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RESUMO

Nanoparticulas séo potencialmente atrativas em tecnologias industriais e medicinais,
pois apresentam singularidades fisico-quimicas. Além disso, ha necessidade de
estudos de associacdo entre nanoparticulas e compostos ja existentes com
mecanismos de toxicidade conhecidos. Avaliou-se o0 potencial toxico de
nanoparticulas de dioxido de titdnio e chumbo inorganico em tecido hepatico e
eritrocitos da espécie de peixe Rhamdia quelen, apds uma Unica injecdo
intraperitoneal, em ensaio agudo de 96 horas. As nanoparticulas de dioxido de
titAnio (NPTIO,) foram aplicadas nas doses de 5ng/g, 50ng/g e 500ng/g, o chumbo
inorganico (Pbll) na dose 21ug/g e foram aplicadas essas doses em associacao.
Demonstramos que NPTIO, em baixas doses apresentam a capacidade de alterar a
atividade enzimatica, causar danos ao DNA, promover o0 mecanismo de apoptose e
alterar a acumulacdo de chumbo em tecido hepético de Rhamdia quelen, além de
causar alteragdes morfologicas nucleares, danos ao DNA e apoptose em eritrocitos.
A dose de 5ng/g de NPTIiO, causou efeitos citotoxicos e genotdxicos no sangue. A
dose de 50ng/g de NPTiO, aumento na concentracdo de metalotioneina, indicando
absorcdo no figado, além de aumento na atividade de SOD e inibicdo de CAT,
demonstrando possivel estresse oxidativo excessivo, causando danos ao DNA e
induzindo ao mecanismo de apoptose. No tratamento que recebeu injecao
intraperitoneal somente com Pbll, foi detectado danos ao DNA em eritrocitos e no
tecido hepatico, além de elevada absorcdo no figado, porém néo induziu o
mecanismo de apoptose. Foi observado que a mistura Pbll+5ng/g de NPTIiO; induziu
a apoptose de eritrécitos, e menor absor¢cdo de chumbo no figado quando
comparada com o grupo tratado somente com Pbll. A mistura Pbll+50ng/g de
NPTIO,, apresentou maiores danos ao DNA de eritrocitos quando comparada a
NPTIO, sozinha na mesma dose, além de grande absor¢cdo de chumbo no figado.
Apresentou maior concentracdo de metalotioneina, inducdo da atividade da SOD,
mas sem alteracdo na atividade da CAT e da GST, demonstrando um possivel
estresse oxidativo, induzindo o mecanismo de apoptose. A mistura de Pbll+500ng/g
de NPTIO; ndo causou efeitos citotéxicos e genotdxicos no sangue, houve menor
absorcdo de chumbo no figado, porém aumentou a concentracdo de metalotioneina,
demonstrando uma possivel interacdo Pbll e NPTiO,, que consequentemente pode
ter facilitado a eliminacdo dos contaminantes. A sensibilidade da espécie Rhamdia
quelen frente as baixas doses de contaminantes, demonstrou que é um bom
bioindicador. Este trabalho é o primeiro relato da utilizagdo de contaminagdo via
injecao intraperitoneal em Rhamdia quelen.

PALAVRAS-CHAVE: ensaio cometa, ensaio de difusdo, nanoparticulas, chumbo,
peixe, estresse oxidativo, DNA, apoptose.



ABSTRACT

Nanoparticles are potentially attractive in industrial and medical technologies, by their
physicochemical singularities. Furthermore, there is a need to investigate the
association between nanoparticles and compounds that toxicity mechanisms are
known. Our objective was to evaluate the potential toxicity of nanoparticles of
titanium dioxide and inorganic lead in fish Rhamdia quelen after a single
intraperitoneal injection in acute assay of 96 hours. The nanoparticles of titanium
dioxide (NPTIiO,) were applied at doses of 5ng/g, 50ng/g and 500ng/g, the inorganic
lead (Pbll) in dose 21ug/g and the association of the doses were also applied. We
use genetic and cytotoxicity biomarkers in blood, biochemical, genetic and
cytotoxicity biomarkers in liver tissue and chemical analysis was performed for
quantification of lead in liver. At low concentrations, NPTiO, have the ability to modify
enzyme activity, cause DNA damage, promotes the mechanism of apoptosis and
change the absorption of lead in liver tissue of Rhamdia quelen, and may also cause
nuclear morphological changes, DNA damage and apoptosis into erythrocytes.
NPTiO, 5ng/g dose caused cytotoxic and genotoxic effects in blood. NPTiO, 50ng/g
dose showed increased metallothionein concentrations indicating liver nanoparticle
absorption, besides increase in SOD activity and CAT inhibition, possibly
demonstrating excessive oxidative stress, causing DNA damage and inducing
apoptosis mechanism. The treatment that received only intraperitoneal injection of
Pbll, DNA damage was detected in liver tissue and erythrocytes, and high
concentration of lead in liver, but did not induce apoptosis mechanism. The mixture
Pbll+5ng/g of NPTIiO, induced apoptosis of erythrocytes and less absorbing lead in
the liver compared to the Pbll treated group. The mixture Pbll+50ng/g of NPTIO,,
showed higher DNA damage red blood cells as compared to NPTiO, alone, at the
same dose, in addition to great absorption of lead in liver. Moreover, these combined
doses presented the highest concentration of metallothionein, induction of SOD
activity, but no change in the activity of CAT and GST, demonstrating potential
oxidative stress and apoptosis activating mechanism. The mixture Pbll+500ng/g
NPTIO, did not caused cytotoxic and genotoxic effects in blood, there was less
absorption of lead in the liver but increases metallothionein concentration,
demonstrating a possible interaction between Pbll and NPTiO,, that consequently
may have facilitated the removal of contaminants. The species Rhamdia quelen
proved as a good bioindicator because were sensitive to low doses of contaminants.
This work is the first report of the use of contamination via intraperitoneal injection in
Rhamdia quelen.

KEYWORDS: comet assay, alkali-halo assay, nanoparticles, lead, fish, oxidative
stress, DNA, apoptosis.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTAMINACAO AMBIENTAL

A industrializagdo disponibiliza uma grande diversidade de produtos
quimicos que sao potencialmente toxicos, e geram residuos em quantidade
significativamente prejudicial ao ambiente, e & medida que a humanidade aumenta
sua capacidade tecnoldgica de intervir na natureza, ha a necessidade de aumento
do uso do espaco e recursos, e, consequentemente, aumenta-se a disposicéo de
residuos no ambiente (ZAGATO, 2006).

Atualmente estéo catalogadas cerca de 70 milhdes de substancias quimicas,
sendo 10 milhdes destas disponiveis comercialmente, 80 mil utilizadas no cotidiano,
e somente 2 mil apresentam conhecimento toxicolégico (Chemical Abstrat Service,
2012).

O ambiente aquatico € um dos ecossistemas que mais sofre impactos
antropogénicos, devido ao despejo de esgoto industrial e doméstico, 0 uso
excessivo de agrotoxicos e a geracdo substancias quimicas que nao sao
degradadas no ambiente, também chamadas de substancias quimicas persistentes
(AKAISHI, 2003).

A preocupacdo com a preservacdo e manutencdo da qualidade do
ecossistema aquatico estd em crescimento continuo. Estudos sao realizados com o
objetivo de compreender a acdo de elementos e substancias quimicas no
ecossistema, assim como a interacdo e seus efeitos com os seres vivos (AKAISHI,
2003).

