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SANTOS, Thamires. Efeitos de nanobiopesticidas a base de eugenol e timol no
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RESUMO

No Brasil o uso de agrotdxicos tem aumentado constantemente, e processos de
escoamento, lixiviagdo e pulverizagdo favorecem a chegada desses produtos no
ambiente aquatico, onde podem desencadear efeitos adversos aos organismos
aquaticos. Assim, surge a necessidade de alternativas aos agrotdxicos convencionais
que sejam menos prejudiciais ao ambiente, como os compostos de 6leos essenciais,
que podem apresentar atividade antifungica e inseticida. O nanoencapsulamento
destes compostos aumenta a adsorgéo do ativo, além de oferecer protegcao contra
degradagao e proporcionar a liberagao mais lenta no ambiente. A zeina permite formar
nanocapsulas biodegradaveis e biocompativeis, podendo ser utilizada na formulagao
de nanobiopesticidas. Assim, o objetivo deste estudo foi analisar os possiveis efeitos
do eugenol e timol livres e em suas formas nanoencapsuladas sobre o comportamento
de Danio rerio, apés 96 h de exposicado e 96 h de depuracgao, utilizando os testes de
preferéncia por claro/escuro, natagao espontanea e resisténcia natatéria, e analisar
os padrdes glicémicos apds o periodo de depuragao. Para isso, peixes adultos foram
expostos a 5 mg L' de cada composto e submetidos a analises comportamentais apds
96h de exposig¢ao. Posteriormente, foram expostos a agua desclorada com aeragao
continua por 96 h e submetidos as mesmas analises comportamentais. Os resultados
mostram que através dos testes comportamentais, foi possivel observar efeitos
ocasionados pelos compostos livres e nanoencapsulados, causando alteragdes no
tempo de permanéncia no claro/escuro e na analise de nivel glicémico. Porém, a
depuragdo se mostrou efetiva quando analisados alguns parametros
comportamentais, mostrando que o composto pode ser eliminado do organismo do
animal.

Palavras-chave: Agrotoxicos, depuracgéo, ecotoxicologia, nanoparticulas, zebrafish.



SANTOS, Thamires. Effects of eugenol and thymol-based nanobiopesticides on
the behavior of Danio rerio. 2025. 48 pgs. Final Dissertation (Biological Sciences
Undergraduation) — Londrina State University, Londrina. 2025.

ABSTRACT

In Brazil, the use of pesticides has been steadily increasing, and runoff, leaching, and
spraying processes favor the arrival of these products in the aquatic environment,
where they can trigger adverse effects on aquatic organisms. Thus, the need arises
for alternatives to conventional pesticides that are less harmful to the environment,
such as essential oil compounds, which may exhibit antifungal and insecticidal activity.
Nanoencapsulation of these compounds increases the adsorption of the active
ingredient, in addition to offering protection against degradation and providing slower
release into the environment. Zein allows the formation of biodegradable and
biocompatible nanocapsules, which can be used in the formulation of
nanobiopesticides. Thus, the objective of this study was to analyze the possible effects
of free eugenol and thymol, as well as their nanoencapsulated forms, on the behavior
of Danio rerio after 96 h of exposure and 96 h of dechlorination, using light/dark
preference, spontaneous swimming, and swimming endurance tests, and to analyze
glycemic patterns after the dechlorination period. To this end, adult fish were exposed
to 5 mg L-1 of each compound and subjected to behavioral analyses after 96 h of
exposure. Subsequently, they were exposed to dechlorinated water with continuous
aeration for 96 h and subjected to the same behavioral analyses. The results show that
through behavioral tests, it was possible to observe effects caused by the free and
nanoencapsulated compounds, causing alterations in the time spent in the light/dark
environment and in the glycemic level analysis. However, dechlorination proved
effective when analyzing some behavioral parameters, showing that the compound
can be eliminated from the animal's organism.

Keywords: Pesticides, purification, ecotoxicology, nanoparticles, zebrafish.
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1. INTRODUGAO

Atualmente, o Brasil € conhecido por ser um dos maiores produtores
agricolas do mundo, sendo assim, também é um dos maiores consumidores de
agrotoxicos desde 2008 (Lopes; Albuquerque, 2018). A ampla utilizagdo desses
produtos relaciona-se a relevancia econémica do agronegdécio para a economia do
pais (Gaboardi; Candiotto; Panis, 2023), o que intensifica cada vez mais a utilizagédo

dos agrotdxicos na agricultura (Lopes-Ferreira et al., 2022).

Porém, devido ao processo de escoamento, lixiviagao e pulverizagao
(Delorenzo, et al., 2001), e pelo uso exacerbado de agrotéxicos, esses produtos
chegam até o ambiente aquatico, podendo causar riscos a saude dos organismos que
ali residem (Moschet et al., 2014). Dessa forma, esses agrotdoxicos podem afetar néo
sO a qualidade da agua dos lagos e ribeirbes que se encontram em volta de areas
agricolas, mas também os sistemas biologicos e fisiolégicos dos organismos
aquaticos, causando toxicidade, estresse e alteragdes no desenvolvimento (Cui et al.,
2023). Assim, é preciso que alternativas menos prejudiciais para o controle de pragas

e doengas nos sistemas agricolas sejam estudadas.

Uma dessas alternativas € a utilizagdo de compostos organicos, como
os componentes de Oleos essenciais, que podem desempenhar fungbées como
biopesticidas na agricultura (Popescu; Gostin; Blidar, 2024). Neste contexto, o eugenol
€ um monoterpeno componente de 6leos essenciais encontrado em algumas plantas
aromaticas como o cravo, sendo usado como um eficiente inseticida (Fernandes et
al., 2020). Ja o timol, € um composto obtido de 6leos essenciais de plantas aromaticas
como o orégano, podendo também ser utilizado como inseticida (Natal et al., 2021).

