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ANDRADE, L.L. Avaliagdo dos efeitos da atrazina nanoencapsulada em comparacdao com sua
formulagdo convencional em biomarcadores do peixe Prochilodus lineatus. Dissertacdo de
Mestrado, 2018. 66f. (Programa Multicéntrico de Pés-Graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

Nanoparticulas foram desenvolvidas como sistemas de liberacdo para agrotdxicos, melhorando
suas caracteristicas e aumentando sua eficiéncia. Com isso permitem diminuicdo da dosagem e
frequéncia de aplicacdo, diminuindo os riscos para os organismos nao-alvos. A atrazina (ATZ) é um
herbicida amplamente utilizado, que possui um alto potencial para contaminar o ambiente e
varios estudos apontam os seus efeitos em organismos ndo-alvo. Sistemas de libera¢do para a
atrazina (ATZ) foram desenvolvidos a fim de minimizar sua contamina¢do no ambiente, como as
nanocdpsulas preparadas com poli (e-caprolactona). Contudo, para o uso seguro da ATZ
nanoencapsulada estudos que investiguem sua toxicidade sdo de grande importancia. Com isso, o
objetivo desse trabalho foi investigar os efeitos da ATZ nanoencapsulada e comparar com os
efeitos de sua formulacdo convencional, em diferentes concentracdes e tempos de exposicao,
sobre biomarcadores do peixe Prochilodus lineatus. Os peixes foram expostos durante 24 e 96 h a
ATZ nanoencapsulada (nATZ) e a atrazina (ATZ) nas concentracbes de 2 e 20 pg L?, apenas as a
nanocapsulas sem o ativo (NANO), nas quantidades correspondentes, ou apenas a agua
desclorada (CTR). Foram realizadas analises hematoldgicas (niUmero de eritrécitos, hematdcrito e
hemoglobina), quantificacdo da glicemia e de ions plasmaticos (Na*, K*, CI, Ca*" e Mg*), da
atividade branquial das enzimas Na'/K'-ATPase, H'-ATPase, Ca**-ATPase e Anidrase Carbdnica. No
figado foram analisadas a ocorréncia de proteinas carboniladas e de lipoperoxidacdo, alteracées
na atividade das enzimas de biotransformacdo CYP1A e glutationa-S-transferase, no conteudo de
glutationa, assim como alteragdes nas defesas enzimdticas antioxidantes catalase, superodxido
dismutase e glutationa peroxidase. Também foi analisada a ocorréncia de danos genotdxicos e de
alteragGes eritrociticas nucleares em eritrécitos. Os resultados mostraram que o herbicida
nanoencapsulado se mostrou menos toxico em comparagao com a ATZ livre, pois ndo promoveu
aumento na glicemia, alteragbes na atividade das enzimas antioxidantes, no conteudo de
glutationa, na atividade da enzima anidrase carbbnica e tampouco aumento na frequéncia de
micronucleos e outras anormalidades eritrociticas nucleares. Contudo a exposicdao a nATZ, assim
como a ATZ e as nanocapsulas sem o ativo, resultou em redugdo no conteldo de hemoglobina, no
aumento do escore de danos no DNA de eritrdcitos, como também na altera¢do da atividade da
enzima Ca”-ATPase levando a diminuicio do Ca®* plasmatico. A andlise integrada dos
biomarcadores, por meio do célculo do indice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR),
mostrou que a exposi¢cdo a ATZ promoveu alteracdes em um maior nimero de biomarcadores,
seguido da ATZ nanoencapsulada e a exposi¢do as nanocapsulas promoveu um menor nimero de
alteracdes, indicando que a encapsulacdo do herbicida protegeu o animal dos efeitos da ATZ.
Assim, pode-se concluir que a nanoencapsulacao da ATZ pode ser uma ferramenta para diminuir
os danos desse herbicida ao meio ambiente.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Nanoparticulas. ATPases. Danos oxidativos. Figado.
Enzimas antioxidantes.



ANDRADE, L.L. Evaluation of the effects of nanoencapsulated atrazine compared to its
conventional formulation in biomarkers of the fish Prochilodus lineatus. Master
Dissertation, 2018. 66p. (Programa Multicéntrico de Pds-Graduagdao em Ciéncias Fisioldgicas)
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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
(e-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 pg L™, 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*, CI, Ca** and Mg** and glucose. In the gills the activities of Na*/K*-ATPase, H"-ATPase,
Ca®*- 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 Ca’*-ATPase enzyme activity leading to a decrease in
plasma Ca’*. 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.
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1. Revisdo Bibliografica

1.1. Nanotecnologia aplicada a agricultura

A populacdo global devera atingir 8,5 bilhGes em 2030, para atender essa
demanda, a producdo de alimentos deverd aumentar em até 50% (Wiens, 2016).
Contudo, os recursos naturais estao se esgotando em uma taxa sem precedentes, além
das mudancas climaticas globais que reduzem a produtividade agricola (Dewulf et al.,
2015). Para superar estas restricbes, é preciso melhorar a produtividade e o
processamento pos-colheita (Kang et al.,, 2009). A nanotecnologia refere-se a
tecnologia, engenharia e ciéncia do controle e construcdo de sistemas com
propriedades diferentes (Wang et al., 2016) e suas aplica¢cdes realizam um avanco
significativo em vdrias areas, dentre elas a agricultura (Fraceto et al.,, 2016; He e
Hwang et al., 2016). A implementagdo da nanotecnologia na agricultura tem o intuito
de melhorar a saude vegetal, qualidade do produto, seguranca alimentar e o

rendimento agricola (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 germina¢ao aprimorada, desenvolver sistemas de liberacao
para agrotdxicos, aumentar a retencdo de agua no solo, uma melhor imobilizacdo e
liberacdo de nutrientes no solo, melhora no desenvolvimento das plantas e na
resisténcia contra patdgenos, assim como em todas as fases de producdo, desde o
cultivo até a distribuicdo de alimentos (Fig. 1) (Fraceto et al., 2016; Mishra et al., 2017).

Com o desenvolvimento destes dispositivos pode ocorrer uma revolug¢do nas praticas



agricolas, tanto na reducdo de impactos sobre o meio ambiente, assim como uma

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

Imobilizagdo e
liberagao de
nutrientes

' ‘ Resisté;lcia

contra
patogenos

Germinacao
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Nanotecnologia
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agricultura
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Crescimento
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Sistemas de
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fertilizantes

Figura 1. Potenciais aplicacdes da nanotecnologia na agricultura.

Com a nanotecnologia aplicada a agricultura, ocorreu o desenvolvimento de
nanomaterias destinados a melhorar a seguranca e a eficdcia de fertilizantes e
agrotoxicos (Parisi et al., 2015; Sekhon, 2014), incluindo a pesquisa da associagao de
agrotoxicos com nanomateriais, que favorecem sua interacdo e efeitos no campo,
aumentando sua superficie de contato e reatividade. Com isso, varios nanocarreadores
foram desenvolvidos para melhorar a eficiéncia de agrotdxicos, como nanodispersdes,
nanoemulsdes e nanoparticulas inorganicas e organicas (Kah et al., 2013; Kah e
Hofmann, 2014). Além disso, é importante mencionar que os nanomateriais podem ser
explorados por melhorar algumas caracteristicas dos agrotéxicos, como a resisténcia

contra a hidrélise e fotodegradacao, aumento de sua solubilidade e da extensdo de seu



potencial de acdo, diminuicdo da degradagdo prematura, liberacdo mais especifica e
controlada, em comparac¢do com formula¢cdes convencionais (Grillo et al., 2016; Kah e
Hofmann, 2014; Mishra e Singh, 2015; Nuruzzaman et al., 2016). Essas caracteristicas
permitem reducdes na dosagem de aplicacdo de agrotdxicos e na frequéncia de sua
utilizacdo, e com isso também diminuem os riscos para os organismos ndo-alvos e para

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

As nanoparticulas (NP) permitem uma liberagdo mais controlada, mais
especifica no alvo e a utilizagdo de concentragdes otimizadas (Wang et al., 2016). No
trabalho realizado por Tong e colaboradores (2017) a utilizagdo da NPs como um
sistema de liberacdo para o herbicida metolachlor aumentou sua solubilidade em agua
e aumentou seu potencial herbicida em concentracdes relativamente baixas, em
culturas de arroz (Oryza sativa) e milha (Digitaria sanguinalis). Um trabalho realizado
com NP de alginato de sddio carregadas com o pesticida imidacloprid mostrou que a
formulacdo encapsulada é mais eficaz do que a convencional, além disso, andlises in
vitro demonstraram que o inseticida encapsulado é menos citotéxico (Kumar et al.,
2014). Em ensaios da atividade herbicida, NP lipidicas sdélidas contendo o herbicida
atrazina e simazina mostraram eficdcia contra a espécie alvo nabo-bravo (Raphanus
raphanistrum), mas ndo afetaram o crescimento do milho (Zea mays), organismo nao-
alvo (de Oliveira et al., 2015). Um trabalho realizado com NP do inseticida poliacrilato
com moléculas de benzoato de emamectina, demostrou que a encapsulagdo
aumentou sua fotoestabilidade e se mostrou mais eficaz no controle da lagarta

Helicoverpa armigera (Shang et al., 2013).



