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RESUMO

O Brasil é considerado um dos maiores produtores agricolas e enfrenta um cenario
preocupante devido ao uso excessivo de agrotoxicos, que causam sérios impactos
ambientais. Alternativas mais sustentaveis aos agrotoxicos, como o geraniol,
composto de origem boténica, com propriedades fungicidas, inseticidas e repelentes,
vem sendo exploradas, além do seu nanoencapsulamento, que permite uma liberagao
controlada e confere maior eficiéncia. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar
os possiveis efeitos adversos causados pelo geraniol convencional e
nanoencapsulado no teledsteo neotropical Prochilodus lineatus, testando a hipotese
de que as nanocapsulas de zeina isoladas nao vao causar alteragdes significativas
aos animais e que a exposigao ao geraniol nanoencapsulado minimiza os efeitos que
o0 composto convencional pode causar em uma espécie nao alvo. Para realizar esse
estudo, juvenis de P. lineatus foram expostos aos tratamentos: geraniol (GER),
nanocapsulas de zeina (NANO) e geraniol nanoencapsulado (nGER), todos em uma
concentragédo de 5 mg L-'. Um grupo controle (CTR) foi exposto apenas ao solvente
(Pluronic F-68®). Apds 24 e 96 h de exposi¢édo os animais foram amostrados, para a
retirada de sangue, cérebro, musculo, figado e branquias, para as analises dos
biomarcadores bioquimicos, genotdxicos, fisioldégicos e histologicos. Observamos
mortalidade de 100% dos animais expostos as NANO, apés 24h de exposi¢cao. Nossos
resultados mostraram aumento significativo na atividade da acetilcolinesterase
(AChE) no cérebro dos animais expostos ao nGER e GER em relagdo ao CTR, e
diminuicao significativa no conteudo de glutationa (GSH) nas branquias dos animais
expostos ao nGER. Aumento significativo no escore de danos no DNA dos animais
expostos ao GER em comparacdo ao CTR, também foi observado. Nao foram
encontradas alteragdes significativas quanto a lipoperoxidacao (LPO), frequéncia de
micronucleos e outras alteragdes eritrociticas nucleares. Os biomarcadores
fisiolégicos e histolégicos analisados também nao apresentaram alteragdes. Assim,
verificamos que a exposigdo apenas as nanocapsulas de zeina (NANO) causaram
efeitos tdxicos na espécie de peixe estudada; O geraniol convencional causou danos
no DNA, enquanto o geraniol nanoencapsulado exibiu baixa toxicidade para P.
lineatus.

Palavras-chave: Nanobiopesticida. Ecotoxicologia. Agricultura. Nanotecnologia.
Peixes.
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ABSTRACT

Brazil is considered one of the largest agricultural producers and faces a worrying
scenario due to the excessive use of pesticides, which cause serious environmental
impacts. More sustainable alternatives to pesticides, such as geraniol, a compound of
botanical origin, with fungicidal, insecticidal and repellent properties, have been
explored, in addition to its nanoencapsulation, which allows controlled release and
provides greater efficiency. Therefore, the objective of this work was to evaluate the
possible adverse effects caused by conventional and nanoencapsulated geraniol on
the neotropical teleost Prochilodus lineatus, testing the hypothesis that isolated zein
nanocapsules will not cause significant changes to the animals and that exposure to
nanoencapsulated geraniol minimizes the effects that the conventional compound can
cause in a non-target species. To carry out this study, P. lineatus juveniles were
exposed to the treatments: geraniol (GER), zein nanocapsules (NANO) and
nanoencapsulated geraniol (hnGER), all at a concentration of 5 mg L™'. A control group
(CTR) was exposed only to the solvent (Pluronic F-68®). After 24 and 96 h of exposure,
the animals were sampled to remove blood, brain, muscle, liver and gills, for analysis
of biochemical, genotoxic, physiological and histological biomarkers. We observed
100% mortality of animals exposed to NANO, after 24 hours of exposure. Our results
showed a significant increase in acetylcholinesterase (AChE) activity in the brain of
animals exposed to nGER and GER in relation to CTR, and a significant decrease in
glutathione (GSH) content in the gills of animals exposed to nGER. A significant
increase in the DNA damage score of animals exposed to GER compared to CTR was
also observed. No significant changes were found regarding lipid peroxidation (LPO),
and the frequency of micronuclei and other erythrocytic nuclear alterations. Also, the
physiological and histological biomarkers that were analyzed did not show any
significant changes. Thus, we verified that exposure only to zein nanocapsules
(NANO) caused toxic effects in the fish species studied; Conventional geraniol caused
DNA damage, while nanoencapsulated geraniol exhibited low toxicity to P. lineatus.

Key-words: Nanobiopesticide. Ecotoxicology. Agriculture. Nanotechnology. Fish.
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ANEXOS

ANEXO A — Comité de ética no uso de animais



1. INTRODUGAO GERAL

1.1 Problematica dos Agrotoxicos

Com o passar dos anos, as atividades agricolas tém sido cada vez
mais exploradas, principalmente devido a demanda alimentar em constante
crescimento, decorrente do crescimento populacional. Nessa perspectiva, o aumento
na utilizagdo de agrotéxicos ficou evidente (Carvalho et al., 2022). O Brasil possui
condigdes climaticas favoraveis e extensas areas de terras cultivaveis, sendo o local
ideal para a agricultura, e reconhecido como um dos maiores produtores e o segundo
maior exportador de produtos agricolas no mundo. Porém, atrelado a grande
produtividade, o consumo de agrotéxicos é elevado (Souza et al., 2023).

O Brasil enfrenta cenario preocupante devido ao uso excessivo de
agrotdxicos. Areas com intensa atividade agricola podem ser apontadas como um dos
locais mais propicios para a liberacdo de contaminantes para o meio aquatico, tendo
em vista utilizagdo de produtos quimicos em plantagbes (Fernandes et al., 2020).
Varios fatores como escoamento, lixiviagado, pulverizagao e irrigagao fazem com que
os produtos quimicos utilizados n&o atinjam somente as lavouras, mas cheguem no
ambiente aquatico (Erthal; Berticelli, 2018; Bijlsma et al., 2021; Araujo; Caldas;
Oliveira-filho, 2022) afetando organismos nao-alvo, como peixes (Ribeiro et al., 2022),
moluscos (Faro et al., 2021) e anfibios (Borges et al., 2019), causando mudangas
tanto no habitat quanto na fisiologia desses organismos.

A exposicdo de peixes a diferentes contaminantes, dentre eles,
agrotoxicos, pode levar a geragao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e indugéo
de estresse oxidativo, inflamacgao, imunotoxicidade, genotoxicidade, podendo reduzir
também o crescimento do animal, ou seja, afeta a saude dos peixes de varias
maneiras (Subaramaniyam et al., 2023). Em muitas plantagdes, frequentemente sao
empregadas misturas de diversos agrotéxicos, cujos efeitos combinados podem ser
mais danosos do que quando aplicados individualmente (Bacchetta et al., 2014).
Estudos que investigaram essas combinagdes demonstraram que tanto os produtos
isolados quanto em conjunto podem causar impactos adversos em organismos
aquaticos, com a associagao sendo mais téxica em periodos de tempo relativamente
curtos, representando assim uma ameagca para todo o ecossistema (Wang et al., 2015;
Alvim; Martinez, 2019).
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Grande parte dos agrotoxicos possui caracteristicas fisicas e
quimicas que conferem resisténcia a degradacdo e uma boa solubilidade,
caracteristicas essas que facilitam seu transporte ao longo dos corpos d'agua (Souza
et al., 2023). Assim, quando presentes no ambiente aquatico, esses produtos
quimicos tém a tendéncia de se espalhar por grandes areas, contaminando
numerosos organismos e habitats até sua completa degradacao, cujo tempo pode
variar. Diante da problematica evidente, alternativas mais sustentaveis aos
agrotoxicos vém sendo exploradas com o intuito de diminuir seu uso e, eventualmente,

substituir o emprego dos agrotoxicos convencionais.

1.2 Geraniol

O geraniol (Fig.1), € um alcool monoterpénico aciclico (C1o0H1sO)
encontrado nos oOleos essenciais de algumas plantas aromaticas, tais como rosa,
capim-limao, citronela, dentre outras geralmente do género Cymbopogon (Maczka et
al. 2020). O geraniol pode ser inserido na agricultura como uma alternativa aos
agrotoxicos convencionais por exibir propriedades fungicidas, inseticidas e repelentes,
sendo usado como um agente natural para o controle de pragas, além de exibir baixa
toxicidade para mamiferos (Chen; Viljoen, 2010, 2022). Ele também é conhecido por
ser amplamente utilizado em produtos comerciais, incluindo cosméticos, fragrancias
e medicamentos, por suas caracteristicas farmacologicas, como atividades

antimicrobiana, anti-inflamatoria e antioxidante (De sa et al., 2021).

Figura 1. Estrutura molecular do geraniol.

HSC%\/Y\/OH

CHS CH3

Fonte: ChemBioDraw

Os 6leos essenciais e seus componentes, como o geraniol, além de
suas distintas aplicagdes, sao considerados mais vantajosos como inseticidas em
comparagao aos sintéticos de uso atual, tanto do ponto de vista ecolégico quanto do
econdmico (Chen; Viljoen, 2022). A Tabela 1 contém uma visdo geral do uso do
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geraniol, alguns de seus diferentes efeitos e aplicagbes. Hamouda et al. (2021)
testaram a atividade inseticida de cinco alcoois, ciclicos e aciclicos, dentre eles o
geraniol, contra uma espécie de besouro da farinha (Tribolium castaneum), e
concluiram que todos os cinco exibiram atividade contra o organismo, a qual foi maior
nos alcoois aciclicos em comparagao aos ciclicos, destacando a potencial utilizagao
do geraniol no controle de pragas. Barbosa et al. (2020) testaram componentes de
Oleos essenciais, dentre eles o geraniol, contra o caruncho-do-feijao (Callosobruchus
maculatus) e confirmaram sua eficacia como inseticida, visto que causaram redugéo

no numero e viabilidade dos ovos assim como na emergéncia dos insetos.

Tabela 1. Utilizagdo do geraniol: alguns de seus efeitos e aplicagdes.

Espécie-alvo

Efeitos Referéncia

Tribolium castaneum

Atividade repelente contra insetos; alcoois
aciclicos (geraniol) mais potentes; Hamouda et al., 2021
CL50 = 48.57 uL/L ar.

Callosobruchus maculatus

Reducgao no numero e viabilidade dos
ovos; reducdo na emergéncia dos insetos; Barbosa et al., 2020
potencial inseticida;
CL50 = 77.42 ppm.

Phytophthora nicotianae

Reducéo do ataque do patogeno

(potencial antifungico); retardou a

progressao da doenga em frutos e Neto et al., 2020
plantulas; aumento significativo na inibigao

a partir da concentragao de 0,5 yL/ mL.