Como esses compostos se decompdem facilmente no ambiente

natural, a nanotecnologia pode oferecer uma protegdo para os compostos ativos e
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aumentar a eficiéncia do produto. Os nanomateriais, como as nanocapsulas, podem
ser uma opgao mais segura, eficaz e econdbmica em comparagdo aos agrotoxicos
convencionais, visto que sua estrutura favorece a absorgao e a liberagao controlada
do composto ativo (Fraceto et al., 2016), sendo necessario menor quantidade de
produto para exercer sua fungao.

Porém, mesmo os compostos nanoencapsulados podem atingir os
ambientes aquaticos e provocar efeitos adversos em organismos aquaticos. Para a
analise desses possiveis efeitos em organismos nao-alvo, foi utilizado o peixe-zebra
(Danio rerio), um teledsteo tropical de agua doce amplamente utilizado em testes de
ecotoxicologia e comportamento. Trata-se de uma espécie que vem ganhando rapida
popularidade também nas areas de neurociéncia e pesquisa comportamental (Kalueff
etal., 2013).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo analisar os efeitos dos
componentes de Oleos essenciais eugenol e timol, em suas formas livres e
nanoencapsuladas, sobre o comportamento de D. rerio ap6s 96 horas de exposicao e
96 horas de depuracéo, utilizando os testes de preferéncia por claro/escuro, natacao
espontanea e resisténcia natatéria.

As hipéteses testadas foram: |) a exposigdo ao eugenol e ao timol em
suas formas livres promove maiores alteracdbes comportamentais em D. rerio do que
suas formas nanoencapsuladas, e esses efeitos tendem a ser reduzidos apés 96
horas de depuracao; Il) devido as propriedades anestésicas desses compostos, 0
eugenol e o timol provocam maior letargia e redugao da atividade locomotora em D.

rerio quando comparados ao grupo controle.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. 0S AGROTOXICOS

O Brasil € um dos maiores produtores agricolas do mundo, com a
producdo do agronegdécio voltada para o comércio global, e consequentemente, se
apresenta no cenario internacional como um dos principais consumidores de
agrotoxicos (Gaboardi; Candiotto; Panis, 2023). Os agrotoxicos sdo substancias
quimicas empregadas na atividade agricola para eliminar pragas de diversas origens
que comprometem a produgdo agricola, incluindo insetos, plantas daninhas e
nematoides (Amenyogbe et al., 2021). No entanto, o uso intensivo desses produtos é
responsavel por parte da contaminagdo ambiental, prejudicando o meio ambiente
através da poluicdo de cursos d’agua, desaparecimento das nascentes e perda de
diversidade aquatica (Miranda et al., 2007), além da contaminacdo e intoxicagéo
humana. Esses efeitos decorrem de diferentes vias de dispersdao, como a
pulverizagdo, escoamento superficial quando no periodo de chuvas intensas,
lixiviagao e entre outros (Katagi, 2009).

Portanto, a contaminagao hidrica n&o representa ameaca apenas
para a saude humana, mas também a alguns organismos aquaticos como peixes e
anfibios, podendo causar alteragcbes genéticas, dificuldade na reproducao,
malformagdes, entre outros (Bruhl; Pieper; Weber, 2011; Lopes; Albuquerque, 2018).
Sendo assim, existe uma necessidade de minimizar os impactos desses produtos a

organismos nao-alvo e ao meio ambiente.

2.2. 0OS COMPOSTOS
Os 6leos essenciais e seus compostos ativos tém sido bastante

usados nos ultimos anos a fim de diminuir o uso de agrotoxicos, visto que séo
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apontados como uma alternativa para o controle de pragas que afetam a agricultura
(Fernandes et al., 2020), e assim, contribuem também para a expansao da agricultura
ecolégica (Popescu; Gostin; Blidar, 2024).

O eugenol (C10H1202) (Fig. 1), € um monoterpeno componente de
Oleos essenciais encontrado em algumas plantas aromaticas como o cravo (Adhikari;
Khanikor; Sarma, 2022), e empregado de forma eficiente como inseticida na
agricultura (Da Camara et al., 2022). Esse composto também pode ser usado como
anestésico para peixes (Da Silveira et al., 2024), devido a sua rapida absorcao pelas
branquias e pela pele do animal. Durante estudos comparativos com outras
substancias anestésicas, o eugenol apresentou propriedade anestésica mais rapida,
porém, apresentou maior tempo de recuperagdo quando comparado a outros
compostos, apresentando também a diminuicdo na frequéncia de natagao dos peixes
(Ayala-Soldado et al., 2024).

Ja o timol (C10H140) (Fig. 2), também é um composto obtido de 6leos
essenciais de plantas aromaticas como o tomilho (Kowalczy et al., 2020), podendo
também ser utilizado como inseticida (Natal et al., 2021), fungicida e anestésico para
peixes (Yousefi et al., 2018). Além disso, existem estudos que mostram que o timol
pode causar comportamentos de evitacdo, aumentando a distancia percorrida e a
velocidade de natacdo de alguns peixes (Aydin; Orhan, 2021). Esse composto
também pode provocar um movimento opercular lento e irregular, o que pode causar

letargia (Yousefi et al., 2022).
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Figura 1. Férmula estrutural do eugenol
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Fonte: Ulanowska; Olas, 2021.

Figura 2. Féormula estrutural do timol.
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Fonte: Wikipédia Contributors, 2007.