Como foi visto, a nanotecnologia desempenha um papel importante para o
crescimento da agricultura moderna e aumento da producdo de alimentos,
concomitante com a protecdo dos organismos ndo-alvo e o meio ambiente (Campos-
Garcia et al.,, 2015). Nesse contexto, com o aumento da producdo de NP, estudos
toxicolégicos sdo essenciais para conhecer seus possiveis impactos no ambiente e na
saude de organismos ndo alvos, dado que esses sistemas podem modificar o
transporte, a biodisponibilidade e o destino dos agrotdxicos 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-agucar, 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 dgua e baixa adsorcdao em solos (Cerejeira et al., 2003;
Kumar et al.,, 2013; Schwab et al.,, 2006), e por consequéncia, apresenta alta
persisténcia e mobilidade no ambiente (Jablonowski et al., 2009; Jablonowski et al.,
2011). Devido a suas caracteristicas, a ATZ possui um alto potencial para contaminar
nao sé a produgao agricola, mas também o solo, aguas superficiais e subterraneas
(Cerejeira et al., 2003; Kumar et al., 2013; Schwab et al., 2006). Embora sua utilizacdo

tenha sido proibida no ano de 1991 em varios paises, como ltadlia (Huang et al. 2009),



Dinamarca (Glaesner et al., 2014), Finlandia e Alemanha (Vonberg et al., 2014), a ATZ
continua a ser um dos agrotdxicos mais utilizados nos Estados Unidos e no resto do
mundo (Ehrsam et al., 2016). No Brasil este herbicida ocupa a quarta colocagdo no

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

A grande utilizacdo de ATZ levou a um aumento de seus residuos no solo e em
aguas subterraneas (Arora et al., 2008; Jablonowski et al., 2011; Sui e Yang, 2013). A
ATZ geralmente é encontrada em niveis relativamente baixos no ambiente, menores
que 1 pug L™. No entanto, este herbicida ja foi detectado em niveis tdo altos quanto 21
g L™ em 4guas subterraneas, 42 pug L™ em 4guas superficiais e até 102 pg L™ em bacias
hidrograficas de areas agricolas dos Estados Unidos (Powell et al., 2011). Alguns
estudos mostram niveis superiores a 3 e 0,1 ug L™ encontrados em agua potavel dos
Estados Unidos e da Europa, respectivamente (Mahia et al., 2007). No estado do
Parand (sul do Brasil), concentracdes de ATZ entre 0,09 a 0,30 pg L* foram

determinadas em 3 cérregos de areas agricolas (Vieira et al., 2016).

Plantas alvos e ndo-alvos expostas a ATZ apresentaram um aumento na geracao
de espécies reativas de oxigénio (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 fotossintese, pela ligacdo competitiva ao sitio de ligacgdo da plastoquinona a
subunidade D1 do fotossistema Il, bloqueando o fluxo de elétrons, levando a producgao
de ERO e a inibicdo da assimilacdo do CO, (Li et al., 2012; Nakka et al., 2017; Oliveira et
al.,, 2015a). Li e colaboradores (2012) mostraram que a exposicdo a ATZ induziu a
formacao de ERO no milho (Zea mays) e levou a um aumento significativo na atividade

das enzimas antioxidantes. Plantas possuem algumas enzimas responsaveis pela



desintoxicacdo contra varios agrotdxicos, como o citocromo P450, peroxidases,
arilacilamidase, esterases, lipases, proteases, amidases, oxigenases e reductases (Jiang
et al., 2016). Um mecanismo importante de biotransformacdo das triazinas em milho e
sorgo é através da conjugacdo com a glutationa, catalisada por GSTs (Nakka et al.,

2017).

A agéncia de protecdao ambiental dos EUA classifica a ATZ na classe Ill em uma
escala de | a IV, sendo IV considerado o mais toxico. Este herbicida foi classificado
como sendo um bloqueador enddcrino pela Agéncia de Prote¢do Ambiental dos EUA
(Morales-Pérez et al., 2016) e como potencialmente cancerigeno pela Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC) (Mahler et al., 2017). Com isso,
trabalhos na area de ecotoxicologia que utilizem biomarcadores para analisar possiveis
danos em organismos ndo-alvo causados pela exposicdio a ATZ s3o de grande

importancia.

Os biomarcadores constituem ferramentas rapidas e sensiveis para revelar
efeitos subletais de xenobidticos em organismos de diferentes habitats (Colin et al.,
2016). Seu uso tem origem em toxicologia humana, na qual provaram ser Uteis como
indicadores de alerta precoce a doengas ou sindromes especificas; em Ecotoxicologia
os biomarcadores vém sendo utilizados ha cerca de 20 anos (Forbes et al., 2006).
Assim, o objetivo de analisar biomarcadores em organismos que sofreram algum tipo
de exposicdo a determinado contaminante quimico é antecipar prejuizos possiveis de
atingir outros niveis de organizacdo biolégica (Colin et al., 2016). Deste modo, os

biomarcadores fornecem valiosa ferramenta de previsao em biomonitoramento e



avaliacdo de risco ecoldgico, possuindo uma utilidade direta para avaliar a saude do

ecossistema (Allen e Moore, 2004).

Os biomarcadores podem ser indicadores genéticos, bioquimicos, fisiolégicos
ou histologicos de exposicdo a xenobidticos (Forbes et al., 2006). Varios trabalhos tém
mostrado que alguns biomarcadores sdo sensiveis a exposicdo a ATZ. No trabalho
realizado com Carpa (Cyprinus carpio), mostrou-se que a exposicdo a 2 e 10 ug L™ de
ATZ levou a danos oxidativos em diferentes tecidos do peixe e levou a inibicdo das
enzimas antioxidantes (Marins et al., 2018). Os resultados obtidos com peixe de agua
doce Jundid (Rhamdia quelen), expostos por 96 h a 2, 10 e 100 pg L™* de ATZ,
mostraram que a exposicdo ao herbicida pode causar lesGes histoldgicas no figado,
com vacuolizagdo de hepatdcitos e areas de necrose. Nessa mesma espécie, as
branquias apresentaram mudangas nas células pavimentosas e de cloreto quando
expostas as maiores concentracdes de ATZ, influenciando o processo de
osmorregulacdo (Mela et al., 2013). No peixe de agua doce Channa punctatus, a ATZ
provocou uma frequéncia elevada de micronlcleos e anormalidades nucleares,
principalmente na concentracdo subletal de 8,4 mg L™ durante 7 dias de exposi¢io
(Nwani et al., 2011). Este herbicida mostrou toxicidade aguda para a truta arco iris
(Onchorhynchus mykiss), para o peixe-gato (Ictalurus punctatus), assim como para o
sapo leopardo (Rana pipiens) e sapo americano (Bufo americanus) na concentragdo de
10 pg L™* de ATZ (Orton et al., 2006). No peixe de dgua doce Curimbatd (Prochilodus
lineatus), a exposicdo & 2 e 10 pg L* ATZ durante 24 e 48 h inibiu as enzimas
antioxidantes e de biotransformacdo no figado, assim como levou a danos genotoxicos

em diferentes tipos celulares (Santos e Martinez, 2012). Esta espécie também



apresentou alteragdes na osmolalidade e uma diminui¢ao da atividade branquial da
enzima anidrase carbdnica apds exposicdo cronica a 25 ug L™ de ATZ, bem como
alteragdes morfoldgicas nas branquias apds exposicdo a 10 e 25 pg L' de ATZ durante
48 h (Paulino et al., 2012). A exposicdo a 5, 10 e 20 pg L deste herbicida durante 7
dias levou a um aumento da peroxidacdo lipidica, assim como declinio de proteinas
totais no figado e musculos em girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) (Dornelles
e Oliveira, 2014). No peixe de agua doce, Tor grypus a exposicao cronica a
concentracOes subletais de ATZ levou a uma diminuicdo nos parametros
hematoldgicos (hemoglobina, hematécrito e RBC) (Zadeh et al. 2016). No trabalho de
Blahova e colaboradores (2013), a exposicdo do peixe-zebra (Danio Rerio) ao herbicida,
em diferentes concentragdes (0,3, 3, 30 e 90 ug L"), causou uma diminuicdo na
atividade da glutationa S-transferase e catalase e um aumento na atividade da
superoéxido dismutase. Como varios estudos apontam os efeitos deletérios da ATZ, a
investigacdao sobre tecnologias que minimizem seus impactos no ambiente e em
organismos nao alvos, sem prejudicar a sua atividade no controle de plantas invasoras,

é algo de grande relevancia.

1.2. Atrazina Nanoencapsulada
Com o objetivo de minimizar a contaminacdo dos recursos naturais por ATZ,
sistemas de liberacdo controlada para este herbicida com base em diferentes tipos de
nanoparticulas poliméricas foram desenvolvidos, como as nanocapsulas (Fig. 2). Estes
sistemas apresentam boa estabilidade fisico-quimica e sao de facil reprodutibilidade,
podem ser preparados utilizando polimeros biodegradaveis e possuem

compatibilidade com uma ampla variedade de substancias (Grillo et al., 2012a, 2014,



2015; Pereira et al., 2014). As nanocdpsulas sdo sistemas vesiculares que agem como
um reservatoério, armazenando substancias bioativas em seu interior liquido (agua ou

6leo), envolvidas por um material sélido, o polimero (Grillo et al., 2012b).

parede nicleo
polirv{ica oleoso
A)
Nanocapsula IO Composto biativo

Figura 2. Representacdo esquemadtica de um corte transversal de nanocapsulas
poliméricas. Fonte: Grillo et al. (2012b).