1.2 TOXICOLOGIA

Segundo Bawden (1988), a toxicologia € um campo interdisciplinar, que
estuda os efeitos de compostos quimicos, agentes biologicos e fisicos em
organismos vivos e no ambiente, apresentando informacdes de importancia

cientifica, ética, legislativa e financeira.
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A utilizacdo de bioensaios em pesquisas de toxicologia € vantajosa no
sentido de possibilitar o estudo dos efeitos téxicos, de contaminantes especificos,
em organismos de forma isolada ou associada (caso seja mais de uma substancia a
ser estudada), reduzindo a influéncia de variaveis ambientais. Desta forma, €&
possivel fazer um estudo da especificidade relativa de alguns efeitos e com os
contaminantes utilizados (AKAISHI, 2003).

A ecotoxicologia tem por definicdo descrever efeitos toxicos de diversos
agentes quimicos em organismos vivos, comunidades e populacdes (TRUHAUT,
1969 apud TRUHAUT, 1977). Tem como caracteristica ser uma ciéncia
multidisciplinar, envolvendo conhecimentos de diversas areas, e principalmente
abrange o estudo do ambiente e a interacdo de substancias toxicas com 0s seres
vivos (CONNEL et al., 1999).

Através de testes ecotoxicoldgicos é possivel determinar concentracdes de
compostos quimicos que causam danos a organismos, além de apresentar ampla
utilizacdo no desenvolvimento de padrdes e critérios de qualidade para protecédo de
populacdes e comunidades (BERTOLETTI, 2000). Além disso, a simples deteccao
de contaminantes em compartimentos abiéticos e biéticos, ou seja, no ambiente ou
em seres vivos, ndo é suficiente para avaliar danos ecoldgicos, sendo necessario o
conhecimento dos efeitos que estes contaminantes causam em organismos Vivos
(JHA, 2008).

A genética toxicoldgica trata do estudo de substancias que podem danificar
0 DNA e os cromossomos das células. Esses danos sdo usualmente detectados
como mutacgdes génicas, aberracdes cromossodmicas, quebras de fita e aductos de
DNA, ou ainda como interferéncia com 0os mecanismos envolvidos no reparo destes
danos. No intuito de estudar os efeitos de agentes quimicos e radiacbes no DNA e
nos cromossomos, tem sido desenvolvido um nimero expressivo de sistemas testes
in vitro e in vivo (RIBEIRO e ANDRADE, 2003).

Devido ao desenvolvimento de novas tecnologias, como a nanotecnologia,
conceitos atuais foram criados a fim de estudar os efeitos de nanomateriais. Sendo
estes estudos chamados de nanoecotoxicologia e nanogenotoxicologia.

A presenca de nanoparticulas no meio aquatico € seguida por inUmeras
consequéncias, e estas imprevisiveis, devido a escassez de informagfes

(KRYSANOV et al., 2010). Além disso, o desenvolvimento de nanotecnologias ainda
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apresenta dados variados e contraditérios de avaliagdo do impacto sobre o
ambiente e seres vivos (ANDRIEVSKY et al., 2005; OBERDORSTER et al., 2005a,b;
OBERDORSTER, 2007; KOLESNICHENKO et al., 2008).

Nanomateriais apresentam propriedades genotoxicas imprevisiveis, devido
ao pequeno tamanho e grande area de superficie, além de propriedades fisico-
quimicas que favorecem a adsorcao de metais ou biomoléculas. Esses danos ao
DNA podem ser causados indiretamente, através de respostas inflamatérias e
estresse oxidativo, ou diretamente, através da possibilidade de atravessar a

membrana nuclear ou durante a mitose (SINGH et al., 2009).

1.3 BIOINDICADORES

Os Dbioindicadores ideais para ensaios em mutagénese devem,
preferivelmente, ser organismos endémicos como sentinelas ambientais,
apresentando capacidade de sobreviver tanto em ambientes com auséncia de
contaminantes, quanto na presenca de contaminantes, além de ser abundantes no
ambiente e adaptar-se bem em condi¢cdes experimentais (PANDRANGI et al., 1995;
AKAISHI, 2003).

A utilizagcdo de animais em experimentos permite a administracdo da
substancia em estudos por diversas vias, através do alimento, da agua ou por
injecbes. Além disso, ha possibilidade de avaliar efeitos em tecidos especificos, em
células somaticas ou germinativas e comparar contaminacdes agudas e cronicas.
Além disso, € possivel, de certa forma, extrapolar os efeitos observados nos
organismos utilizados em experimento, para condi¢cdes de exposicdo de compostos
quimicos em seres humanos (RABELLO-GAY et al., 1991).

A utilizagdo de peixes como bioindicadores para testes laboratoriais e de
biomonitoramento € devido sua atuacdo em diversos niveis da cadeia trofica,
capacidade de bioacumulagao e capacidade de responder a baixas concentragbes
de xenobioticos (MINISSI et al., 1996; GOKSOYR et al.,, 1991). Ou seja, séo
organismos sentinelas que indicam mais rapidamente os efeitos causados por
contaminantes, em comparagcdo com altos niveis de organiza¢cdo, como populacdes
ou comunidades (ADAMS, 2002).
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1.3.1 Rhamdia quelen

Rhamdia quelen, ou jundia, pertence a familia Heptapteridae (NELSON,
2006), € uma espécie de peixe com distribuicdo neotropical, encontrada do sul do
México até o centro da Argentina (SILFVERGRIP, 1996). E uma espécie nativa
promissora para o cultivo, com rapido crescimento, habito alimentar onivoro, facil
adaptacdo ao manejo, boa produtividade em acudes e alto potencial de
comercializacdo (GOMES et al., 2000). E uma espécie resistente ao inverno e
apresenta rapido crescimento no verao (BARCELLOS et al., 2003).

A coloracéo do jundia varia de marrom avermelhado claro a cinza ardoésia. A
pigmentacdo da parte inferior da cabeca é variavel. A Rhamdia quelen vive em lagos
e pocos fundos dos rios, preferindo os ambientes de aguas mais calmas com fundo
de areia e lama, junto as margens e vegetacdo. Escondem-se entre pedras e
troncos apodrecidos, de onde saem a noite, a procura de alimento (GUEDES, 1980).
Em experimentos com larvas e alevinos dessa espécie em cativeiro, observou-se

uma acentuada aversao a luz e a busca por locais escuros (PIAIA et al.,1999).

1.4 BIOMARCADORES

Biomarcadores tém por definicdo qualquer alteracao biologica detectavel que
expresse uma resposta a exposicdo de poluentes presentes no ambiente. Através
dos biomarcadores é possivel investigar o impacto a integridade do DNA em
organismos bioindicadores de substancias e elementos toxicos. Sdo consideradas
ferramentas importantes em programas de monitoramento ambiental, pois
apresentam grande susceptibilidade, alta sensibilidade, relativa especificidade e
baixo custo para andlise (McCARTHY e SHUGART, 1990; STEGEMAN et al., 1992;
BAINY, 1993).

1.4.1 BIOMARCADORES GENETICOS

Biomarcadores genéticos séo utilizados como ferramenta para a deteccéo

de exposicéo e avaliacao de efeitos de poluentes. Podem ser analisadas aberracdes
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cromossOmicas, aductos de DNA, quebras no DNA, frequéncia de microndcleo e
anomalias nucleares (BOMBAIL et al., 2001).

1.4.1.1 ENSAIO COMETA

O ensaio cometa, SCGE (Single-Cell Gel Eletrophoresis), € uma técnica
capaz de detectar dano ao DNA em células individualizadas (FERRARO, 2003). O
ensaio avalia danos no DNA em nivel celular individual, através da medida da
migracdo em gel do DNA de células apos corrida de eletroforese (SINGH et al.,
1988). O nome cometa refere-se a formacdo de uma longa cauda com o0s
fragmentos de DNA deixados ap0s a passagem da corrente elétrica (BOMBAIL et
al., 2001).

