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RESUMO  
 
 

Nanopartículas foram desenvolvidas como sistemas de liberação para agrotóxicos, melhorando 
suas características e aumentando sua eficiência. Com isso permitem diminuição da dosagem e 
frequência de aplicação, diminuindo os riscos para os organismos não-alvos. A atrazina (ATZ) é um 
herbicida amplamente utilizado, que possui um alto potencial para contaminar o ambiente e 
vários estudos apontam os seus efeitos em organismos não-alvo. Sistemas de liberação para a 
atrazina (ATZ) foram desenvolvidos a fim de minimizar sua contaminação no ambiente, como as 

nanocápsulas preparadas com poli (-caprolactona). Contudo, para o uso seguro da ATZ 
nanoencapsulada estudos que investiguem sua toxicidade são de grande importância. Com isso, o 
objetivo desse trabalho foi investigar os efeitos da ATZ nanoencapsulada e comparar com os 
efeitos de sua formulação convencional, em diferentes concentrações e tempos de exposição, 
sobre biomarcadores do peixe Prochilodus lineatus. Os peixes foram expostos durante 24 e 96 h a 
ATZ nanoencapsulada (nATZ) e a atrazina (ATZ) nas concentrações de 2 e 20 µg L-1, apenas às a 
nanocápsulas sem o ativo (NANO), nas quantidades correspondentes, ou apenas a água 
desclorada (CTR). Foram realizadas análises hematológicas (número de eritrócitos, hematócrito e 
hemoglobina), quantificação da glicemia e de íons plasmáticos (Na+, K+, Cl-, Ca2+ e Mg2+), da 
atividade branquial das enzimas Na+/K+-ATPase, H+-ATPase, Ca2+-ATPase e Anidrase Carbônica. No 
fígado foram analisadas a ocorrência de proteínas carboniladas e de lipoperoxidação, alterações 
na atividade das enzimas de biotransformação CYP1A e glutationa-S-transferase, no conteúdo de 
glutationa, assim como alterações nas defesas enzimáticas antioxidantes catalase, superóxido 
dismutase e glutationa peroxidase. Também foi analisada a ocorrência de danos genotóxicos e de 
alterações eritrocíticas nucleares em eritrócitos. Os resultados mostraram que o herbicida 
nanoencapsulado se mostrou menos tóxico em comparação com a ATZ livre, pois não promoveu 
aumento na glicemia, alterações na atividade das enzimas antioxidantes, no conteúdo de 
glutationa, na atividade da enzima anidrase carbônica e tampouco aumento na frequência de 
micronúcleos e outras anormalidades eritrocíticas nucleares. Contudo a exposição à nATZ, assim 
como à ATZ e as nanocápsulas sem o ativo, resultou em redução no conteúdo de hemoglobina, no 
aumento do escore de danos no DNA de eritrócitos, como também na alteração da atividade da 
enzima Ca2+-ATPase levando a diminuição do Ca2+ plasmático. A análise integrada dos 
biomarcadores, por meio do cálculo do Índice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR), 
mostrou que a exposição a ATZ promoveu alterações em um maior número de biomarcadores, 
seguido da ATZ nanoencapsulada e a exposição as nanocápsulas promoveu um menor número de 
alterações, indicando que a encapsulação do herbicida protegeu o animal dos efeitos da ATZ. 
Assim, pode-se concluir que a nanoencapsulação da ATZ pode ser uma ferramenta para diminuir 
os danos desse herbicida ao meio ambiente.    
 
Palavras-chave:  Nanotecnologia. Nanopartículas. ATPases. Danos oxidativos. Fígado. 

Enzimas antioxidantes. 
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ABSTRACT 
 
 

Nanoparticles were developed as release systems for pesticides, improving their 
characteristics and increasing their efficiency. Thereby reducing dosage and frequency of 
use, reducing the risks for non-target organisms. Atrazine (ATZ) is an herbicide widely used 
the presents a high potential to contaminate the environment and several studies point out 
its effects on non-target organisms. Release systems for ATZ have been developed to 
minimize the contamination of the environment, such as nanocapsules prepared with poly 

(-caprolactone). However, for the safe use of ATZ nanoencapsulated studies investigating 
its toxicity are of great importance. Thus, the objective of this work was to investigate the 
effects of ATZ encapsulation and to compare it with the effects of its conventional 
formulation, at different concentrations and times of exposure, on the biomarkers of the fish 
Prochilodus lineatus. The fish were exposed for 24 and 96 h to nanoencapsulated ATZ (nATZ) 
and atrazine (ATZ) at concentrations of 2 and 20 μg L-1, only to nanocapsules without the 
active (NANO), in the corresponding quantities, or only dechlorinated water (CTR). After 
exposures, the fish were sampled and the blood was used for the determination of 
hematocrit, hemoglobin, erythrocyte count and the quantification of plasma levels of Na+, 
K+, Cl-, Ca2+ and Mg2+ and glucose. In the gills the activities of Na+/K+-ATPase, H+-ATPase, 
Ca2+- ATPase and carbonic anhydrase were determined. In the liver the occurrence of 
carbonylated proteins and lipoperoxidation, changes in the activity of biotransformation 
enzymes CYP1A and glutathione-S-transferase, in the content of glutathione, as well as 
changes in antioxidant enzymatic defenses catalase, superoxide dismutase and glutathione 
peroxidase were determined. The occurrence of genotoxic damage and nuclear alterations 
was analyzed in fish erythrocytes. The results indicated that the nanoencapsulated herbicide 
showed to be less toxic in comparison to the free ATZ, since it did not promote increase in 
glycemia, alterations in the activity of antioxidant enzymes, glutathione content, carbonic 
anhydrase enzyme activity, and increase in the frequency of micronuclei and other nuclear 
erythrocyte abnormalities. However, exposure to nATZ, as well as to ATZ and nanocapsules 
without the active, resulted in a reduction in hemoglobin content, an increase in erythrocyte 
DNA damage score, and a change in Ca2+-ATPase enzyme activity leading to a decrease in 
plasma Ca2 +. Integrated biomarkers analysis, by calculating the Biomarkers Integrated Index 
(IBR), showed that the exposure to ATZ promoted changes in a greater number of 
biomarkers, followed by nanoencapsulated ATZ and the exposure to nanocapsules promoted 
a smaller number of alterations, indicating that the encapsulation of the herbicide protected 
the animal from the effects of ATZ. Thus, it can be concluded that the nanoencapsulation of 
ATZ may be a tool to reduce the damage of this herbicide to the environment and non-target 
organisms. 
 
Keywords:  Nanotechnology. Nanoparticles. ATPases. Oxidative damage. Liver. Antioxidant 

enzymes. 



SUMÁRIO 

 

1. Revisão Bibliográfica ............................................................................. 1 

1.1. Nanotecnologia aplicada a agricultura ................................................. 1 

1.2. Atrazina ................................................................................................... 4 

1.2. Atrazina Nanoencapsulada .................................................................... 8 

1.3. Modelos biológicos para estudos ecotoxicológicos ......................... 11 

 

2. OBJETIVO ............................................................................................. 12 

2.2. Objetivo geral ........................................................................................ 12 

2.3. Objetivos específicos ........................................................................... 12 

 REFERÊNCIAS ...................................................................................... 13 

 

3. Manuscrito ............................................................................................ 24 

 RESUMO ................................................................................................ 25 

3.1. INTRODUÇÃO ....................................................................................... 26 

3.2. MATERIAL E MÉTODOS ....................................................................... 29 

3.2.1. Modelo experimental ............................................................................ 29 

3.2.2. Experimentos e amostragem ............................................................... 30 

3.2.3. Preparação e caracterização das nanocápsulas de poli(epsilon-

caprolactona) ........................................................................................ 31 

3.2.4. Biomarcadores genotóxicos................................................................ 33 

3.2.5. Biomarcadores fisiológicos ................................................................. 34 

3.2.6. Biomarcadores bioquímicos................................................................ 35 

3.2.7. Índice Integrado de Resposta de Biomarcadores (IBR) .......................... 37 

3.2.8. Análises estatísticas ............................................................................ 37 

3.3. RESULTADOS ....................................................................................... 38 

3.3.1. Caracterização das nanocápsulas ...................................................... 38 

3.3.2. Biomarcadores fisiológicos ................................................................. 39 

3.3.3. Biomarcadores bioquímicos................................................................ 42 

3.3.4. Biomarcadores genotóxicos................................................................ 45 

3.4. DISCUSSÃO .......................................................................................... 49 

 REFERENCIA ........................................................................................ 58 



1 
 

1. Revisão Bibliográfica  

1.1. Nanotecnologia aplicada a agricultura  

A população global deverá atingir 8,5 bilhões em 2030, para atender essa 

demanda, a produção de alimentos deverá aumentar em até 50% (Wiens, 2016). 

Contudo, os recursos naturais estão se esgotando em uma taxa sem precedentes, além 

das mudanças climáticas globais que reduzem a produtividade agrícola (Dewulf et al., 

2015). Para superar estas restrições, é preciso melhorar a produtividade e o 

processamento pós-colheita (Kang et al., 2009). A nanotecnologia refere-se à 

tecnologia, engenharia e ciência do controle e construção de sistemas com 

propriedades diferentes (Wang et al., 2016) e suas aplicações realizam um avanço 

significativo em várias áreas, dentre elas a agricultura (Fraceto et al., 2016; He e 

Hwang et al., 2016).  A implementação da nanotecnologia na agricultura tem o intuito 

de melhorar a saúde vegetal, qualidade do produto, segurança alimentar e o 

rendimento agrícola (Luvisi, 2016).  

  A nanotecnologia pode permitir o melhoramento da agricultura com o 

desenvolvimento de dispositivos com o intuito de melhorar o controle do uso de 

fertilizantes, permitir uma germinação aprimorada, desenvolver sistemas de liberação 

para agrotóxicos, aumentar a retenção de água no solo, uma melhor imobilização e 

liberação de nutrientes no solo, melhora no desenvolvimento das plantas e na 

resistência contra patógenos, assim como em todas as fases de produção, desde o 

cultivo até a distribuição de alimentos (Fig. 1) (Fraceto et al., 2016; Mishra et al., 2017).  

Com o desenvolvimento destes dispositivos pode ocorrer uma revolução nas práticas 
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agrícolas, tanto na redução de impactos sobre o meio ambiente, assim como uma 

melhoria na quantidade e na qualidade dos produtos (Sekhon, 2014; Liu e Lal, 2015).  

 

Figura 1. Potenciais aplicações da nanotecnologia na agricultura. 