Sitophilus zeamais e

Acanthoscelides obtectus

Causou toxicidade e afetou a emergéncia
e sobrevivéncia dos adultos; atividade Ataide et al., 2022

inseticida.

Sitophilus zeamais

Aumento da mortalidade de adultos;
atividade inseticida em adultos;
reduziu a alimentagdo dos insetos e ndo Seneme et al., 2023
afetou a germinacéo das sementes de

milho;

Staphyloccus aureus e

Escherechia coli

Inibiu fortemente o crescimento de ambas; Ola et al., 2021

atividade antibacteriana.
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A atividade antifungica do geraniol e linalol contra cinco espécies de
Candida foi avaliada por Singulani et al. (2018). Os autores mostraram que ambos o0s
componentes inibiram o crescimento das espécies, porém o geraniol se mostrou mais
eficaz. Entretanto, apesar dos estudos ressaltando as qualidades do geraniol, ndo se
deve descartar seus possiveis efeitos toxicos em organismos nao alvo, visto que esse
mesmo estudo verificou que apesar do geraniol apresentar eficacia contra a Candida,
ele pode também causar efeitos genotdxicos em Danio rerio, induzindo deformidades
nos adultos e mortalidade em embrides.

O geraniol também ja foi explorado como uma alternativa segura para
imobilizagao e facilitagdo no manejo dos peixes, atuando como um anestésico natural.
Araujo et al. (2021) apresentaram resultados consistentes de que o geraniol é capaz
de promover a imobilizagdo total do corpo de peixes (Colossoma macropomum),
atribuindo tal efeito, em parte, as suas propriedades miorrelaxantes. A concentracao
de 70 pL L' de geraniol ja foi suficiente para imobilizar os animais, reduzindo a
ventilagdo e diminuindo significativamente a frequéncia cardiaca durante a anestesia,
sem comprometimento na retomada tanto da ventilagdo quanto da fungido cardiaca
normal, e sem mortalidade observada.

Ademais, grande parte da literatura destaca as propriedades
farmacolégicas do geraniol. No artigo de revisdo de Lei et al. (2019), essas
propriedades sdo enfatizadas, apresentando o composto botanico como um forte
candidato a medicamento para o tratamento de diversas doengas, ja que exerce
multiplas atividades bioldgicas. Seguindo a mesma linha, a revisdo de Maczka et al.
(2020), apresenta as distintas faces do geraniol, abordando sua série de atividades
bioldgicas, destacando estudos onde o principio ativo se mostrou eficaz como
antimicrobiano, anti-inflamatério e antioxidante. Em resumo, sabe-se que o geraniol
possui distintas aplicagdes e seu uso confere vantagens tanto do ponto de vista
agricola quanto farmacolégico.

1.3 Nanotecnologia e as nanocapsulas de Zeina

Com o avango e desenvolvimento da nanotecnologia, muitas
atividades em diferentes setores tém buscado meios de associar essa inovagdo com
praticas mais sustentaveis. E a agricultura tem ganhado destaque pelas crescentes
pesquisas acerca das nanoparticulas (Saldivar et al., 2018). A utilizagdo de

nanocapsulas confere vantagens como liberagao controlada de agrotéxicos, aumento
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da biodisponibilidade do produto para a espécie alvo (maior especificidade de agao),
além de garantir que chegue no local de agdo sem sofrer grandes degradacgdes
(Apolinario et al.,, 2020). Em adicdo aos nanopesticidas sintéticos, temos os
nanobiopesticidas de origem botanica, os quais tendem a ser menos toxicos que os
sintéticos e por isso sao considerados promissores para a conservagao do ambiente
(Sow; Samadder, 2022). A zeina, proteina do milho, tem sido investigada por suas
propriedades, e ja se mostrou eficaz no nanoencapsulamento de éleos essenciais,
permitindo sua melhor dispersdo em agua e aumento no potencial de uso, indicando
vantagens de aplicagdo das nanocapsulas associadas aos 6leos essenciais (Wu et
al., 2012).

A zeina é um biomaterial reconhecido como seguro por suas
caracteristicas que incluem biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade,
hidrofobicidade e mucoadesividade (Luo; Wang, 2014; Jaski et al., 2022). E vista como
viavel na fabricagdo de nanocapsulas por apresentar boa solubilidade, propriedades
hidrofdbicas, digestibilidade relativamente mais lenta do que outras proteinas, além
de sua facil conjugagdo com outros compostos, que resultam na facil fabricagédo (Luo;
Wang, 2014). Por possuir propriedades fisico-quimicas unicas, esta proteina é
explorada por diferentes setores, desde a industria farmacéutica a alimenticia, que
trabalham no desenvolvimento de nanocarreadores, ou seja, fabricando nanocapsulas
de zeina para liberacao controlada de medicamentos e nutrientes (Luo; Wang, 2014;
Jaski et al., 2022) (Fig. 2).

Figura 2. Propriedades e aplicagdes da zeina (Modificado de Jaski et al., 2022).
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A industria farmacéutica aponta que a entrega de medicamentos é
mais vantajosa quando os mesmos sao encapsulados em nanoparticulas, e a zeina
pelas propriedades comentadas anteriormente, pode ser facilmente formulada como
uma nanoparticula ideal para fitoquimicos (Hassan et al., 2022). Ademais, o
nanoencapsulamento de agrotoxicos (nanopesticidas) também ganhou destaque na
industria, se mostrando mais eficientes e, em alguns casos, menos téxicos do que os
seus homdlogos convencionais, porém ainda podendo apresentar toxicidade para
organismos ndo-alvo, como por exemplo embrides e larvas de zebrafish (Ale et al.,
2023).

1.4 Prochilodus lineatus como modelo biolégico

Por apresentarem um importante papel ecolégico e serem
representantes da comunidade aquatica, os peixes sdo muito utilizados em estudos
para avaliacdo dos efeitos de agrotdxicos e compostos nanoencapsulados (Tesser et
al., 2020; Freire et al., 2023; Santos et al., 2023), tendo em vista sua exposi¢ao direta
a esses contaminantes. Muitos estudos utilizando peixes para avaliagdo ambiental
destacam o potencial de espécies nativas, garantindo relevancia ao estudo em regides
tropicais e subtropicais e incentivando a proteg¢ao da ictiofauna local (Aguiar et al.,
2022), no entanto, ainda sdo poucos os estudos utilizando espécies nativas da
América Latina (Aca et al., 2018).

O teledsteo neotropical de agua doce Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1836) popularmente conhecido como curimba ou curimbata (Fig. 3), é
um peixe migratério notavel como um dos mais proeminentes, abundantes e
amplamente distribuidos nos rios da América do Sul (Barroca et al., 2015), tendo
grande relevancia ecoldgica para ictiofauna brasileira. Foi selecionado como modelo
biolégico por se tratar de uma espécie nativa sensivel aos efeitos de diferentes classes
de agrotoxicos (Vieira et al., 2018; Portruneli et al., 2021; Lajmanovich et al., 2023),
por possuir habito alimentar do tipo ili6fago (Moraes et al., 1997), que influéncia na
exposi¢cao aos contaminantes visto que buscam alimentos no fundo dos rios, e por se

adaptarem facilmente as condi¢des laboratoriais, facilitando sua manutencgao.
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Figura 3. Exemplar juvenil de Prochilodus lineatus. Barra = 1 cm.

Fonte: a propria autora.

Vieira et al. (2018a) utilizaram P. lineatus como modelo biolégico em
seu trabalho sobre o imidacloprido, um inseticida muito utilizado, expondo os animais
a diferentes concentracbes do composto. Os autores observaram alteragoes
significativas em diferentes 6rgéos e biomarcadores dos animais, mostrando que a
espécie foi altamente sensivel aos efeitos do inseticida. Lajmanovich et al. (2023),
avaliaram a presenca de agrotdéxicos em P. lineatus e observaram uma alta
concentracao de diferentes agrotoxicos simultaneamente nos tecidos, concluindo que
0S animais incorporaram varios residuos dos contaminante. Essa bioacumulagao,
pode provocar um aumento dos efeitos nocivos dos contaminantes a saude dos
peixes, caracteristica relevante para estudos ecotoxicologicos, tornando essa espécie
uma excelente escolha para avaliagao de efeitos adversos de agrotoxicos.

Davico et al. (2020) analisaram os efeitos da exposig¢ao de P. lineatus
a diferentes concentragdes de uma formulagdo comercial da cipermetrina, um
inseticida amplamente utilizado, e observaram uma diminui¢cdo significativa das
defesas antioxidantes, além de um aumento significativo na frequéncia de
micronucleo, mostrando que a espécie foi sensivel a formulagao utilizada. Rossi et al.
(2024) analisaram os efeitos de dois fungicidas, isolados e em mistura, em P. lineatus
e observaram que, além de se bioacumularem, ambos causaram neurotoxicidade e
alteragdes em biomarcadores de estresse oxidativo em diversos o6rgaos.

Além de se apresentarem sensiveis a diferentes classes de
agrotoxicos, estudos utilizando P. lineatus mostraram a sensibilidade dos animais a
outras classes de contaminantes. Por exemplo, Silva et al. (2023) avaliaram os efeitos
do cadmio (um metal nao essencial) em P. lineatus e observaram que ele se acumula
e afeta o funcionamento de varios 6rgaos, além alterar a atividade de muitas enzimas
e o comportamento dos animais. Roda et al. (2020) verificaram os efeitos induzidos

por microplasticos (um contaminante emergente) e cobre (um metal essencial) em P.
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lineatus e concluiram que os contaminantes, tanto isolados e como em mistura,

promoveram danos genotoxicos, neurotoxicos e fisioldgicos nos peixes.

1.5 Biomarcadores

Para se avaliar os possiveis efeitos causados por contaminantes nos
organismos aquaticos, os biomarcadores ganham destaque, por serem importantes
ferramentas que fornecem informacgdes precoces e que podem indicar alteracdes
desde niveis moleculares até os ecossistemas (Carriquiriborde et al., 2021). Dentre
os multiplos biomarcadores utilizados, podemos destacar os bioquimicos,
genotoéxicos, fisiolégicos e histologicos (Hook et al., 2014). O uso integrado de
diferentes classes de biomarcadores auxilia na compreensado dos efeitos adversos
causados por contaminantes, por isso neste trabalho estes diferentes biomarcadores
serao utilizados a fim de se obter resultados mais consistentes sobre os possiveis

efeitos do geraniol (Fig. 4).