Com um grande potencial para utilizacdo na agricultura, as nanocapsulas
preparadas com poli (e-caprolactona) ou PCL estdo sendo empregadas como um
sistema transportador para a ATZ (Grillo et al., 2012a; Pereira et al., 2014). O PCL é um
polimero semicristalino, soluvel em varios solventes organicos e é empregado para a
preparacao de nanoparticulas como veiculos de compostos biologicamente ativos sob
a forma de nanoesferas e nanocdpsulas, sendo utilizado devido as suas propriedades
fisicas e quimicas, de biodegradabilidade e de biocompatibilidade (Pereira et al., 2014;

Sinha et al., 2004).

Pereira e colaboradores (2014) ja mostraram que o encapsulamento da ATZ foi
eficiente. O herbicida encapsulado ndo causou danos ao milho (Zea mays), um
organismo nao-alvo e ao mesmo tempo mostrou ser mais eficaz contra o organismo
alvo (Brassica sp), em comparagdo com o herbicida livre, indicando aumento da
biodisponibilidade do principio ativo. Em outro trabalho desenvolvido com plantas de
mostarda (Brassica juncea), uma espécie alvo, as nanocdpsulas poliméricas contendo

ATZ foram 10 vezes mais eficazes no controle do desenvolvimento dessa planta em
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comparacdo com a ATZ livre (Oliveira et al.,, 2015a). Além disso, a ATZ
nanoencapsulada ndo produziu efeitos colaterais persistentes para o milho (Zea mays),
espécie ndo-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
picdo preto (Bidens pilosa) em relacdo a ATZ (Souza et al., 2018). Além disso, o uso de
nanocapsulas de PCL carregadas com ATZ diluidas 10 vezes resultou na mesma eficacia
de sua formulacdo comercial na dose padrdao de ATZ (Oliveira et al., 2015b; Souza et

al., 2018).

Entretanto, para a sua utilizacdao segura, estudos que investiguem a toxicidade
das nanocapsulas da ATZ para organismos nado-alvo sdo essenciais. Para o
microcrustaceo Daphnia similis, a ATZ nanoencapsulada apresentou uma maior
toxicidade do que o herbicida livre. Contudo, nos testes citogenéticos, utilizando
culturas de linfécitos humanos, o encapsulamento reduziu a extensao dos danos e no
teste com a microalga Pseudokirchneriella subcapitata a utilizacdo do herbicida
encapsulado reduziu a inibicido de seu crescimento (Clemente et al., 2014). As
formulag¢Ges de nanocdpsulas e nanoesferas contendo a ATZ produziram menos
aberracdes cromossémicas na cebola (Allium cepa) em comparacdo com a ATZ livre,
indicando que a associag¢ao do principio 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 linfécitos
humanos e células de cebola (Allium cepa) que a ATZ nanoencapsulada era menos

toéxica do que o herbicida na sua formulagao convencional.
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Nesse contexto, pesquisas na area de ecotoxicologia que investiguem os efeitos
que as nanoparticulas contendo agrotéxicos podem apresentar sobre organismos ndo-

alvos sdo essenciais para a sua utilizagao segura na agricultura.

1.3. Modelos biolégicos para estudos ecotoxicolégicos
Dentre os varios grupos de organismos que podem ser utilizados como modelos
bioldgicos, os peixes destacam-se, pois, muitas espécies apresentam biologia e
fisiologia conhecidas, se mostram sensiveis a exposicdao a xenobidticos e apresentam

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

No presente trabalho, o modelo bioldgico escolhido foi a espécie de teledsteo
neotropical Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836) (Fig. 3). Este peixe é
popularmente conhecido como curimba ou curimbata, pertencente a ordem
Characiformes, familia Prochilodontidae e superordem Ostariophysi. A escolha para
este estudo residiu no fato dessa espécie ser muito utilizado na alimenta¢ao humana,
também por tratar-se de uma espécie de biologia e fisiologia conhecidas e ser bastante
sensivel a diversos xenobidticos. Esta espécie ja 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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o

Figura 3: Juvenil de Prochi/ods /iéatus.

2. OBJETIVO
2.2. Objetivo geral
Investigar os efeitos da atrazina nanoencapsulada e comparar com os efeitos de
sua formulacdo convencional, assim como avaliar a toxicidade das nanocapsulas sem o
ativo em diferentes concentracbes e tempos de exposicdo, sobre biomarcadores
genotodxicos, bioquimicos e fisioldgicos do peixe Prochilodus lineatus.
2.3. Objetivos especificos

e Verificar se ATZ nanoencapsulada promove alteracdes nos parametros
hematoldgicos (hematdcrito, nimero de eritrécitos e hemoglobina) de P.
lineatus;

e Analisar se a exposi¢cdo a ATZ nanoencapsulada induz um aumento de danos no
DNA, na formacdo de micronucleo e de alteracdes eritrociticas nucleares em
eritrocitos de P. lineatus;

e Avaliar se apds as exposicdes ocorrem alteracdes nas concentragdes de glicose,

e dos ions cloreto, sddio, potassio, calcio e magnésio no plasma;
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e Investigar se o herbicida nanoencapsulado pode causar alteracdes na atividade
das enzimas Na'/K'-ATPase (NKA); H*-ATPase; Ca’*-ATPase e anidrase
carbénica (AC) nas branquias de P. lineatus;

e \Verificar se as exposicdes promovem danos oxidativos (PCO, LPO), altera¢des
na atividade das enzimas de biotransformacdo de fase 1 (EROD) e fase 2 (GST),
no conteudo de GSH, assim como alteragdes nas defesas enzimaticas

antioxidantes (CAT, SOD e GPx) no figado 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 nao-alvo. Por
isso, a investigacdo de tecnologias que minimizem seus impactos é de extrema
relevancia. Nesse contexto, sistemas de liberagdao controlada para ATZ com base em
nanoparticulas poliméricas foram desenvolvidos, como as nanocdpsulas preparadas
com poli (e-caprolactona). O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da ATZ
nanoencapsulada em comparagdo com a ATZ sobre biomarcadores do teledsteo
neotropical Prochilodus lineatus. Os peixes foram expostos durante 24 e 96 h a ATZ
nanoencapsulada (nATZ) e a atrazina (ATZ) nas concentracdes de 2 e 20 pg L™, apenas
as a nanocapsulas sem o ativo (NANO) nas quantidades correspondentes ou apenas a
agua desclorada (CTR). Os resultados mostraram que a ATZ nanoencapsulada se
mostrou menos téxica em comparacdao com a ATZ, pois ndo promoveu aumento na
glicemia, alteragbes na atividade das enzimas antioxidantes, no conteudo de
glutationa, na atividade da enzima anidrase carblnica e tampouco aumento na
frequéncia de micronucleos e outras anormalidades eritrociticas nucleares. Contudo a
exposicdo a nATZ, assim como a ATZ e as nanocdapsulas, resultou em reducdo no
conteudo de hemoglobina, no aumento do escore de danos no DNA de eritrécitos,
como também na alteracdo da atividade da enzima Ca’"-ATPase, levando a diminuicdo
do Ca®* plasmatico. A andlise integrada dos biomarcadores, por meio do célculo do
indice Integrado de Respostas de Biomarcadores (IBR), mostrou que a exposicdo a ATZ
promoveu alteragdes em um maior numero de biomarcadores, em comparagdao com a
ATZ nanoencapsulada, indicando que a encapsulacao do herbicida protegeu o animal

dos efeitos da ATZ.
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3.1 INTRODUCAO

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-agucar, trigo, sorgo, nozes e milho (Singh et al., 2017). A ATZ inibe
a fotossintese, gerando estresse oxidativo (Nakka et al., 2017). Embora sua utilizagdo
tenha sido proibida em varios paises, a ATZ continua a ser um dos agrotdxicos mais
utilizados nos Estados Unidos e no resto do mundo (Ehrsam et al., 2016). No Brasil este
herbicida ocupa a quarta colocagdao no ranking dos 10 ingredientes ativos mais
vendidos no ano de 2016 (IBAMA, 2017). Devido a alta persisténcia e mobilidade no
ambiente, a ATZ possui um alto potencial de contaminar ndo sé a producdo agricola,
mas também o solo, dguas superficiais e subterraneas (Cerejeira et al., 2003; Kumar et

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

Alguns trabalhos j& mostraram que organismos aqudticos, como bivalves
(Santos e Martinez, 2014) e peixes sao sensiveis 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 teleésteo de agua doce Prochilodus lineatus
mostraram que a exposicdo a ATZ inibiu as enzimas antioxidantes e de
biotransformacdo no figado, levou a danos genotéxicos em diferentes células,
alteracdes na osmolalidade plasmatica e uma diminuicdo da atividade branquial da
enzima anidrase carbdnica, bem como alteracdes morfoldgicas nas branquias (Paulino
et al., 2012; Santos e Martinez, 2012). Como varios estudos apontam os efeitos

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

plantas invasoras, é algo de grande relevancia.

