéncias do CONCEA, em até30 dias da finalizagdo do
projeto de pesquisa ou extensio envolvendo o uso de animais (verificar periodo de vigéncia
expresso neste oficio), € necessario encaminhar relatério da descricdo de uso de animais
para conforme modelo disponivel no site da CEUA:
[http:// www.uel.br/comites/ceua/pages/relatorio-de-projetos.php]

Coloco-me a disposi¢do para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessarios. Sem
mais para 0 momento, subscrevo-me, cordialmente,

Prof* Dr* Pat¥Cia Chimirt Perandini
Coordenadora da CEUA/UEL

Imo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr. (a). Claudia Bueno dos Reis Martinez
Responsavel pelo projeto

C/C para a Chefia do Departamento de Ciéncias Fisiologicas/CCB
C/C para a Diregao do Centro de Ciéncias Biol6gicas/CCB

Campus Universitério: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), km 380 - Fone (043) 3371-4000 PABX - Fax 3328-4440 - Caixa Postal 10.011 - CEP 86057-970 — Internet http:/www.uel.br
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