Figura 4. Biomarcadores bioquimicos, genotoxicos, fisioldgicos e histologicos em
Prochilodus lineatus utilizados para avaliacdo da ecotoxicidade. AChE=
acetilcolinesterase; GSH= glutationa; LPO= Lipoperoxidagdo; MN= micronucleo;
AENs= alteragdes eritrociticas nucleares.
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Fonte: a propria autora.
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Os biomarcadores bioquimicos constituem uma das principais classes

utilizadas em estudos ecotoxicolégicos, avaliando se houve um desequilibrio entre a
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geracao de compostos oxidantes e sua neutralizacdo, representada pelos
mecanismos de defesa antioxidante (Fig. 5), cujo objetivo é neutralizar as espécies
reativas de oxigénio (ERO) (Barbosa et al., 2010; Carriquiriborde et al., 2021,
Nikinmaa, 2014). Dentre os compostos que possuem propriedades antioxidantes,
temos a glutationa (GSH), um tripeptideo composto por residuos de glutamato,
cisteina e glicina, que pode se ligar a compostos oxidantes (Nikinmaa, 2014).
Entretanto, quando as defesas antioxidantes ndo conseguem neutralizar as ERO,
danos oxidativos podem acontecer em proteinas, DNA e lipideos, como a peroxidagao
lipidica (LPO) (Nikinmaa, 2014; Carriquiriborde et al., 2021). Deste modo, a analise de
biomarcadores bioquimicos associados ao estresse oxidativo, como o conteudo de
GSH e ocorréncia de LPO se fazem de extrema importancia. Silva et al. (2023),
observaram alteragcdes nesses biomarcadores em seu trabalho com P. lineatus
expostos ao cadmio, com aumento significativo na concentracdo de GSH e alteragdes

significativas de LPO em diferentes tratamentos.

Figura 5. Mecanismo de defesa antioxidante. ERO = espécies reativas de oxigénio;
LPO= peroxidacéo lipidica; PCO= carbonilacdo de proteinas; GSH= glutationa.

ﬁ @ ——>  Neutralizago das ERO
HS
0

B
H i
HO,C. N Nk/\rco;H
H
NH,

(]
Glutationa (GSH)

\} Danos oxidativos:
; Estresse
DftA - oxidativo
Peroxidacdo lipidica (LPO)
Carbonilagdo de proteinas (PCO)

T

2

e

4/;& .0*‘ 9“'95
ets,

Estresse oxidativo

Fonte: A propria autora, com base em Nikinmaa, 2014 e Carriquiriborde et al., 2021.

A atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) € um biomarcador
bioquimicos associado a neurotoxicidade. Essa enzima degrada o neurotransmissor
acetilcolina, responsavel pela transmissao de impulsos nervosos na fenda sinaptica.

A acetilcolina é sintetizada a partir de colina e acetil-CoA no terminal axonal. Ja na
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fenda sinaptica, a acetilcolina é quebrada de maneira rapida pela enzima
acetilcolinesterase, em acetato e colina. A colina por sua vez é transportada de volta
para o terminal axonal via co-transporte com o soédio (Na+), assim a colina é reciclada
e utilizada para a produgao de mais acetilcolina (Fig. 6). Alteragdes na atividade da
AChE podem acarretar modificagdes significativas na transmissdo desses impulsos
nervosos, podendo influenciar no funcionamento dos sistemas sensoriais e
neuromusculares desses animais, levando a mudangas comportamentais e até
mesmo a morte do organismo (Nikinmaa, 2014; Carriquiriborde et al., 2021). Roda et
al. (2020), avaliaram a atividade dessa enzima em P. lineatus expostos ao MP e ao
cobre e observaram uma inibigdo em todos os tratamentos, indicando que os

contaminantes causaram danos neurotdxicos nos animais.

Figura 6 — Sintese e reciclagem da acetilcolina. ACh = acetilcolina; AChE=
acetilcolinesterase; CoA= acetil-CoA; Ch= colina; A= acetato.
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Fonte: Silverthorn, 72 ed, 2017

Outro tipo de biomarcador de extrema relevancia em estudos que
avaliam a contaminagdo por xenobidticos, sdo os biomarcadores genotdxicos,
utilizados para analisar os possiveis danos que os contaminantes podem causar no

DNA. Dentre eles temos o teste do micronucleo (MN), que avalia o dano induzido em
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nivel cromossémico, além de outras alteragdes eritrociticas nucleares (AENSs), tais
como nucleo em forma de rim (NR), nucleo segmentado (NS), nucleo lobulado (NL) e
células binucleadas (CB) (Nikinmaa, 2014; Carriquiriborde et al., 2021). Alvim e
Martinez (2019), observaram um aumento significativo na frequéncia de AENs em seu

trabalho com P. lineatus expostos a dois inseticidas isolados e em mistura (Fig. 7).

Figura 7 — Micronucleo (MN) e alteracgdes eritrociticas nucleares (AENs) observadas
em Prochilodus lineatus expostos a dois inseticidas, imidacloprido e lambda cialotrina.
NR= nucleo em forma de rim; NS= nucleo segmentado; NL= nucleo lobulado; CB=
células binucleadas.

AENS

Fonte: Modificado de Alvim; Martinez, 2019

O ensaio alcalino do cometa permite avaliar quebras de fita simples
ou dupla na molécula de DNA induzidas por um xenobiético. O nome do ensaio se da
pela imagem gerada ao final do ensaio, que se assemelha a um cometa, assim
conseguimos observar a migragao do DNA, que é diretamente proporcional ao dano
que 0 mesmo apresenta, ou seja, quanto mais danos no DNA, maior o numero de
fragmentos a migrar e maior a cauda do cometa (Carriquiriborde et al., 2021). Os
danos podem ser classificados visualmente em diferentes classes (Fig.8). Vieira et al.
(2018a), avaliaram esses danos em P. lineatus expostos a diferentes concentragbes
do inseticida imidacloprido e concluiram que todas promoveram um aumento no

escore de danos ao DNA nos animais.
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Figura 8 — Classificagdo do dano no DNA em Prochilodus lineatus a partir da cauda
formada pelos fragmentos de DNA. Imagens representativas de nucledides apos
coloragao com GelRed.
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Foto: Tiago Alvim.

A glicemia, assim como o glicogénio armazenado nos tecidos sao
parametros que podem ser utilizados como biomarcadores fisioldgicos, visto que
exposi¢des a xenobidticos podem levar ao aumento da glicemia devido a quebra das
reservas de glicogénio hepatico, deixando a glicose disponivel para musculatura
esquelética (Schreck et al., 2016). Ainda sobre os biomarcadores fisioldgicos, temos
0s parametros hematologicos que s&o considerados muito importantes para o
diagndstico do estado de saude geral dos organismos, pois além de serem acessiveis
e de rapida execucgao, respondem muito bem a exposicao a diferentes xenobidticos e
ao estresse. Dentre os parametros sanguineos que podem ser avaliados temos o
conteudo de globulos vermelhos, conteudo de hemoglobina e hematdcrito
(Carriquiriborde et al., 2021). Tesser et al. (2020), avaliaram alguns parametros
hematolégicos em P. lineatus expostos ao cobre e nanoparticulas de cobre, e
observaram diminui¢cdo significativa do hematdcrito e conteudo de hemoglobina,
indicando anemia nos animais.

Por fim, em nivel tecidual, os biomarcadores histolégicos sao 6timos
indicadores da saude dos animais, sendo que além de serem considerados uma
ferramenta de facil uso e custo acessivel, avaliam os possiveis efeitos subletais e até
mesmo cronicos devido a exposi¢cdo a contaminantes (Carriquiriborde et al., 2021).
Tais alteragdes na histologia dos animais aparecem devido a mudangas em seu
organismo, sejam essas fisioldgicas ou bioquimicas, permitindo assim, aferir e
examinar diferentes 6rgaos ou tecidos na busca de possiveis alteragdes. Tesser et al.

(2020), também utilizaram biomarcadores histologicos em P. lineatus expostos ao
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cobre e nanoparticulas de cobre e observaram danos nas branquias e figado dos
animais, resultados relevantes quanto a importancia da avaliagao desse biomarcador
na espécie escolhida.

Portanto, a partir das informagdes apresentadas, o objetivo deste
trabalho foi avaliar os possiveis efeitos de exposi¢cdes agudas (24 e 96h), ao geraniol
convencional e nanoencapsulado em biomarcadores do teledsteo Prochilodus
lineatus, uma espécie nativa que pode ser impactada, visando a seguranca e protegéo
da ictiofauna local considerando a potencial utilizacdo dos compostos como

alternativas aos agrotéxicos convencionais.



10
11

12

13

14
15

16
17

22

1.6 OBJETIVOS E HIPOTESES

1.6.1 Objetivo Geral

Avaliar os possiveis efeitos de exposigdes agudas (24 e 96h) ao geraniol e geraniol

nanoencapsulado em biomarcadores do teledsteo Prochilodus lineatus.
1.6.2 Objetivos especificos

(1) Identificar se a nanocapsula de zeina apresenta toxicidade a P. lineatus em

exposi¢cdes agudas;

(2) Verificar se o geraniol nanoencapsulado com a proteina do milho se mostra mais

seguro para P. lineatus, em relagdo ao convencional,

(3) Avaliar qual biomarcador € mais sensivel a exposi¢cao as duas formas do geraniol

em diferentes tempos experimentais;

(4) Avaliar qual ou quais tecidos sdo mais afetados pelos compostos.

1.6.3 Hipoteses

(1) A nanocapsula de zeina isolada ndo vai causar alteracdes significativas aos

animais.

(2) O geraniol nanoencapsulado vai causar menos efeitos em P. lineatus do que o

geraniol convencional;
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2. MANUSCRITO

Efeitos do geraniol convencional e nanoencapsulado em biomarcadores de
Prochilodus lineatus

Milena Aparecida dos Santos Silva; Tiago Tomiama Alvim; Claudia Bueno dos Reis
Martinez

Universidade Estadual de Londrina (UEL)

Manuscrito a ser submetido para publicacdo no periédico “Science of the Total
Environment”.

2.1 RESUMO

Alternativas mais sustentaveis aos agrotdxicos vém sendo exploradas, como o uso do
geraniol (composto de origem botanica). Ele possui propriedades fungicidas,
inseticidas, repelentes e baixa toxicidade, que o torna passivel de ser utilizado no
controle natural de pragas. O nanoencapsulamento deste composto pode torna-lo
ainda mais viavel, conferindo uma liberagao graduada e precisa. Assim, este trabalho
objetivou avaliar os possiveis efeitos de exposi¢gdes agudas (24 e 96h) ao geraniol e
geraniol nanoencapsulado em biomarcadores do teleésteo Prochilodus lineatus. Para
isso, juvenis de P. lineatus foram expostos a diferentes tratamentos: geraniol na forma
convencional (GER), nanocapsulas de zeina (NANO) e geraniol nanoencapsulado
(nGER), todos em uma concentragdo de 5 mg L-'. Um grupo controle (CTR) foi
exposto apenas ao solvente (Pluronic F-68®). Apds 24 e 96 h de exposicao, foram
analisados biomarcadores bioquimicos, genotoxicos, fisioldgicos e histologicos no
sangue, cérebro, musculo, figado e branquias. Observamos mortalidade de 100% dos
animais expostos as NANO, apds 24h de exposicao. Nossos resultados mostraram
aumento significativo na atividade da acetilcolinesterase (AChE) no cérebro dos
animais expostos ao nGER e GER em relagdo ao CTR. Diminuigéo significativa no
conteudo de glutationa (GSH) nas branquias dos animais expostos ao nGER. E
aumento significativo no escore de danos no DNA dos animais expostos ao GER em
comparacao ao CTR. Nao foram encontradas alteragdes significativas quanto a
lipoperoxidagao (LPO), ao MN e AENSs, biomarcadores fisioldgicos e histoldgicos.
Assim, verificamos que a exposi¢ao apenas as nanocapsulas de zeina (NANO)
causaram efeitos toxicos na espécie de peixe estudada; O geraniol convencional
causou danos no DNA, enquanto o geraniol nanoencapsulado exibiu baixa toxicidade
para P. lineatus.