Com a nanotecnologia aplicada à agricultura, ocorreu o desenvolvimento de 

nanomaterias destinados a melhorar a segurança e a eficácia de fertilizantes e 

agrotóxicos (Parisi et al., 2015; Sekhon, 2014), incluindo a pesquisa da associação de 

agrotóxicos com nanomateriais, que favorecem sua interação e efeitos no campo, 

aumentando sua superfície de contato e reatividade. Com isso, vários nanocarreadores 

foram desenvolvidos para melhorar a eficiência de agrotóxicos, como nanodispersões, 

nanoemulsões e nanopartículas inorgânicas e orgânicas (Kah et al., 2013; Kah e 

Hofmann, 2014). Além disso, é importante mencionar que os nanomateriais podem ser 

explorados por melhorar algumas características dos agrotóxicos, como a resistência 

contra a hidrólise e fotodegradação, aumento de sua solubilidade e da extensão de seu 
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potencial de ação, diminuição da degradação prematura, liberação mais específica e 

controlada, em comparação com formulações convencionais (Grillo et al., 2016; Kah e 

Hofmann, 2014; Mishra e Singh, 2015; Nuruzzaman et al., 2016). Essas características 

permitem reduções na dosagem de aplicação de agrotóxicos e na frequência de sua 

utilização, e com isso também diminuem os riscos para os organismos não-alvos e para 

o ambiente (Kah et al., 2013; Kah e Hofmann, 2014). 

As nanopartículas (NP) permitem uma liberação mais controlada, mais 

específica no alvo e a utilização de concentrações otimizadas (Wang et al., 2016). No 

trabalho realizado por Tong e colaboradores (2017) a utilização da NPs como um 

sistema de liberação para o herbicida metolachlor aumentou sua solubilidade em água 

e aumentou seu potencial herbicida em concentrações relativamente baixas, em 

culturas de arroz (Oryza sativa) e milhã (Digitaria sanguinalis). Um trabalho realizado 

com NP de alginato de sódio carregadas com o pesticida imidacloprid mostrou que a 

formulação encapsulada é mais eficaz do que a convencional, além disso, análises in 

vitro demonstraram que o inseticida encapsulado é menos citotóxico (Kumar et al., 

2014).  Em ensaios da atividade herbicida, NP lipídicas sólidas contendo o herbicida 

atrazina e simazina mostraram eficácia contra a espécie alvo nabo-bravo (Raphanus 

raphanistrum), mas não afetaram o crescimento do milho (Zea mays), organismo não-

alvo (de Oliveira et al., 2015). Um trabalho realizado com NP do inseticida poliacrilato 

com moléculas de benzoato de emamectina, demostrou que a encapsulação 

aumentou sua fotoestabilidade e se mostrou mais eficaz no controle da lagarta 

Helicoverpa armigera (Shang et al., 2013).   
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Como foi visto, a nanotecnologia desempenha um papel importante para o 

crescimento da agricultura moderna e aumento da produção de alimentos, 

concomitante com a proteção dos organismos não-alvo e o meio ambiente (Campos-

Garcia et al., 2015). Nesse contexto, com o aumento da produção de NP, estudos 

toxicológicos são essenciais para conhecer seus possíveis impactos no ambiente e na 

saúde de organismos não alvos, dado que esses sistemas podem modificar o 

transporte, a biodisponibilidade e o destino dos agrotóxicos no meio ambiente (Grillo 

et al., 2016). 

 

1.2. Atrazina 

Com o consumo anual de 70.000 a 90.000 toneladas, a atrazina (ATZ) é 

considerada o segundo herbicida mais consumido no mundo (Cheng et al., 2016; 

Kumar et al., 2013).  Este herbicida de triazina sintética é amplamente utilizado devido 

ao seu baixo custo, sendo aplicado para o controle de plantas de folhas larvas 

invasoras nos cultivos de cana-de-açúcar, trigo, sorgo, nozes e milho (Singh et al., 

2017).  

A ATZ apresenta uma vida de 41-231 dias (Karlsson et al., 2016), possui 

solubilidade moderada em água e baixa adsorção em solos (Cerejeira et al., 2003; 

Kumar et al., 2013; Schwab et al., 2006), e por consequência, apresenta alta 

persistência e mobilidade no ambiente (Jablonowski et al., 2009; Jablonowski et al., 

2011). Devido a suas características, a ATZ possui um alto potencial para contaminar 

não só a produção agrícola, mas também o solo, águas superficiais e subterrâneas 

(Cerejeira et al., 2003; Kumar et al., 2013; Schwab et al., 2006). Embora sua utilização 

tenha sido proibida no ano de 1991 em vários países, como Itália (Huang et al. 2009), 
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Dinamarca (Glaesner et al., 2014), Finlândia e Alemanha (Vonberg et al., 2014), a ATZ 

continua a ser um dos agrotóxicos mais utilizados nos Estados Unidos e no resto do 

mundo (Ehrsam et al., 2016). No Brasil este herbicida ocupa a quarta colocação no 

ranking dos 10 ingredientes ativos mais vendidos no ano de 2016 (IBAMA, 2017). 

A grande utilização de ATZ levou a um aumento de seus resíduos no solo e em 

águas subterrâneas (Arora et al., 2008; Jablonowski et al., 2011; Sui e Yang, 2013). A 

ATZ geralmente é encontrada em níveis relativamente baixos no ambiente, menores 

que 1 μg L-1. No entanto, este herbicida já foi detectado em níveis tão altos quanto 21 

μg L-1 em águas subterrâneas, 42 μg L-1 em águas superficiais e até 102 μg L-1 em bacias 

hidrográficas de áreas agrícolas dos Estados Unidos (Powell et al., 2011). Alguns 

estudos mostram níveis superiores a 3 e 0,1 μg L-1 encontrados em água potável dos 

Estados Unidos e da Europa, respectivamente (Mahía et al., 2007). No estado do 

Paraná (sul do Brasil), concentrações de ATZ entre 0,09 a 0,30 μg L-1 foram 

determinadas em 3 córregos de áreas agrícolas (Vieira et al., 2016). 

Plantas alvos e não-alvos expostas a ATZ apresentaram um aumento na geração 

de espécies reativas de oxigênio (ERO), o que pode levar a estresse oxidativo (Hassan e 

Nemat 2005; Nemat e Hassan 2006; Szigeti e Lehoczki 2003; Su e Zhu 2006. A ATZ inibe 

a fotossíntese, pela ligação competitiva ao sitio de ligação da plastoquinona à 

subunidade D1 do fotossistema II, bloqueando o fluxo de elétrons, levando a produção 

de ERO e a inibição da assimilação do CO2 (Li et al., 2012; Nakka et al., 2017; Oliveira et 

al., 2015a). Li e colaboradores (2012) mostraram que a exposição a ATZ induziu a 

formação de ERO no milho (Zea mays) e levou a um aumento significativo na atividade 

das enzimas antioxidantes. Plantas possuem algumas enzimas responsáveis pela 
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desintoxicação contra vários agrotóxicos, como o citocromo P450, peroxidases, 

arilacilamidase, esterases, lipases, proteases, amidases, oxigenases e reductases (Jiang 

et al., 2016). Um mecanismo importante de biotransformação das triazinas em milho e 

sorgo é através da conjugação com a glutationa, catalisada por GSTs (Nakka et al., 

2017).  

A agência de proteção ambiental dos EUA classifica a ATZ na classe III em uma 

escala de I a IV, sendo IV considerado o mais tóxico. Este herbicida foi classificado 

como sendo um bloqueador endócrino pela Agência de Proteção Ambiental dos EUA 

(Morales-Pérez et al., 2016) e como potencialmente cancerígeno pela Agência 

Internacional de Pesquisa sobre Câncer (IARC) (Mahler et al., 2017). Com isso, 

trabalhos na área de ecotoxicologia que utilizem biomarcadores para analisar possíveis 

danos em organismos não-alvo causados pela exposição a ATZ são de grande 

importância. 

Os biomarcadores constituem ferramentas rápidas e sensíveis para revelar 

efeitos subletais de xenobióticos em organismos de diferentes hábitats (Colin et al., 

2016). Seu uso tem origem em toxicologia humana, na qual provaram ser úteis como 

indicadores de alerta precoce a doenças ou síndromes específicas; em Ecotoxicologia 

os biomarcadores vêm sendo utilizados há cerca de 20 anos (Forbes et al., 2006). 

Assim, o objetivo de analisar biomarcadores em organismos que sofreram algum tipo 

de exposição a determinado contaminante químico é antecipar prejuízos possíveis de 

atingir outros níveis de organização biológica (Colin et al., 2016). Deste modo, os 

biomarcadores fornecem valiosa ferramenta de previsão em biomonitoramento e 



7 
 

avaliação de risco ecológico, possuindo uma utilidade direta para avaliar a saúde do 

ecossistema (Allen e Moore, 2004).  

 Os biomarcadores podem ser indicadores genéticos, bioquímicos, fisiológicos 

ou histológicos de exposição a xenobióticos (Forbes et al., 2006). Vários trabalhos têm 

mostrado que alguns biomarcadores são sensíveis a exposição a ATZ. No trabalho 

realizado com Carpa (Cyprinus carpio), mostrou-se que a exposição a 2 e 10 μg L-1 de 

ATZ levou a danos oxidativos em diferentes tecidos do peixe e levou a inibição das 

enzimas antioxidantes (Marins et al., 2018). Os resultados obtidos com peixe de água 

doce Jundiá (Rhamdia quelen), expostos por 96 h a 2, 10 e 100 μg L-1 de ATZ, 

mostraram que a exposição ao herbicida pode causar lesões histológicas no fígado, 

com vacuolização de hepatócitos e áreas de necrose. Nessa mesma espécie, as 

brânquias apresentaram mudanças nas células pavimentosas e de cloreto quando 

expostas às maiores concentrações de ATZ, influenciando o processo de 

osmorregulação (Mela et al., 2013). No peixe de água doce Channa punctatus, a ATZ 

provocou uma frequência elevada de micronúcleos e anormalidades nucleares, 

principalmente na concentração subletal de 8,4 mg L-1 durante 7 dias de exposição 

(Nwani et al., 2011). Este herbicida mostrou toxicidade aguda para a truta arco íris 

(Onchorhynchus mykiss), para o peixe-gato (Ictalurus punctatus), assim como para o 

sapo leopardo (Rana pipiens) e sapo americano (Bufo americanus) na concentração de 

10 µg L-1 de ATZ (Orton et al., 2006). No peixe de água doce Curimbatá (Prochilodus 

lineatus), a exposição à 2 e 10 µg L-1 ATZ durante 24 e 48 h inibiu as enzimas 

antioxidantes e de biotransformação no fígado, assim como levou a danos genotóxicos 

em diferentes tipos celulares (Santos e Martinez, 2012). Esta espécie também 
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apresentou alterações na osmolalidade e uma diminuição da atividade branquial da 

enzima anidrase carbônica após exposição crônica a 25 μg L-1 de ATZ, bem como 

alterações morfológicas nas brânquias após exposição a 10 e 25 μg L-1 de ATZ durante 

48 h (Paulino et al., 2012). A exposição a 5, 10 e 20 μg L-1 deste herbicida durante 7 

dias levou a um aumento da peroxidação lipídica, assim como declínio de proteínas 

totais no fígado e músculos em girinos de rã-touro (Lithobates catesbeianus) (Dornelles 

e Oliveira, 2014). No peixe de água doce, Tor grypus a exposição crônica a 

concentrações subletais de ATZ levou a uma diminuição nos parâmetros 

hematológicos (hemoglobina, hematócrito e RBC) (Zadeh et al. 2016). No trabalho de 

Blahova e colaboradores (2013), a exposição do peixe-zebra (Danio Rerio) ao herbicida, 

em diferentes concentrações (0,3, 3, 30 e 90 μg L-1), causou uma diminuição na 

atividade da glutationa S-transferase e catalase e um aumento na atividade da 

superóxido dismutase. Como vários estudos apontam os efeitos deletérios da ATZ, a 

investigação sobre tecnologias que minimizem seus impactos no ambiente e em 

organismos não alvos, sem prejudicar a sua atividade no controle de plantas invasoras, 

é algo de grande relevância. 