2.3. AS NANOCAPSULAS

Os nanomateriais sdo definidos principalmente pelo seu tamanho
especifico de 10 a 100 nm. As nanocapsulas sao descritas como sistemas onde o
composto € aprisionado a uma cavidade circundada por uma uUnica membrana de
polimeros (Biswas; Wu, 2005), e suas formas podem ser descritas como esféricas,
cilindricas, tubulares, entre outras. Além disso, as superficies podem ser lisas e

homogéneas ou irregulares e onduladas (Machado et al., 2015).
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A nanotecnologia tem adquirido papel central em diferentes setores
produtivos, incluindo as industrias farmacéutica (Gomerdinger; Nabar; Hammond,
2025) e alimenticia (Pattnaik et al., 2024), além de aplicagbes crescentes na
agricultura (Kah et al., 2018). A nanoencapsulagdo oferece um novo modelo de
administracao de alguns compostos, visto que, as nanocapsulas podem apresentar
uma liberagcdo controlada dessas substancias (Natal et al., 2021). Dessa forma,
fornecem uma quantidade menor do composto, além de melhorar a solubilidade das
moléculas ativas e a penetragao nos locais-alvo, apresentando especificidade de sitio
(Kumar et al., 2019; Onyeaka; Nwabor, 2022).

As nanocapsulas de zeina formadas a partir da principal proteina de
armazenamento do milho, destacam-se como orgéanicas, biodegradaveis e
biocompativeis (Nunes et al., 2021). A zeina tem se mostrado eficiente na
encapsulacdo de medicamentos e compostos bioativos devido a sua capacidade de
formar sistemas estaveis e proteger os ativos contra degradacdo. Essas
caracteristicas tornam as nanocapsulas de zeina uma alternativa mais sustentavel e
eficaz em comparagdo a outros compostos sintéticos ndo organicos (Malhotra;

Alghuthaymi, 2022).

2.4. 0S ORGANISMOS AQUATICOS

Os ecossistemas aquaticos frequentemente atuam como receptores
finais dos contaminantes ambientais, uma vez que substancias liberadas na atmosfera
ou depositadas no solo tendem a alcancgar os corpos hidricos por meio de processos
como precipitagao, lixiviagao e escoamento superficial. No caso das paisagens rurais,
o escoamento superficial e a lixiviagdo transportam residuos de agrotoxicos e

fertilizantes para ambientes adjacentes as areas cultivadas (Miglioranza, 2021).
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A contaminacao da agua e do solo, apresentando riscos a longo prazo
aos organismos aquaticos ali presentes (Main et al., 2014), podendo causar impactos
negativos relacionados ao estresse oxidativo, comportamento e a reproducdo de
organismos nao-alvo (Tulcan et al., 2021).

A exposicdo de organismos aquaticos a contaminantes como
agrotoxicos pode desencadear efeitos adversos mesmo em concentragdes subletais,
comprometendo processos fisioldgicos essenciais. Esses efeitos individuais, quando
acumulados em diferentes niveis de organizacao bioldgica, podem alterar dindmicas
populacionais e favorecer desequilibrios ecossistémicos, impactando nas relagdes
ecoldgicas (Khoshnood, 2024).

Uma das maneiras de se avaliar os efeitos dos contaminantes nos
organismos expostos é por meio de biomarcadores, que consistem em alteragdes
moleculares, bioquimicas, celulares e fisioldgicas induzidas por agentes téxicos e
observaveis nos sistemas bioldgicos (Amée et al., 2021). Dentre as diversas alteragdes
que podem ser observadas na cascata de efeitos biolégicos, as mudangas
comportamentais funcionam como indicadores sensiveis da interacdo do organismo
com o ambiente. Os testes de toxicidade comportamental possuem relevancia
particular em concentracdes subletais, nas quais podem fornecer uma perspectiva
integrativa entre a agcdo do agente toxico e os aspectos ecoldgicos associados ao
organismo teste (Cuenca; Simonato; Meletti, 2022).

Com isso, a realizacdo de mais estudos buscando compreender os
efeitos das nanocapsulas isoladas e quando em combinagao com o composto bioativo
nos organismos n&o-alvo é determinante na melhor compreenséo da atividade dos

compostos sugeridos como alternativas menos agressivas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos do eugenol e timol, em suas formas livres e nanoencapsuladas,
sobre o comportamento de D. rerio apos 96 horas de exposigao e 96 horas de
depuracéo, utilizando os testes de preferéncia por claro/escuro, natagdo espontanea

e resisténcia natatoria.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar os efeitos nos parametros comportamentais de D. rerio dos compostos
eugenol e timol nas suas formas livres e nanoencapsuladas apés 96h de exposi¢ao;
2. Comparar os efeitos encontrados nos grupos expostos aos compostos livres e
nanoencapsulados com aqueles expostos apenas as nanocapsulas, ao solvente e ao
grupo controle;

3. Verificar se os efeitos encontrados apds o periodo de 96h de exposicdo aos
compostos foram revertidos apés o ao periodo de depuracao de 96h;

4. |dentificar padrées glicémicos relacionados com o tempo de exposi¢do aos

compostos e ao tempo de depuracgao.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 O MODELO BIOLOGICO

O peixe Danio rerio (Hamilton, 1822), conhecido popularmente como
paulistinha ou peixe-zebra, é um peixe O6sseo da familia Cyprinidae, com
aproximadamente 3 a 4 cm de comprimento, comumente encontrado em aguas doces
no sul e sudeste da Asia (Lawrence, 2007). Esse organismo é um modelo bioldgico

amplamente estabelecido, caracterizado pela facil reprodugdo, manejo e manutengao
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em laboratério, permitindo maior padronizagcdo dos experimentos (Da Silva et al.,
2023). Além disto, esta espécie é bastante utilizada em estudos de toxicidade,
genética, biologia do desenvolvimento, e esta se tornando cada vez mais comum em
testes comportamentais (Blaser; Chadwick; Mcginnis, 2010; Cuenca; Simonato;
Meletti, 2022). Com isso, €& possivel identificar respostas comportamentais
relacionadas ao estresse e a ansiedade desse animal, que podem ser uteis em

diversos estudos de pesquisa (Cuenca; Simonato; Meletti, 2022; Pintos, et al., 2023).