Palavras-chave: Nanobiopesticida. Ecotoxicologia. Agricultura. Nanotecnologia.
Peixes.
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2.1.2 DESTAQUES

e As nanocapsulas de zeina apresentaram toxicidade para P. lineatus

concentragdo de 5 mg L',

e O geraniol nanoencapsulado exibiu baixa toxicidade para P. lineatus;

e O geraniol convencional causou danos genotoxicos no DNA de P. lineatus.

2.1.3 RESUMO GRAFICO
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2.2 INTRODUGCAO

O Brasil é considerado o maior consumidor mundial de agrotéxicos e
enfrenta um cenario preocupante devido ao seu uso excessivo (Fernandes et al.,
2020). Varios fatores como escoamento, lixiviagao, pulverizagao e irrigagao (Erthal;
Berticelli, 2018) facilitam a entrada dos agrotoxicos no ambiente aquatico, que acabam
atingindo organismos né&o-alvo ali presentes, como os peixes (Araujo et al., 2022;
Ribeiro et al., 2022). Assim, as areas agricolas sao apontadas como fontes de
liberagdo de contaminantes para o meio aquatico (Fernandes et al., 2020), ressaltando
a importancia da busca por praticas mais sustentaveis.

Uma das alternativas mais sustentavel aos agrotdxicos convencionais
€ a utilizagdo de compostos de origem natural. O geraniol € um alcool monoterpénico
aciclico encontrado nos 6leos essenciais de algumas plantas aromaticas como rosa,
capim-limdo e citronela (Maczka et al., 2020; Chen; Viljoen, 2022). Ele pode ser
utilizado em diversos produtos comerciais, incluindo cosmeéticos, fragrancias e
medicamentos, por suas caracteristicas farmacologicas, como atividades
antimicrobiana, anti-inflamatéria e antioxidante (De sa et al., 2021). Pode ser inserido
também na agricultura, por exibir propriedades fungicidas, inseticidas e repelentes,
sendo usado como um agente natural para o controle de pragas e exibindo baixa
toxicidade (Chen; Viljoen, 2010, 2022).

Em adicdo aos compostos de origem botanica, outra alternativa mais
sustentavel é a utlizacdo da nanotecnologia, mais especificadamente de
nanocapsulas contendo o ingrediente ativo desejado. As nanocapsulas conferem
vantagens como liberacdo controlada do principio ativo e o aumento da
biodisponibilidade do produto para a espécie alvo (maior especificidade de agao),
além de garantir que ele chegue no local desejado sem sofrer grandes degradagdes
(Apolinario et al., 2020). A zeina, proteina do milho, tem sido investigada por suas
propriedades, e ja se mostrou eficaz no nanoencapsulamento de 6leos essenciais,
permitindo melhor dispersdo em agua e aumento no potencial de uso, indicando
vantagens de aplicagdo das nanocapsulas associadas aos 6leos essenciais (Wu et
al., 2012).

Os peixes apresentam um importante papel ecolégico, sendo
representantes da comunidade aquatica muito utilizados em estudos para avaliacédo

dos efeitos de agrotéxicos e compostos nanoencapsulados (Tesser et al., 2020; Freire
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et al., 2023; Santos et al., 2023). No entanto, ainda sao poucos os estudos utilizando
espécies nativas da América Latina (Aca et al., 2018). O teleésteo de agua doce
Prochilodus lineatus (Valenciennes 1836), popularmente conhecido como curimba ou
curimbata, foi selecionado como modelo biolégico para este estudo. Trata-se de uma
espeécie neotropical, considerado um dos mais proeminentes, abundantes e
amplamente distribuidos nos rios da América do Sul (Barroca et al., 2015), sensivel
aos efeitos de diferentes classes de agrotéxicos (Vieira et al., 2018a; Davico et al.,
2020; Portruneli et al., 2021; Lajmanovich et al., 2023). Além disto, o habito alimentar
do tipo iliéfago (Moraes et al., 1997) de P. lineatus predispde os individuos da espécie
a entrarem em contato com tanto com os contaminantes presentes na coluna d’agua,
como aqueles presentes no sedimento.

Assim, para se avaliar os efeitos do geraniol e do geraniol
nanoencapsulado, selecionamos biomarcadores bioquimicos, genotoxicos,
fisioloégicos e histologicos (Nikinmaa, 2014; Carriquiriborde et al., 2021). O uso
integrado dessas diferentes classes de biomarcadores deve auxiliar na compreensao
dos possiveis efeitos adversos causados pelos compostos. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar os possiveis efeitos de exposi¢cdes agudas (24 e 96h) ao geraniol
e do geraniol nanoencapsulado em biomarcadores do teledsteo Prochilodus lineatus.
Com as hipoteses de que a nanocapsula de zeina isolada nao vai causar alteracoes
significativas aos animais e que o geraniol nanoencapsulado vai causar menos efeitos

em P. lineatus do que o geraniol convencional.

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Sintese das nanoparticulas e do geraniol

Os compostos avaliados foram formulados pela equipe do laboratério
de nanotecnologia ambiental da Universidade Estadual Paulista (UNESP/campus
Sorocaba). As nanoparticulas foram preparadas seguindo a metodologia descrita por
(Hu; Mcclements, 2014) com algumas modificagdes (Rogerio et al., 2022). A zeina foi
obtida da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) e o geraniol foi obtido da Quinari (Ponta
Grossa, Brasil).

Para determinar a concentragado de geraniol na agua dos aquarios,

um experimento independente de 96h, contendo dois grupos experimentais (nGER:
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geraniol nanoencapsulado; e GER: geraniol convencional; n= 4, por grupo), nas
mesmas concentragdes (5 mg L") e condigdes fisico-quimicas (temperatura: 22,2 +
0,14 °C; pH: 7,46 £ 0,06; oxigénio dissolvido: 5,6 £ 0,2 mg L-1; condutividade: 100 +
1 uS cm-1; turbidez: 0 UNT; média + E.P.), dos experimentos bioldgicos descritos
posteriormente (2.3.2), foi realizado. Amostras de agua foram coletadas em 0Oh, 6h,
12h, 24h, 48h pré-renovagao, 48h pos-renovagao e 96h e imediatamente congeladas
a-20 °C.

Posteriormente, as amostras foram descongeladas para o processo
de extragdo do geraniol e submetidas a cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS). O calculo da concentracdo de geraniol nas
amostras foi realizado a partir da equacado da reta obtida de uma curva com
concentragbes conhecidas de geraniol e padrao interno (2-Undecanona) na mesma
concentracdo das amostras. A razado entre a area do geraniol e do padrao interno foi
utilizada para a obtencao da equacgao da reta (y = 1121,8x — 3,1637; R2 = 0,9795). Os

resultados foram expressos em mg L.

2.3.2 Delineamento experimental

Os animais (n=64; comprimento parcial 9,93 + 0,12cm; comprimento
total 12,19 + 0,14 cm; peso 21,40 = 0,65 g; média + EP) foram adquiridos de uma
piscicultura da regido de Londrina (Alevinos online) e transportados para o laboratério
em sacos plasticos (50 cm x 80 cm x 0,18 cm), contendo 30 L de agua dos tanques
da piscicultura, com oxigenagcdo, em uma densidade maxima de 30 animais,
respeitando-se a densidade de 1 g de peixe por litro de agua. Desse modo, a agua
ocupou 2/3 do saco plastico e 1/3 foi preenchido com oxigénio, visando o bem-estar
dos animais durante o transporte. Apds a chegada ao laboratério, os peixes foram
aclimatados durante sete dias em tanques de 500 L, contendo agua desclorada,
areacao constante, fotoperiodo de 14h claro: 10h escuro, temperatura controlada
(27°C) e filtro tipo Canister. Durante o periodo de aclimatagédo os parametros fisicos e
quimicos da agua foram monitorados por uma sonda de multiparametros (Horiba U-
50) e se mantiveram constantes (média + EP): temperatura 23,73 £ 0,41 °C; pH 7,28
+ 0,22; condutividade 0,69 + 33,0 mS cm; turbidez 5,24 + 0,93 NTU; oxigénio
dissolvido 7,26 + 0,10 mg L-'. Os animais foram alimentados com ragdo comercial
(Nutricon Goldfish — Crescimento para peixes) a cada 48 horas, para evitar acumulo

de alimento e aumento de aménia toxica no tanque, sendo a alimentagdo suspensa
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Apods o periodo de aclimatagao, os animais (n= 64) foram expostos
individualmente aos diferentes meios experimentais em aquarios de vidro contendo
10 L de agua. Os animais foram expostos simultaneamente aos seguintes tratamentos
(n = 8 peixes por tratamento): geraniol na concentragdo de 5 mg L' (GER),
nanocapsulas de zeina na concentragdgo de 5 mg L' (NANO), geraniol
nanoencapsulado em nanocapsulas de zeina, na concentragido de 5 mg L' (nGER) e
apenas a agua desclorada contendo o solvente (grupo controle — CTR). O tensoativo
Pluronic F-68%® (0,0005%), obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), foi adicionado a
todos os meios experimentais. Foram realizados dois experimentos independentes,
um com duracgao de 24h e outro com duracao de 96h. Durante as exposicdes o0s peixes
foram mantidos sob condi¢des laboratoriais controladas de fotoperiodo de 14h claro:
10h escuro e aeragao constante, assim como durante a aclimatagéo, com renovagao
parcial do meio experimental (80%) a cada 48h. Os peixes n&o foram alimentados
durante os experimentos. As concentragdes testadas foram definidas previamente,
em experimentos testes realizados no laboratério.

ApOs as exposicoes, os peixes foram anestesiados com benzocaina
(0,1 g L' de agua) para a pesagem, medicédo e coleta de sangue pela veia caudal,
com seringas descartaveis devidamente heparinizadas. Em seguida, os animais foram
eutanasiados por sec¢ao medular para a retirada dos érgéos, como o figado, musculo,
cérebro e branquias que foram mantidos congelados a -80°C até o momento das
analises. O sangue total foi centrifugado (3000 g, 10 min) e as amostras de plasma
foram armazenadas a -20 °C. O experimento realizado no presente trabalho foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UEL (protocolo CEUA n°
064.2023).