A implementacdo da nanotecnologia na agricultura tem o intuito de melhorar a
saude vegetal, qualidade do produto, seguranca alimentar e o rendimento agricola
(Luvisi, 2016), permitindo um potencial desenvolvimento da agricultura em todas as
suas fases de producgado, desde o cultivo até a distribuicdo de alimentos (Fraceto et al.,
2016; Mishra et al., 2017). O desenvolvimento de sistemas de liberagdao controlada
para agrotoéxicos estd destinado a melhorar sua seguranca e eficdcia (Parisi et al., 2015;
Sekhon, 2014). As nanoparticulas (NP) permitem uma liberagdao mais controlada, mais
especifica no alvo e a utilizacdo de concentracdes otimizadas. (Wang et al., 2016). Com
isso, permitem redugdes na dosagem de aplicacdao de agrotdxicos e na frequéncia de
sua utilizacdo, e assim diminuem os riscos para os organismos nao-alvo e para o
ambiente (Kah et al., 2013; Kah e Hofmann, 2014). Varios trabalhos tém mostrado que
a utilizacdo de nanoparticulas como sistemas transportadores para agrotdxicos
resultam no aumento de sua eficacia no organismo alvo e diminuicdo de sua toxicidade
a organismos ndo-alvo (de Oliveira et al., 2015; Kumar et al., 2014; Shang et al., 2013;

Tong et al., 2017).

Sistemas de liberagdo para a ATZ com base em nanoparticulas poliméricas
foram desenvolvidos, como as nanocapsulas preparadas com poli (e-caprolactona)
(Grillo et al., 2012; Pereira et al., 2014). O PCL é um polimero semicristalino, solavel
em varios solventes organicos e empregado para a prepara¢ao de nanoparticulas como
veiculos 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) ja mostraram que o encapsulamento da ATZ foi
eficiente. O herbicida encapsulado ndo causou danos ao milho (Zea mays), um
organismo nao-alvo, e ao mesmo tempo mostrou ser mais eficaz contra o organismo-
alvo (Brassica sp.), em comparagdao com o herbicida livre, indicando aumento da
biodisponibilidade do principio ativo. No trabalho desenvolvido com plantas de
mostarda (Brassica juncea), uma espécie-alvo, as nanocdapsulas poliméricas contendo
ATZ foram 10 vezes mais eficazes no controle do seu desenvolvimento em comparacao
com a ATZ livre (Oliveira et al., 2015a). Além disso, no trabalho realizado com cultura
de milho (Zea mays) (espécie ndo-alvo) a ATZ nanoencapsulada ndo 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 picao preto (Bidens pilosa) em relagao a ATZ (Souza et al., 2018). Além disso,
o uso de nanocdpsulas de PCL carregadas com ATZ diluidas 10 vezes resultou na
mesma eficacia de sua formulacdo comercial na dose padrdo de ATZ (Oliveira et al.,

2015b; Souza et al., 2018).

Entretanto, para a sua utilizacdo segura é essencial estudos que investiguem a
toxicidade das nanocapsulas da ATZ para organismos ndo-alvo fora da cultura. No
estudo realizado com o microcrustaceo Daphnia similis a atrazina nanoencapsulada
apresentou uma maior toxicidade do que o herbicida livre. Contudo, nos testes de
citogenética, utilizando culturas de linfocitos humanos, o encapsulamento reduziu a
extensdo dos danos causados as células e no teste realizado com a microalga

Pseudokirchneriella subcapitata a utilizagdo do herbicida encapsulado reduziu a
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inibicio de seu crescimento (Clemente et al.,, 2013). No trabalho de Grillo e
colaboradores (2012) observou-se nos testes de genotoxicidade utilizando linfécitos
humanos e células de cebola (Allium cepa) que a ATZ nanoencapsulada era menos
tdéxica do que o herbicida na sua formulacdo convencional. Nesse contexto, pesquisas
na area de ecotoxicologia que investiguem os efeitos que as nanoparticulas podem
apresentar sobre organismos ndo-alvo sdo essenciais para a sua utilizacdo segura na
agricultura. Com isso o objetivo desse trabalho foi investigar os efeitos da
encapsulacdo da atrazina realizando uma comparacdo com sua formulacdo
convencional, em diferentes concentracbes e tempos de exposicdo, sobre
biomarcadores genotdxicos, bioquimicos e fisiolégicos do peixe P. lineatus. Esse
modelo biolégico foi escolhido por se tratar de uma espécie de peixe nativa, de
biologia e fisiologia conhecidas, muito utilizada na alimentagdao humana e sensivel a
diversos xenobidticos, dentre eles a atrazina (Paulino et al., 2012; Santos e Martinez,

2012).

3.2. MATERIAL E METODOS

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 (Cambard, PR, Brasil),
foram aclimatados por no minimo cinco dias em tanques de 300 L, contendo 4gua
desclorada e aeragdo constante, com fotoperiodo de 12 h/12 h. Durante a aclimatagdo
a renovacdo parcial da agua foi realizada a cada 48 h e a alimentacdo ocorreu antes da
renovagao, sendo suspensa 24 h antes da montagem dos experimentos. Os

parametros fisicos e quimicos da agua foram monitorados (medidor multiparametro
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Horiba) e mantiveram-se estaveis durante a aclimatacdo (média + DP): temperatura
23,22 £ 0,59 °C; pH 7,83 £ 0,16; condutividade 260 + 9 uS cmte oxigénio dissolvido 6,9

+1,06 mgL™.

3.2.2. Experimentos e amostragem

Apds a aclimatacdo os peixes foram expostos, por 24 e 96 h, aos seguintes
tratamentos: controle (CTR), com peixes expostos apenas a agua desclorada; atrazina
(ATZ) com peixes expostos a atrazina livre (Atrazine PESTANAL®, 45330 SIGMA) nas
concentracdes de 2 pg L™ ou 20 pg L™ (ATZ2 e ATZ20); nanoatrazina (nATZ), com peixes
expostos a atrazina nanoencapsulada, também nas concentracdes de 2 pg L ou 20 pg
L (nATZ2 e nATZ20), preparadas a partir de uma solucdo estoque de 1 mg nATZ mL™ e
nanocapsulas (NANO), no qual os peixes foram expostos a agua contendo apenas
nanocdpsulas de poli(epsilon-caprolactona) (PCL) sem a substancia ativa (ATZ), em
quantidade correspondente as utilizadas nos tratamentos de 2 pug L" ou 20 pg L™
(NANO2 e NANO20), preparadas a partir de uma solugdo estoque de 1 mg Nano mL™.
As concentracBes de ATZ testadas foram definidas considerando-se que 2 upg L™
corresponde a concentracdo maxima de atrazina (ATZ) permitida pela Resolucdo
CONAMA 357 (2005) para aguas continentais e 20 pg L' corresponde a uma

concentragdo dez vezes acima da permitida.

Para cada concentracdo (2 e 20 pg L") 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), distribuidos em duas

caixas (50 L de agua), com cinco peixes em cada, totalizando duas réplicas por
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tratamento para cada experimento. Durante as exposi¢des, os parametros fisicos e
quimicos da d4gua se mantiveram estdveis (média + DP): temperatura 24,28 + 0,57 °C;
pH 7,83 £ 0,15; condutividade: 117 + 19 uS cm™: oxigénio dissolvido: 7,12 £ 0,57 mg O,
L. Amostras de dgua foram coletadas de cada experimento, 1 hora apés a adicdo das
nanoparticulas (NANO ou nATZ) e ao final do experimento (96h) para a sua

caracterizagao.

Ao final de cada exposi¢ao os animais foram anestesiados em benzocaina 0,5%,
pesados e medidos e o sangue foi retirado da veia caudal com o auxilio de seringas
heparinizadas. Apds os animais foram mortos por seccdo medular para a retirada das
branquias e figado. Uma aliquota de sangue total foi utilizada para andlises
hematoldgicas e para realizagdo do ensaio alcalino do cometa, assim como para a
ocorréncia de micronucleo e alteragdes eritrociticas nucleares. O restante do sangue
foi centrifugado (1870 g, 15 min) e o plasma separado e armazenado em freezer (-20
°C) para as andlises da concentracdo de ions e glicose. As amostras de branquias e
figado foram congeladas em ultrafreezer (-80 °C) até a realizacdo dos ensaios. As
branquias foram utilizadas para analise da atividade das enzimas envolvidas no
transporte ionico. O figado foi utilizado para andlise da atividade das enzimas de
biotransformacado, defesas antioxidantes e ocorréncia de danos oxidativos. O presente
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade

Estadual de Londrina (Processo CEUA n2 18819.2016.85).

3.2.3. Preparagdo e caracterizag¢do das nanocdpsulas de poli(epsilon-caprolactona)
As nanocdpsulas de PCL foram preparadas seguindo o protocolo descrito por

Grillo et al. (2012). O método envolve essencialmente a mistura de uma fase organica
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em uma fase aquosa. A fase organica foi composta por 100 mg de polimero (PCL), 30
mL de solvente organico (acetona), 200 mg de dleo (triglicerideos de acidos caprico e
caprilico, 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
solucdo contendo 60 mg de surfactante de polissorbato 80 (Tween 80). Apds a
dissolucdo dos componentes de ambas as fases, a fase organica foi lentamente
inserida na fase aquosa, com agitacdo magnética. A suspensdo resultante foi mantida
sob agitacdo durante 10 minutos, apds o solvente organico foi evaporado sob pressdo
reduzida utilizando um evaporador rotativo. A suspensdo de nanoparticulas foi
evaporada até um volume final de 10 mL, resultando em uma concentracdo de ATZ de
1 mg mL™. As formulacBes foram armazenadas em frascos dmbar a temperatura
ambiente (25 °C). As nanocdpsulas sem ATZ foram preparadas seguindo o mesmo
protocolo, mas sem adi¢ao de atrazina.