Figura 3. Individuo da espécie Danio rerio.

Fonte: Adaptado de Milena Santos, 2025.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para a realizagao foram adquiridos o total de 120 peixes (comprimento
médio 2,8 + 0,019cm; peso médio 0,250 + 0,003g; média + erro padrdo), comprados
em uma loja de aquarismo da regido (Angel Fish Aquarios e Peixes Ornamentais,
Londrina/PR). Os animais foram aclimatados por no minimo sete dias, em dois
aquarios de 80L cada, contendo agua desclorada, com filtro biolégico e aeragao
constante. Durante o periodo de aclimatagao, os parametros fisico-quimicos da agua
foram monitorados diariamente utilizando um medidor multiparametros (Horiba-U25),

enquanto a amoénia téxica foi monitorada através de teste comercial de aménia toxica
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(LabconTest). Os animais foram mantidos em temperatura ambiente controlada
(26°C), fotoperiodo 14h:10h (claro: escuro) e alimentados 2 vezes ao dia com ragao

seca (Alcon Basic) e suplemento de artémias congeladas (AquaSmart).

Para os testes comportamentais, os animais foram expostos
individualmente em 10 béqueres (n = 10), contendo 1,5 L de meio de exposi¢do. Os
grupos experimentais foram: grupo controle (CTR), com agua limpa e desclorada;
grupo NANO, com nanocapsulas de zeina vazias; grupo eugenol (EUG), com eugenol
na concentracdo de 5 mg L™ em emulsdao com o solvente Pluronic®; grupo nano
eugenol (nEUG), com eugenol nanoencapsulado na concentragdo de 5mgL™" e o
solvente; grupo timol (TIM), com timol na concentragdo de 5 mg L™ em emulsdo com
Pluronic®; e nano timol (nTIM), agua contendo timol nanoencapsulado na
concentracdo de 5 mg L™ em emulsdo com Pluronic®. O tempo total de exposi¢ao
dos animais foi de 96h, onde houve renovagao parcial do meio com 48h (50 %).
Durante o periodo de exposigdo, os parametros fisico-quimicos da agua foram
monitorados apdés 96h de experimento, e amostras de agua foram coletadas para

caracterizagao das nanocapsulas por um laboratoério parceiro.

Apos o periodo total de exposigdo, os animais foram submetidos a
trés testes comportamentais subsequentes, adaptados de Cuenca; Simonato; Meletti
(2022). O primeiro teste foi o claro/escuro (Serra; Medalha; Mattioli, 1999; Maximino
et al., 2007) (Fig. 4), no qual o peixe é colocado em um pequeno compartimento
central com portas deslizantes, em um aquario retangular de 10 L (50 cm x 19 cm %
10 cm - largura x altura x profundidade), previamente revestido com papel adesivo
branco/preto em cada metade. Apds 5 minutos de aclimatacéo, o peixe € liberado da

parte central e gravado por 5 minutos por uma camera instalada acima do aquario,
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assim, seu comportamento € analisado em relagao a sua primeira escolha, ao tempo

gasto em cada ambiente do aquario e numero de cruzamentos da linha média.

Logo depois, 0 mesmo animal é transferido para o segundo teste, o
qual € chamado de natagao espontanea (Fig. 4). O peixe é colocado em um aquario
de 2L (25 cm x 17 cm x 5 cm - largura x altura x profundidade), onde o animal passa
pelo processo de aclimatacdo de 5 minutos, e apods isso, a natacdo do animal é
gravada por uma camera frontal por mais 5 minutos. Assim, o comportamento
natatério é analisado em relagdo ao tempo que o animal fica em cada zona do aquario
(superior ou inferior), distancia total percorrida em metros e numero de cruzamentos
entre as zonas do aquario. A definicdo de cada parametro analisado pode ser
encontrada no catalogo comportamental de D. rerio, publicado por Kalueff et al.
(2013). Para este teste, a analise posterior do video foi feita usando o software
SACAM a 10 frames por segundo. Todas as gravagdes de video foram realizadas

dentro de uma camera de teste isolada.

Por fim, o terceiro teste ao qual o animal é submetido é o sistema de
resisténcia natatoéria (Melo, 2011) (Fig. 4). O sistema € composto por um tubo
transparente de 25 mm de didmetro (20,5 mm de didmetro interno) e 1 metro de
comprimento, uma bomba de agua Sarlo Better 2700 e um registro seletor de vazbes
de 1a 12 L/min. A bomba, instalada em uma caixa plastica de 15 L ao final do sistema,
faz a agua circular pelo registro e, na sequéncia, pelo tubo acrilico que retorna a caixa.
Os peixes sao inseridos individualmente no inicio do tubo de acrilico para nadar contra
a corrente que € gerada dentro do sistema. Apos cada minuto subsequente, a vazao
de agua aumenta, e caso o animal ndo consiga resistir a correnteza, ele é expulso do

tubo para uma caixa plastica conectada. Assim, o indice de resisténcia natatoria (IRN)
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€ calculado de acordo com a ultima vazdo que o animal suportou e o tempo em

segundos que resistiu, de acordo com a seguinte féormula:

tempo (5) na Gltima vazdo suportada

60

IRN = Vazéo Acumulada + x Ultima Vazéo

Figura 4. Representacao dos testes comportamentais realizados.
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Fonte: Cuenca; Simonato; Meletti, 2022. Modificado por Alana Majewski, 2025.