 

1.2. Atrazina Nanoencapsulada  

Com o objetivo de minimizar a contaminação dos recursos naturais por ATZ, 

sistemas de liberação controlada para este herbicida com base em diferentes tipos de 

nanopartículas poliméricas foram desenvolvidos, como as nanocápsulas (Fig. 2). Estes 

sistemas apresentam boa estabilidade físico-química e são de fácil reprodutibilidade, 

podem ser preparados utilizando polímeros biodegradáveis e possuem 

compatibilidade com uma ampla variedade de substâncias (Grillo et al., 2012a, 2014, 
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2015; Pereira et al., 2014). As nanocápsulas são sistemas vesiculares que agem como 

um reservatório, armazenando substâncias bioativas em seu interior líquido (água ou 

óleo), envolvidas por um material sólido, o polímero (Grillo et al., 2012b).  

 

 

 

 

Figura 2. Representação esquemática de um corte transversal de nanocápsulas 
poliméricas. Fonte: Grillo et al. (2012b). 

Com um grande potencial para utilização na agricultura, as nanocápsulas 

preparadas com poli (-caprolactona) ou PCL estão sendo empregadas como um 

sistema transportador para a ATZ (Grillo et al., 2012a; Pereira et al., 2014). O PCL é um 

polímero semicristalino, solúvel em vários solventes orgânicos e é empregado para a 

preparação de nanopartículas como veículos de compostos biologicamente ativos sob 

a forma de nanoesferas e nanocápsulas, sendo utilizado devido as suas propriedades 

físicas e químicas, de biodegradabilidade e de biocompatibilidade (Pereira et al., 2014; 

Sinha et al., 2004).  

Pereira e colaboradores (2014) já mostraram que o encapsulamento da ATZ foi 

eficiente. O herbicida encapsulado não causou danos ao milho (Zea mays), um 

organismo não-alvo e ao mesmo tempo mostrou ser mais eficaz contra o organismo 

alvo (Brassica sp), em comparação com o herbicida livre, indicando aumento da 

biodisponibilidade do princípio ativo. Em outro trabalho desenvolvido com plantas de 

mostarda (Brassica juncea), uma espécie alvo, as nanocápsulas poliméricas contendo 

ATZ foram 10 vezes mais eficazes no controle do desenvolvimento dessa planta em 
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comparação com a ATZ livre (Oliveira et al., 2015a). Além disso, a ATZ 

nanoencapsulada não produziu efeitos colaterais persistentes para o milho (Zea mays), 

espécie não-alvo, mostrando que esse sistema pode oferecer uma ferramenta segura 

para o controle de plantas invasoras sem afetar o crescimento da cultura (Oliveira et 

al., 2015b). Outro trabalho realizado com diferentes organismos alvos mostra que a 

ATZ nanoencapsulada foi mais eficaz no controle de Caruru (Amaranthus viridis) e 

picão preto (Bidens pilosa) em relação a ATZ (Souza et al., 2018). Além disso, o uso de 

nanocápsulas de PCL carregadas com ATZ diluídas 10 vezes resultou na mesma eficácia 

de sua formulação comercial na dose padrão de ATZ (Oliveira et al., 2015b; Souza et 

al., 2018). 

Entretanto, para a sua utilização segura, estudos que investiguem a toxicidade 

das nanocápsulas da ATZ para organismos não-alvo são essenciais. Para o 

microcrustáceo Daphnia similis, a ATZ nanoencapsulada apresentou uma maior 

toxicidade do que o herbicida livre. Contudo, nos testes citogenéticos, utilizando 

culturas de linfócitos humanos, o encapsulamento reduziu a extensão dos danos e no 

teste com a microalga Pseudokirchneriella subcapitata a utilização do herbicida 

encapsulado reduziu a inibição de seu crescimento (Clemente et al., 2014). As 

formulações de nanocápsulas e nanoesferas contendo a ATZ produziram menos 

aberrações cromossômicas na cebola (Allium cepa) em comparação com a ATZ livre, 

indicando que a associação do princípio ativo com o sistema transportador foi capaz de 

diminuir os danos ao DNA (Pereira et al., 2014). Da mesma forma, Grillo e 

colaboradores (2012a) observaram nos testes de genotoxicidade utilizando linfócitos 

humanos e células de cebola (Allium cepa) que a ATZ nanoencapsulada era menos 

tóxica do que o herbicida na sua formulação convencional. 
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Nesse contexto, pesquisas na área de ecotoxicologia que investiguem os efeitos 

que as nanopartículas contendo agrotóxicos podem apresentar sobre organismos não-

alvos são essenciais para a sua utilização segura na agricultura.  

 

1.3. Modelos biológicos para estudos ecotoxicológicos  

Dentre os vários grupos de organismos que podem ser utilizados como modelos 

biológicos, os peixes destacam-se, pois, muitas espécies apresentam biologia e 

fisiologia conhecidas, se mostram sensíveis a exposição a xenobióticos e apresentam 

alto valor social e cultural (Flotemersch et al., 2006). 

No presente trabalho, o modelo biológico escolhido foi a espécie de teleósteo 

neotropical Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836) (Fig. 3). Este peixe é 

popularmente conhecido como curimba ou curimbatá, pertencente à ordem 

Characiformes, família Prochilodontidae e superordem Ostariophysi. A escolha para 

este estudo residiu no fato dessa espécie ser muito utilizado na alimentação humana, 

também por tratar-se de uma espécie de biologia e fisiologia conhecidas e ser bastante 

sensível a diversos xenobióticos. Esta espécie já foi alvo de muitos estudos de 

toxicidade (Carvalho et al., 2015; Cavalcante, et al., 2008; Langiano e Martinez, 2008; 

Nascimento et al., 2012; Palermo et al., 2015; Ribeiro et al., 2013; Simonato et al., 

2016), como também foi utilizado em testes de toxicidade com o herbicida ATZ 

(Paulino et al., 2012; Santos e Martinez, 2012), com isso, foi escolhido como modelo 

experimental para este estudo com atrazina nanoencapsulada.  
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                         Figura 3: Juvenil de Prochilodus lineatus. 
 

2. OBJETIVO  

2.2. Objetivo geral 

Investigar os efeitos da atrazina nanoencapsulada e comparar com os efeitos de 

sua formulação convencional, assim como avaliar a toxicidade das nanocápsulas sem o 

ativo em diferentes concentrações e tempos de exposição, sobre biomarcadores 

genotóxicos, bioquímicos e fisiológicos do peixe Prochilodus lineatus. 

2.3. Objetivos específicos   

 Verificar se ATZ nanoencapsulada promove alterações nos parâmetros 

hematológicos (hematócrito, número de eritrócitos e hemoglobina) de P. 

lineatus; 

 Analisar se a exposição a ATZ nanoencapsulada induz um aumento de danos no 

DNA, na formação de micronúcleo e de alterações eritrocíticas nucleares em 

eritrócitos de P. lineatus; 

 Avaliar se após as exposições ocorrem alterações nas concentrações de glicose, 

e dos íons cloreto, sódio, potássio, cálcio e magnésio no plasma;  
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 Investigar se o herbicida nanoencapsulado pode causar alterações na atividade 

das enzimas Na+/K+-ATPase (NKA); H+-ATPase; Ca2+-ATPase e anidrase 

carbônica (AC) nas brânquias de P. lineatus; 

 Verificar se as exposições promovem danos oxidativos (PCO, LPO), alterações 

na atividade das enzimas de biotransformação de fase 1 (EROD) e fase 2 (GST), 

no conteúdo de GSH, assim como alterações nas defesas enzimáticas 

antioxidantes (CAT, SOD e GPx) no fígado de P. lineatus.  
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RESUMO  

A atrazina (ATZ) é um herbicida amplamente utilizado que possui um alto potencial 

para contaminar o ambiente e causar efeitos deletérios nos organismos não-alvo. Por 

isso, a investigação de tecnologias que minimizem seus impactos é de extrema 

relevância. Nesse contexto, sistemas de liberação controlada para ATZ com base em 

nanopartículas poliméricas foram desenvolvidos, como as nanocápsulas preparadas 

com poli (-caprolactona). O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da ATZ 

nanoencapsulada em comparação com a ATZ sobre biomarcadores do teleósteo 

neotropical Prochilodus lineatus. Os peixes foram expostos durante 24 e 96 h a ATZ 

nanoencapsulada (nATZ) e a atrazina (ATZ) nas concentrações de 2 e 20 µg L-1, apenas 

às a nanocápsulas sem o ativo (NANO) nas quantidades correspondentes ou apenas a 

água desclorada (CTR). Os resultados mostraram que a ATZ nanoencapsulada se 

mostrou menos tóxica em comparação com a ATZ, pois não promoveu aumento na 

glicemia, alterações na atividade das enzimas antioxidantes, no conteúdo de 

glutationa, na atividade da enzima anidrase carbônica e tampouco aumento na 

frequência de micronúcleos e outras anormalidades eritrocíticas nucleares. Contudo a 

exposição à nATZ, assim como a ATZ e as nanocápsulas, resultou em redução no 

conteúdo de hemoglobina, no aumento do escore de danos no DNA de eritrócitos, 

como também na alteração da atividade da enzima Ca2+-ATPase, levando à diminuição 

do Ca2+ plasmático. A análise integrada dos biomarcadores, por meio do cálculo do 

Índice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR), mostrou que a exposição a ATZ 

promoveu alterações em um maior número de biomarcadores, em comparação com a 

ATZ nanoencapsulada, indicando que a encapsulação do herbicida protegeu o animal 

dos efeitos da ATZ.  
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3.1 INTRODUÇÃO  
 
A atrazina (ATZ) é um herbicida de triazina sintética amplamente utilizado 

devido ao seu baixo custo, sendo aplicada para o controle de plantas invasoras nos 

cultivos de cana-de-açúcar, trigo, sorgo, nozes e milho (Singh et al., 2017). A ATZ inibe 

a fotossíntese, gerando estresse oxidativo (Nakka et al., 2017).  Embora sua utilização 

tenha sido proibida em vários países, a ATZ continua a ser um dos agrotóxicos mais 

utilizados nos Estados Unidos e no resto do mundo (Ehrsam et al., 2016). No Brasil este 

herbicida ocupa a quarta colocação no ranking dos 10 ingredientes ativos mais 

vendidos no ano de 2016 (IBAMA, 2017). Devido à alta persistência e mobilidade no 

ambiente, a ATZ possui um alto potencial de contaminar não só a produção agrícola, 

mas também o solo, águas superficiais e subterrâneas (Cerejeira et al., 2003; Kumar et 

al., 2013; Schwab et al., 2006). 