2.3.3 Homogeneizagao de tecidos

Branquias (proporgdo massa:volume = 1:5) e figado (proporgao
massa:volume = 1:10) foram homogeneizados em tampéao fosfato de potassio (0,1 M;
pH 7,0), centrifugadas (20 min, 13000 g, 4°C), e o sobrenadante obtido foi utilizado
para realizacao das andlises. Cérebro e musculo foram homogeneizados (1:10) em
tampao fosfato de potassio (0,1 M; pH 7,5) e centrifugados (20 min, 13000 g, 4°C), a

fim de se obter o sobrenadante para analise.
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2.3.4 Proteinas totais

Os resultados dos biomarcadores bioquimicos foram expressos em
relagdo ao conteudo total de proteinas, que foi analisado por meio da reacdo das
proteinas com o corante Coomassie Brilliant Blue G-250, de acordo com Bradford
(1976). A curva padrao foi determinada com albumina de soro bovino (BSA) em

espectrofotdbmetro a 595 nm.

2.3.5 Biomarcadores bioquimicos

A concentragao de glutationa (GSH), um tripeptideo capaz de se ligar
a compostos oxidantes, foi determinada pela reacdo de tidis nao proteicos com o
substrato 5,5'-ditiobis-acidonitrobenzoéico (DTNB) em espectrofotometro (412 nm),
como proposto por Beutler et al. (1963) nas branquias e figado. A lipoperoxidagéo
(LPO) foi quantificada, nas branquias e figado, através do ensaio TBARS (substancias
reativas ao acido tiobarbiturico) descrito por Ohkawa et al. (1979), com modificagdes,
utilizando a reagéo do produto final de peroxidagao lipidica (malondialdeido - MDA),
com acido tiobarbiturico (TBA). Apds centrifugacdo (5000 g, 4 °C por 10 min), a
absorbancia do sobrenadante foi medida a 530-540 nm.

A atividade da acetilcolinesterase (AChE) no cérebro e musculo, foi
determinada pela degradacao do iodeto de acetilcolina (9mM) pela acetilcolinesterase
da amostra, em leitora de microplacas, a 415 nm de acordo com Ellmann et al. (1961)
e Costa et al. (2007).

2.3.6 Biomarcadores genotoxicos

O teste do micronucleo (MN) foi realizado de acordo com a técnica
descrita por Ueda et al. (1992) e as alteragbes eritrociticas nucleares (AENs) foram
avaliadas de acordo com Carrasco et al. (1990). Para ambas as analises (MN e AENSs),
logo apds a coleta de sangue, laminas de vidro com esfregago sanguineo foram feitas
e fixadas em metanol. Posteriormente as laminas foram coradas com laranja de
acridina e observadas em microscopio de fluorescéncia. Para cada peixe foram
analisados 3000 eritrécitos (n=6-8, por grupo).

O ensaio alcalino do cometa foi realizado com eritrocitos como
proposto por Singh et al. (1988), com modificagbes descritas por Alvim e Martinez
(2019). Parte do sangue (10uL) foi armazenado em tubos plasticos contendo tampao
de criopreservagao (Sacarose 250 mM, Citrato de Sédio 40 mM, DMSO 5%, pH 7,6),
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até o dia do ensaio. Apos realizagdo do ensaio, as laminas obtidas foram fixadas em
etanol absoluto, coradas com GelRed (Uniscience) e cobertas com laminula para a
analise de 100 nucledides por animal, por meio de teste cego em um microscépio de
fluorescéncia com objetiva de 40x. Os danos foram classificados como: Classe 0=
sem dano visivel; classe 1= cauda até 1x o didmetro do nucleo; classe 2= comprimento
de cauda > 1 até 2x o diametro do nucleo; classe 3= comprimento da cauda > que 2x

o didmetro do nucleo.

2.3.7 Biomarcadores fisiologicos

Os seguintes parametros hematoldgicos foram determinados: i) contagem do
numero de células vermelhas (RBC) - amostra de sangue foi diluida (1:200) em
tampao formol citrato (citrato de sédio 130 mM em formaldeido 0,4%) e uma aliquota
dessa mistura foi colocada em camara de Neubauer, para a contagem de células em
microscopio de luz, na objetiva de 40x; ii) hematdcrito - uma aliquota de sangue foi
depositada em microcapilares de vidro, centrifugados (1200 g, 7 min), para a
separagao das células e do plasma, e posteriormente, a porcentagem de eritrécitos
foi definida com auxilio de um cartdo padronizado; iii) concentracdo de hemoglobina
- a partir de um método colorimétrico com o cianeto de metahemoglobina utilizando kit
comercial (Labtest Diagnéstica, Brasil) em espectrofotdmetro a 540 nm.

A concentracdo de glicose plasmatica foi determinada utilizando o
teste enzimatico colorimétrico (Labtest Diagnostica, Brasil) pelo método da glicose
oxidase em espectrofotdbmetro a 505 nm. A concentracdo de lactato plasmatica
também foi dosada por kit comercial (Labtest Diagndstica, Brasil), pelo método da

lactato desidrogenase, em razdo do aumento da absorbancia em 340 nm.

2.3.8 Biomarcadores histolégicos

Os danos histologicos foram determinados semi-quantitativamente
pelo indice de alteragdo histologica (IAH), como proposto por Poleksi¢ e Mitrovic-
Tutundzi¢ (1994), nas branquias (um arco da porg¢ao esquerda; n= 6, por grupo), que
foram fixadas em solugao de Alfac (85 mL de etanol 80%, 10 mL de formaldeido 40%
e 5 mL de acido acético glacial) por 14 horas, posteriormente mantidas em etanol 70%
até o momento da desidratagdo em concentragdes seriadas de etanol seguidas de
diafanizacdo em xilol e por fim anexas em parafina a 60 °C. Utilizando um micrétomo

rotativo semiautomatico (Leica Biosystems, RM2245), os blocos foram cortados (5
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Mm) para realizagao das laminas que foram coradas com hematoxilina e eosina (H.E)
para analise em microscopio de luz (Zeiss, Primo Star, Alemanha).

Seguindo o critério do IAH, os danos foram classificados como
alteracbes de: Estagio | (0-10) = ndo alteram o funcionamento normal do tecido;
Estagio Il = que prejudicam o funcionamento normal do tecido e séo reversiveis (11-
20: danos leves ao 6rgao; 21-50: mudangas moderadas no 6rgéo); Estagio Ill = que
causam danos irreparaveis (50-100: lesdes graves; >100: danos irreversiveis). Para o
calculo dos valores de IAH a seguinte formula foi utilizada: IAH = (1 x ZI) + (10 x ZII)
+ (100 x ZIll), onde a soma de |, Il e lll correspondem respectivamente ao numero de

alteracdes nos estagios |, Il e lll.

2.3.9 Analise estatistica

Os valores obtidos para cada biomarcador, para cada tratamento
(CTR x GER x NANO x nGER) foram comparados entre si, considerando-se os tempos
experimentais separadamente (24 e 96 h). Os resultados foram primeiro testados
quanto a normalidade e homogeneidade da variancia e comparados entre si, através
da analise de variancia paramétrica (ANOVA), ou nao paramétrica (Kruskal-Wallis).
Quando indicado, foram empregados testes de comparagbes multiplas Student
Newman Keuls (para dados paramétricos) ou Dunns (para dados ndo paramétricos).
O software SigmaPlot 15.0 foi utilizado para realizagado das analises e valores de p <
0,05 foram considerados significativos.

Os resultados de todos os biomarcadores, para cada tempo de
exposicao, foram integrados no indice de Respostas de Biomarcadores (IBR), descrito

por Beliaeff; Burgeot (2002) e adaptado por Sanchez et al. (2013).
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1 2.4 RESULTADOS
2 A caracterizagdo das nanoparticulas isoladas (NANO) e contendo o
3 geraniol (h\GER), utilizadas em 24h e 96h, abrangendo potencial zeta, tamanho médio
4 (nm), valores de polidispersdo (Spam) e concentragdo (particulas/mL), estao
5 expressas na Tabela 1.
Tabela 1. Caracterizagao das nanoparticulas de zeina isoladas (NANO) e contendo o
geraniol (hnGER). Os valores correspondem a média + EP, das amostras coletadas
durante as exposi¢des de 24h (inicio e fim da exposi¢cao) e 96h (inicio, meio e fim da
exposicao). Spam = polidispersao.
nGER 0h nGER 24h
Potencial | Tamanho | Spam | Concentragio 1 Ll
Zeta médio (nm) (particulas/imL) o
E Tu1g? E 1107
NANO 528108+ 3 . 2
1 i - ‘ -
on | 05506 1936£21,1| 1.7 5 71,400 £ e f 2 o
| | _-JI‘
NANO 3,89x108 + N i
24h —13|2 4 2,5 174,3 + 14.4 113 jl 8:)(108 I!‘=l].1 1 10 100 1060 10000 K] 1 1w 100 IOICIO 10000
nGER nGER 0h nGER 24h
917 x108 + 152107 1.5%10"
on |- 196:18| 240783 | 13 350108
nGER :E. 110" | E 1xio?
4,38 %108 + i i
o | 421521022117 15 3 08 107 : ||'] : |
& st | o Bt M
nGER | N
950108 £ Il !
122+47| 1936+74 | 11 : | % | 4
Oh I ' I i ' 5,97 x108 o 1 10 e 1w 10005 B 7 w0 1 1w 10000
nGER GER 48h nGER 96h
5,82 %108 & o " o
oqn | 16406 | 1649+62 | 15 5 65 x10° 10 >
nGER E v E uor
5,66 w108 + S =10 < (LRl
agn | 19301 2686£104| 0,10 613108 i %
T
nGER 2 e ’ g s
681108 + \ |
ggh | 148:18| 274:908 | 11 1 78100 )\ A,
qﬁ.1 1 10 100 1000 10000 nl}1 1 10 100 1000 10000
Digmetro médio {nm) Digmetra médic (nm)
6 A caracterizagao do geraniol convencional (GER) e nanoencapsulado
7 (nGER), das amostras coletadas durante o experimento independente de 96h estdo
8 expressos na Figura 1. Os valores representam a média + EP em mg L', do GER em
9 O0h(7,6+1,8),6h(59+1,5),12h (6,9 = 1,0), 24h (6,2 £ 1,2), 48h pré-renovacgao (5,0
10 +0,8), 48h pés-renovagéo (4,5 + 0,4) e 96h (6,0 £ 0,2). E do nGER em Oh (6,9 + 1,8),
11 6h(7,5%+2,0),12h (6,8 £ 1,0), 24h (8,1 £ 2,3), 48h pré-renovagao (5,0 + 0,4), 48h pos-
12  renovagao (6,7 £ 0,9) e 96h (7,4 £ 1,2).
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Figura 1. Caracterizacdo do geraniol convencional (GER) e nanoencapsulado
(nGER). Os valores correspondem a média + EP, das amostras coletadas durante o
experimento independente em Oh, 6h, 12h, 24h, 48h pré-renovagao, 48h pos-
renovacgao e 96h; n =4,

Ao longo do experimento, os parametros fisicos e quimicos da agua
foram monitorados e ndo apresentaram variagdes significativas entre os grupos. Tanto
em 24h: temperatura 25,43 £ 0,04 °C; pH 6,98 £ 0,21; condutividade 0,13 £ 0,00 mS
cm'; turbidez 5,94 + 1,46 NTU; oxigénio dissolvido 4,78 + 0,23 mg L'. Quanto em
96h: temperatura 23,12 £ 0,37 °C; pH 6,85 + 0,18; condutividade 0,11 £ 0,01 mS cm-
1: turbidez 3,13 = 1,53 NTU; oxigénio dissolvido 5,77 + 0,30 mg L.