Ao final do teste de resisténcia natatoria os peixes foram realocados
nos béqueres de exposigao, porém mantidos em agua limpa e desclorada para avaliar
se existe diminuigdo de efeitos comportamentais apds o retorno para agua limpa. Os

animais passaram por 96h de depuragdo, onde ndo houve renovacdo do meio. Os
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parametros fisico-quimicos da agua também foram monitorados apos 96h. Ao fim do
periodo de depuragdo, os animais foram avaliados novamente quanto ao
comportamento, realizando os trés testes citados anteriormente, e em sequéncia,
foram eutanasiados em benzocaina, medidos e pesados. Posteriormente, foi feita a
seccgao caudal para que o teste de glicemia fosse realizado por meio de glicosimetro

comercial.

Todos esses experimentos e procedimentos foram avaliados e aprovados

pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA/UEL 043.2024).

4.3 ANALISE DE DADOS

Os resultados obtidos dos testes de comportamento foram
comparados entre os diferentes grupos (CTR X NANO X EUG X nEUG X TIM X nTIM)
durante o periodo de exposicao e depuracgao, por meio dos testes paramétricos (One
Way ANOVA) ou nao paramétricos (Kruskal Wallis) de acordo com a distribuicdo dos
dados (Normalidade e Homocedasticidade), seguida por testes de comparacdes
multiplas quando indicado. Nos casos em que a analise considerou simultaneamente
os fatores grupo e periodo experimental (exposicdo e depuracdo) foi empregada
ANOVA de duas vias (Two Way ANOVA), seguida de testes de comparagdes multiplas
quando indicado. Para a analise dos dados foi utilizado o software SigmaPlot, e

considerados significativos valores de p < 0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 MORTALIDADE E PARAMETROS FiSICOS E QUIMICOS DA AGUA
O periodo de exposig¢des nao induziu mortes em nenhum dos animais

expostos. Porém, foi possivel observar que os animais expostos ao grupo TIM e nTIM
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apresentaram comportamentos como ataxia, quando o animal tem uma perda geral
da postura corporal e/ou coordenagédo dos movimentos (Kalueff et al. 2013).

Em relagcdo aos parametros fisico-quimicos da agua (Tabela 1), n&o
foram observadas diferengas estatisticas entre os periodos de exposicdo e de
depuragdo. Também nao houve variagdes entre os parametros nos diferentes grupos
analisados durante o periodo de exposi¢cdo (Tabela 2) e durante o periodo de

depuragéao (Tabela 3).

Tabela 1. Média dos paréametros fisico-quimicos da agua durante periodo de

exposicao e depuracao.

Tratamentos pH Temperatura Condutividade Turbidez Oxigénio dissolvido
T(°C) (mS cm) (NTU) (mg L)
EXP 25,08 6,37 0,12 16,67 5,66
DEP 26,37 6,97 0,13 16,5 5,26

Fonte: Milena Santos, 2025. Modificado pela propria autora.

Tabela 2. Média dos parametros fisico-quimicos da agua dos diferentes grupos

durante o periodo de exposigao.

GRUPOS oH Temperatura  Condutividade Turbidez Oxigénio dissolvido
T(°C) (mS cm™) (NTL {mg L™
CTR 6,75 24 89 0,124 15,77 6.4
EUG f,31 24 84 0122 16,53 6,1
EXP
TIM 6,14 24 92 0,123 16,90 6,1
MANC 6,81 24 A7 0125 17,03 5,1
nEUG 6,23 25,51 0,123 17,13 5,2
nTIM 6,00 2575 0,125 16,63 5.1

Fonte: Milena Santos, 2025. Modificado pela prépria autora.
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Tabela 3. Média dos parametros fisico-quimicos da agua dos diferentes grupos

durante o periodo de depuragao.

GRUPOS oH Temperatura  Condutividade Turbidez Oxigénio dissolvido
T(°C) (mS cm™) (NTU) {mg L)
CTR 7,14 2527 0,128 18,93 5.6
DEP EUG 6,86 2589 0,127 16,10 5.7
TIM 6,77 2587 0,128 16,77 59
NAND 7,06 26,69 0,129 15,30 5,1
nEUG 6,87 27,20 0,125 16,10 4.6
nTIM 7,11 2730 0,127 15,80 44

Fonte: Milena Santos, 2025. Modificado pela propria autora.

5.2 CLARO E ESCURO

O teste de claro e escuro nos permite realizar 3 analises diferentes,

sendo elas: o tempo de permanéncia nos diferentes ambientes durante os 5 minutos

de gravacgao, a primeira escolha do animal e o numero de passagens através da linha

central que o animal realizou.

Durante o teste de permanéncia no claro/escuro nado foram

detectadas diferencas significativas entre os grupos experimentais durante o periodo

de exposigao (p = 0,842), demonstrando um tempo de permanéncia bem parecido

entre os grupos (Fig. 5). Porém, durante o periodo de depuragéo, foram detectadas

diferencgas significativas entre os grupos TIM e CTR (p = 0,003) e entre os grupos TIM

e EUG (p = 0,036), representadas pelas letras diferentes na Figura 5.
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Figura 5. Tempo de permanéncia (%) no claro e no escuro durante o periodo de
exposicao (A) e apos o periodo de depuragao (B) em Danio rerio nos diferentes grupos
analisados. As barras correspondem a porcentagem dos individuos que escolheram

na area clara (cinza) e na area escura (preto); n=10.
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Esse aumento do tempo de permanéncia no ambiente claro no grupo
TIM, durante o periodo de depuragao, provavelmente ocorreu porque o timol
apresenta propriedades anestésicas e ansioliticas, além de promover um tempo de
recuperacgao mais prolongado nos animais expostos (Félix; Monteiro; Venancio, 2025),
quando comparado aos outros grupos. Deste modo, os animais nao realizam o seu
comportamento defensivo tipico, buscando abrigo ou refugio em um ambiente escuro,
permanecendo mais tempo no ambiente claro (Bakshi; Kalin, 2002). Os animais
expostos por 96 h ao timol livre apresentaram fototaxia apos o tempo de depuracgao,
porém o0s animais expostos por 96 h ao timol nanoencapsulado néo apresentaram a
mesma alteracdo. Dessa forma, a nanocapsula pode ser eficiente para evitar esse

efeito em organismos nao-alvo.