Alguns trabalhos já mostraram que organismos aquáticos, como bivalves 

(Santos e Martinez, 2014) e peixes são sensíveis aos efeitos da atrazina (Blahova et al., 

2013; Mela et al., 2013; Nwani et al., 2011; Zadeh et al. 2016). Trabalhos 

anteriormente realizados com o teleósteo de água doce Prochilodus lineatus 

mostraram que a exposição à ATZ inibiu as enzimas antioxidantes e de 

biotransformação no fígado, levou a danos genotóxicos em diferentes células, 

alterações na osmolalidade plasmática e uma diminuição da atividade branquial da 

enzima anidrase carbônica, bem como alterações morfológicas nas brânquias (Paulino 

et al., 2012; Santos e Martinez, 2012). Como vários estudos apontam os efeitos 

deletérios da ATZ, a investigação sobre tecnologias que minimizem seus impactos no 
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ambiente e em organismos não-alvo, sem prejudicar a sua atividade no controle de 

plantas invasoras, é algo de grande relevância. 

A implementação da nanotecnologia na agricultura tem o intuito de melhorar a 

saúde vegetal, qualidade do produto, segurança alimentar e o rendimento agrícola 

(Luvisi, 2016), permitindo um potencial desenvolvimento da agricultura em todas as 

suas fases de produção, desde o cultivo até a distribuição de alimentos (Fraceto et al., 

2016; Mishra et al., 2017). O desenvolvimento de sistemas de liberação controlada 

para agrotóxicos está destinado a melhorar sua segurança e eficácia (Parisi et al., 2015; 

Sekhon, 2014). As nanopartículas (NP) permitem uma liberação mais controlada, mais 

específica no alvo e a utilização de concentrações otimizadas. (Wang et al., 2016). Com 

isso, permitem reduções na dosagem de aplicação de agrotóxicos e na frequência de 

sua utilização, e assim diminuem os riscos para os organismos não-alvo e para o 

ambiente (Kah et al., 2013; Kah e Hofmann, 2014). Vários trabalhos têm mostrado que 

a utilização de nanopartículas como sistemas transportadores para agrotóxicos 

resultam no aumento de sua eficácia no organismo alvo e diminuição de sua toxicidade 

a organismos não-alvo (de Oliveira et al., 2015; Kumar et al., 2014; Shang et al., 2013; 

Tong et al., 2017). 

Sistemas de liberação para a ATZ com base em nanopartículas poliméricas 

foram desenvolvidos, como as nanocápsulas preparadas com poli (-caprolactona) 

(Grillo et al., 2012; Pereira et al., 2014). O PCL é um polímero semicristalino, solúvel 

em vários solventes orgânicos e empregado para a preparação de nanopartículas como 

veículos de compostos biologicamente ativos, sendo utilizado devido as suas de 

biodegradabilidade e de biocompatibilidade (Pereira et al., 2014; Sinha et al., 2004).  
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Pereira e colaboradores (2014) já mostraram que o encapsulamento da ATZ foi 

eficiente. O herbicida encapsulado não causou danos ao milho (Zea mays), um 

organismo não-alvo, e ao mesmo tempo mostrou ser mais eficaz contra o organismo-

alvo (Brassica sp.), em comparação com o herbicida livre, indicando aumento da 

biodisponibilidade do princípio ativo. No trabalho desenvolvido com plantas de 

mostarda (Brassica juncea), uma espécie-alvo, as nanocápsulas poliméricas contendo 

ATZ foram 10 vezes mais eficazes no controle do seu desenvolvimento em comparação 

com a ATZ livre (Oliveira et al., 2015a). Além disso, no trabalho realizado com cultura 

de milho (Zea mays) (espécie não-alvo) a ATZ nanoencapsulada não produziu efeitos 

colaterais persistentes, mostrando que esse sistema pode oferecer uma ferramenta 

segura para o controle de plantas invasoras sem afetar o crescimento da cultura 

(Oliveira et al., 2015b). Outro trabalho realizado com diferentes organismos alvos 

mostra que a ATZ nanoencapsulada foi mais eficaz no controle de Caruru (Amaranthus 

viridis) e picão preto (Bidens pilosa) em relação a ATZ (Souza et al., 2018). Além disso, 

o uso de nanocápsulas de PCL carregadas com ATZ diluídas 10 vezes resultou na 

mesma eficácia de sua formulação comercial na dose padrão de ATZ (Oliveira et al., 

2015b; Souza et al., 2018). 

Entretanto, para a sua utilização segura é essencial estudos que investiguem a 

toxicidade das nanocápsulas da ATZ para organismos não-alvo fora da cultura. No 

estudo realizado com o microcrustáceo Daphnia similis a atrazina nanoencapsulada 

apresentou uma maior toxicidade do que o herbicida livre. Contudo, nos testes de 

citogenética, utilizando culturas de linfócitos humanos, o encapsulamento reduziu a 

extensão dos danos causados às células e no teste realizado com a microalga 

Pseudokirchneriella subcapitata a utilização do herbicida encapsulado reduziu a 
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inibição de seu crescimento (Clemente et al., 2013). No trabalho de Grillo e 

colaboradores (2012) observou-se nos testes de genotoxicidade utilizando linfócitos 

humanos e células de cebola (Allium cepa) que a ATZ nanoencapsulada era menos 

tóxica do que o herbicida na sua formulação convencional. Nesse contexto, pesquisas 

na área de ecotoxicologia que investiguem os efeitos que as nanopartículas podem 

apresentar sobre organismos não-alvo são essenciais para a sua utilização segura na 

agricultura. Com isso o objetivo desse trabalho foi investigar os efeitos da 

encapsulação da atrazina realizando uma comparação com sua formulação 

convencional, em diferentes concentrações e tempos de exposição, sobre 

biomarcadores genotóxicos, bioquímicos e fisiológicos do peixe P. lineatus. Esse 

modelo biológico foi escolhido por se tratar de uma espécie de peixe nativa, de 

biologia e fisiologia conhecidas, muito utilizada na alimentação humana e sensível a 

diversos xenobióticos, dentre eles a atrazina (Paulino et al., 2012; Santos e Martinez, 

2012). 

 

3.2. MATERIAL E MÉTODOS  
 

3.2.1 Modelo experimental 

Exemplares juvenis de Prochilodus lineatus (14,99 ± 0,42 cm e 24,40 ± 5,09 g; 

média ± DP, n=160), fornecidos pela Piscicultura Acqua Norte (Cambará, PR, Brasil), 

foram aclimatados por no mínimo cinco dias em tanques de 300 L, contendo água 

desclorada e aeração constante, com fotoperíodo de 12 h/12 h. Durante a aclimatação 

a renovação parcial da água foi realizada a cada 48 h e a alimentação ocorreu antes da 

renovação, sendo suspensa 24 h antes da montagem dos experimentos. Os 

parâmetros físicos e químicos da água foram monitorados (medidor multiparâmetro 
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Horiba) e mantiveram-se estáveis durante a aclimatação (média ± DP): temperatura 

23,22 ± 0,59 °C; pH 7,83 ± 0,16; condutividade 260 ± 9 µS cm-1 e oxigênio dissolvido 6,9 

± 1,06 mg L-1. 

3.2.2. Experimentos e amostragem  

Após a aclimatação os peixes foram expostos, por 24 e 96 h,  aos seguintes 

tratamentos: controle (CTR), com peixes expostos apenas a água desclorada;  atrazina 

(ATZ) com peixes expostos à atrazina livre (Atrazine PESTANAL®, 45330 SIGMA) nas 

concentrações de 2 µg L-¹ ou 20 µg L-¹ (ATZ2 e ATZ20); nanoatrazina (nATZ), com peixes 

expostos à atrazina nanoencapsulada, também nas concentrações de 2 µg L-¹ ou 20 µg 

L-¹ (nATZ2 e nATZ20), preparadas a partir de uma solução estoque de 1 mg nATZ mL-1 e 

nanocápsulas (NANO), no qual os peixes foram expostos à água contendo apenas 

nanocápsulas de poli(epsilon-caprolactona) (PCL) sem a substância ativa (ATZ),  em 

quantidade correspondente às utilizadas nos tratamentos de  2 µg L-¹ ou 20 µg L-¹ 

(NANO2 e NANO20), preparadas a partir de uma solução estoque de 1 mg Nano mL-1. 

As concentrações de ATZ testadas foram definidas considerando-se que 2 µg L-1 

corresponde à concentração máxima de atrazina (ATZ) permitida pela Resolução 

CONAMA 357 (2005) para águas continentais e 20 µg L-¹ corresponde a uma 

concentração dez vezes acima da permitida.  

Para cada concentração (2 e 20 µg L-¹) em cada tempo experimental (24 e 96 h) 

foram realizados experimentos independentes (4 experimentos no total), nos quais os 

quatro tratamentos (CTR, NANO, ATZ e nATZ) corriam simultaneamente. Em cada 

experimento foram utilizados dez peixes por tratamento (n=10), distribuídos em duas 

caixas (50 L de água), com cinco peixes em cada, totalizando duas réplicas por 
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tratamento para cada experimento. Durante as exposições, os parâmetros físicos e 

químicos da água se mantiveram estáveis (média ± DP): temperatura 24,28 ± 0,57 °C; 

pH 7,83 ± 0,15; condutividade: 117 ± 19 µS cm-1; oxigênio dissolvido: 7,12 ± 0,57 mg O2 

L-1. Amostras de água foram coletadas de cada experimento, 1 hora após a adição das 

nanopartículas (NANO ou nATZ) e ao final do experimento (96h) para a sua 

caracterização.  

 Ao final de cada exposição os animais foram anestesiados em benzocaína 0,5%, 

pesados e medidos e o sangue foi retirado da veia caudal com o auxílio de seringas 

heparinizadas. Após os animais foram mortos por secção medular para a retirada das 

brânquias e fígado. Uma alíquota de sangue total foi utilizada para análises 

hematológicas e para realização do ensaio alcalino do cometa, assim como para a 

ocorrência de micronúcleo e alterações eritrocíticas nucleares. O restante do sangue 

foi centrifugado (1870 g, 15 min) e o plasma separado e armazenado em freezer (-20 

°C) para as análises da concentração de íons e glicose. As amostras de brânquias e 

fígado foram congeladas em ultrafreezer (-80 °C) até a realização dos ensaios. As 

brânquias foram utilizadas para análise da atividade das enzimas envolvidas no 

transporte iônico. O fígado foi utilizado para análise da atividade das enzimas de 

biotransformação, defesas antioxidantes e ocorrência de danos oxidativos. O presente 

trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade 

Estadual de Londrina (Processo CEUA nº 18819.2016.85). 