No primeiro periodo de exposi¢cao de 24 horas, observamos 100% de
mortalidade dos animais do grupo exposto apenas as nanocapsulas de zeina (NANO).
Assim, por termos dados consistentes sobre a mortalidade dos animais em um curto
periodo de tempo e a fim de evitar repetida mortalidade neste grupo, seguindo o
principio dos 3R’s (redugéo, substituicdo e refinamento), no segundo tempo de
exposicado, 96 horas, o grupo que seria exposto apenas as NANO foi excluido.
Ademais, reduzida mortalidade foi observada nos animais expostos ao nGER, com
apenas 25%, entre 72 e 96h, e no grupo GER (12,5%) em 24h, onde um animal saltou
do aquario.

Durante a exposigdo apenas as NANO, foi possivel observar no

primeiro tempo experimental de 24 horas, mortalidade total de animais. Observamos
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um comportamento anormal dos animais em comparagao aos demais grupos. Poucas
horas apés o primeiro contato com as NANO, os animais se encontravam agitados e
nadavam por todo o aquario, muitas vezes saltando para fora do mesmo. Outra
caracteristica observada, que difere do normal, foi na respiracdo dos animais: além
de permanecerem proximos a superficie e aos aeradores, passaram a abrir e fechar
a boca e o opérculo constantemente, sendo esses sinais indicativos de hiperventilagao
nos peixes.

Em relagdo as concentragdes branquiais de glutationa (GSH), temos
que em 24h, o grupo nGER se mostrou 33% maior em relagdo ao CTR, apesar de nao
apresentar diferengas significativas. Ja em 96h de exposi¢ao, o conteudo de GSH das
branquias foi significativamente menor (p = 0,017) no grupo experimental do geraniol
nanoencapsulado em nanocapsulas de zeina (nGER). Nao foram detectadas
diferengas significativas no conteudo de GSH no figado dos animais em ambos os
tempos de exposicéo, porém observamos que em 24h, assim como nas branquias, os
valores de GSH no grupo nGER e GER foram relativamente menores que no grupo
CTR, enquanto em 96h observamos um aumento de 97% no grupo GER em relagao
ao CTR (Fig. 2).

Quanto a ocorréncia de danos oxidativos em lipideos (LPO), nas
branquias e no figado, tanto em 24h quanto em 96h, ndo foram detectadas diferengas
significativas em ambos os tempos experimentais nos dois tecidos analisados. Porém,
€ possivel observar que nas branquias em 24h temos um aumento de 51% no grupo
GER em relacédo ao CTR, enquanto em 96h, o grupo nGER e GER aumentaram
proporcionalmente em relagdo ao CTR. Quanto ao figado, apesar da visivel
diminuicdo em 24h no nGER e GER em relagdo ao CTR, em 96h observamos um
aumento de 73% no grupo GER em relagéo ao CTR (Fig. 3).

Acerca da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE),
observamos um aumento significativo (p = 0,005) no cérebro dos animais expostos ao
NGER e GER em relagao ao controle, respectivamente, em 24h de exposi¢ao. Porém,
em 96h ndo foram observadas diferencgas significativas, mas conseguimos notar uma
diminuicao de 12 % no grupo GER em relacado ao CTR. Ja no musculo, apesar de nao
apresentar diferencas significativas, percebesse uma tendencia de diminuigdo no
GER, tanto em 24h quanto em 96h, em relacdo ao CTR (Fig.4).
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Figura 2. Concentragdes de glutationa (ug GSH.mg ptn-') nas branquias (A) e no
figado (B) de Prochilodus lineatus apos as exposi¢cdes de 24h e 96h apenas a agua
desclorada contendo o solvente Pluronic F-68® 2% (CTR), ao geraniol convencional
(GER) e nanoencapsulado em nanocapsulas de zeina (nGER). Os resultados
representam a média + EP; n= 5-8. Letras diferentes indicam diferenca significativa
entre os grupos (p > 0,05).
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Figura 3. Lipoperoxidagdo (nmol TBARS.mg ptn-') nas branquias (A) e no figado (B)
de Prochilodus lineatus apds as exposi¢coes de 24h e 96h apenas a agua desclorada
contendo o solvente Pluronic F-68® 2% (CTR), ao geraniol convencional (GER) e

nanoencapsulado em nanocapsulas de zeina (nGER). Os resultados representam a
meédia + EP; n= 5-8.
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Figura 4. Atividade cerebral (A) e muscular (B) da enzima acetilcolinesterase (nmol
min-'.mg ptn-') de Prochilodus lineatus apos as exposigoes de 24h e 96h apenas a
agua desclorada contendo o solvente Pluronic F-68° 2% (CTR), ao geraniol
convencional (GER) e nanoencapsulado em nanocapsulas de zeina (nGER). Os
resultados representam a média £ EP; n= 5-8. Letras diferentes indicam diferenga
significativa entre os grupos (p > 0,05).
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A média das frequéncias de alteragdes eritrociticas nucleares, tanto
em 24h quanto em 96h, se mantiveram constantes e ndo apresentaram diferengas
significativas entre os tempos experimentais e entre nenhum dos tratamentos (tabela
2). Em relag&o ao escore de danos no DNA no sangue dos animais, observamos um
aumento significativo (p = 0,004) de danos no GER em relagdo ao CTR em 96h de
exposicao. Ja em 24h, apesar de nao ter sido indicado diferengas significativas, um
aumento foi observado no grupo nGER e GER, respectivamente, em relagdo ao CTR
(Fig.5).

Tabela 2. Frequéncia (%) de AENs totais, nucleos em forma de rim, nucleos
lobulados, nucleos segmentados e células binucleados em eritrécitos de Prochilodus
lineatus apds as exposigdes de 24h e 96h apenas a agua desclorada contendo o
solvente Pluronic F-68%® 2% (CTR), ao geraniol convencional (GER) e
nanoencapsulado em nanocapsulas de zeina (nGER). Os resultados representam a
média £ EP; n= 6-8. As fotomicrografias foram coradas com laranja de acridina, com
ampliagao de 100X + 6leo de imersao, em microscopio de fluorescéncia.

AENs Nucleos em Nucleos Nucleos Células
FaLGES forma derim | lobulados | segmentados | binucleadas
CTR |0,5+£0,15% | (310,102 0,2+0,092 0,04104° 0,04 + 0,04 @
24h nGER | 0,4+0,102 0,3+0,082 0,04 + 0,042 WE 0,1+0,06°2
GER | 04+0,17% 0,1+0,10% 0,2+0,102 0@ 0,05+0,042
CTR 0,4+0,082 0,2+0,062 0,2+0,082 ga 0,04 +0,042
I6h nGER | 0,56+0,17% 0,2+0,112 0,1+0,06% 02 0,2+0,14°2
GER | 0,2+0,06% 0,04 £0,04% 0,1+0,05¢8 WE 0,1+0,052
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Figura 5. Escore de danos no DNA de eritrécitos de Prochilodus lineatus, apos as
exposicoes de 24h e 96h apenas a agua desclorada contendo o solvente Pluronic F-
68® 2% (CTR), ao geraniol convencional (GER) e nanoencapsulado em nanocapsulas
de zeina (hnGER). Os resultados representam a média + EP; n= 5-8. Letras diferentes
indicam diferencga significativa entre os grupos (p > 0,05). As fotomicrografias das
diferentes classes de cometa: Classe 0= sem dano visivel; classe 1= cauda até 1x o
diametro do nucleo; classe 2= comprimento de cauda > 1 até 2x o didmetro do nucleo;
classe 3= comprimento da cauda > que 2x o didametro do nucleo; foram coradas com
GelRed, com ampliacédo de 40x, em microscopio de fluorescéncia.

Os resultados dos parametros hematoldgicos, tanto em 24h quanto
em 96h, se mantiveram constantes e ndo apresentaram diferengas significativas entre
os tempos experimentais e entre nenhum dos tratamentos. Os valores referentes a
porcentagem de hematdcritos em 96h nao foram utilizados devido a nao realizagao
da analise neste tempo experimental (Tabela 3).
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Tabela 3. Concentragdo de hemoglobina, hematdcrito, niumero de eritrocitos (RBC),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e volume corpuscular médio (VCM) avaliados
em Prochilodus lineatus apés as exposigoes de 24h e 96h apenas a agua desclorada
contendo o solvente Pluronic F-68® 2% (CTR), ao geraniol convencional (GER) e
nanoencapsulado em nanocapsulas de zeina (nGER). Os resultados representam a

média + EP; n= 6-8.

Hemoglobina | Hematoécrito RBC HCM VCM
(g dL) (%) (108 mm3) | (pig/célula) (um3)
CTR | 852£0,50% | 437542402 | 177£0,23% | 4767 +3 112 | 244,65 + 12,002
24h nGER 8,69 + 0,40 a 43,75+ 2,43 a 1,67 £ 0,30 a 47,30 + 1,63 a 229,90 + 16,39 a
GER 8,37+ 0,53 a 38,33+ 2,76 a 1,96 = 0,36 a 45,84 + 2,60 a | 201 62+ 10,43 a
CTR 8,88 +0,43° - 1,79+0,11°2 50,46 + 3,63 2 -
96h nGER | 7,92+0,732 - 1,45+0,26°% | 5561 + 7702 -
GER 8,49+0,552 - 1,69+0,14° 44.68 + 2.58 2 -
1 Do mesmo modo, as concentragdes plasmaticas de glicose e lactato,
2 tanto em 24h quanto em 96h, ndo apresentaram diferengas significativas. Porém,
3 notasse um aumento de 17% na glicose dos animais expostos ao nGER em 24h em
4 relacdo ao CTR, enquanto em 96h, tanto o nGER quanto o GER, tiveram uma
5 diminuigdo sutil em relagdo ao CTR. Quanto ao lactato, percebesse que em 24h houve
6 uma diminuicdo de 31% na concentracao plasmatica dos animais expostos ao nGER
7 emrelagdo ao CTR, e em 96h o nGER e GER se mantiveram maiores que o CTR (Fig.
8 6)
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Figura 6. Concentragdes plasmaticas (mg dL"') de glicose (A) e lactato (B) de
Prochilodus lineatus apés as exposigdes de 24h e 96h apenas a agua desclorada
contendo o solvente Pluronic F-68® 2% (CTR), ao geraniol convencional (GER) e

nanoencapsulado em nanocapsulas de zeina (nGER). Os resultados representam a
média + EP; n= 5-8.
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Os cortes histolégicos representando as condigbes normais e as
alteradas de P. lineatus, como congestao vascular, aneurisma, fusdo incompleta e
completa das lamelas, descolamento epitelial e presengca de parasitas, estao
apresentadas na Figura 7. A média das frequéncias de alteragbes histologicas e o
indice de alteragdes histolégicas (IAH) observadas nos animais, tanto em 24h quanto
em 96h, foi relativamente baixa considerando que as altera¢gdes ndo comprometem o
funcionamento normal do 6rgéo, e nao apresentaram diferencgas significativas entre

0s grupos experimentais, apesar das alteragdes observadas (Tabela 4).