Por outro lado, o eugenol também apresenta propriedades
anestésicas, porém induz o aumento da produgao de fenétipos ansiogénicos em D.
rerio (Gressler et al., 2021), fazendo com que o animal busque pelo ambiente escuro
ao invés do ambiente claro, o que € uma resposta normal e natural dessa espécie
(Serra; Medalha; Mattioli, 1999), chamado na literatura de escototaxia. Como nao
foram observadas alteragdes significativas nos grupos expostos ao eugenol e ao
eugenol nanoencapsulado, a concentracéo utilizada ndo desencadeia alteragdes na

exploragdo do ambiente claro e do ambiente escuro.

E possivel observar que no teste de primeira escolha claro/escuro,
durante o periodo de exposi¢do, os animais do grupo eugenol apresentaram uma
maior tendéncia a preferir o lado escuro na sua primeira escolha (Fig. 6),
provavelmente pelo fato do eugenol ser um composto que induz comportamentos

ansiogénicos (Gressler et al., 2021). Porém, durante a depuragdao foram os que
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apresentaram uma maior preferéncia pelo ambiente claro (Fig. 7), provavelmente

causada pela eliminagao deste composto do organismo dos animais.

Por outro lado, apesar do eugenol livre induzir comportamentos
ansiogénicos, o trabalho de Campelo et al. (2023), mostra que nanoemulsdes
carregadas com eugenol reduzem o comportamento semelhante a ansiedade em D.
rerio, e o estudo de Ferreira et al. (2020) mostra que nanoparticulas revestidas com
quitosana contendo eugenol potencializam o efeito anestésico em Oreochromis
niloticus (tilapia-do-nilo), o que pode ser a causa dos animais do grupo nEUG optarem

pelo ambiente claro na sua primeira escolha em ambos os periodos de teste.

Figura 6. Primeira escolha dos animais (%) em relagéo ao claro e ao escuro durante
o periodo de exposigao em Danio rerio nos diferentes grupos analisados. As barras
correspondem a porcentagem dos individuos que escolheram na area clara (cinza) e
na area escura (preto); n=10.
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Figura 7. Primeira escolha dos animais (%) em relag&o ao claro e ao escuro durante
o periodo de exposigdo em Danio rerio nos diferentes grupos analisados. As barras
correspondem a porcentagem dos individuos que escolheram na area clara (cinza) e

na area escura (preto); n=10.
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Quanto ao numero de trocas entre claro/escuro, a analise foi realizada
através da ANOVA de 2 vias, e assim, foi possivel observar que nao ha diferencga
significativa entre os periodos de exposicao e depuracao, e entre os diferentes grupos
analisados (p = 0,136) (Fig. 8).

Apesar de ndo observarmos nenhuma diferencga significativa, existem
estudos que mostram que os animais que realizam o maior numero de trocas para o
ambiente claro sdo mais afetados pelo efeito ansiolitico do composto, visto que esse
ambiente oferece um maior risco de predacdo ao animal quando em seu habitat
natural (Cuenca; Simonato; Meletti, 2022). Isto se relaciona com o fato do grupo TIM

apresentar um maior numero de trocas para o claro durante o periodo de exposicao,
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porém, apresentar um numero bem menor de trocas no periodo da depuracgao,

corroborando as observagdes de tempo de permanéncia nos ambientes (Fig. 5).

Figura 8. Numero de trocas entre claro e escuro através de passagens pela linha
central entre os diferentes periodos de exposicao e diferentes grupos analisados. As

barras correspondem as médias, e as linhas verticais, o erro padrao (n=10).
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5.3 NATAGAO ESPONTANEA

A natagao espontanea € analisada através de trés parametros, sendo
eles: a velocidade média percorrida pelo animal (cm/s), a distdncia média percorrida
pelo animal (cm) e o tempo em que o animal nadou durante os 5 minutos de gravagao

(segundos).
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Através da analise da velocidade percorrida, € possivel observar uma
diferenga significativa entre o grupo CTR e nEUG (p=0,007) durante o periodo de

exposicao, demonstrada pelas letras diferentes na Figura 9.

A redugdo da velocidade média observada no grupo nEUG em
relacio ao CTR pode estar relacionada as propriedades do composto
nanoencapsulado. O estudo de Rocha et al., (2024), observaram diminui¢do da
velocidade de natagcdo em larvas de D. rerio expostas a 2 mg L™ de eugenol.
Entretanto, ao comparar esse resultado com a exposicdao a 5 mg L™, os autores
verificaram um aumento da velocidade de natagdo, sugerindo que os efeitos do

eugenol podem variar conforme a concentracao testada e a fase de vida do individuo.

Dessa forma, ao comparar os resultados do presente estudo com os
dados disponiveis na literatura, a reducao da velocidade de natacdo observada no
grupo nEUG pode estar associada a interacdo do composto com as nanocapsulas,
como a liberagao controlada (Natal et al., 2021), que podem resultar em menor
disponibilidade imediata do eugenol no ambiente. Além disso, vale ressaltar que
durante a analise de comportamento no periodo da exposi¢do, houve um animal do
grupo nEUG que se apresentou imével no aquario, impossibilitando a medi¢cao desse

parametro.

Por outro lado, segundo o trabalho realizado por Ferreira et al., (2020),
nanoparticulas revestidas com quitosana contendo eugenol potencializa o efeito
anestésico do eugenol em Oreochromis niloticus (tilapia-do-nilo), resultando em
reducao da velocidade de natacao dos peixes. Esses resultados s&o consistentes com
os resultados obtidos no presente estudo, reforcando a influéncia da

nanoencapsulacao sobre a resposta locomotora.
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Ap6s a depuragdo, os individuos nao apresentaram alteragdes
significativas no parametro velocidade média, sugerindo que as alteragbes na
velocidade de natagdo observadas no grupo nEUG ndo sdo permanentes, e o0s
animais podem se recuperar depois da exposicdo ao eugenol. Porém, faz-se
necessario 0 acompanhamento dos demais parametros analisados para a

confirmacéao desta recuperacgao.