A distribuicdo de tamanhos e concentracao das nanocapsulas nas amostras de
agua dos meios experimentais (NANO e nATZ), coletadas no inicio da exposicdo (t0) e
ao final do experimento (t96), foram analisados por Nanoparticles Tracking Analysis
(NTA) usando o NanoSight LM (Malvern Instruments, UK) em amostras nao diluidas,
em quintuplicada a 25°C, sendo que para cada medida foram contadas em média 4000
particulas. O tamanho médio (didmetro hidrodindmico) das nanocdpsulas e o
potencial de polidispersdo (PDI) foram analisados nas amostras de agua (t0 e t96) por
espalhamento de luz dinamico (DLS), no equipamento Zetasizer (Malvern ZS90), em

triplicata a 25°C, com espalhamento de luz para detec¢do a um angulo de 90°.
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3.2.4. Biomarcadores genotoxicos

O ensaio alcalino do cometa com eritrécitos foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por Singh et al. (1988), com modificacdes descritas por Vieira et
al. (2016). As laminas coradas com GelRed foram examinadas sob epifluorescéncia
(Leica Microscope DM-2500, Alemanha) e os danos genotéxicos foram quantificados
pela extensdo da migracdo do DNA, que foi determinada visualmente em 100
nucleoides selecionados ao acaso em células ndo sobrepostas. Os danos foram
classificados em quatro classes de cometa: classe 0 = sem dano aparente; classe 1 =
comprimento da cauda menor que o didmetro do nucleoide; classe 2 = comprimento
da cauda correspondendo a uma ou duas vezes o didmetro do nucleoide; classe 3 =
comprimento da cauda maior que duas vezes o didmetro do nucleoide. O valor de
escore de danos no DNA foi obtido multiplicando-se o nimero de células em cada

classe pelo valor da classe de cometa.

A frequéncia de micronucleos (MN) e demais anormalidades eritrociticas
nucleares (AEN) foi determinada de acordo com a técnica descrita por Ueda et al.
(1992). No momento da analise, cada lamina foi corada com 0,003% de laranja de
acridina no tampdo de Sorenson a pH 6,8 e imediatamente analisada sob
epifluorescéncia (Leica Microscope DM-2500, Alemanha) a uma ampliacdo de 1.000 x.
Para cada peixe, foram analisadas 3.000 células, avaliando a presenca de micronucleos
(MN), ntcleo segmentado (NS), nucleo lobulado (NL) e nicleo em forma de rim (NR),
de acordo com Carrasco et al. (1990). A frequéncia média de cada AEN (MN, NS, NL e
NR), bem como a frequéncia de todas as AEN somadas, para cada grupo, foi calculada

e expressa por 1000 células (%o).
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3.2.5. Biomarcadores fisiolégicos

Andlises hematoldgicas. A determinacao de hematdcrito foi feita em microcapilares de

vidro submetidos a centrifugacdo (1.200 g, 7 min), em uma centrifuga para micro
capilar (Luguimac S.R.L.,, Modelo LC 5, Argentina) para a separac¢do das células e do
plasma, e assim obter a estimativa de porcentagem dessas células. A hemoglobina foi
determinada pelo método da cianometahemoglobina, em espectrofotometro (Libra
S32, Biochrom, Reino Unido), utilizando um kit comercial (Labtest Diagndstica, Brasil).
A contagem do numero de eritrocitos (RBC) foi realizada utilizando cadmara de

Neubauer sob microscépio 6ptico.

Concentracbes plasmdticas de ions e glicose. A concentragdo de cloreto no plasma foi

determinada através do kit comercial (Labtest Diagndstica, Brasil), pelo método de
tiocianato de mercurio. A determinacao das concentracdes de sddio e potassio foi
realizada em fotometro de chama (Digimed DM-62, Brasil). As concentragdes de célcio
e magnésio foram determinadas em espectrémetro de absor¢do atémica (Perkin Elmer
Analyst 700, Estados Unidos) com atomizador de chama. A concentracdo de glicose foi
determinada utilizando um kit comercial colorimétrico (Labstest, Brasil), com base no
método da glicose oxidase e foi lida em espectrofotémetro (Victor v°, PerkinElmer,
Estados Unidos) a 550 nm.

Enzimas envolvidas no transporte de ions. As branquias previamente limpas tiveram

seus filamentos separados dos arcos branquiais e separados em duas partes para
serem homogeneizados (10x do volume). Para a andlise das atividades das Na*/K'-
ATPase (NKA) e H*-ATPase foi feita uma homogeneizacio em tamp3o SEID (150 mM
sacarose, 10 mM 50 mM EDTA, imidazol, 2,4 mM desoxicolato sédico, pH 7,5) e

posterior centrifugagdo (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 tampao contendo ouabaina (inibidor da NKA) ou
contendo NEM (inibidor da H*-ATPase) e foi estimada a produgdo de ADP proveniente
da quebra de ATP durante um intervalo de 30 min (Gibbs e Somero, 1989). A atividade
da enzima Ca**-ATPase foi mensurada a partir de Tellis et al. (2013) e Vijayavel et al.
(2007) com modificagBes. As amostras foram homogeneizadas (1:5 p/v) em tampao
SEID, centrifugadas (Hettich®, Universal 320R, Reino Unido) (10000 g, 20 min, 4 °C) e 0
sobrenadante foi utilizado para o ensaio. Sua atividade foi determinada pela
guantificacdo de fosfato inorganico liberado na amostra usando-se uma solucdo de
coloracdo segundo Ames (1966) em leitora de microplacas (Bio-Tek Instruments, ELX
800, Estados Unidos) a 620 nm. Para o ensaio da atividade da anidrase carbdnica (AC)
ocorreu uma homogeneizagao em tampao (225 mM manitol, 75 mM sacarose, 10 mM
Tris—base e 10 mM NaH,P0O,, pH 7,4) e centrifugacdo (Hettich®, Universal 320R, Reino
Unido) (13600 g, 10 min, 4°C). O sobrenadante foi adicionado em uma solugdo
saturada de CO, e foi mensurada a reducao de pH (Quimis, pHmetro - Q400AS, Brasil)

resultante da liberagdo de H* durante 20 segundos (Vitale et al., 1999).

3.2.6. Biomarcadores bioquimicos

O figado foi homogeneizado (m/v: 1/10) em tampao fosfato de potdssio (0,1 M, pH
7,0) e centrifugado (Hettich®, Universal 320R, Reino Unido) (13000 g, 20 min, 4°C) para
as analises bioquimicas.

Enzimas de biotransformacdo. A atividade da CYP1A foi determinada pela andlise da 7-

etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) a partir da medida do aumento progressivo da
fluorescéncia resultante da conversdo da 7-etoxiresorufina (ETOX) para resorufina, a

cada minuto, durante 10 vezes em espectrofotometro (Victor >, PerkinElmer, Estados
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Unidos) a 590 nm (Eggens et al., 1992). A atividade da glutationa-S-transferase (GST)
foi determinada a partir da complexacao da glutationa reduzida (GSH) com o 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB) em espectrofotémetro (Victor >, PerkinElmer, Estados
Unidos) a 340 nm (Keen et al., 1976).

Defesas antioxidantes. A concentracdo do tripeptideo glutationa (GSH), um

antioxidante ndo enzimatico, foi mensurada pela reacdo da glutationa com o substrato
5,5-ditiobis-acido-nitrobenzéico (DTNB) formando tiolato, quantificado em
espectrofotébmetro (Victor e, PerkinElmer, Estados Unidos) a 412 nm (Beutler et al,
1963). A atividade da catalase (CAT) foi mensurada a partir da decomposicao do H,0;
monitorada pelo decaimento da absorbdncia ao longo do tempo em
espectrofotémetro (SpectraMax, Plus 384, Estados Unidos) a 240 nm (Beutler, 1975). A
atividade da superdxido dismutase (SOD) foi determinada pela inibi¢ao da redugdo do
citocromo c pelo anion superéxido quantificado em espectrofotdmetro (SpectraMax,
Plus 384, Estados Unidos) a 550nm (McCord e Fridovich, 1969). A atividade da
glutationa peroxidase (GPx) foi determinada pela oxidacdo do NADPH em presenca
H,0, em espectrofémetro (SpectraMax, Plus 384, Estados Unidos) a 340 nm (Hopkins e
Tudhope, 1973).

Danos oxidativos. A peroxidacdo lipidica (LPO) foi determinada por meio da

quantificacdo de um de seus produtos (malondialdeido) pela reacdo com o 4cido
tiobarbiturico (ensaio TBARS), em espectrofotémetro (Victor e, PerkinElmer, Estados
Unidos) a 530 nm (Camejo et al., 1998). A oxidacdo de proteinas foi mensurada pela
guantificacido de proteinas carboniladas (PCO) pela reacdo com o 2,4-
dinitrofenildrazina (DNPH) formando hidrazonas detectadas em espectrofotometro

(Victor tv°, PerkinElmer, Estados Unidos) a 360 nm (Levine et al., 1994).


https://www.moleculardevices.com/systems/microplate-readers/absorbance-readers/spectramax-plus-384-microplate-reader
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A concentracdo de proteinas totais foi determinada pelo método de Bradford (1976),
que se baseia na reacdo das proteinas presentes na amostra com o corante Coomassie
Brilliant Blue G-250. A curva de calibracdo foi feita com soro de albumina bovina (BSA)
e a absorbancia foi lida em leitora de Elisa (Bio-Teklnstruments, ELX 800, Estados

Unidos) a 595 nm.