Figura 7. Cortes histologicos de branquias de Prochilodus lineatus apds as
exposicoes de 24h e 96h apenas a agua desclorada contendo o solvente Pluronic F-
68® 2% (CTR), ao geraniol convencional (GER) e nanoencapsulado em nanocapsulas
de zeina (nGER). A - Branquia em condigdo normal de um animal do grupo CTR; B
— Parasita encontrado na branquia de um animal do grupo GER; C Aneurisma
encontrado na branquia de um animal do grupo nGER; D - Branquia com
descolamento epitelial de um animal do grupo GER; E — Branquia com fuséo
incompleta e completa das lamelas de um animal do grupo CTR; F — Branquia com
congestao vascular de um animal do grupo CTR; Escala: 20um. Coradas com H&E.
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Tabela 4. Frequéncia de alteragdes histologicas e o indice de alteragdes histologicas
(IAH) nas branquias de Prochilodus lineatus apés as exposi¢des de 24h e 96h apenas
a agua desclorada contendo o solvente Pluronic F-68® 2% (CTR), ao geraniol
convencional (GER) e nanoencapsulado em nanocapsulas de zeina (nGER). Os
resultados representam a média £ EP; n= 6. Onde: 0 = ausente; + = pouco frequente;

++ = frequente; +++ = muito frequente; ++++ = extremamente frequente.

Frequéncia de alteragcoes

Alteragoes Severidade CIR nGER SER
24h
Congestéao vascular I + ++ 0
Fusao completa de lamelas I + +
Fusao incompleta de lamelas I ++ +
Descolamento epitelial I + + ++
Presenca de parasitas I 0 0 +
Aneurisma Il + + 0
IAH 48+202]37+1,7215+0,5°
96h
Congestéao vascular I ++ + +
Fusao completa de lamelas I + ++ ++
Fusao incompleta de lamelas I ++ ++ ++
Descolamento epitelial I ++ ++ ++
Presenca de parasitas I + 0 0
Aneurisma Il + 0 0
IAH 43+20225+04225+0,62

Considerando o indice integrado de respostas de biomarcadores
(IBR), aquele mais responsivo em 24h foi o cometa no sangue dos animais expostos
ao nGER e GER, e em 96h a LPO nas branquias dos animais expostos ao nGER e
GER. Os valores totais do IBR mantiveram-se proximos, entretanto, tanto em 24h

quanto em 96h os valores do IBR do nGER foram menores que o GER (Fig. 8).
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IBR = 20,82 IBR = 26,83
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Figura 8. indice de resposta de biomarcador integrado (IBR) em Prochilodus lineatus
apo6s as exposicdes de 24h e 96h apenas a agua desclorada contendo o solvente
Pluronic F-68® 2% (CTR), ao geraniol convencional (GER) e nanoencapsulado em
nanocapsulas de zeina (nGER). Os resultados dos biomarcadores estao
representados em relagao ao grupo controle (CTR) (linha tracejada). A area acima de
0 reflete a indugéo do biomarcador e abaixo de 0 indica redugao do biomarcador.

2.5 DISCUSSAO

De maneira geral, as evidéncias apresentadas no presente trabalho
demonstram que o nGER causou menos efeitos em P. lineatus do que o GER. Porém,
nao € possivel aceitar a hipétese de que as nanocapsulas de zeina ndo causam
alteracdes significativas para P. lineatus, tendo em vista elevada mortalidade neste
grupo. Em relacdo aos compostos utilizados, apesar da observada diminui¢ado na
concentragao de particulas no grupo NANO e nGER no decorrer das exposi¢des em
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comparacgao ao tempo inicial (Oh), seu tamanho médio se manteve, ou seja, elas ainda
se mantiveram bem distribuidas nos meios experimentais. Quanto as concentragoes
de geraniol, temos que em ambos os grupos (GER e nGER), elas se mantiveram
proximas a concentragdo nominal utilizada (5mg L"), no inicio do experimento
independente de 96h.

Ambos os aspectos observados no grupo exposto apenas as NANO
(comportamentos anormais de natacao e funcdo ventilatéria anormal), sdo definidos
como sinais clinicos e alteragbes comportamentais indicativas de toxicidade em
peixes pelo “Test Guideline N° 203” (OCDE, 2019). Alguns autores associam estas
anormalidades na atividade respiratéria a doengas nas branquias, anemia ou baixos
niveis de oxigénio dissolvido na agua (Belem-Costa et al., 2021). Porém, os animais
passaram por um periodo de aclimatacdo e se encontravam saudaveis, assim como
os parametros da agua (oxigénio dissolvido), que nao mostraram alteragdes
significativas e se mantiveram normais, tanto na aclimatagdo quanto durante a
exposicado, o que indica que a formulacdo das NANO utilizadas neste estudo, na
concentragédo de 5 mg L', se mostrou téxica para P. lineatus.

Em contrapartida, sabe-se que o geraniol apresenta propriedades
miorrelaxantes, podendo ser utilizado como anestésico, reduzindo a ventilacdo e
diminuindo a frequéncia cardiaca em peixes (Araujo et al., 2021). Essas evidéncias
nos levam a crer que as propriedades do geraniol atenuaram a toxicidade induzida
pelas nanocapsulas, uma vez que ndo se observou igual indice de mortalidade,
tampouco comportamento anormal nos animais expostos as nanocapsulas de zeina
contendo o principio ativo geraniol. Podemos levar em consideracdo que a NANO
isolada tem uma determinada estrutura e sua associacdo com o 6leo confere a ela
uma outra conformagéao, ou seja, a interagdo da zeina com o geraniol pode alterar a
estrutura da NANO resultando em outros efeitos no organismo dos animais, como a
diferenca de mortalidade aqui observada. Também podemos pressupor que a
exposicao as NANO pode ter apresentado este resultado devido a uma possivel
aglomeracado das mesmas, formando agregados que atuaram como uma barreira
fisica sobre as branquias, diminuindo assim as trocas gasosas gerando tal desconforto
nos animais como mencionado anteriormente.

A utilizagcdo da nanotecnologia, mais especificamente a técnica de
nanoencapsulamento de agrotoxicos convencionais, tem sido sugerida como uma

forma de mitigar os danos causados pela utilizagdo excessiva de herbicidas e
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inseticidas. Esta abordagem busca reduzir a quantidade de agrotoxicos aplicados,
com o objetivo de melhorar a produgao agricola sem causar tanto dano ao ambiente
(Marin-Bustamante et al., 2021). Porém, ja foi comprovado que, apesar de serem
benéficos para a agricultura, os nanopesticidas podem apresentar toxicidade para
organismos nao-alvo, como, por exemplo, os peixes (Sow; Samadder, 2021). Outra
hipétese a ser abordada € a disponibilidade dessas nanocapsulas no ambiente apos
todo principio ativo ser esgotado de seu interior. Como ainda nada se sabe sobre o
tempo de sua degradagéao, apos a liberagao gradual do principio ativo de seu interior,
as NANO estariam disponiveis no ambiente e poderiam acabar entrando em contato
com organismos nao-alvo e sendo toxica para os mesmos como observado neste
estudo.

Embora estudos comprovem a eficacia dos nanopesticidas
(Samadder et al., 2019), esse € um campo ainda relativamente novo que precisa ser
explorado cada vez mais, pois cada nanocapsula, seja sintética ou biolégica, possui
propriedades especificas que podem afetar os organismos de diferentes formas,
reduzindo os efeitos de um contaminante (Andrade et al., 2019), ou sendo ainda mais
toxica. Neste estudo observamos que, apesar de serem nanocapsulas de origem
botanica, consideradas menos téxicas e promissoras na agricultura (Sow; Samadder,
2021), as nanocapsulas de zeina isoladas apresentaram efeitos téxicos como aqueles
observados em exposic¢des utilizando nanocapsulas sintéticas (Meredith et al., 2016;
Blewett et al., 2019).

Em relagdo aos biomarcadores relacionados ao estresse oxidativo,
observamos no tempo experimental de 96h, uma diminuicao significativa do conteudo
de GSH nas branquias, nos animais do grupo nGER. A diminuic&o significativa nos
niveis de defesas antioxidantes, como o conteudo de GSH nas branquias, esta
associada a um aumento nos danos oxidativos. Porém, apesar dos niveis de GSH
terem diminuido nas branquias dos animais expostos ao nGER em 96h, nao foi
observado um aumento significativo de LPO no mesmo tecido. Podemos associar tal
fato, as propriedades do geraniol. A capacidade antioxidante deste composto tem sido
amplamente documentada na literatura. Lin et al. (2021) mostraram que o geraniol
diminuiu significativamente as concentragées de citocinas inflamatdrias e fatores de
estresse oxidativo em camundongos infectados por Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA), indicando o potencial do geraniol como uma substancia natural

viavel de ser utilizada como antioxidante e antinflamatério. Da mesma forma, Hosseini
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et al. (2020) verificaram que a presencga do geraniol foi capaz de atenuar o estresse
oxidativo induzido pelo cloreto de aluminio (AICI3) em ratos Wistar. Entretanto, ndo
podemos excluir a possibilidade de oxidacdo da GSH, em resposta a exposicao a
contaminantes e condigbes de estresse no organismo dos animais.

O potencial antioxidante do geraniol pode auxiliar sistemas a lidar com
o estresse causado por contaminantes. Farokhcheh et al. (2021) investigaram a
eficacia do geraniol na reducdo da neurotoxicidade induzida por nanoparticulas de
oxido de zinco (ZnO-NPs) em ratos Wistar, encontrando melhorias na memodria e
atenuacao dos efeitos neurotoxicos devido as suas propriedades antioxidantes. Esses
resultados reforcam o potencial terapéutico do geraniol para melhorar a fungao
cognitiva e controlar a neurotoxicidade. No artigo de revisdo de Maczka et al. (2020),
sdo abordadas as distintas faces do geraniol, incluindo sua aplicagédo em fragrancias,
cosmeéticos e suas diversas atividades biologicas, como antioxidante, destacando sua
baixa toxicidade e alta eficacia. Entretanto, apesar de sua comprovada eficacia e
utilizacdo, pesquisas acerca de sua associacido com outros compostos precisam ser
exploradas, ndo descartando o fato de que o mesmo pode se tornar téxico em algum
momento.