A técnica baseia-se no fato de que o DNA da célula que ndo possuir dano
migrara em conjunto, caracterizando-se como um circulo. As células que possuirem
danos em seu DNA, podendo ser de fita simples ou fita dupla, durante a corrida
eletroforética, serdo formadas fragmentos diversos. Fragmentos menores tendem a
migrar com mais velocidade que fragmentos maiores. Ocorrendo danos intensos,
muitos fragmentos de tamanhos variados serdo formados, e migrardo em
velocidades diferentes, formando entdo a figura tipica de um cometa (OLIVE et al.,
1990).

Uma das metodologias para avaliar o dano é realizada através da relacéo
entre o raio do nucleo e a extensédo das “caudas” formadas pelos fragmentos de
DNA. Esta classificagcdo varia entre Classe 0, onde ndo ocorreu dano, até a Classe
4, em que ocorreu muitos danos ao DNA, sendo possivel observar uma extensao
maior da cauda (COLLINS et al., 1997).

O ensaio cometa é realmente capaz de detectar danos no DNA, causados
por diferentes classes de agentes mutagénicos em peixes (BELPAEME et al., 1998).
Uma das vantagens do ensaio cometa € que este ndo depende de proliferagdo
celular para ser realizado, portanto pode ser utilizado com qualquer tipo celular. Uma
vez gque substancias genotoxicas, com frequéncia, séo tecido-especificas, com esta
técnica, podem ser analisados diretamente nos tecidos dos organismos
(PANDRANGI et al., 1995; ROJAS et al., 1999; FERRARO, 2003).
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A técnica foi desenvolvida por Osteling e Johanson (1984), utilizando células
misturadas em agarose de baixo ponto de fusdo, depositadas sobre uma lamina com
agarose normal. Posteriormente, as células presentes na lamina passariam por um
processo de lise celular, por detergentes e solucdes salinas concentradas. A lise
permitiria a liberacdo do DNA. As laminas eram submetidas a eletroforese em
tampdo neutro. Porém, havia algumas limitacdes, pois s6 era capaz de detectar
guebras de fita duplas de DNA, e que poderia ser confundido com o RNA ainda
presente no nucleo (ROJAS et al., 1999).

Singh et al. (1988) fizeram uma variacdo da técnica, substituindo o tampé&o
neutro utilizado na corrida eletroforética por um tampéo cujo pH era superior a 13.
Com esta modificacao, foi possivel detectar no DNA quebras de fita simples, sitios
alcali-labeis e sitios de reparo tardio.

Originalmente, a técnica do ensaio cometa foi desenvolvida para detectar
efeitos genotdxicos em mamiferos, porém foi de grande eficiéncia na deteccdo de
substancias genotdxicas em organismos de ambiente aquatico, além de ser muito
empregada na area clinica em estudos de reparo do DNA no biomonitoramento

ambiental e no monitoramento humano (FERRARO, 2003).

1.4.1.2 ENSAIO DE DIFUSAO DO DNA

O ensaio de difusdo do DNA foi primeiramente desenvolvido por Sestili et al.
(1999), chamado Alkali-Halo Assay (AHA). Esta técnica permite a deteccdo de
quebras de cadeia simples do DNA em células isoladas, e apresenta sensibilidade
semelhante ao ensaio cometa. Ha algumas semelhancas entre a técnica do ensaio
de difusédo e do ensaio cometa, porém o ensaio de difusdo ndo apresenta a etapa de
eletroforese para separar os fragmentos de DNA danificados dos néo danificados,
somente é realizada incubacao das laminas pos-lise em tampé&o alcalino.

Com o ensaio de difusdo é possivel identificar os processos de apoptose e
necrose, que podem ser causados devido a fatores secundarios, ou seja, causados
por fatores ndo necessariamente genotoxicos, como, por exemplo, producdo de
espécies reativas de oxigénio ou atividade enzimatica (PARK et al., 1991; SPEIT et
al., 1995). As ceélulas apoptoéticas apresentam elevada fragmentacdo do DNA,

apresentando halo mais extenso comparado a células sem danos, e as células
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necréticas caracterizam-se por apresentar um espaco entre o halo e o nudcleo
remanescente (SESTILI, 2006).

1.4.1.3 TESTE DO MICRONUCLEO PISCEO E ALTERACOES MORFOLOGICAS
NUCLEARES

O teste do micronucleo (MN) foi desenvolvido por Boller e Schmid (1970) em
eritrocitos de medula 6ssea e sangue de hamster, atualmente € um ensaio in vivo
amplamente utilizado para a deteccdo de agentes clastogénicos e aneugénicos
(HAYASHI et al., 1994), sendo a aplicacdo do teste em medula 6ssea e sangue
periférico um dos mais estabelecidos ensaios citogenéticos in vivo no campo da
genética toxicologica (FENECH, 2000).

O teste do micronucleo foi adaptado para eritrécitos de peixes por Hooftman
e Raat (1982). Diversos tipos de anomalias nucleares ainda ndo apresentam sua
origem completamente compreendida e, Carrasco et al. (1990), descreveram e
fotografaram as alteracdes morfolégicas encontradas em nucleos de eritrocitos de
peixes e classificaram como: blebbed; lobbed; vacuolated e notched.

Segundo Heddle (1973), o teste do micronucleo serve como substituicdo as
técnicas citogenéticas, que necessitam boas preparacbes e requerem consideravel
experiéncia.

A formacdo de micronucleos (MN) ocorre devido a danos induzidos em
células parentais, que formam fragmentos cromossdmicos, ou perda de
cromossomos inteiros, que ndo sdo incorporados no nucleo principal das células
filhas apds a mitose. Esses fragmentos sdo revestidos por membrana nuclear,
ficando visivel como um pequeno nucleo separado do nucleo principal da célula
(RIBEIRO e ANDRADE, 2003).

A técnica de micronucleo com coloracao fluorescente de laranja de acridina
€ comumente aplicada em mamiferos, sendo modificada para peixes por Ueada et
al. (1992). Esta técnica possibilita clara identificacdo de micronucleos e distingao
entre eritrocitos imaturos e maduros. Eritrocitos imaturos apresentam tempo de vida
relativamente curto e diferem de eritrécitos maduros por apresentar citoplasma com
fluorescéncia (RIBEIRO e ANDRADE, 2003).
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1.4.2 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

Indicadores de alteracbes em sistemas bioquimicos sdo mais sensiveis que
outros niveis mais elevados de alteracfes bioldgicas, como células, organismos e
populacdes (STEGEMAN et al., 1992). AlteracGes relacionadas ao estresse em
funcBes bioquimicas e fisioldgicas usualmente precedem o inicio de efeitos mais
Sérios nos niveis populacionais e de comunidade (BUCHELI e FENT, 1995) e séo
tidas como biomarcadores precoces de contaminacdo ambiental (PAYNE et a.,
1987).

1.4.2.1 METALOTIONEINA

A metalotioneina (MT) € uma estrutura protéica, considerada um forte
quelante de metais, e quando um organismo € exposto a contaminantes que
contenham metais, pode ocorrer inducédo da sintese de MT (VALLEE, 1991; KIME,
1999; ANDREWS, 2000).