3.2.3. Preparação e caracterização das nanocápsulas de poli(epsilon-caprolactona) 

As nanocápsulas de PCL foram preparadas seguindo o protocolo descrito por 

Grillo et al. (2012). O método envolve essencialmente a mistura de uma fase orgânica 
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em uma fase aquosa. A fase orgânica foi composta por 100 mg de polímero (PCL), 30 

mL de solvente orgânico (acetona), 200 mg de óleo (triglicerídeos de ácidos cáprico e 

caprílico, na forma de Myritol 318), 40 mg de surfactante de monostearato de 

sorbitano (Span 60) e 10 mg de atrazina. A fase aquosa foi composta por 30 mL de uma 

solução contendo 60 mg de surfactante de polissorbato 80 (Tween 80). Após a 

dissolução dos componentes de ambas as fases, a fase orgânica foi lentamente 

inserida na fase aquosa, com agitação magnética. A suspensão resultante foi mantida 

sob agitação durante 10 minutos, após o solvente orgânico foi evaporado sob pressão 

reduzida utilizando um evaporador rotativo. A suspensão de nanopartículas foi 

evaporada até um volume final de 10 mL, resultando em uma concentração de ATZ de 

1 mg mL-1. As formulações foram armazenadas em frascos âmbar à temperatura 

ambiente (25 °C). As nanocápsulas sem ATZ foram preparadas seguindo o mesmo 

protocolo, mas sem adição de atrazina.  

A distribuição de tamanhos e concentração das nanocápsulas nas amostras de 

água dos meios experimentais (NANO e nATZ), coletadas no início da exposição (t0) e 

ao final do experimento (t96), foram analisados por Nanoparticles Tracking Analysis 

(NTA) usando o NanoSight LM (Malvern Instruments, UK) em amostras não diluídas, 

em quintuplicada a 25°C, sendo que para cada medida foram contadas em média 4000 

partículas.  O tamanho médio (diâmetro hidrodinâmico) das nanocápsulas e o 

potencial de polidispersão (PDI) foram analisados nas amostras de água (t0 e t96) por 

espalhamento de luz dinâmico (DLS), no equipamento Zetasizer (Malvern ZS90), em 

triplicata a 25°C, com espalhamento de luz para detecção a um ângulo de 90°.  
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3.2.4. Biomarcadores genotóxicos  

O ensaio alcalino do cometa com eritrócitos foi realizado de acordo com a 

metodologia descrita por Singh et al. (1988), com modificações descritas por Vieira et 

al. (2016). As lâminas coradas com GelRed foram examinadas sob epifluorescência 

(Leica Microscope DM-2500, Alemanha) e os danos genotóxicos foram quantificados 

pela extensão da migração do DNA, que foi determinada visualmente em 100 

nucleoides selecionados ao acaso em células não sobrepostas.  Os danos foram 

classificados em quatro classes de cometa: classe 0 = sem dano aparente; classe 1 = 

comprimento da cauda menor que o diâmetro do nucleoide; classe 2 = comprimento 

da cauda correspondendo a uma ou duas vezes o diâmetro do nucleoide; classe 3 = 

comprimento da cauda maior que duas vezes o diâmetro do nucleoide. O valor de 

escore de danos no DNA foi obtido multiplicando-se o número de células em cada 

classe pelo valor da classe de cometa.  

A frequência de micronúcleos (MN) e demais anormalidades eritrocíticas 

nucleares (AEN) foi determinada de acordo com a técnica descrita por Ueda et al. 

(1992). No momento da análise, cada lâmina foi corada com 0,003% de laranja de 

acridina no tampão de Sorenson a pH 6,8 e imediatamente analisada sob 

epifluorescência (Leica Microscope DM-2500, Alemanha) a uma ampliação de 1.000 x. 

Para cada peixe, foram analisadas 3.000 células, avaliando a presença de micronúcleos 

(MN), núcleo segmentado (NS), núcleo lobulado (NL) e núcleo em forma de rim (NR), 

de acordo com Carrasco et al. (1990). A frequência média de cada AEN (MN, NS, NL e 

NR), bem como a frequência de todas as AEN somadas, para cada grupo, foi calculada 

e expressa por 1000 células (‰). 
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3.2.5. Biomarcadores fisiológicos  

Análises hematológicas. A determinação de hematócrito foi feita em microcapilares de 

vidro submetidos à centrifugação (1.200 g, 7 min), em uma centrífuga para micro 

capilar (Luguimac S.R.L., Modelo LC 5, Argentina) para a separação das células e do 

plasma, e assim obter a estimativa de porcentagem dessas células. A hemoglobina foi 

determinada pelo método da cianometahemoglobina, em espectrofotômetro (Libra 

S32, Biochrom, Reino Unido), utilizando um kit comercial (Labtest Diagnóstica, Brasil). 

A contagem do número de eritrócitos (RBC) foi realizada utilizando câmara de 

Neubauer sob microscópio óptico. 

Concentrações plasmáticas de íons e glicose. A concentração de cloreto no plasma foi 

determinada através do kit comercial (Labtest Diagnóstica, Brasil), pelo método de 

tiocianato de mercúrio. A determinação das concentrações de sódio e potássio foi 

realizada em fotômetro de chama (Digimed DM-62, Brasil). As concentrações de cálcio 

e magnésio foram determinadas em espectrômetro de absorção atômica (Perkin Elmer 

Analyst 700, Estados Unidos) com atomizador de chama. A concentração de glicose foi 

determinada utilizando um kit comercial colorimétrico (Labstest, Brasil), com base no 

método da glicose oxidase e foi lida em espectrofotômetro (Victor TM
3, PerkinElmer, 

Estados Unidos) a 550 nm.  

Enzimas envolvidas no transporte de íons. As brânquias previamente limpas tiveram 

seus filamentos separados dos arcos branquiais e separados em duas partes para 

serem homogeneizados (10x do volume). Para a análise das atividades das Na+/K+-

ATPase (NKA) e H+-ATPase foi feita uma homogeneização em tampão SEID (150 mM 

sacarose, 10 mM 50 mM EDTA, imidazol, 2,4 mM desoxicolato sódico, pH 7,5) e 

posterior centrifugação (Hettich®, Universal 320R, Reino Unido) (7500 g, 15 min, 4°C). 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/z722871?lang=en&region=US
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O sobrenadante foi incubado com um tampão contendo ouabaína (inibidor da NKA) ou 

contendo NEM (inibidor da H+-ATPase) e foi estimada a produção de ADP proveniente 

da quebra de ATP durante um intervalo de 30 min (Gibbs e Somero, 1989). A atividade 

da enzima Ca2+-ATPase foi mensurada a partir de Tellis et al. (2013) e Vijayavel et al. 

(2007) com modificações. As amostras foram homogeneizadas (1:5 p/v) em tampão 

SEID, centrifugadas (Hettich®, Universal 320R, Reino Unido) (10000 g, 20 min, 4 °C) e o 

sobrenadante foi utilizado para o ensaio. Sua atividade foi determinada pela 

quantificação de fosfato inorgânico liberado na amostra usando-se uma solução de 

coloração segundo Ames (1966) em leitora de microplacas (Bio-Tek Instruments, ELX 

800, Estados Unidos) a 620 nm. Para o ensaio da atividade da anidrase carbônica (AC) 

ocorreu uma homogeneização em tampão (225 mM manitol, 75 mM sacarose, 10 mM 

Tris–base e 10 mM NaH2PO4, pH 7,4) e centrifugação (Hettich®, Universal 320R, Reino 

Unido) (13600 g, 10 min, 4°C). O sobrenadante foi adicionado em uma solução 

saturada de CO2 e foi mensurada a redução de pH (Quimis, pHmetro - Q400AS, Brasil) 

resultante da liberação de H+ durante 20 segundos (Vitale et al., 1999).  

3.2.6. Biomarcadores bioquímicos 

 O fígado foi homogeneizado (m/v: 1/10) em tampão fosfato de potássio (0,1 M, pH 

7,0) e centrifugado (Hettich®, Universal 320R, Reino Unido) (13000 g, 20 min, 4°C) para 

as análises bioquímicas.  

Enzimas de biotransformação. A atividade da CYP1A foi determinada pela análise da 7- 

etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) a partir da medida do aumento progressivo da 

fluorescência resultante da conversão da 7-etoxiresorufina (ETOX) para resorufina, a 

cada minuto, durante 10 vezes em espectrofotômetro (Victor TM
3, PerkinElmer, Estados 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/z722871?lang=en&region=US
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/z722871?lang=en&region=US
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/z722871?lang=en&region=US
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Unidos) a 590 nm (Eggens et al., 1992). A atividade da glutationa-S-transferase (GST) 

foi determinada a partir da complexação da glutationa reduzida (GSH) com o 1-cloro-

2,4-dinitrobenzeno (CDNB) em espectrofotômetro (Victor TM
3, PerkinElmer, Estados 

Unidos) a 340 nm (Keen et al., 1976).  

Defesas antioxidantes. A concentração do tripeptídeo glutationa (GSH), um 

antioxidante não enzimático, foi mensurada pela reação da glutationa com o substrato 

5,5-ditiobis-ácido-nitrobenzóico (DTNB) formando tiolato, quantificado em 

espectrofotômetro (Victor TM
3, PerkinElmer, Estados Unidos) a 412 nm (Beutler et al, 

1963). A atividade da catalase (CAT) foi mensurada a partir da decomposição do H2O2 

monitorada pelo decaimento da absorbância ao longo do tempo em 

espectrofotômetro (SpectraMax, Plus 384, Estados Unidos) a 240 nm (Beutler, 1975). A 

atividade da superóxido dismutase (SOD) foi determinada pela inibição da redução do 

citocromo c pelo ânion superóxido quantificado em espectrofotômetro (SpectraMax, 

Plus 384, Estados Unidos) a 550nm (McCord e Fridovich, 1969). A atividade da 

glutationa peroxidase (GPx) foi determinada pela oxidação do NADPH em presença 

H2O2 em espectrofômetro (SpectraMax, Plus 384, Estados Unidos) a 340 nm (Hopkins e 

Tudhope, 1973). 

Danos oxidativos. A peroxidação lipídica (LPO) foi determinada por meio da 

quantificação de um de seus produtos (malondialdeído) pela reação com o ácido 

tiobarbitúrico (ensaio TBARS), em espectrofotômetro (Victor TM
3, PerkinElmer, Estados 

Unidos) a 530 nm (Camejo et al., 1998). A oxidação de proteínas foi mensurada pela 

quantificação de proteínas carboniladas (PCO) pela reação com o 2,4-

dinitrofenildrazina (DNPH) formando hidrazonas detectadas em espectrofotômetro 

(Victor TM
3, PerkinElmer, Estados Unidos) a 360 nm (Levine et al., 1994). 

https://www.moleculardevices.com/systems/microplate-readers/absorbance-readers/spectramax-plus-384-microplate-reader
https://www.moleculardevices.com/systems/microplate-readers/absorbance-readers/spectramax-plus-384-microplate-reader
https://www.moleculardevices.com/systems/microplate-readers/absorbance-readers/spectramax-plus-384-microplate-reader
https://www.moleculardevices.com/systems/microplate-readers/absorbance-readers/spectramax-plus-384-microplate-reader
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A concentração de proteínas totais foi determinada pelo método de Bradford (1976), 

que se baseia na reação das proteínas presentes na amostra com o corante Coomassie 

Brilliant Blue G-250. A curva de calibração foi feita com soro de albumina bovina (BSA) 

e a absorbância foi lida em leitora de Elisa (Bio-TekInstruments, ELX 800, Estados 

Unidos) a 595 nm. 