Figura 9. Velocidade média (cm/s) dos animais dos diferentes grupos analisados
durante os diferentes periodos de tratamento. As barras correspondem as médias, e

as linhas verticais, o erro padrao (n=10).
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Fonte: A propria autora.

Durante a analise da distancia percorrida foi possivel observar uma
diferencga significativa entre os grupos CTR e nEUG (p = 0,028) durante o periodo de

depuragao, representadas pelas letras diferentes (Fig. 10).
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A principio, € importante ressaltar que durante a analise do
comportamento do periodo da depuragao, houveram dois animais que ficaram iméveis
no aquario, impossibilitando a medigcdo deste parametro. Diante disso, € perceptivel a
diminuicdo da distancia percorrida no grupo nEUG quando comparado com o CTR
apds a depuragao, que pode ser ocasionado pelas propriedades anestésicas do

composto juntamente com a sua interagado as nanocapsulas.

Apesar da sugestéo de recuperacéo dos individuos apos a depuragao
apontada pelo parametro velocidade média, a recuperacédo nao se demonstra efetiva
quando se observa o parametro de distancia percorrida. Desta forma, os animais
expostos ao nGER retornam a uma velocidade média normal apds a depuragao, mas
percorrem uma distancia menor no aquario, o que pode ser um indicativo de que nao
houve eliminagdo completa deste composto do organismo dos animais ou seus efeitos

s&o mais prolongados.

Figura 10. Distancia média (cm) dos animais dos diferentes grupos analisados
durante os diferentes periodos de tratamento. As barras correspondem as médias, e
as linhas verticais, o erro padrao (n=10).
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Em relagdo ao tempo percorrido ndo foram detectadas diferengas
significativas entre os grupos experimentais na analise do estrato superior durante o
periodo de exposigao (p = 0,989), o que demonstra um tempo de permanéncia nesse
estrato parecido entre os grupos (Fig. 11). A analise do estrato inferior também durante
o periodo de exposicao apresentou diferenga significativa (p = 0,028), porém, o pos-
teste utilizado ndo foi eficiente em demonstrar onde ocorreu essa diferenca
significativa (Fig 11). Deste modo, se faz necessario uma nova analise em outro

programa para identificar quais grupos realmente apresentam essa diferenca.

Apesar disso, é possivel relacionar a permanéncia dos animais
expostos ao eugenol e timol livres e nanoencapsulados no estrato superior do aquario,
visto que esses compostos possuem propriedades anestésicas, e assim, faz com que
0 peixe tenha uma diminuicdo no tempo gasto no estrato inferior, 0 que seria o

comportamento natural dessa espécie (Cuenca; Simonato; Meletti, 2022).

Figura 11. Tempo de permanéncia no estrato superior e inferior dos diferentes grupos
durante o periodo de exposicdao. As barras correspondem as medias, e as linhas

verticais, o erro padrao (n=10).
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Ja na analise do tempo de permanéncia durante o periodo de
depuracdo nao foram detectadas diferengcas significativas entre os grupos
experimentais na analise do estrato superior (p=0,577). Porém, durante a analise do
estrato inferior durante esse periodo, foi observada uma diferenga significativa entre
os grupos EUG e nEUG (p<0,001), EUG e nTIM (p<0,001), EUG e TIM (p=0,006) e

EUG e NANO (p=0,007), apresentadas pelas letras diferentes na Figura 12.

Essa diferenca do grupo EUG em relagcédo ao tempo de permanéncia
no estrato inferior em comparagdo aos outros grupos experimentais, pode estar
relacionado a eficiéncia da depuracdo em promover a eliminagao deste composto do
organismo do animal, fazendo com que os peixes tenham um aumento no tempo gasto
no estrato inferior, visto que no ambiente natural a permanéncia na coluna d'agua no
estrato superior causa uma maior exposi¢ao a predadores (Cuenca; Simonato; Meletti,

2022).

E interessante observar que os animais do grupo EUG e nEUG
apresentam resultados diferentes nos parametros de natacdo espontanea, incluindo
o tempo de permanéncia nos diferentes estratos. Os animais do grupo nEUG
apresentam diminuicdo da velocidade na exposicdo e na distadncia percorrida na
depuragdo, enquanto os animais do grupo EUG apresentaram maior tempo de
permanéncia no estrato inferior apds a depuragao. Dessa forma, o eugenol livre pode
estar sendo depurado rapidamente e os animais retornam a explorar o estrato inferior
com maior frequéncia, enquanto o eugenol nanoencapsulado, ainda mantém efeitos

de distancia percorrida mesmo apés a depuragéao.
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Figura 12. Tempo de permanéncia no estrato superior e inferior dos diferentes grupos
durante o periodo de depuracédo. As barras correspondem as meédias, e as linhas
verticais, o erro padrao (n=10).
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5.4 RESISTENCIA NATATORIA

O teste de resisténcia natatéria nos permite realizar duas analises
diferentes, sendo elas: as tentativas de natacdo dos animais nos diferentes grupos e

0 seu indice de resisténcia natatoria.

Em relacdo as tentativas de natacao, é possivel observar que nao
houve diferenga significativa no numero de tentativas entre os diferentes grupos

experimentais durante o periodo de exposicéo (p = 0,861) (Fig. 13).