Quanto a neurotoxicidade, observamos um aumento significativo na
atividade da AChE cerebral no grupo nGER e GER em relagao ao controle, apds 24h
de exposigao. A exposi¢cao a muitos agrotdéxicos convencionais normalmente tende a
diminuir (Assis et al., 2012; Vieira et al., 2017), ou inibir a atividade da AChE, além de
causar padrées comportamentais anormais nos animais afetados (Umar; Aisami,
2020). Santana et al. (2021) abordaram, em seu artigo de revisao, os efeitos dos
agrotoxicos em peixes, particularmente na variabilidade e atividade média de
colinesterases (AChE e Butirilcolinesterase - BChe). Embora tenha sido observado
um aumento na variabilidade causado por inseticidas e herbicidas, os inseticidas
demonstraram ser mais toxicos para os peixes em comparagao aos herbicidas,
resultando em uma inibigao mais significativa da atividade da AChE. Em conformidade
com essa abordagem, Vieira et al. (2018b) observaram os efeitos de um inseticida
mundialmente utilizado, a lambda cialotrina, sobre P. lineatus. Eles observaram uma
reducao na atividade da AChE no musculo dos animais em todas as concentragoes
testadas (5, 50, 250 e 500 ng L"), juntamente com a indug&o de danos bioquimicos,
genotoéxicos e fisioldgicos.

Nosso estudo revelou um aumento na atividade da AChE no cérebro
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dos animais expostos ao nGER e ao GER em comparagdo com o grupo controle,
durante o periodo experimental de 24 horas. Resultados semelhantes foram
observados por Bonifacio et al. (2016), expondo o peixe Cnesterodon
decemmaculatus a um agrotoxico organofosforado clorpirifés, amplamente utilizado
na agricultura. Os autores discutem que tal resultado pode estar associado a uma
possivel compensagao que o cérebro dos animais estaria realizando para aumentar a
sintese de AChE e lidar com a inibicdo causada pelos contaminantes. Além disso, os
autores constaram que esta resposta pode ter ocorrido devido ao acumulo de
acetilcolina na fenda sinaptica e a necessidade de neutralizar o neurotransmissor, a
fim de evitar os eventuais disturbios devido ao estimulo constante sem interrupgdes.
Como mencionado anteriormente, Farokhcheh et al. (2021) demonstraram o potencial
do geraniol na melhoria da fungéo cognitiva e na redugéo da neurotoxicidade. Por ser
um composto de origem natural, podemos atribuir o aumento na atividade enzimatica
nao apenas a uma possivel compensacao tecidual, como abordado por Bonifacio et
al. (2016), mas também as respostas que o geraniol tende a provocar quando presente
no organismo.

Ademais, podemos relacionar o aumento observado na atividade da
AChE com a potencial diminui¢cdo da atividade do individuo, apresentando letargia ou
anestesia, referente a exposi¢ao ao geraniol. Como mencionamos anteriormente, o
geraniol pode promover a anestesia total do corpo de peixes, por possuir propriedades
miorrelaxantes (Araujo et al., 2021). Hacke et al. (2020), concluiram que o geraniol (1,
5 e 10 mg L") exibiu efeitos ansioliticos em Danio rerio e em associagdo com outros
componentes de 6leos essenciais possui efeito sinérgico quanto a essa agdo. Os
autores também realizaram um teste comportamental de claro-escuro com os animais
e observaram a preferéncia dos mesmo pelo lado claro do tanque, que reflete a
menores niveis de ansiedade para os animais, visto que a permanéncia no lado escuro
€ uma reacao tipica da espécie e representa uma estratégia defensiva. Assim esses
resultados indicam efeito ansiolitico induzido pelos compostos estudados pelos
autores. Araujo et al. (2023), avaliaram a resposta cardiaca do tambaqui Colossoma
macropomum expostos ao geraniol (70 pyL L- '), e observaram que ele induziu a
imobilizagdo do corpo inteiro, algumas alteragdes cardiacas (bradicardia), com
recuperacao mais rapida dos animais, apds a anestesia.

Em relagéo aos biomarcadores genotoxicos, ndo foram identificados

aumentos significativos na frequéncia de MN e AENs. No entanto, mesmo sem
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evidéncia de danos mutagénicos, constatou-se um aumento significativo no escore de
danos no DNA de animais expostos ao GER em comparagao com o grupo CTR.
Singulani et al. (2018), observaram que o geraniol na concentragédo de 800 ug mL-",
foi capaz de induzir danos genotéxicos em Danio rerio. Ademais, Mamur (2020)
investigou o efeito citotdxico e genotdxico do GER em linfécitos humanos e observou
que em concentragbes mais elevadas (50, 100, e 500 ug mL"), ele aumentou
significativamente a cauda do cometa, exercendo dano no DNA. Porém vale ressaltar,
que assim como no presente estudo, as metodologias e concentragdes utilizadas
diferem daquelas abordadas na literatura que demonstram os efeitos benéficos do
geraniol e a auséncia de atividade genotdxica do mesmo.

Quanto aos biomarcadores fisiolégicos, ndo foram observadas
alteracdes significativas entre os parametros hematoldgicos, a glicose e o lactato,
indicando que os compostos nao afetaram o metabolismo energético dos animais.
Ademais, ndo foram observadas alteragdes significativas quanto os biomarcadores
histolégicos. Nossos resultados indicam, de acordo com a classificagdo do prejuizo
funcional do tecido determinada com os valores de IAH, o funcionamento normal do
o6rgao, com valores variando entre 1,5 e 4,8. Ou seja, apesar das alteragdes
observadas (Parasita; aneurisma; descolamento epitelial; fusdo completa e
incompleta; congestao vascular), os compostos ndo causaram prejuizos significativos
no papel das branquias.

Por fim, os valores do IBR s&o muito proximos entre os grupos (nGER
e GER), sendo menores no nGER apontando uma menor variagdo nos
biomarcadores. O aumento observado nos valores em 96h, pode ser explicado em
virtude do aumento do tempo de exposig¢ado. Beliaeff & Burgeot (2002), associam o
IBR a graficos de estrela/radar que facilitam o entendimento das respostas obtidas
quanto aos biomarcadores e exposi¢des realizadas. A disposi¢cdo dos biomarcadores
no grafico nos permite visualizar com mais clareza quais biomarcadores foram mais
sensiveis, tornando possivel a visualizagdo de diferengas entre os grupos, para
comparagao das condi¢cdes de exposi¢ao. De acordo com o IBR, concluimos que o
biomarcador mais responsivo neste estudo em 24h foi o cometa no sangue dos
animais expostos ao nGER e GER, e em 96h a LPO nas branquias dos animais

expostos ao NnGER e GER, apesar de nao apresentarem diferengas significativas.
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2.6 CONCLUSAO

Este trabalho visou avaliar os possiveis efeitos do geraniol e do
geraniol nanoencapsulado em biomarcadores do teledsteo Prochilodus lineatus. Com
base nos resultados, observamos que as nanocapsulas de zeina apresentam
toxicidade aos animais, tendo em vista a mortalidade total do grupo exposto apenas
as nanocapsulas. Estes resultados evidenciam que nas concentragdes utilizadas, a
substancia se mostra téxica para P. lineatus, em exposi¢gdo aguda. Por outro lado, a
exposicao ao geraniol nanoencapsulado com a proteina do milho demonstrou ser
menos toxica para os animais, sugerindo que a interagdo do geraniol com as
nanocapsulas atenuou os efeitos induzidos pelas NANO vazias. Com isso refutamos
a hipotese de que as nanocapsulas de zeina isoladas ndo iriam causar alteragdes
significativas aos animais. Além disso, apesar da redug¢ao das defesas antioxidantes
e dano genotdxico observado, o geraniol nanoencapsulado causou menos efeitos em
P. lineatus do que o geraniol convencional, o que sugere a possivel utilizacdo do
NGER em praticas agricolas. Seus beneficios no controle de pragas e sua baixa
toxicidade para peixes sao aspectos promissores a serem considerados. Porém,
ressaltamos que mais estudos devem ser realizados, tanto para avaliar os efeitos do
geraniol em outras concentragdes, quanto para solucionar os problemas relacionados
as nanoparticulas, visando obter um composto viavel de ser utilizado como uma

alternativa para uma agricultura mais sustentavel.
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ANEXOS

ANEXO A — Comité de ética no uso de animais

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 141/2023
Londrina, 06 de dezembro de 2023.

Prezado(a) professor(a),

Certificamos que o projeto intitulado: “Andlise comparativa dos efeitos do geraniol
convencional e nanoencapsulado em diferentes biomarcadores de Prochilodus lineatus™ protocolo
CEUA n°® 064.2023 sob a responsabilidade de Claudia Bueno dos Reis Martinez que envolve a
produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos
da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela Comissio de FEtica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina
(CEUA/UEL) no dia 06/12/2023.

Este projeto tem por objetivo avaliar os possiveis efeitos do geraniol e do geraniol
nanoencapsulado em biomarcadores do teledsteo Prochilodus lineatus. Grau de invasividade: GI2.

Finalidade ( ) Ensino ( X ) Pesquisa cientifica

Vigéncia da autorizagio 06/12/2023 a 31/07/2024

Espécie/ linhagem/ raga Peixe

N de animais 128

Peso/ Idade Juvenis / 10g

Sexo Machos ¢ Fémeas

Origem Piscicultura da regido de Londrina - Alevinos Online
Amostras a serem coletadas | Sangue, branquias, figado, cérebro, rim e muisculo

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

Em cumprimento as exigéncias do CONCEA, em até30 dias da finalizagiao do
projeto de pesquisa ou extensido envolvendo o uso de animais (verificar periodo de vigéncia
expresso neste oficio), é necessdrio encaminhar relatério da descri¢io de uso de animais
para cena@uel.br, conforme modelo disponivel no site da CEUA:
http://www.uel.br/comites/ceua/pages/relatorio-de-projetos.php.

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

Prof* Dr* Pifiricia Chimin Perandini
Coordenadora da CEUA/UEL

Ilmo.(a) Sr.(a) Prof.(a) Dr.(a) Claudia Bueno dos Reis Martinez
Coordenador(a) do Projeto

C/C para a Chefia do Departamento de Ciéncias Fisiologicas/CCB
C/C para a Diregdo de Centro de Ciéncias Biologicas/CCB

Campus Universitirio: Rodovia Celve Garcia Cid (PR 445), km 350 - Fone (843) 13714000 PABX. - Fax 33284440 - Caiva Postal 10.011 - CEF B6057-970 — Internct hitp:/www.sclbr
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