3.2.7. Índice Integrado de Resposta de Biomarcadores (IBR) 

Com base nos resultados dos biomarcadores, foi calculado um Índice Integrado 

de Resposta de Biomarcadores (IBR), descrito por Beliaeff e Burgeot (2002) e 

modificado por Sanchez et al. (2013). Este índice é baseado no princípio do desvio da 

referência entre um estado perturbado e não perturbado (Sanchez et al., 2013). No 

presente trabalho, para o cálculo do IBR foram utilizados os biomarcadores que 

apresentaram alterações significativas e consistentes e os cálculos foram efetuados 

conforme descrito por Vieira et al. (2016). Resumidamente, para cada biomarcador 

individual, a razão entre o valor médio obtido em cada tratamento (NANO, ATZ e 

nATZ), em cada tempo e concentração, e o respectivo valor do controle (CTR) foi 

transformada em log10 (Yi). No próximo passo, calculou-se uma média geral (μ) e 

desvio padrão (s), considerando todos valores de Yi. Em seguida, os valores de Yi foram 

padronizados pela fórmula: Zi = (Yi-μ)/s e a diferença entre Zi e Z0 (CTR) foi usada para 

definir o índice de desvio do biomarcador (A). Para obter um índice integrado de 

resposta de biomarcadores, o valor de A de cada biomarcador foi calculado para os 

diferentes tratamentos e o IBR foi calculado pela soma dos valores absolutos de A.  

3.2.8. Análises estatísticas 
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Os resultados de cada um dos parâmetros analisados foram comparados entre os 

diferentes grupos (CTR x NANO X NANO ATZ X ATZ), para cada concentração e tempo 

experimental, por meio de análise de variância fator único (ANOVA) ou teste de Kruskall-

Wallis, de acordo com a distribuição dos dados (normalidade e homogeneidade de 

variância). Quando necessário, as diferenças foram localizadas pelo método de Holm-

Sidak ou Dunn´s. Foram considerados significativos valores de p < 0,05. 

 

3.3. RESULTADOS  

 

3.3.1. Caracterização das nanocápsulas 

 A eficiência de encapsulação, estabilidade coloidal e as características físicas e 

químicas das nanocápsulas, com e sem atrazina, estão descritas em Grillo et al. (2012).   

As análises realizadas nas amostras de água, coletadas no início (t0) e no final (t96) dos 

experimentos mostraram que as concentrações de nanocápsulas sem atrazina 

(número de nanocápsulas.mL-1), em suspensão, diminuíram do tempo inicial (NANO2: 

1,45 x 108; NANO 20: 1,67 x 108) para o tempo final (NANO2: 8,03 x 107; NANO 20: 8,24 

x 107), nos dois tratamentos testados (NANO 2 e NANO 20). O mesmo ocorreu para as 

nanocápsulas contendo ATZ, cujas concentrações no tempo inicial (nATZ2: 3,05 x 108; 

nATZ20: 1,58 x 108) foram maiores que aquelas ao final do experimento (nATZ2: 6,41 x 

107; nATZ20: 1,11 x 108), em ambos tratamentos (nATZ2 e nATZ20). Os tamanhos 

médios das nanocápsulas sem atrazina não variaram entre o tempo inicial e final e 

permaneceram em 184,2 nm (NANO2) e 269 nm (NANO20), assim como para as 

nanocápsulas contendo ATZ do tratamento nATZ20 (265,5 nm). Já para as 
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nanocápsulas contendo ATZ, do tratamento nATZ2, o tamanho médio no t0 (326,3 nm) 

diminuiu no t96 (188,5 nm).    

 

3.3.2. Biomarcadores fisiológicos 

 Dentre os parâmetros hematológicos analisados (Fig. 1), as variações mais 

consistentes entre os tratamentos ocorreram no conteúdo de hemoglobina. No tempo 

de 96h os peixes dos grupos NANO2, ATZ2 e nATZ2 apresentaram uma diminuição 

significativa no conteúdo de hemoglobina em relação ao seu respectivo CTR (F= 26,34), 

assim como os grupos ATZ20 e nATZ20 em relação ao seu CTR (F= 7,32) (Fig. 1A).  

 

 

 Fig. 1: Valores (média ± EP, n= 6-10) do conteúdo de hemoglobina (A) hematócrito (B) e 
número de eritrócitos (C) de P. lineatus expostos a concentração de 2 µg L-1 e 20 µg L-1 de 
nanocápsulas (NANO) , atrazina (ATZ), e atrazina nanoencapsulada (nATZ) ou apenas à água 
(CTR), por 24 e 96 h. Letras diferentes indicam diferença significativa entre os grupos (p ≤ 0,05) 
de um mesmo tempo experimental e mesma concentração. 
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Em relação à glicemia (Fig. 2A), foi observado apenas um aumento pontual nos 

peixes expostos a ATZ20 em relação ao seu respectivo CTR em 24h (F= 5,43). Dentre os 

íons plasmáticos, foram verificadas variações pontuais nas concentrações de Na+, K+ e 

Cl- (Figs. 2B, 2C e 2D). Já a concentração plasmática de Ca2+ variou de forma mais 

consistente (Fig. 2E), com uma redução significativa deste cátion nos peixes dos grupos 

NANO2, ATZ2 e nATZ2 em relação aos respectivos CTR, tanto após a exposição de 24h 

(F= 17,07) como de 96 h (F= 57,77); e nos peixes do grupo ATZ20 em relação ao seu 

CTR em 24h (F= 4,95). A concentração de magnésio plasmático não apresentou 

variação nas concentrações e tempos testados (Fig. 2F). 
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Fig. 2: Valores (média ± EP, n= 6-10) da concentração plasmática de glicose (A), dos íons sódio 
(B), potássio (C), cloreto (D), cálcio (E) e magnésio (F) de P. lineatus expostos a concentração 
de 2 µg L-1 e 20 µg L-1 de nanocápsulas (NANO), atrazina (ATZ) e atrazina nanoencapsulada 
(nATZ), ou apenas à água (CTR), por 24 e 96 h. Letras diferentes indicam diferença significativa 
entre os grupos (p ≤ 0,05) de um mesmo tempo experimental e mesma concentração. 

 

Os peixes expostos a nATZ20 durante 24h apresentaram valores 

significativamente maiores da atividade branquial das enzimas Na+/K+-ATPase (F= 8,62) 

e H+-ATPase (F= 4,75) (Fig. 3B) em relação aos respectivos CTR (Figs. 3A e 3B). Por 

outro lado, em relação aos respectivos CTR, a atividade da Ca2+-ATPase (Fig. 3C) foi 

significativamente menor nas brânquias dos peixes expostos aos tratamentos NANO2, 

ATZ2 e nATZ2, por 96h (F= 11,88) e nos peixes dos grupos NANO20 e ATZ20 em 24h (F= 

6,06) e dos grupos nATZ20 e ATZ20 em 96h (F= 5,79) (Fig. 3C). Em relação à anidrase 

carbônica (Fig. 3D), os peixes do grupo ATZ2 apresentaram valores significativamente 

menores da atividade desta enzima após 96h (F= 8,44), enquanto valores 

significativamente maiores foram observados no grupo ATZ20, em 24 h (F= 4,24).  
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 Fig. 3: Valores (média ± EP, n= 6-10) da atividade enzimática branquial da Na+/K+-ATPase (A), 
H+-ATPase (B), Ca2+-ATPase (C) e Anidrase Carbônica (D) de P. lineatus expostos a concentração 
de 2 µg L-1 e 20 µg L-1 de nanocápsulas (NANO), atrazina (ATZ) e atrazina nanoencapsulada 
(nATZ), ou apenas à água (CTR), por 24 e 96 h. Letras diferentes indicam diferença significativa 
entre os grupos (p ≤ 0,05) de um mesmo tempo experimental e mesma concentração. 

 

3.3.3. Biomarcadores bioquímicos 

A atividade hepática da CYP1A, a qual foi determinada pela análise EROD, não 

variou significativamente nos tratamentos e tempos testados (Fig. 4A). Os peixes 

expostos a ATZ2 por 24h apresentaram a atividade hepática da GST (Fig. 4B) 

significativamente menor em relação ao respectivo CTR (F= 4,23).  Por outo lado, 

valores significativamente maiores de GSH (Fig. 4C) foram observados nos peixes 

expostos por 96h aos tratamentos ATZ2 (F= 44,79) e ATZ20 (F= 31,12). 
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Fig. 4: Valores (média ± EP, n= 6-10) da atividade enzimática da CYP1A (A), GST (B) e 
concentração hepática de GSH (C) de P. lineatus expostos a concentração de 2 µg L-1 e 20 µg L-1 
de nanocápsulas (NANO), atrazina (ATZ) e atrazina nanoencapsulada (nATZ), ou apenas à água 
(CTR), por 24 e 96 h. Letras diferentes indicam diferença significativa entre os grupos (p ≤ 0,05) 
de um mesmo tempo experimental e mesma concentração. 

 

Em relação às enzimas antioxidantes primárias no fígado (Fig. 5), variações 

significativas em relação aos CTR foram observadas na atividade da CAT e GPx. Os 

peixes expostos a ATZ20 apresentaram a atividade da CAT (Fig. 5A) significativamente 

maior em 24h (F= 4,88), já em 96h a atividade da enzima foi significativamente menor 

nos grupos ATZ20 e nATZ20 (F= 6,71). Os peixes expostos a ATZ20 apresentaram a 

atividade da GPx (Fig. 5B) significativamente maior em 24h (F= 7,06) e 

significativamente menor em 96h (F= 23,33).  
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Fig. 5: Valores (média ± EP, n= 6-10) da atividade hepática da enzima CAT (A), GPx (B) e SOD (C) 
de P. lineatus expostos a concentração de 2 µg L-1 e 20 µg L-1 de nanocápsulas (NANO), atrazina 
(ATZ) e atrazina nanoencapsulada (nATZ), ou apenas à água (CTR), por 24 e 96 h. Letras 
diferentes indicam diferença significativa entre os grupos (p ≤ 0,05) de um mesmo tempo 
experimental e mesma concentração. 

 

Os danos oxidativos foram avaliados pela análise de LPO (Fig. 6A) e PCO (Fig. 

6B) no fígado dos peixes. Os resultados indicaram apenas valores significativamente 

maiores de LPO nos peixes expostos a ATZ2 durante 24h (F= 0,34). Já a PCO não 

apresentou variação significativa nos tratamentos e tempos testados.  