3.2.7. Indice Integrado de Resposta de Biomarcadores (IBR)

Com base nos resultados dos biomarcadores, foi calculado um indice Integrado
de Resposta de Biomarcadores (IBR), descrito por Beliaeff e Burgeot (2002) e
modificado por Sanchez et al. (2013). Este indice é baseado no principio do desvio da
referéncia entre um estado perturbado e ndo perturbado (Sanchez et al., 2013). No
presente trabalho, para o calculo do IBR foram utilizados os biomarcadores que
apresentaram alteragdes significativas e consistentes e os calculos foram efetuados
conforme descrito por Vieira et al. (2016). Resumidamente, para cada biomarcador
individual, a razdo entre o valor médio obtido em cada tratamento (NANO, ATZ e
nATZ), em cada tempo e concentracdo, e o respectivo valor do controle (CTR) foi
transformada em log10 (Yi). No préximo passo, calculou-se uma média geral (u) e
desvio padrdo (s), considerando todos valores de Yi. Em seguida, os valores de Yi foram
padronizados pela férmula: Zi = (Yi-u)/s e a diferenca entre Zi e Z0 (CTR) foi usada para
definir o indice de desvio do biomarcador (A). Para obter um indice 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. Andlises estatisticas
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Os resultados de cada um dos parametros analisados foram comparados entre os
diferentes grupos (CTR x NANO X NANO ATZ X ATZ), para cada concentracdo e tempo
experimental, por meio de andlise de variancia fator Unico (ANOVA) ou teste de Kruskall-
Wallis, de acordo com a distribuicdo dos dados (normalidade e homogeneidade de
variancia). Quando necessdrio, as diferencas foram localizadas pelo método de Holm-

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

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Caracterizag¢do das nanocdpsulas

A eficiéncia de encapsulacao, estabilidade coloidal e as caracteristicas fisicas e
quimicas das nanocapsulas, com e sem atrazina, estdo descritas em Grillo et al. (2012).
As analises realizadas nas amostras de agua, coletadas no inicio (t0) e no final (t96) dos
experimentos mostraram que as concentragdes de nanocdpsulas sem atrazina
(ndmero de nanocéapsulas.mL™), em suspensdo, diminuiram do tempo inicial (NANO2:
1,45 x 10%; NANO 20: 1,67 x 10°) para o tempo final (NANO2: 8,03 x 10’; NANO 20: 8,24
x 107), nos dois tratamentos testados (NANO 2 e NANO 20). O mesmo ocorreu para as
nanocapsulas contendo ATZ, cujas concentracdes no tempo inicial (nATZ2: 3,05 x 105;
nATZ20: 1,58 x 10%) foram maiores que aquelas ao final do experimento (nATZ2: 6,41 x
107; nATZ20: 1,11 x 10%), em ambos tratamentos (nATZ2 e nATZ20). Os tamanhos
médios das nanocdpsulas sem atrazina nao variaram entre o tempo inicial e final e
permaneceram em 184,2 nm (NANO2) e 269 nm (NANO20), assim como para as

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

diminuiu no t96 (188,5 nm).

3.3.2. Biomarcadores fisioldgicos

Dentre os parametros hematoldgicos analisados (Fig. 1), as variagcbes mais
consistentes entre os tratamentos ocorreram no conteudo de hemoglobina. No tempo
de 96h os peixes dos grupos NANO2, ATZ2 e nATZ2 apresentaram uma diminuicdo
significativa no conteddo de hemoglobina em rela¢do ao seu respectivo CTR (F= 26,34),

assim como os grupos ATZ20 e nATZ20 em relagdo ao seu CTR (F=7,32) (Fig. 1A).
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Fig. 1: Valores (média + EP, n= 6-10) do conteddo de hemoglobina (A) hematdcrito (B) e
nimero de eritrécitos (C) de P. lineatus expostos a concentragdo de 2 ug L' e 20 pg L™ de
nanocapsulas (NANO) , atrazina (ATZ), e atrazina nanoencapsulada (nATZ) ou apenas a agua
(CTR), por 24 e 96 h. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05)
de um mesmo tempo experimental e mesma concentragdo.
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Em relacdo a glicemia (Fig. 2A), foi observado apenas um aumento pontual nos
peixes expostos a ATZ20 em relacdo ao seu respectivo CTR em 24h (F= 5,43). Dentre os
ions plasmaticos, foram verificadas variagdes pontuais nas concentra¢des de Na*, K* e
CI" (Figs. 2B, 2C e 2D). J4 a concentracio plasmatica de Ca®* variou de forma mais
consistente (Fig. 2E), com uma reducdo significativa deste cation nos peixes dos grupos
NANO2, ATZ2 e nATZ2 em relagdo aos respectivos CTR, tanto apds a exposicdo de 24h
(F= 17,07) como de 96 h (F= 57,77); e nos peixes do grupo ATZ20 em relacdo ao seu
CTR em 24h (F= 4,95). A concentracdo de magnésio plasmdtico ndo apresentou

variacdo nas concentracOes e tempos testados (Fig. 2F).
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Fig. 2: Valores (média + EP, n= 6-10) da concentrag¢do plasmatica de glicose (A), dos ions sddio
(B), potassio (C), cloreto (D), calcio (E) e magnésio (F) de P. lineatus expostos a concentragdo
de 2 pg L™ e 20 pg L™ de nanocapsulas (NANO), atrazina (ATZ) e atrazina nanoencapsulada
(nATZ), ou apenas a agua (CTR), por 24 e 96 h. Letras diferentes indicam diferenca significativa
entre os grupos (p < 0,05) de um mesmo tempo experimental e mesma concentragio.

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 relagdo aos respectivos CTR (Figs. 3A e 3B). Por
outro lado, em relagdo aos respectivos CTR, a atividade da Ca**-ATPase (Fig. 3C) foi
significativamente menor nas branquias dos peixes expostos aos tratamentos NANO?2,
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 relacdo a anidrase
carbénica (Fig. 3D), os peixes do grupo ATZ2 apresentaram valores significativamente
menores da atividade desta enzima apdés 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 enzimatica branquial da Na*/K*-ATPase (A),
H*-ATPase (B), Ca**-ATPase (C) e Anidrase Carbénica (D) de P. lineatus expostos a concentracdo
de 2 pg L™ e 20 pg L™ de nanocapsulas (NANO), atrazina (ATZ) e atrazina nanoencapsulada
(nATZ), ou apenas a agua (CTR), por 24 e 96 h. Letras diferentes indicam diferenca significativa
entre os grupos (p < 0,05) de um mesmo tempo experimental e mesma concentragio.

3.3.3. Biomarcadores bioquimicos

A atividade hepatica da CYP1A, a qual foi determinada pela analise EROD, nao
variou significativamente nos tratamentos e tempos testados (Fig. 4A). Os peixes
expostos a ATZ2 por 24h apresentaram a atividade hepatica da GST (Fig. 4B)
significativamente menor em relacdo 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 enzimatica da CYP1lA (A), GST (B) e
concentragdo hepética de GSH (C) de P. lineatus expostos a concentragio de 2 pg L e 20 pug L™
de nanocapsulas (NANO), atrazina (ATZ) e atrazina nanoencapsulada (nATZ), ou apenas a agua
(CTR), por 24 e 96 h. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05)
de um mesmo tempo experimental e mesma concentragdo.

Em relacdo as enzimas antioxidantes primadrias no figado (Fig. 5), varia¢Oes
significativas em relagdo 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), ja 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 hepatica da enzima CAT (A), GPx (B) e SOD (C)
de P. lineatus expostos a concentracdo de 2 ug L' e 20 pg L™* de nanocapsulas (NANO), atrazina
(ATZ) e atrazina nanoencapsulada (nATZ), ou apenas a agua (CTR), por 24 e 96 h. Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05) de um mesmo tempo
experimental e mesma concentracdo.

Os danos oxidativos foram avaliados pela analise de LPO (Fig. 6A) e PCO (Fig.
6B) no figado dos peixes. Os resultados indicaram apenas valores significativamente

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

apresentou variac¢do significativa nos tratamentos e tempos testados.
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Fig. 6: Valores (média = EP, n= 6-10) da PCO (A) e LPO (B) de P. lineatus expostos a
concentracdo de 2 ug L' e 20 pg L de nanocapsulas (NANO), atrazina (ATZ) e atrazina
nanoencapsulada (nATZ), ou apenas a agua (CTR), por 24 e 96 h. Letras diferentes indicam
diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05) de um mesmo tempo experimental e mesma
concentragao.
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3.3.4. Biomarcadores genotoxicos

Em relagdo 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 a 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 relacdo ao
respectivo CTR no tempo de 96h (Fig. 7A). A frequéncia 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 relacdo ao respectivo CTR (Fig. 7B). Quando
analisadas individualmente, ndo foram observadas variagdes significativas na frequéncia
de cada AEN entre os diferentes tratamentos, porém, constatou-se dentre as AENs uma
maior ocorréncia de nucleos em forma de rim (Fig. 7D), seguido pelos nucleos
segmentados (Fig. 7E), nucleos lobulados (Fig. 7F) e MN (Fig. 7C), os quais sé 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) frequéncia de AENS (%o)
(B) frequéncia de MNS (%o) (C) frequéncia de nucleos em forma de rim (%o) (D) frequéncia de
nucleos segmentadas (%o) (E) frequéncia de nucleos lobuladas (%o) (F) de P. lineatus expostos
a concentracdo de 2 pg L™ e 20 pg L de nanocapsulas (NANO), atrazina (ATZ) e atrazina
nanoencapsulada (nATZ), ou apenas a agua (CTR), por 24 e 96 h. Letras diferentes indicam
diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05) de um mesmo tempo experimental e mesma
concentragao.