A funcédo fundamental da MT inclui a agdo como metalochaperona para
transportar, estocar e armazenar ions metélicos, controle da concentracdo de
elementos tragos livres como zinco (Zn) e cobre (Cu), agcdo como agente de
detoxificacdo para metais como cadmio (Cd) e mercurio (Hg), e também um papel
protetor por sequestro de metais e protecdo contra condicfes de estresse. Por isso,
a MT é uma importante proteina no metabolismo intracelular de Cu e Zn e na
protecdo contra danos oxidativos resultantes da exposicdo excessiva a metais
(MUTO et al., 1999).

1.4.2.2 SUPEROXIDO-DISMUTASE

O radical superéxido (0O27) é gerado devido a reducdo do O, durante as
reagbes enzimaticas intracelulares ou devido a radiacdo ionizante. A enzima
superéxido dismutase (SOD), que pertence ao grupo de metalenzimas, realiza a
conversao, ou dismutacao, do 02~ com producéo de peroxido de hidrogénio (H,05,),
que mais tarde é convertido em agua e oxigénio atraves da acdo das enzimas CAT
el/ou glutationa peroxidase (GPx) (HAYES et al., 1997).
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A importancia da atuacdo da SOD se deve a evitar que o O2" atue na
oxidac&o dos constituintes celulares, ou na formacgéao de outros radicais livres como
o radical hidroxil (OH™), e que pode causar danos em macromoléculas como lipidios
e proteinas, devido a sua alta reatividade (HAYES et al., 1997; GUTTERIDGE e
HALLIWELL, 2000).

1.4.2.3 CATALASE

A catalase € uma enzima tetramérica que € encontrada em todos os
organismos vivos e tem a capacidade de degradar rapidamente o perdxido de
hidrogénio (H2O,) em oxigénio e agua (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2000). Além
disso, ela € a Unica entre as enzimas degradantes de H,0O,, que ndo consome
equivalentes redutores celulares e possui um mecanismo muito eficiente para
remover o peroxido de hidrogénio formado nas células sob condi¢cdes de estresse
(MALLICK e RAI, 1999).

1.4.2.4 GLUTATIONA S-TRANSFERASE

A glutationa S-transferase € uma enzima essencial para a protecdo aos
danos de compostos potencialmente reativos, conjugando-os para posteriormente
serem eliminados do organismo (GEORGE, 1993; MARIONNET et al., 2006). Esta
associada a metabolizacdo de compostos xenobiédticos e toxinas (GEORGE, 1993;
GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2000). Além disso, participa de processos de
desintoxicacdo formando conjugados com a glutationa reduzida (GSH) e possui
papel no metabolismo de produtos secundarios, incluindo a estabilizacdo de
flavonoides, e também, atua como peroxidase na reducdo de hidroperoxidos a
monohidroxi-alcool durante o estresse oxidativo (DIXON e LAPTHORN, 2002).
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1.5 METAIS

Metais sdo componentes naturais do ambiente, e estdo presentes em
montantes variaveis na geosfera, atmosfera, hidrosfera e biosfera. Plantas, animais
e humanos dependem de alguns metais (ex: cobre, ferro e zinco) como
micronutrientes, enquanto outros metais (ex: cadmio, chumbo e mercurio) podem ser
téxicos mesmo em quantidades relativamente pequenas. Metais sdo originarios de
recursos geologicos naturais e sua liberagcdo no ambiente pode ser acelerado por
nossa sociedade moderna, incluindo mineragdo e processamento mineral, queima
de combustiveis fosseis, e vida urbana. Atividades humanas alteraram
drasticamente o balan¢o natural e o ciclo de metais em muitos locais, resultando na
contaminacdo ambiental e sério impacto no ecossistema, assim como na saude
humana (B. |. O., 2003; ESTEVES, 1988; KRUUS et al., 1991).

As industrias de fabricacdo de aco, fundi¢des, construcdo e langamento de
barcos, ferros-velhos, extracdo de minerais, minas, zonas de aterros, curtumes,
fabricas de pneus e instalacdes militares sédo exemplos de setores responsaveis pela
contaminagao ambiental por metais (DD 175/1988).

Metais constituem uma importante classe de poluentes, e derivam tanto de
fontes pontuais, como efluentes industriais e rejeitos de mineracdo, como de
recursos difusos, como enxurradas (ZIELHUIS, 1984). A toxicidade de um dado
metal depende da espécie e propriedades quimicas, assim como fatores ambientais
como adsorcdo em superficies sélidas, complexacéo e precipitacdo (ANWAR, 1997;
BERNARD e LAUWERYS, 1989; CIESIELSKI et al., 1994; LAHDETIE, 1995;
NORPPA et al., 1995). Esta toxicidade interfere em importantes processos,
incluindo degradacdo aerdbia e anaerébia de matéria organica (AVERY et al., 1996;
ROSIN, 1992; WOLFE et al., 1970).

A especiacao de metais tOXicos nos ecossistemas aquaticos compreende a
distribuicdo de varias formas fisico-quimicas nos compartimentos (coluna d’agua e
seus particulados suspensos, sedimentos e agua intersticial). Os metais podem
estar presentes nas seguintes formas: livre e dissolvida (metalicos, mono e
polivalentes-hidratados); complexada pela matéria organica dissolvida (geopolimero,
acidos humucos e fulvicos); complexos soluveis, na fracdo de lipidios presentes na

agua; adsorvidos nas particulas coloidais e nos particulados organicos e inorganicos
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suspensos na agua; e insolubilizada, usualmente como sulfetos e carbonatos
(ZAGATTO e MOZETO, 2006).

A toxicidade dos metais esta relacionada com pelo menos trés tipos de
influéncia: bloqueio de grupos funcionais essenciais na atuacdo de uma biomolécula,
deslocamento de outros metais presentes no sistema, modificacdes na conformacéo
de sitios ativos e na estrutura quaternaria de proteinas (GUTHRIE e PERRY, 1980;
HAMOND e BELILES, 1980).

Em pelo menos alguma forma ou em algumas condi¢cBes ambientais, muitos
metais sdo capazes de induzir tumores ou interagirem com material genético
(COSTA, et al., 1984; KAZANTZIS e LILLY, 1986; NORSETH, 1988; WOO et al.,
1988). A distribuicdo do metal entre suas diferentes formas quimicas e fisicas, as
quais podem apresentar diferentes potenciais carcinogénicos, ddo uma nova
dimenséo a esta incerteza. Experimentos com animais podem determinar se o metal
em uma certa forma, dose e via de administracdo podem induzir cancer (MAGOS,
1991).

Existe uma toxicidade relativa dos metais mais comuns no meio ambiente,
em ordem decrescente de periculosidade: mercuario, prata, cobre, zinco, niquel,
Chumbo, cadmio, arsénio, cromo, estanho, ferro, manganés, aluminio, berilio e litio
(XIMENES, 2006).

1.5.1 CHUMBO

O chumbo é encontrado naturalmente na natureza, porém, é um elemento
nao-essencial. E devido suas propriedade quimicas e fisicas, € amplamente utilizada
pelo homem desde os tempos antigos (HERNBERG, 2000). Apesar do controle do
uso do chumbo, este ainda permanece presente em muitas atividades industriais,
como na reparagdo de automoveis, fabricantes e reciclagem de baterias, tintas a
base de chumbo, refino e oficina de fundicdo, assim como, manutencdo de
estruturas como pontes, em soldas de latas de alimentos e bebidas, ceramica,
tubulacbes de agua potavel e fumo do tabaco (PATRICK, 2006; SPIVEY, 2007).