 

 

 

Fig. 6: Valores (média ± EP, n= 6-10) da PCO (A) e LPO (B) de P. lineatus expostos a 
concentração de 2 µg L-1 e 20 µg L-1 de nanocápsulas (NANO), atrazina (ATZ) e atrazina 
nanoencapsulada (nATZ), ou apenas à água (CTR), por 24 e 96 h. Letras diferentes indicam 
diferença significativa entre os grupos (p ≤ 0,05) de um mesmo tempo experimental e mesma 
concentração. 
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3.3.4. Biomarcadores genotóxicos  

Em relação aos danos causados ao DNA, os peixes expostos a ATZ2 e nATZ2, 

durante 24 e 96 h (F= 30,34 e F= 136,74, respectivamente), bem como à ATZ20 e nATZ20, 

por 24 e 96 h (H= 33,87 e F= 29,34, respectivamente), apresentaram um escore de danos 

estatisticamente iguais entre si, mas significativamente maior do que os peixes do grupo 

CTR (Fig. 7A). Peixes do grupo NANO2 (F= 136,74) e NANO20 (F= 29,34) também 

apresentaram escore de danos no DNA significativamente maior em relação ao 

respectivo CTR no tempo de 96h (Fig. 7A). A frequência AENS, quando consideradas em 

conjunto (MN + NR + NS + NL), apresentou um aumento significativo somente nos peixes 

expostos a ATZ20 durante 96h (F= 4,06), em relação ao respectivo CTR (Fig. 7B). Quando 

analisadas individualmente, não foram observadas variações significativas na frequência 

de cada AEN entre os diferentes tratamentos, porém, constatou-se dentre as AENs uma 

maior ocorrência de núcleos em forma de rim (Fig. 7D), seguido pelos núcleos 

segmentados (Fig. 7E), núcleos lobulados (Fig. 7F) e MN (Fig. 7C), os quais só foram 

observados em peixes expostos a ATZ.  
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Fig. 7: Valores de (média ± EP, n= 6) do escore de danos no DNA (A) frequência de AENS (‰) 

(B) frequência de MNS (‰) (C) frequência de núcleos em forma de rim (‰) (D) frequência de 

núcleos segmentadas (‰) (E) frequência de núcleos lobuladas (‰) (F) de P. lineatus expostos 
a concentração de 2 µg L-1 e 20 µg L-1 de nanocápsulas (NANO), atrazina (ATZ) e atrazina 
nanoencapsulada (nATZ), ou apenas à água (CTR), por 24 e 96 h. Letras diferentes indicam 
diferença significativa entre os grupos (p ≤ 0,05) de um mesmo tempo experimental e mesma 
concentração. 

 Os biomarcadores que apresentam alterações significativas foram agrupados 

na Tabela 1. Podemos observar que a maioria das alterações vistas nos peixes expostos 
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as nanocápsulas também apareceram nos peixes expostos a ATZ nanoencapsulada, 

sendo indicado pelas setas amarelas. As setas vermelhas indicam alterações vistas nos 

peixes expostos a ATZ e que se mantiveram-se nos peixes expostos a ATZ 

nanoencapsulada. Os efeitos vistos nos peixes expostos somente a ATZ nanoencapsula 

são indicados pelas setas azuis. Podemos notar também um grande número de 

alterações em peixes expostos a ATZ, indicados pelas setas verdes.  

Os valores de IBR foram calculados a partir dos seguintes biomarcadores: 

hemoglobina, glicose, Ca2+, Ca2+-ATPase, NKA, H+-ATPase, AC, GST, GSH, CAT, GPx, LPO, 

danos no DNA e frequência de AENS. Nos 4 experimentos realizados, os peixes dos 

grupos expostos a ATZ apresentaram os maiores valores de IBR, enquanto os peixes 

expostos as nanocápsulas apresentaram os menores valores, podemos observar 

também que os valores de IBR apresentaram valores maiores com o aumento da 

concentração e também valores maiores no maior tempo experimental nos grupos 

testados (Fig. 8A). Quando os valores de IBR dos 4 experimentos foram considerados 

(Fig. 8B), constatou-se o maior valor médio (IBR = 30,18) para os peixes expostos à 

ATZ, seguido pelos peixes do tratamento nATZ (IBR = 23,41) e por fim das 

nanocápsulas (IBR = 18,90). 
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Tabela 1: A tabela apresenta alterações significativas em biomarcadores de peixes expostos as 
a duas concentrações de nanocásulpas, ATZ nanoencapsulada e ATZ por 24 e 96 h, onde as 
setas apontadas para baixo indicam diminuição significativa e as setas apontadas para cima 
indicam aumento significativo.   

 

 

 

Fig. 8: Valores médios de IBR calculados para P. lineatus expostos à nanocápsulas (NANO), 
atrazina (ATZ) e atrazina nanoencapsulada (nATZ), para cada concentração (2 µg L-1 e 20 µg L-1) 
e tempo experimental (24 e 96h) (A) e valores médios, considerando-se todos os tempos e 
concentrações, para cada tratamento (B).  
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3.4. DISCUSSÃO 

 

 O presente trabalho avaliou alterações em biomarcadores do peixe P. lineatus 

expostos a ATZ, como também analisou os efeitos causados pela ATZ 

nanoencapsulada. Os resultados mostram que alguns dos efeitos observados nos 

peixes expostos à ATZ, tais como aumento na ocorrência de lipoperoxidação e 

frequência de AENs, aumento da glicemia e no conteúdo de GSH, alterações na 

atividade da anidrase carbônica e GPx, não foram observados nos peixes expostos ao 

herbicida nanoencapsulado, e tampouco nos peixes expostos apenas às nanocápsulas. 

Contudo, a nanoencapsulação não se mostrou eficaz em relação a alterações no 

conteúdo de hemoglobina, no aumento do escore de danos no DNA, como também na 

alteração da atividade da enzima Ca2+-ATPase levando a diminuição da concentração 

de Ca2+ plasmático. O Índice Integrado de Resposta ao Biomarcador (IBR) foi capaz de 

analisar os resultados dos biomarcadores de forma integrada. Os valores do IBR 

mostraram claramente um maior efeito da exposição a ATZ em sua formulação 

convencional em relação à nATZ. O IBR também mostrou que a exposição apenas às 

nanocápsulas sem a ATZ causou alterações em um menor número de biomarcadores, 

contudo essas alterações foram as mesmas observadas nos peixes expostos as 

nanocápsulas contendo ATZ, o que pode nos indicar que a toxicidade vista em peixes 

expostos a n ATZ pode ter sido causada tanto pelo herbicida, como também pelas 

nanocápsulas.    

As nanocápsulas podem ser inseridas nas células devido à sua grande área 

superficial e tamanho pequeno e modificações adicionais na superfície podem 

melhorar ainda mais a absorção celular (Hu e Gao, 2010; Yuan et al., 2016), com isso as 
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nanocápsulas que contenham herbicidas podem penetrar as células dos animais 

(Clemente et al., 2013) o que pode explicar a toxicidade observada para o peixe P. 

linetaus. Nesse trabalho as análises realizadas na água, coletadas no início (t0) e no 

final (t96) dos experimentos, mostraram que as concentrações de nanocápsulas 

contendo ATZ, assim como as de nanocápsulas sem ATZ, diminuíram do tempo inicial 

para o tempo final, sugerir que deva ter ocorrido a absorção desses compostos pelo 

animal.  

Na avaliação da toxicidade das NP, a morfologia, a área superficial, o 

revestimento, a solubilidade e os materiais dos quais as NP são constituídas devem ser 

considerados. Ensaios realizados com nanocápsulas de PCL sem ATZ mostraram sua 

fitotoxicidade para Brassica sp., o que pode ser devido às substâncias presentes na sua 

composição (Pereira et al., 2014). Um desses componentes é o surfactante de 

polissorbato 80 (Tween 80). Yuan e colaboradores (2016) mostraram que embriões de 

Danio rerio expostos a nanocápsulas de quitosana modificadas com Tween 80 (TmCS-

NP) apresentaram aumento aparente da taxa de mortalidade, diminuição na taxa de 

incubação e aumento das malformações de forma dose dependente, além do aumento 

do nível de produção de ERO intracelular. Outros compostos utilizados na fase 

orgânica de preparação das nanocápsulas são os triglicerídeos de ácidos cáprico e 

caprílico. O ácido cáprico pode ter sido liberado durante a metabolização do 

triglicerídeo, resultando em toxicidade para o peixe. O estudo de Yang e colaboradores 

(2018) mostrou que o ácido cáprico (ou ácido decanoico) após ser absorvido induziu 

estresse oxidativo, pela geração de ERO, e induziu LPO, causando apoptose em 

trofoblastos humanos. Sabe-se que entre os ácidos graxos, o ácido decanoico é 
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conhecido por ter uma variedade de atividades biológicas, incluindo efeitos 

antiproliferativos e pró-apoptóticos em células humanas (Kim et al., 2014).  

 Em relação aos efeitos da ATZ, os peixes expostos a maior concentração de ATZ 

por 24 h apresentaram um aumento na concentração de hemoglobina, isso pode ter se 

dado em resposta ao estresse causado pelo herbicida e a necessidade de se aumentar 

a concentração de oxigênio no organismo (George et al., 2017). Esse aumento da 

hemoglobina coincide com o aumento da glicemia, também observado nos peixes 

expostos a mesma concentração de ATZ por 24 h, reforçando a ideia de uma resposta 

de estresse. Concentrações elevadas de glicose plasmática podem ser explicadas pela 

mobilização de reservas de glicogênio em resposta ao estresse induzido pelo herbicida 

(Khan et al., 2016). O aumento da glicemia após exposição a herbicidas triazínicos 

também já foi relatada para a carpa Cyprinus carpio (Blahova et al., 2014; Bhanu e 

Deepek, 2015; Khan et al., 2016). Nos peixes expostos a ATZ nanoencapsulada não foi 

observada uma resposta de estresse com o aumento do conteúdo de hemoglobina e 

glicemia, o que pode ser dado pela liberação mais lenta e consequentemente menores 

quantidades do herbicida disponíveis. Contudo, após 96 h de exposição a NANO2, ATZ 

(2 e 20) e nATZ (2 e 20) os peixes apresentaram uma diminuição no conteúdo de 

hemoglobina. Sabe-se que o herbicida livre pode provocar a inibição da formação de 

hemoglobina ou a mortalidade prematura de glóbulos vermelhos, afetando a 

capacidade de transporte de oxigênio (Akinrotimi et al., 2010), a mesma inibição pode 

ter ocorrido nos animais expostos ao herbicida encapsulado, como também em peixes 

expostos somente as nanocápsulas, as quais também podem ter interferido no 

transporte de oxigênio.   
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 A concentração de Ca2+ plasmática também se mostrou ser bastante sensível à 

presença de ATZ, tanto na forma livre como nanoencapsulada, como também para as 

nanocápsulas, pois os peixes expostos à NANO2, ATZ2 e nATZ2, por 24 e 96 h, e à 

ATZ20 por 24h, apresentaram redução significativa no Ca2+. Essas reduções coincidem 

em grande parte com decréscimos na atividade da Ca2+-ATPase. A manutenção do 

cálcio plasmático em teleósteos de água doce envolve a tomada deste íon pelo epitélio 

branquial, que se dá pela entrada de Ca2+ através da membrana apical por um canal de 

Ca2+, favorecida pela baixa concentração de Ca2+ intracelular, e sua saída para o plasma 

é dirigida pela Ca2+-ATPase, localizada na membrana basolateral da célula (Marshall, 

2002). Assim, esses resultados mostram que tanto o herbicida livre como 

nanoencapsulado, assim como as nanocápsulas, interferem negativamente na 

homeostase do cálcio em uma espécie de teleósteo de água doce.  

As brânquias desempenham um papel vital no transporte de íons (Na+, K+, Cl-, 

Ca2+ e Mg2+) e com isso mantêm o equilíbrio hidroeletrolítico e ácido-básico em peixes. 