Os biomarcadores que apresentam altera¢Oes significativas foram agrupados

na Tabela 1. Podemos observar que a maioria das alteracGes vistas nos peixes expostos
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as nanocdpsulas também apareceram nos peixes expostos a ATZ nanoencapsulada,
sendo indicado pelas setas amarelas. As setas vermelhas indicam alteragdes 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
sdo indicados pelas setas azuis. Podemos notar também um grande numero de

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

Os valores de IBR foram calculados a partir dos seguintes biomarcadores:
hemoglobina, glicose, Ca®*, Ca**-ATPase, NKA, H*-ATPase, AC, GST, GSH, CAT, GPx, LPO,
danos no DNA e frequéncia de AENS. Nos 4 experimentos realizados, os peixes dos
grupos expostos a ATZ apresentaram os maiores valores de IBR, enquanto os peixes
expostos as nanocdpsulas apresentaram os menores valores, podemos observar
também que os valores de IBR apresentaram valores maiores com o aumento da
concentragdo 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 a
ATZ, seguido pelos peixes do tratamento nATZ (IBR = 23,41) e por fim das

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

NANO ATZ nATZ
24h 96h 24h 96h 24h 96h
[] 2 20 2 20 2 20 2 20 2 20 2 20
Hb = | e = = 1t I+ = = I I
Glicemia = = = = = | =] = = = = =
Na* = = = = \l, = = = = ’I\ = =
K* = = = = = = = 1‘ = = = \l,
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Fig. 8: Valores médios de IBR calculados para P. lineatus expostos a nanocapsulas (NANO),
atrazina (ATZ) e atrazina nanoencapsulada (nATZ), para cada concentracdo (2 pg L' e 20 pg L™)
e tempo experimental (24 e 96h) (A) e valores médios, considerando-se todos os tempos e
concentracdes, para cada tratamento (B).
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3.4. DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou alteracdes 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 a ATZ, tais como aumento na ocorréncia de lipoperoxidacdo e
frequéncia de AENs, aumento da glicemia e no conteido de GSH, altera¢cGes na
atividade da anidrase carbonica e GPx, ndo foram observados nos peixes expostos ao
herbicida nanoencapsulado, e tampouco nos peixes expostos apenas as nanocapsulas.
Contudo, a nanoencapsulacdo ndo se mostrou eficaz em relacdo a alteragdes no
conteudo de hemoglobina, no aumento do escore de danos no DNA, como também na
alteragdo da atividade da enzima Ca?*-ATPase levando a diminui¢cdo da concentragao
de Ca” plasmatico. O indice 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 exposicio a ATZ em sua formulagao
convencional em relacdo a nATZ. O IBR também mostrou que a exposi¢do apenas as
nanocapsulas sem a ATZ causou alteragdes em um menor numero de biomarcadores,
contudo essas alteracdes foram as mesmas observadas nos peixes expostos as
nanocapsulas 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

nanocapsulas.

As nanocdpsulas podem ser inseridas nas células devido a sua grande drea
superficial e tamanho pequeno e modificacdes adicionais na superficie podem

melhorar ainda mais a absorc¢do celular (Hu e Gao, 2010; Yuan et al., 2016), com isso as
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nanocdpsulas 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 analises realizadas na 4gua, coletadas no inicio (t0) e no
final (t96) dos experimentos, mostraram que as concentracdes de nanocdpsulas
contendo ATZ, assim como as de nanocapsulas sem ATZ, diminuiram do tempo inicial
para o tempo final, sugerir que deva ter ocorrido a absor¢do desses compostos pelo

animal.

Na avaliagdo da toxicidade das NP, a morfologia, a d4rea superficial, o
revestimento, a solubilidade e os materiais dos quais as NP sdo constituidas devem ser
considerados. Ensaios realizados com nanocapsulas de PCL sem ATZ mostraram sua
fitotoxicidade para Brassica sp., o que pode ser devido as substancias presentes na sua
composicdo (Pereira et al.,, 2014). Um desses componentes é o surfactante de
polissorbato 80 (Tween 80). Yuan e colaboradores (2016) mostraram que embrides de
Danio rerio expostos a nanocapsulas de quitosana modificadas com Tween 80 (TmCS-
NP) apresentaram aumento aparente da taxa de mortalidade, diminui¢do na taxa de
incubacdo e aumento das malformacgdes de forma dose dependente, além do aumento
do nivel de producdo de ERO intracelular. Outros compostos utilizados na fase
organica de preparacdo das nanocdpsulas sdo os triglicerideos de acidos caprico e
caprilico. O acido caprico pode ter sido liberado durante a metabolizacdo do
triglicerideo, resultando em toxicidade para o peixe. O estudo de Yang e colaboradores
(2018) mostrou que o acido caprico (ou acido decanoico) apds ser absorvido induziu
estresse oxidativo, pela geracdo de ERO, e induziu LPO, causando apoptose em

trofoblastos humanos. Sabe-se que entre os dacidos graxos, o acido decanoico é
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conhecido por ter uma variedade de atividades bioldgicas, incluindo efeitos

antiproliferativos e pré-apoptoticos em células humanas (Kim et al., 2014).

Em relacdo aos efeitos da ATZ, os peixes expostos a maior concentracdo de ATZ
por 24 h apresentaram um aumento na concentracdo de hemoglobina, isso pode ter se
dado em resposta ao estresse causado pelo herbicida e a necessidade de se aumentar
a concentracao de oxigénio no organismo (George et al., 2017). Esse aumento da
hemoglobina coincide com o aumento da glicemia, também observado nos peixes
expostos a mesma concentragdo de ATZ por 24 h, reforcando a ideia de uma resposta
de estresse. Concentragdes elevadas de glicose plasmatica podem ser explicadas pela
mobilizacdo de reservas de glicogénio em resposta ao estresse induzido pelo herbicida
(Khan et al.,, 2016). O aumento da glicemia apds exposicdo a herbicidas triazinicos
também ja 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 ndo foi
observada uma resposta de estresse com o aumento do conteido de hemoglobina e
glicemia, o que pode ser dado pela liberacdo mais lenta e consequentemente menores
guantidades do herbicida disponiveis. Contudo, apés 96 h de exposicao a NANO2, ATZ
(2 e 20) e NnATZ (2 e 20) os peixes apresentaram uma diminuicdo no conteudo de
hemoglobina. Sabe-se que o herbicida livre pode provocar a inibicdo da formacdo de
hemoglobina ou a mortalidade prematura de glébulos vermelhos, afetando a
capacidade de transporte de oxigénio (Akinrotimi et al., 2010), a mesma inibicao pode
ter ocorrido nos animais expostos ao herbicida encapsulado, como também em peixes
expostos somente as nanocdpsulas, as quais também podem ter interferido no

transporte de oxigénio.
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A concentracdo de Ca®* plasmatica também se mostrou ser bastante sensivel 3
presenca de ATZ, tanto na forma livre como nanoencapsulada, como também para as
nanocapsulas, pois os peixes expostos a NANO2, ATZ2 e nATZ2, por 24 e 96 h, e a
ATZ20 por 24h, apresentaram reduc3o significativa no Ca**. Essas reducdes coincidem
em grande parte com decréscimos na atividade da Ca’*-ATPase. A manutencdo do
calcio plasmatico em teledsteos de agua doce envolve a tomada deste ion pelo epitélio
branquial, que se da pela entrada de Ca®* através da membrana apical por um canal de
Ca’*, favorecida pela baixa concentragio de Ca?* intracelular, e sua saida para o plasma
é dirigida pela Ca®"-ATPase, localizada na membrana basolateral da célula (Marshall,
2002). Assim, esses resultados mostram que tanto o herbicida livre como
nanoencapsulado, assim como as nanocapsulas, interferem negativamente na

homeostase do cdlcio em uma espécie de teledsteo de dgua doce.

As branquias desempenham um papel vital no transporte de fons (Na*, K*, CI,
Ca’* e Mg®") e com isso mantém o equilibrio hidroeletrolitico e dcido-basico em peixes.
Por isso a quantificacdo de ions plasmaticos é considerada um biomarcador sensivel a
exposicdo a xenobidticos (Saravanan et al., 2011; Saravanan et al., 2015). Nos peixes
expostos a ATZ foi detectada reducéo significativa na concentracdo de Na* (ATZ2) em
24h e um aumento significativo de potdssio (ATZ2) em 96 h. Alteracbes na
concentracdo destes ions podem ter se dado por alteracdes transitdorias em canais ou
trocadores especificos, ja que a exposicdo a ATZ livre ndo causou alteragdes
significativas na atividade da NKA. Essa auséncia de mudancas na NKA esta de acordo
com os resultados de Paulino et al. (2012), que também nao verificaram altera¢des na
atividade da NKA ap6s exposicdo de P. lineatus a 2, 10 e 25 ug L™* de ATZ. Por outro

lado, apds 24 h de exposicdo a ATZ nanoencapsulada (nATZ20) houve um aumento
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significativo no Na® plasmatico, o qual coincide com o aumento na atividade das
enzimas NKA e H'-ATPase. Sabe-se que a NKA é a principal determinante da
concentra¢do de Na* a qual contribui para sua tomada pelo epitélio branquial (Aperia
et al.,, 2016) levando ao aumento em seus niveis plasmaticos. Esse aumento da
atividade da enzima NKA foi uma resposta transitdria visto que em 96h o aumento da

atividade nao foi observado.