Sabe-se dos efeitos adversos que o chumbo causa a saude, sendo
considerado neutotoxico, nefrotoxido e com efeitos deletérios no sistema

cardiovascular e hematolégico (ATSDR, 2007). Além de, efeitos positivos em testes
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de inibicAo enzimatica, fidelidade da sintese de DNA, mutacdes, aberracdes
cromossOmicas, cancer e teratogenia (JOHNSON, 1998).

A acao genotdxica do chumbo parece ser indireta, através da inibicdo do
sistema de reparo do DNA e a producéo de radicais livres, porém os dados ainda
sdo conflitantes, apesar de saber que ha evidéncias do risco genético associado a
exposicdo do chumbo (GARCIA-LESTON et al., 2010).

1.6 NANOPARTICULAS

As nanoparticulas apresentam dimensdo entre 1 e 100 nm, e estdo
agrupadas de acordo com sua composicdo quimica, como namomaterias de
carbono (fulerenos e nanotubos), 6xidos metalicos (por exemplo, TiO, e ZnO),
nanomateriais metalicos (por exemplo, Au e Ag), semicondutores (quantum dots) e
nanomateriais organicos poliméricos (White Book on Nanotechnologies, 2008). Por
suas singularidades em propriedades fisico-quimicas, como grande capacidade de
penetracdo, grande area de superficie e atividade quimica, tornam-se
potencialmente atrativas em tecnologias industriais e medicinais, porém, possuem
elevado prejuizo para o ambiente e para os seres vivos (OBERDORSTER et al.,
2005a;. BORM et al., 2006;. KREYLING et al., 2006; LAM et al., 2006; MAYNARD,
2007).

A internalizacdo celular de nanoparticulas ocorre principalmente por
endocitose mediada por proteinas presentes na membrana celular, como clatrina e
caveolina, sendo que particulas com 50 nm de tamanho sdo mais rapidamente
internalizadas comparando com particulas menores (abaixo de 14 nm) e maiores
(até 500 nm) (REJMAN et al., 2004; CHITHRANI et al., 2006).

1.6.1 NANOPARTICULAS DE DIOXIDO DE TITANIO

As nanoparticulas de Dioxido de Titanio (NPTIO,) estdo presentes em tintas,
protetores solares, cosméticos, capacitores, materiais de construcdo, catalisador,
depurador de ar, anti-bactericidas, virais, fungos e algas, revestimento de pisos e
banheiras e equipamentos esportivos, segundo The Project on Emerging

Nanotechnologies (2013).
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Em estudos realizados com Daphnias, mantidas em suspensfes de
nanoparticulas por 48 horas, detectou-se acumulacdo no intestino (ZHU, et al.,
2009), além de rapida acumulacdo de NPTIO,, com permanéncia de parte
consideravel de nanoparticulas por 72 horas posteriores. Em exposicao cronica, as
NPTIO, inibiram o crescimento e a reprodugdo das daphnias em baixas
concentracdes (ZHU, et al., 2010). Porém, em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
ndo foi detecatada acumulacdo em Orgdos internos (FEDERICI et al.,, 2007,
JOHNSTON et al., 2010). Em carpa (Cyprinos carpio), houve acumulo de titdnio no
musculo e no figado quando mantidos em agua contendo NPTiO, (SUN et al., 2007).

Tratamento agudo realizado com truta arco-iris, em concontracdo de até
1mg/L, ndo causaram toxidade, mas foram detectados efeitos subletais, como
patologias de 6rgdos internos e altera¢des bioquimicas e respiratérias (FEDERICI et
al., 2007). Em ensaio tréfico, adicionando NPTIO, nas concentracdes de 10 e 100
mg/kg no alimento de truta arco-iris juvenis por dois meses ndo influenciou seu

crescimento nem as caracteristicas hematologicas (RAMSDEN et al., 2009).

1.7 ASSOCIACAO ENTRE NANOPARTICULAS E METAIS

A absorcéo de metais € mediada por transportadores de ions na membrana
biolégica (BURY et al., 2003; HANDY e EDDY, 2004; BURY e HANDY, 2010),
enquanto que o mecanismo utilizado para a captacdo de nanoparticulas
provavelmente é a endocitose, por serem particulas de maior tamanho (CAMPBELL
e STOKES, 1985; CAMPBELL, 1995 ; ESCHER e SIGG, 2004).

Héa evidéncias que nanoparticulas podem carrear metais, ou seja, quando
ocorre associacdo entre nanoparticulas e metais, estes tem a capacidade de
adsorcao a superficie de algumas nanoparticulas (HANDY et al., 2008).

Estudos com Cyprinus carpio demonstram que a acumulacdo de cadmio em
visceras aumentou 146% (ZHANG et al., 2007) e de arsénio aumentou 44% (SUN et

al., 2009) na presenca de NPTIO, apo6s 25 dias de exposi¢éo via hidrica.
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2 OBJETIVO GERAL

Através da utilizacdo do bioindicador Rhamdia quelen e da contaminacao via
injecdo intraperitoneal, avaliar os efeitos toxicos das nanoparticulas de di6xido de
titdnio (NPTIOy), do chumbo inorganico (Pbll) e da associagédo da nanoparticula com

0 metal.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar através de bioensaio agudo de 96h com Unica injecdo intraperitoneal
de 5ng/g, 50ng/g e 500ng/g de NPTIO,, de 21ug/g de Pbll e da associacdo entre
NPTIO; e PDblI:

e A citotoxicidade e a genotoxicidade em eritrocitos através do teste de
alteracdes morfolégicas nucleares, do ensaio de difusdo do DNA e do ensaio
cometa.

¢ A quantidade de chumbo no tecidos hepatico de Rhamdia quelen com e sem
associacdo as NPTiO2.

e A quantidade de metalotioneina (MT) em tecido hepatico.

e A atividade enzimatica da superéxido-dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa S-transferase em tecido hepatico, para verificar danos oxidativos.

e A citotoxicidade e a genotoxicidade em tecido hepatico através do ensaio de
difuséo do DNA e do ensaio cometa.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PREPARACAO DAS SOLUCOES DE NPTIO, E Pbll

As NPTIO, anatase (Sigma-Aldrich®) foram diluidas em agua destilada, nas
concentracbes 0,5mg/L; 5mg/L e 50mg/L. Posteriormente, estas solucbes foram
homogeneizadas em banho-maria com ultra som (sonicadas) na frequéncia de 40
Hz por um periodo de 6 horas. E, antes de aplicar a injecao intraperitoneal nos
peixes, as solu¢des foram novamente sonicadas, por 30 minutos, na frequéncia de
80 Hz, para garantir a desagregacédo das nanoparticulas.

O Pbll (Vetec®) foi diluido em agua destilada, na concentracéo de 2,1g/L.

3.2 CARACTERIZACAO DE NPTIO;

A NPTIO, apresenta-se na forma de pd, com coloracdo branca. Apresentou
tamanho médio de dispersdo de 45nm e particulas agregadas com 107nm de
tamanho (FIGURA 1A). A morfologia dos agregados de nanoparticulas foi obtida
através de microscopia eletrdnica de transmissdo (FIGURA 1B). A NPTIO;
apresenta-se na forma de anatase, com uma concentracdo de 28,42% de Ti e
71,58% de O..