Por isso a quantificação de íons plasmáticos é considerada um biomarcador sensível a 

exposição a xenobióticos (Saravanan et al., 2011; Saravanan et al., 2015). Nos peixes 

expostos à ATZ foi detectada redução significativa na concentração de Na+ (ATZ2) em 

24h e um aumento significativo de potássio (ATZ2) em 96 h. Alterações na 

concentração destes íons podem ter se dado por alterações transitórias em canais ou 

trocadores específicos, já que a exposição à ATZ livre não causou alterações 

significativas na atividade da NKA. Essa ausência de mudanças na NKA está de acordo 

com os resultados de Paulino et al. (2012), que também não verificaram alterações na 

atividade da NKA após exposição de P. lineatus a 2, 10 e 25 µg L-1 de ATZ. Por outro 

lado, após 24 h de exposição à ATZ nanoencapsulada (nATZ20) houve um aumento 
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significativo no Na+ plasmático, o qual coincide com o aumento na atividade das 

enzimas NKA e H+-ATPase. Sabe-se que a NKA é a principal determinante da 

concentração de Na+ a qual contribui para sua tomada pelo epitélio branquial (Aperia 

et al., 2016) levando ao aumento em seus níveis plasmáticos. Esse aumento da 

atividade da enzima NKA foi uma resposta transitória visto que em 96h o aumento da 

atividade não foi observado.  

Em relação a atividade da enzima AC, a nATZ não alterou sua atividade, 

diferentemente da ATZ livre, a qual promoveu aumento na atividade da AC nas 

primeiras 24 h de exposição, já em 96 h a exposição o herbicida levou a uma redução 

de sua atividade. Esse efeito pode ter se dado por ação direta da ATZ na enzima, uma 

vez que já foi observado uma alta afinidade espécie-especifica também foi verificada 

na inibição de AC por agrotóxicos (Lionetto et al., 2012).  

 Os peixes expostos a ATZ nanoencapsulada não apresentaram alterações na 

atividade da GST e no conteúdo de GSH hepático, mas os peixes expostos a sua 

formulação convencional apresentaram uma diminuição na atividade da GST na menor 

concentração de ATZ e no menor tempo testado. Esta enzima está envolvida 

principalmente na fase 2 de biotransformação e uma diminuição em sua atividade 

também foi vista no trabalho de Santos e Martinez (2012), em P. lineatus expostos a 

10 µg L-1 de ATZ. Essa diminuição indica que a exposição a ATZ interfere no sistema de 

desintoxicação do organismo (Blahova et al., 2013). Em relação ao conteúdo hepático 

de GSH, os peixes expostos a ATZ durante 96 h apresentaram um aumento desse 

parâmetro. Resultado similar foi encontrado no trabalho de Elia e colaboradores 

(2012) no teleósteo Lepomis macrochirus expostos a concentrações bem mais altas de 
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ATZ (6 e 9 mg L-1). O aumento nos níveis de GSH pode estar relacionado ao aumento 

de sua demanda para a sua conjugação com o herbicida, a fim de evitar sua 

bioacumulação nas células hepáticas; como também pode estar relacionado com o 

aumento na produção de ERO devido à exposição a ATZ, a fim de prevenir danos 

oxidativos. Sabe-se que a GSH é eficiente para evitar a peroxidação lipídica, o que vai 

de encontro com o resultado encontrado nesse trabalho, pois não houve aumento da 

lipoperoxidação nos peixes que apresentaram aumento de GSH.  

As enzimas antioxidantes primárias (SOD, CAT e GPx) constituem a primeira 

linha de defesa contra as ERO. As SODs são uma grande família de enzimas que 

dismutam o superóxido em peróxido de oxigênio e água. CAT e GPx são responsáveis 

pela desintoxicação de peróxido de oxigênio em água (Nwani et al., 2010). No presente 

trabalho não foram observadas alterações consistentes das enzimas antioxidantes em 

peixes expostos ao herbicida nanoencapsulado, porém o mesmo não foi visto em 

peixes expostos a sua formulação convencional. Os resultados mostraram um aumento 

na atividade da CAT e GPx nas primeiras 24 h de exposição a ATZ20, que pode ser uma 

resposta ao aumento de ERO gerado pela exposição ao herbicida (John et al., 2001; 

Vasanth et al., 2013). A exposição a ATZ também levou a um aumento da atividade 

enzimática antioxidante em Poecilia sphenops (Vasanth et al., 2013) e da enzima CAT 

em fêmeas de Danio rerio (Jin et al., 2010). Por outro lado, após 96 h de exposição à 

ATZ20 ocorreu redução na atividade de CAT e GPx. Nos animais expostos à nATZ20 

somente a atividade da CAT mostrou diminuição. Reduções semelhantes na CAT e GPx 

também foram relatadas para os teleósteos Rhamdia quelen (Mela et al., 2013), em 

Labeo rohita (Prabakaran et al., 2014) e em embriões de D. rerio (Adeyemi et al., 2015) 

expostos a ATZ. O mecanismo de inibição das enzimas antioxidantes ainda é 
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desconhecido (Silva et al., 2011). Sugere-se que os xenobióticos podem inibir a 

transcrição de genes específicos, o que resulta em diminuição dos níveis de RNAm o 

que reflete em atividades mais baixas (Silva et al., 2011). A baixa atividade dessas 

enzimas e a produção de ERO em excesso em animais expostos a ATZ, pode levar a 

danos celulares (Sun et al., 2006).  

Entre os principais danos causados pelo excesso de ERO destaca-se a 

peroxidação lipídica (LPO), que é o passo inicial de dano na membrana celular, 

podendo levar a célula a apoptose; a LPO pode ser causada por agrotóxicos, metais e 

outros xenobióticos (Livingstone, 2001). No presente estudo observou-se um aumento 

de LPO apenas no fígado dos peixes expostos a ATZ2, nas primeiras 24 h, sugerindo um 

desequilíbrio pró-oxidante, contudo em 96 h de exposição não foi visto o aumento 

indicando uma eficiência das defesas antioxidantes. Esse aumento nas primeiras 24 h 

não foi observado em peixes expostos a ATZ nanoencapsulada, o que nos mostra que 

nas concentrações testadas a encapsulação da ATZ foi eficaz para evitar danos a 

membrana plasmática em P. lineatus. O aumento de LPO também foi registrado para 

C. punctatus (Nwani et al., 2010), L. rohita (Prabakaran et al., 2014) e P. sphenops 

(Vasanth et al., 2013) em resposta à exposição à ATZ. Assim, pode-se sugerir que a LPO 

pode estar associada ao excesso de ERO resultante do metabolismo da ATZ, levando a 

peroxidação dos lipídeos das membranas em células hepáticas.   

Entretanto, a ATZ nanoencapsulada não se mostrou eficaz em evitar os danos 

no DNA de eritrócitos, pois foi observado um aumento de danos nos peixes expostos à 

nATZ em todos os tempos e concentrações testadas, assim como ocorreu com a ATZ 

livre, o que indica o potencial genotóxico desses compostos. Os derivados de s-triazina, 
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que inclui a atrazina, são capazes de interação direta com o DNA, de forma tempo-

dependente (Oliveira-Brett e Silva, 2002). Essa interação se dá por formação de adutos 

entre o herbicida e as bases púricas do DNA, adenina e guanina. Esses resultados 

corroboram resultados anteriormente encontrados para a mesma espécie de peixe, 

que mostraram aumento na ocorrência de danos no DNA de eritrócitos, células 

hepáticas e branquiais após exposição a 2 e 10 µg L-1 de ATZ (Santos e Martinez, 2012). 

Grillo e colaboradores (2012) realizaram testes genotóxicos em linfócitos humanos 

com o herbicida ATZ em sua formulação convencional e nanoencapsulada e os 

resultados também mostraram que todos os tratamentos foram significativamente 

diferentes do CTR, porém também foram diferentes entre si, e o encapsulamento dos 

herbicidas diminuiu em 50% os danos causados ao DNA.  

A exposição apenas às nanocápsulas de PCL por 96 h aumentou o escore de 

danos no DNA de P. lineatus. A hidrólise de episol-caprolactone resulta na formação do 

ácido 6-hidroxi-hexanoico (Karande et al., 2017). No trabalho realizado com larvas de 

Danio rerio a exposição subletal a ésteres do ácido adípico, análogo ao ácido 6-hidroxi-

hexanoico, causou danos ao DNA de forma dose dependente induzindo quebras na 

cadeia de DNA detectadas em células das larvas, como também induziu a expressão de 

genes relacionados ao estresse e causou deformidades morfológicas (Boran e Terzi, 

2017).  

Em relação aos danos mutagênicos, somente nos peixes expostos a ATZ20, 

durante 96 h, apresentaram aumento significativo na frequência de AENs. As AENs 

quando representadas separadamente mostraram que a maior ocorrência se deu em 

núcleos em forma de rim, seguido de segmentado e após lobulado. As causas que 
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original a formação das anormalidades nucleares ainda é incerta, contudo uma teoria 

atribui seu aparecimento a mudanças em proteínas do citoesqueleto, responsáveis 

pela manutenção da forma nuclear (Ghisi et al., 2014). Dentre as AENs, a de menor 

ocorrência foi a de MN, contudo vale ressaltar que MN só foram detectados nos peixes 

expostos a ATZ. Sabe-se que a indução máxima de MN ocorre normalmente de um a 

cinco dias após a exposição (Nwani et al., 2011), o que está de acordo com a formação 

de MN com 24 e 96 h de exposição observada nesse trabalho. A exposição a 

xenobióticos pode levar a alterações na formação do fuso mitótico, causar danos ou 

perdas cromossômicas, o que consequentemente, pode resultar na formação de MN 

(Viana et al., 2017). Trabalhos anteriores mostram que a exposição a ATZ leva ao 

aparecimento de MN de forma dose dependente (Nwani et al., 2011; Piancini et al., 

2015). 

O desenvolvimento de um sistema sistemas de libração controlada podem 

atenuar os impactos negativos de agrotóxicos no meio ambiente, bem como aumentar 

a segurança alimentar. No entanto, alguns trabalhos ainda precisam ser realizados 

para sua regulamentação e utilização no mercado agrícola. Com isso esse trabalho é 

importante para compreender a toxicidade da ATZ nanoencapsulada em um 

organismo não-alvo avaliando seu risco ecológico. Os resultados da análise integrada 

dos biomarcadores, pelo IBR, nos mostra que a ATZ apresentou uma maior toxicidade 

ao peixe P. lineatus, em comparação com sua formulação nanoencapsulada. O que nos 

mostra que ATZ nanoencapsulada foi capaz de proteger de uma forma geral o animal 

dos efeitos do herbicida, indicando que a ATZ nanoencapsulada é menos toxica para o 

peixe P. lineatus em comparação com sua formulação convencional. A redução de sua 

toxicidade por estar relacionada com sua liberação mais específica, controlada e 
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localizada do princípio ativo no alvo. Além de ser menos toxica, trabalhos anteriores já 

mostraram que a ATZ nanoencapsulada permite a aplicação de doses menores do 

herbicida, sem perda de eficiência (Oliveira et al., 2015b; Souza et al., 2018), trazendo 

benefícios para o ambiente.  
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