Em relagdao a atividade da enzima AC, a nATZ ndo alterou sua atividade,
diferentemente da ATZ livre, a qual promoveu aumento na atividade da AC nas
primeiras 24 h de exposicao, ja em 96 h a exposi¢cdo o herbicida levou a uma redugao
de sua atividade. Esse efeito pode ter se dado por acdo direta da ATZ na enzima, uma
vez que ja foi observado uma alta afinidade espécie-especifica também foi verificada

na inibicdo de AC por agrotoxicos (Lionetto et al., 2012).

Os peixes expostos a ATZ nanoencapsulada ndo apresentaram alteragdes na
atividade da GST e no conteddo de GSH hepatico, mas os peixes expostos a sua
formulagdo convencional apresentaram uma diminuicdo na atividade da GST na menor
concentracdo de ATZ e no menor tempo testado. Esta enzima estd envolvida
principalmente na fase 2 de biotransformacdo e uma diminuicdo em sua atividade
também foi vista no trabalho de Santos e Martinez (2012), em P. lineatus expostos a
10 pg L™ de ATZ. Essa diminuicdo indica que a exposicdo a ATZ interfere no sistema de
desintoxicacdo do organismo (Blahova et al., 2013). Em relagdo ao conteudo hepatico
de GSH, os peixes expostos a ATZ durante 96 h apresentaram um aumento desse
parametro. Resultado similar foi encontrado no trabalho de Elia e colaboradores

(2012) no teledsteo Lepomis macrochirus expostos a concentracdes bem mais altas de
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ATZ (6 e 9 mg L™). O aumento nos niveis de GSH pode estar relacionado ao aumento
de sua demanda para a sua conjugacdo com o herbicida, a fim de evitar sua
bioacumulag¢do nas células hepaticas; como também pode estar relacionado com o
aumento na producdo de ERO devido a exposicdo a ATZ, a fim de prevenir danos
oxidativos. Sabe-se que a GSH é eficiente para evitar a peroxidacao lipidica, o que vai
de encontro com o resultado encontrado nesse trabalho, pois ndo houve aumento da

lipoperoxidacdo nos peixes que apresentaram aumento de GSH.

As enzimas antioxidantes primdrias (SOD, CAT e GPx) constituem a primeira
linha de defesa contra as ERO. As SODs s3ao uma grande familia de enzimas que
dismutam o superéxido em perdxido de oxigénio e agua. CAT e GPx sdo responsaveis
pela desintoxicacdo de perdxido de oxigénio em agua (Nwani et al., 2010). No presente
trabalho n3do foram observadas alteragdes consistentes das enzimas antioxidantes em
peixes expostos ao herbicida nanoencapsulado, porém o mesmo ndo foi visto em
peixes expostos a sua formulacdo convencional. Os resultados mostraram um aumento
na atividade da CAT e GPx nas primeiras 24 h de exposicao a ATZ20, que pode ser uma
resposta ao aumento de ERO gerado pela exposicdo ao herbicida (John et al., 2001;
Vasanth et al., 2013). A exposicdo a ATZ também levou a um aumento da atividade
enzimatica antioxidante em Poecilia sphenops (Vasanth et al., 2013) e da enzima CAT
em fémeas de Danio rerio (Jin et al., 2010). Por outro lado, apds 96 h de exposicdo a
ATZ20 ocorreu redugdo na atividade de CAT e GPx. Nos animais expostos a nATZ20
somente a atividade da CAT mostrou diminui¢cdo. Redu¢des semelhantes na CAT e GPx
também foram relatadas para os teledsteos Rhamdia quelen (Mela et al., 2013), em
Labeo rohita (Prabakaran et al., 2014) e em embrides de D. rerio (Adeyemi et al., 2015)

expostos a ATZ. O mecanismo de inibicdo das enzimas antioxidantes ainda é
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desconhecido (Silva et al.,, 2011). Sugere-se que os xenobidticos podem inibir a
transcricdo de genes especificos, o que resulta em diminuicdo dos niveis de RNAm o
que reflete em atividades mais baixas (Silva et al., 2011). A baixa atividade dessas
enzimas e a produgao 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
peroxidacao lipidica (LPO), que é o passo inicial de dano na membrana celular,
podendo levar a célula a apoptose; a LPO pode ser causada por agrotdxicos, metais e
outros xenobidticos (Livingstone, 2001). No presente estudo observou-se um aumento
de LPO apenas no figado dos peixes expostos a ATZ2, nas primeiras 24 h, sugerindo um
desequilibrio pré-oxidante, contudo em 96 h de exposi¢cdao ndo foi visto o aumento
indicando uma eficiéncia das defesas antioxidantes. Esse aumento nas primeiras 24 h
ndo foi observado em peixes expostos a ATZ nanoencapsulada, o que nos mostra que
nas concentracoes testadas a encapsulacdo da ATZ foi eficaz para evitar danos a
membrana plasmatica 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 a exposicdo a ATZ. Assim, pode-se sugerir que a LPO
pode estar associada ao excesso de ERO resultante do metabolismo da ATZ, levando a

peroxidacdo dos lipideos das membranas em células hepaticas.

Entretanto, a ATZ nanoencapsulada ndo se mostrou eficaz em evitar os danos
no DNA de eritrécitos, pois foi observado um aumento de danos nos peixes expostos a
NATZ em todos os tempos e concentragdes testadas, assim como ocorreu com a ATZ

livre, o que indica o potencial genotdxico desses compostos. Os derivados de s-triazina,
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que inclui a atrazina, sdo capazes de interagao direta com o DNA, de forma tempo-
dependente (Oliveira-Brett e Silva, 2002). Essa interacao se da por formacao de adutos
entre o herbicida e as bases puricas do DNA, adenina e guanina. Esses resultados
corroboram resultados anteriormente encontrados para a mesma espécie de peixe,
gue mostraram aumento na ocorréncia de danos no DNA de eritrécitos, células
hepaticas e branquiais apds exposicdo a 2 e 10 pg L' de ATZ (Santos e Martinez, 2012).
Grillo e colaboradores (2012) realizaram testes genotdxicos em linfocitos humanos
com o herbicida ATZ em sua formulacdo 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 exposicdo apenas as nanocapsulas de PCL por 96 h aumentou o escore de
danos no DNA de P. lineatus. A hidrélise de episol-caprolactone resulta na formacdo do
acido 6-hidroxi-hexanoico (Karande et al., 2017). No trabalho realizado com larvas de
Danio rerio a exposicao subletal a ésteres do acido adipico, analogo ao acido 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 expressao de
genes relacionados ao estresse e causou deformidades morfoldgicas (Boran e Terzi,

2017).

Em relacdo aos danos mutagénicos, somente nos peixes expostos a ATZ20,
durante 96 h, apresentaram aumento significativo na frequéncia de AENs. As AENs
quando representadas separadamente mostraram que a maior ocorréncia se deu em

nucleos em forma de rim, seguido de segmentado e apds lobulado. As causas que
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original a formacao das anormalidades nucleares ainda é incerta, contudo uma teoria
atribui seu aparecimento a mudancgas em proteinas do citoesqueleto, responsdveis
pela manutencdo da forma nuclear (Ghisi et al., 2014). Dentre as AENs, a de menor
ocorréncia foi a de MN, contudo vale ressaltar que MN s6 foram detectados nos peixes
expostos a ATZ. Sabe-se que a inducdo maxima de MN ocorre normalmente de um a
cinco dias apds a exposicao (Nwani et al., 2011), o que esta de acordo com a formacao
de MN com 24 e 96 h de exposicio observada nesse trabalho. A exposicdo a
xenobidticos pode levar a alteracGes na formacao do fuso mitdtico, causar danos ou
perdas cromossOmicas, o que consequentemente, pode resultar na formacao de MN
(Viana et al., 2017). Trabalhos anteriores mostram que a exposicao 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 libragdao controlada podem
atenuar os impactos negativos de agrotdxicos no meio ambiente, bem como aumentar
a seguranca alimentar. No entanto, alguns trabalhos ainda precisam ser realizados
para sua regulamentacdo e utilizacdo no mercado agricola. Com isso esse trabalho é
importante para compreender a toxicidade da ATZ nanoencapsulada em um
organismo ndo-alvo avaliando seu risco ecoldgico. Os resultados da analise integrada
dos biomarcadores, pelo IBR, nos mostra que a ATZ apresentou uma maior toxicidade
ao peixe P. lineatus, em comparag¢ao com sua formulagao 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 compara¢ao com sua formulagao convencional. A redug¢ado de sua

toxicidade por estar relacionada com sua liberagdo mais especifica, controlada e
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localizada do principio ativo no alvo. Além de ser menos toxica, trabalhos anteriores ja
mostraram que a ATZ nanoencapsulada permite a aplicacdo de doses menores do
herbicida, sem perda de eficiéncia (Oliveira et al., 2015b; Souza et al., 2018), trazendo

beneficios para o ambiente.
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