A B

contagens

FIGURA 1.: Caracterizacdo da Nanoparticula de Dioxido de Titanio. (A) Grafico com informacgdes
sobre o tamanho médio de NPTiO, em pé. (B) Eletromicrografias de NPTIiO,: “1a” e “2a” em escala de
100nm e em “1b” e “2b” em escala de 50nm,;
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3.3 ACLIMATACAO DE Rhamdia quelen

Foram obtidos 140 exemplares de Rhamdia quelen em piscicultura sem
historico de contaminacdo. Estes permaneceram em tanques de 250 litros durante
60 dias. Nos 5 dias iniciais os peixes ficaram a temperatura de 32°C,
aproximadamente, e foi adicionado a agua cloreto de sodio (5g/L) (SOUZA-BASTOS
e FREIRE, 2009), para evitar a infestacdo por parasitas oportunistas.
Posteriormente, a temperatura foi mantida em 27°C, e sem a adicdo de cloreto de
sbédio, até que os animais ndo demonstrassem estresse, sendo possivel nesta
espécie observar através da coloracdo, que em situacdes favoraveis apresentam
manchas escuras ao longo do corpo (FIGURA 2). Nas duas ultimas semanas antes
da contaminacdo, a temperatura da agua foi diminuida gradualmente, até que os
animais conseguissem permanecer em temperatura ambiente, sem demonstrar

estresse.

FIGURA 2.: Exemplar de Rhamdia quelen. Fonte: A autora.
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3.4 CONTAMINACAO DOS PEIXES

Depois da aplicacdo, os peixes (em numero de 3 ou 4) foram colocados em
caixas de 20L (FIGURA 3B) com aeracao constante e fotoperiodo de 12 horas claro
e 12 horas escuro. Os exemplares receberam uma injecéo intraperitoneal e foram
sacrificados apd6s 96 horas (FIGURA 3A). Antes da injecdo cada peixe foi
anestesiado e pesado, para calcular a quantidade de contaminante a ser aplicado e
minimizar o estresse da manipulagéo.

Um total de 135 peixes foi separado em 10 grupos: [1] controle negativo com
uma injecao de agua destilada (Controle 1); [2] controle negativo com duas injecdes
de agua destilada (Controle 2); [3] controle positivo com Metil Metano Sulfonato na
concentracdo de 0,5 pg/g (MMS); [4] uma injecéo intraperitoneal de 5ng/g de NPTIO,
(5NP); [5] uma injecéo intraperitoneal de 50ng/g de NPTIO, (50NP); [6] uma injecdo
intraperitoneal de 500ng/g de NPTIO, (500NP); [7] uma injec&o intraperitoneal de
21ug/g de Pbll (Pb), [8] uma injecdo intraperitoneal de 5ng/g de NPTIO, e
imediatamente depois uma outra injecao intraperitoneal de 21ug/g de Pbll (Pb+5NP);
[9] uma injecéo intraperitoneal de 50ng/g de NPTIO, e imediatamente depois uma
outra injecao intraperitoneal de 21ug/g de Pbll (Pb+50NP); [10] uma injecéo
intraperitoneal de 500ng/g de NPTIO, e imediatamente depois uma outra injecao
intraperitoneal de 21ug/g de Pbll (Pb+500NP).

O controle negativo com duas injecdes intraperitoneais de agua destilada foi
realizado para comparagcdo com 0S Qgrupos que receberam a associacdo dos
contaminantes: 5ng/g de NPTIO, + 21ug/g de Pbll; 50ng/g de NPTIiO, + 21ug/g de
Pbll; e 500ng/g de NPTIO, + 21ug/g de Pbll, que receberam duas inje¢des.

FIGURA 3.: Contaminacéo dos peixes. (A) Injecdo intraperitoneal em Rhamdia quelen. (B) Caixas de
confinamentos dos peixes contaminados. Fonte: A autora.
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3.5 COLETA DAS AMOSTRAS

Ao final das 96 horas, cada exemplar de jundia foi anestesiado com
benzocaina a 20% (GONTIJO et al.,, 2003), e em seguida pesados, medidos e
sexados.

Foi retrada uma amostra de sangue da veia caudal com seringa
heparinizada, para a realizacdo do teste de micronucleo pisceo e alteracbes
morfolégicas nucleares, do ensaio cometa e ensaio de difusdo (FIGURA 4). As
amostras de sangue foram mantidas em soro bovino fetal, refrigeradas a 4°C em
auséncia de luz.

Em seguida, foi feita uma incisdo a partir do poro urogenital até
aproximadamente a nadadeira peitoral para a retirada do figado, que foi separado
em por¢cBes para a realizacdo da quantificacdo de chumbo, andlises bioquimicas,
ensaio cometa e ensaio de difusdo. Para a analise quimica de quantificacdo de
chumbo as amostras foram refrigeradas a -20°C, para a andlise bioquimica a -80°C,
e para o0 ensaio cometa e o0 ensaio de difusdo as amostras foram colocadas em soro

bovino fetal e refrigeradas a 4°C com auséncia de luz.

FIGURA 4.: Coleta das amostras. (A) Coleta de sangue da veia caudal. (B) Coleta do figado. Fonte: A
autora.

3.6 QUANTIFICAGCAO DE CHUMBO EM TECIDO HEPATICO

A analise quimica para a quantificacdo de chumbo em tecido hepatico foi
realizada no Centro de Pesquisa e Processamento de Alimentos da Universidade
Federal do Parana (CEPPA-UFPR), através de Espectrometria de Emissdo Optica

por Plasma de Argbnio Indutivamente Acoplado (ICP-OES). Devido a quantidade de
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tecido necessaria para as quantificacées (5 gramas), foram feitos pools dos peixes
pertencentes aos tratamentos controle negativo, 21ug/g de Pbll, 5ng/g de NPTIO, +
21ug/g de Pbll, 50ng/g de NPTIO, + 21ug/g de Pbll e de 500ng/g de NPTIO, +
21ug/g de Pbll.

3.7 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

A analise bioquimica em tecido hepatico (quantificacdo de MT, atividade das
enzimas SOD, CAT e GST) foram realizadas no Laboratério de Toxicologia
Ambiental, no Departamento de Farmacologia da Universidade Federal do Parana.

3.7.1 QUANTIFICACAO DE METALOTIONEINA

Para a quantificacdo da MT foi utilizado o método segundo Viarengo et al.
(1997), adaptado para tecidos de peixes. Este método consiste no monitoramento
fotométrico da reacdo de ELLMAN et al. (1961), ocorrida entre as sulfidrilas das MTs
e o DTNB. As MTs sao purificadas numa extracdo fracionada a partir do
sobrenadante do homogenato tecidual, que apds tratado com etanol e cloroférmio
sofre adicdo de HCI para precipitacdo das proteinas. O precipitado é entao
centrifugado e lavado para remocao de moléculas de baixa massa que contenham
sulfidrilas (—SH).

O método ¢€ indireto, pois obtém a concentracdo de grupamentos sulfidrila
nos tecidos, ao invés de aferir a quantidade absoluta de MTs presente nas amostras.

3.7.2 ATIVIDADE DA SUPEROXIDO-DISMUTASE

Para a analise da atividade da SOD foi utilizado o método segundo Crouch
et al. (1981). O principio da técnica € a inibicdo da reducédo do nitrobluetetrazolio
(NBT) para azul pela SOD, através do O2" gerado pela hidroxilamina em solugéo
alcalina, sendo esta reducdo medida espectrofotometricamente, a 560 nm, em
espectrofotometro SYNERGY HT.

Na microplaca foram pipetados 20ul de cada amostra (com 25% de etanol),
seguidos de 70ul da solugdo de NBT e 110ul de tamp&o carbonato de sodio (182
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mM, pH 10,2) com hidroxilamina 67mM. A atividade foi expressa em

pmol.min'.mgproteina™.
3.7.3 ATIVIDADE DA CATALASE

A atividade da catalase foi avaliada segundo o método proposto por Aebi
(1984). A técnica mede o consumo do peroxido de hidrogénio exdgeno pela
catalase, gerando oxigénio e agua, podendo ser mensurado por espectrofotometria.