Deste modo, por mais que os compostos eugenol e timol apresentem
propriedades anestésicas (Zeng et al., 2024; Alagawany et al., 2020), os resultados
obtidos neste estudo indicam que a maioria dos individuos dos grupos EUG e TIM

realizou apenas uma tentativa durante o teste ao longo das fases de exposig¢ao e
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depuragdo. Esse padrdo sugere que a concentragdo empregada (5 mg L™) né&o
comprometeu a resposta dos organismos e permitiu uma recuperagao rapida. Tal
interpretacdo € compativel com o estudo de Aydin e Orhan (2021), que observaram
eficacia anestésica acompanhada de recuperagdo completa e auséncia de
mortalidade no peixe Garra rufa mesmo sob concentragdes superiores de timol (25—
150 mg L™"). Isso reforca que, nas condigbes experimentais aplicadas, ambos os

compostos produziram efeito anestésico sem prejuizo aos animais.

Por outro lado, durante a analise estatistica dos diferentes grupos
durante o periodo da depuracdo, o teste ANOVA demonstrou uma diferenga
significativa (p = 0,020), porém, o pds-teste utilizado nao foi eficiente ao demonstrar
onde ocorreu essa diferenca significativa. Deste modo, se faz necessario uma nova
analise em outro programa para que seja obtido quais grupos realmente apresentam

essa diferenca.

Figura 13. Numero de tentativas de natagao dos diferentes grupos durante o periodo
de exposigado (EXP) e depuracao (DEP). As barras correspondem as médias, e as

linhas verticais, o erro padrao (n=10).
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Quanto ao indice de resisténcia natatoéria, foi possivel observar uma
diferenga significativa no periodo de exposicéo entre os grupos nEUG e nTIM (p =
0,005) que estao representados pelas letras diferentes (Fig. 14). O grupo nEUG
apresentou valores superiores de resisténcia natatoria, resultado que pode estar

associado a alteragdes fisioldgicas relacionadas ao aumento da demanda metabdlica.

E possivel observar uma diferenga significativa no periodo de
exposicao entre os grupos nEUG e nTIM (p=0,005) que estdo representados pelas
letras diferentes (Fig. 14). O grupo nEUG apresentou valores superiores de resisténcia
natatoria, resultado que pode estar associado a alteragdes fisioldgicas relacionadas

ao aumento da demanda metabdlica.

Conforme descrito por Beamish (1978), o aumento do consumo de
oxigénio durante o esforgo é convertido em unidades de energia necessarias para a
manutencao da atividade, o que pode contribuir para o0 desempenho observado. Além
disso, estudos indicam que o eugenol pode induzir respostas comportamentais
compativeis com estados ansiogénicos em peixes (Gressler et al., 2021), o que pode
elevar a atividade motora e, consequentemente, a resisténcia natatéria. Esses fatores
ajudam a explicar, de forma mais direta, por que o grupo nEUG apresentou valores

mais altos de IRN neste estudo.

Além disso, também é possivel relacionar esse alto indice de
resisténcia natatéria nesse grupo com o fato das nanocapsulas apresentarem uma
liberagéo controlada do composto (Natal et al., 2021), o que faz com que reduza os
efeitos anestésicos do eugenol, o que pode ser justificado pela interacdo da
nanocapsula com o composto, visto que o grupo nTIM apresenta um baixo indice de

resisténcia natatoria.
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Diferente disso, segundo Cuenca; Simonato; Meletti (2022), a
diminuicdo do IRN pode nao estar diretamente relacionado com a diminuigdo da
glicemia do animal, assim, o que pode justificar o baixo indice de resisténcia natatéria
do grupo nTIM neste trabalho é a exposicao a esse composto e 0 seu possivel

comprometimento ao controle locomotor ou a excitabilidade muscular do animal.

Figura 14. indice de resisténcia natatdria dos diferentes grupos durante os periodos
de exposicao e depuracdo. As barras correspondem as médias, e as linhas verticais,

o erro padrao (n=10).
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Fonte: A prépria autora.

5.5 GLICEMIA

A analise de glicemia foi realizada somente apds a depuracgao, visto
que a técnica para a retirada de sangue do D. rerio causaria a morte do animal. Foi

possivel observar uma diferenga significativa entre os grupos NANO e nTIM (p <
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0,001), entre os grupos CTR e nTIM (p=0,002) e entre os grupos EUG e nTIM (p =
0,025) (Fig. 15).

A diminuigédo do nivel de glicose no sangue de Danio rerio no grupo
nTIM pode ser associada aos efeitos anestésicos do composto juntamente com a
interacdo das nanocapsulas de zeina, visto que a depuragdo aparentemente se
mostrou eficiente ao fazer a limpeza dos organismos expostos ao grupo TIM, porém,
devido as propriedades da nanocapsula, a depuragao néao foi eficiente em evitar os

efeitos de longo prazo desse composto no grupo nTIM.

Figura 15 - Glicemia dos diferentes grupos durante os periodos de exposi¢céo e
depuracdo. As barras correspondem as médias, e as linhas verticais, o erro padréao
(n=10).
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6. CONCLUSOES

No geral, foi possivel observar que os compostos analisados neste
trabalho podem causar alteragdes no comportamento dos peixes, e que o periodo de
depuragao pode ser eficiente em alguns casos, mas que pode nao ser eficiente a
outros compostos. Porém, mais estudos e diferentes andlises sdo necessarios para
que os efeitos desses compostos sejam analisados com mais clareza.

Com isso, pode-se rejeitar a hipotese |, visto que foi possivel observar
que em algumas analises os efeitos dos compostos nanoencapsulados foram maiores
do que os efeitos causados pelos compostos em suas formas livres, e além disso,
esses efeitos ndo foram reduzidos durante o periodo de depuragao, como por exemplo
na analise de glicemia. Porém, a hipdtese |l pode ser aceita, visto que ha uma
diminuicdo na velocidade e na distadncia percorrida dos organismos que foram

expostos ao eugenol e timol quando comparados ao grupo controle.
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