As amostras de figado foram descongeladas e diluidas na proporgéo de 1:5
(ou 5% V/V) em tampao fosfato 0,1M; pH 7,2. Em cubetas de quartzo foram
pipetados 990 ul de solugao reagao (Tampéao Tris 1M/ EDTA 5 mM pH 8,0, peréxido
de hidrogénio 20 mM e agua MilliQ), seguido de 10ul de amostra. Foi monitorada a
absorbancia de trés réplicas para cada amostra, em espectrofotbmetro
ULTROSPECT 4300 PRO, com comprimento de onda a 240nm, por 1 minuto e 30

segundos. A atividade foi expressa em pmol.min™*.mgproteina™.
3.7.4 ATIVIDADE DA GLUTATIONA S-TRANSFERASE

As amostras de figado foram descongeladas e diluidas na proporcao 1:10
(V/IV) em tampéao fosfato 0,1M; pH 6,5. Em microplaca foram pipetados 20ul de
amostra, em 4 réplicas , seguido de 180 pl da solugéo reagcdo, composta por CDNB
(1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) 3,0 mM e GSH (glutationa reduzida) 3,0 mM.

O método foi proposto por Keen et al. (1976), e seu principio € a conjugacao
do CDNB com a GSH pela acdo da GST, formando um tioéter que pode ser
monitorado pelo aumento da absorbancia. A leitura foi feita em espectrofotometro

SYNERGY HT, a 340 nm e a atividade foi expressa em pmol.min™.mgproteina™.
3.8 BIOMARCADORES GENETICOS
3.8.1 ENSAIO COMETA

A técnica utilizada para o Ensaio Cometa foi descrita por Speit e Hartmann
(1995) com modificagbes segundo Ferraro et al. (2004) e Cestari et al., 2004 para
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células eritrocitarias e segundo Ramsdorf et al. (2009a) para as células do tecido
renal. Para o ensaio cometa com eritrocitos, 10l de sangue foi misturado a 1ml de
soro bovino fetal, enquanto que para realizar o ensaio cometa com células do figado,
aproximadamente 3mm? do 6rgéo foi acondicionado em um eppendorf com 1ml de
soro bovino fetal. Em seguida tecido hepatico foi homogeneizado a 1500 rpm
(Tecnal — TE-103). Segundo Ramsdorf et al. (2009b), o soro bovino fetal € a solucéo
mais adequada para manter a viabilidade celular por até 48 horas e este tipo de
homogeneizacédo de tecidos também foi realizado por Ghisi et al. (2011), Benincé et
al. (2012) e Ramsdorf et al. (2012). A confeccdo das laminas para os dois tecidos
seguiu os mesmos procedimentos de Ramsdorf et al. (2009a). Onde, foram
misturados 40ul de suspensdo celular com 120ul de agarose de baixo ponto de
fusdo (LMP). O processo segue conforme autores acima citados. As laminas foram
coradas com 20% de brometo de etidio e os 100 nucledides de cada lamina foram
classificados visualmente, segundo Collins (1997), em um microscopio de
epifluorescéncia Leica, com danos variando de 0 (sem dano aparente) a 4 (dano
maximo) (FIGURA 5).

FIGURA 5.: Nucle6ides com danos de 0 a 4 detectados através do ensaio cometa. Fonte: A autora.

3.8.2 ENSAIO DE DIFUSAO DO DNA

O ensaio de difusdo do DNA foi realizado de acordo com Sestili et al. (2006),
sendo esta uma técnica modificada do ensaio cometa. As laminas foram
confeccionadas da mesma forma do ensaio cometa, porém nao foi realizado o

processo de eletroforese, e apenas permaneceram em tampao alcalino por 10
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minutos. As laminas foram coradas com brometo de etideo, e foram contabilizados
100 nucledides por exemplar em microscopio de epifluorescéncia Leica.

Para o ensaio de difusdo de DNA em sangue e tecido hepatico os
nucleodides foram categorizados como “normal”’, quando n&o havia extensdo de
fragmentos de DNA; “apoptose”, quando havia extensao circular de fragmentos de
DNA; e “necrose” quando havia um espago vazio entre o centro do nucledide e a
extensado de fragmentos de DNA (FIGURA 6).

FIGURA 6.: Nucledides detectados através do ensaio de difusdo do DNA. (1) célula normal; (2) célula
apoptotica; e (3) célula necrética. Fonte: A autora.

3.8.3 TESTE DO MICRONUCLEO PISCEO E ALTERALCOES MORFOLOGICAS
NUCLEARES

O teste do micronucleo pisceo (MN) e de altera¢cdes morfoldgicas nucleares
(AMN) com coloracao fluorescente de laranja de acridina (LA) foram realizados de
acordo com a técnica descrita por Ueada et al. (1992), no entanto, foi utilizada a
mesma diluicdo de sangue e soro bovino fetal preparada para o ensaio cometa. Para
cada peixe, foram analisadas 1000 células, sob microscopia de epifluorescéncia com
magnificacdo de 1000X, sendo avaliada a presenca de MN e AMN em eritrocitos e
maduros (normocromaticos), pois ndo foram encontrados eritrocitos imaturos
(policrométicos). As AMN foram classificadas de acordo com Carrasco et al. (1990).

As técnicas de ensaio cometa, ensaio difusdo do DNA e teste do
microndcleo pisceo e alteracdbes morfolégicas nucleares estdo descritas

detalhadamente nos anexos.
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

Na analise estatistica os tratamentos foram separados em seis grupos: (A)
Controle 1, Pb e MMS; (B) Controle 1, 5NP, 50NP, 500NP e MMS; (C) Controle 2,
Pb+5NP, Pb+50NP, Pb+500NP e MMS; (D) Pb, Pb+5NP, 5NP e MMS; (E) Pb,
Pb+50NP, 50NP e MMS; (F) Pb, Pb+500NP, 500NP e MMS.

Em todos os grupos foi analisada a normalidade dos dados através do teste
de Kolmogorov-Smirnov, para determinar a utilizacdo de teste paramétrico ou nao-
paramétrico.

Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para determinar se
havia diferenca entre os tratamentos dentro de cada grupo, seguida do teste de
Student-Newman-Keuls para comparacao entre os tratamentos nas andlises do teste
de micronucleo pisceo e alteragdes morfologicas nucleares em eritrécitos, do ensaio
cometa e do ensaio de difusdo de figado e sangue.

O teste paramétrico ANOVA de uma via foi utilizado para determinar se
havia diferenca entre os tratamentos dentro de cada grupo, seguida do teste t (LSD)
para comparagdo entre os tratamentos na analise quimica do figado e da analise
bioguimica. Nestes grupos nao foram utilizados os dados do tratamento com MMS.
Este teste também foi utilizado para a frequéncia de AMN em eritrocitos maduros,
guando os dados se mostraram com distribuicdo normal. Os resultados da analise
quimica de quantificacdo de chumbo s&o pseudo-réplica, utilizando este teste
estatistico como parametro de comparacao com os resultados das outras analises.

Consideraram-se valores de p < 0,05 como significantes.
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4 RESULTADOS

Foram utilizados no experimento 135 exemplares de Rhamdia quelen (66
fémeas e 69 machos), que tiveram peso médio de 31,33 + 10,37 (média £ desvio

padrdo) e tamanho médio de 16,29 £+ 1,74 (média + desvio padrao).

4.1 DANOS EM ERITROCITOS DE Rhamdia quelen

4.1.1 TESTE DO MICRONUCLEO PISCEO E ALTERACOES MORFOLOGICAS
NUCLEARES

No teste de micronucleo pisceo (MN) e alteragcdes morfolégicas nucleares
(AMN), utilizando coloragdo com laranja de acridina, dentre os 1000 eritrGcitos
analisados de cada exemplar, ndo foram encontrados eritrocitos imaturos. Em
eritrocitos maduros somente foram encontradas AMN (Figura 7), e estas do tipo
vacuolated (Figura 7B), notched (Figura 7C) e blebbed (Figura 7D).

Figura 7.: Alteragcdes morfologicas nucleares em eritrocitos de Rhamdia quelen. (A) eritrécito sem
alteracao; (B) eritrécito com AMN do tipo vacuolated; (C) eritrécito com AMN do tipo notched; (D)
eritrécito com AMN do tipo blebbed. Fonte: A autora.

Em relagéo aos tipos de AMN encontradas, somente vacuolated apresentou
diferenca entre a maioria dos tratamentos, sendo que notched e blebbed néo

apresentaram frequéncias significativamente diferentes (p > 0,05).



36

4.1.1.1 FREQUENCIA DE VACUOLATED

N&o houve diferenca na frequéncia de AMN do tipo vacuolated entre controle
negativo e grupo tratado com Pbll (p > 0,05), e somente este apresentou diferenca
em relacdo ao tratamento MMS (p = 0,0144) (Tabela 1A).

A dose de 5ng/g de NPTIO, apresentou frequéncia maior de AMN do tipo
vacuolated, diferindo do controle negativo (p = 0,0058), e houve diferenca desta
dose em relacdo as doses de 50ng/g e 500ng/g de NPTiO, (p = 0,028 e p = 0,0175;
respectivamente), sendo que estas doses apresentaram frequéncias menores de
vacuolated, ndo apresentando diferenca em relagdo ao controle negativo e positivo
(p > 0,05) (Tabela 1B).

A frequéncia de vacuolated foi menor nos tratamentos associados de Pbll
com 50ng/g e 500ng/g, em relacdo ao controle negativo (p = 0,0093 e p = 0,0021;
respectivamente). JA o tratamento associado de Pbll e 5ng/g de NPTIO, nao
apresentou diferenca em relacdo ao controle negativo, tratamentos associados com
Pbll+50ng/g e 500ng/g de NPTIO,, e controle positivo (p > 0,05) (Tabela 1C).

A dose de 5ng/g de NPTIO, teve frequéncia maior de vacuolated que o
tratamento Pbll (p = 0,0019), porém nao diferiu do tratamento de associagcao entre
Pbll e NPTIO, na mesma dose (p > 0,05). E o Pbll também néo apresentou
diferenca em relacéo ao grupo de associacéo (p > 0,05) (Tabela 1D).

A comparacao entre 50 ng/g de NPTiO,, Pbll e a associacdo entre estes ndo
apresentou diferencga entre os tratamentos (p > 0,05) (Tabela 1E).

E na comparagcdo entre 500ng/g de NPTIO,, Pbll, e a associagdo entre
estes, apenas o Pbll e o tratamento associado apresentou diferenca em relagéo ao
controle positivo (p = 0,0208 e p = 0,0061; respectivamente), sendo que a frequéncia
de vacuolated na dose de 500ng/g de NPTIO, ndo diferiu estatisticamente dos
tratamentos Pbll, PbllI+500ng/g de NPTiO, e MMS (p > 0,05) (Tabela 1F).
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4.1.1.2 FREQUENCIA TOTAL DE AMN

Considerando a frequéncia total de AMN, ndo houve diferenca entre os
tratamentos Pbll e controle negativo (p > 0,05), havendo diferenca somente do
controle positivo (com frequéncia maior) em relacdo ao controle negativo e ao
tratamento Pbll (p = 0,0093 e p = 0,0085; respectivamente) (Tabela 1A).

A dose de 5ng/g de NPTIO, apresentou frequéncia maior de AMN totais,
guando comparada ao controle negativo (p = 0,0046) e aos tratamentos 50ng/g e
500ng/g de NPTIO, (p = 0,0169 e p = 0,0121; respectivamente), e ndo diferiu do
tratamento com MMS. As duas doses maiores de NPTIO, (50ng/g e 500ng/g)
apresentaram menor frequéncia de AMN, nao diferindo do controle negativo (p >
0,05) (Tabela 1B).

Os tratamentos de associacao entre Pbll e 50ng/g e 500ng/g de NPTIO,
apresentaram menor frequéncia de AMN totais em relacdo ao controle negativo (p =
0,0333 e p = 0,0106; respectivamente). A associacao entre Pbll e 5ng/g de NPTIO,
nao diferiu do controle (p > 0,05). E ndo houve diferenga comparando oS grupos
tratados entre si (p > 0,05) (Tabela 1C).

Comparando a dose de 5ng/g de NPTIO, com a associa¢do desta dose com
Pbll e com somente Pbll, foi observada frequéncia maior de AMN totais na dose de
NPTIO; isolada em relacdo ao Pbll (p = 0,0064). Nao houve diferenca entre o grupo
associado de Pbll e NPTIO, tanto com o tratamento de 5ng/g de NPTIO, e o
tratamento com Pbll (p > 0,05) (Tabela 1D).

Entre os tratamentos com 50ng/g de NPTIiO,, Pbll e associacéo entre estes,
somente houve diferenca destes com o controle positivo, que apresentou frequéncia
maior de AMN (p = 0,0383; p = 0,0144 e p = 0,0122; respectivamente) (Tabela 1E).
O mesmo ocorreu nha comparacgao entre 500ng/g de NPTIO,, Pbll e associacdo entre
estes (p = 0,0212; p = 0,0099 e p = 0,0009; respectivamente) (Tabela 1F).
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TABELA 1.: Frequéncia média de alteragBes morfolégicas nucleares em eritrocitos maduros de
Rhamdia quelen, separadas entre vacuolated, notched, blebbed e AMN totais. Comparacao entre os
tratamentos (Controle 1, Controle 2, Pb, 5NP, 50NP, 500NP, Pb+5NP, Pb+50NP, Pb+500NP e MMS)
dentro de cada grupo (A, B, C, D, E e F). Valores expressos em média e erro padrdo. Letras
mindsculas diferentes indicam diferenga estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos.

Frequéncia de AMN em eritrocitos maduros (Média = Erro Padréo)

Tratamentos Vacuolated Notched Blebbed Total AMN
Controle 1 0,0018 £0,0004 ~  0,0013 + 0,0004 0,0006 + 0,0003 0,0034 £ 0,0006
A |Pb 0,0016 £ 0,0007 ~  0,0014 + 0,0004 0,0006 + 0,0003 0,0038 £ 0,0011
MMS 0,0040 * 0,0009 ’ 0,0025 + 0,0007 0,0010 + 0,0003 0,0090 * 0,0016 °
Controle 1 0,0018 £ 0,0004 ~  0,0013 + 0,0004 0,0006 + 0,0003 0,0034 £ 0,0006
5NP 0,0053 + 0,0008 ’ 0,0025 + 0,0007 0,0008 + 0,0003 0,0087 + 0,0013 ’
B | 50NP 0,0031 + 0,0010 : 0,0010 + 0,0004 0,0005 + 0,0002 0,0045 + 0,0012 :
500NP 0,0023 = 0,0006 : 0,0010 + 0,0002 0,0005 + 0,0002 0,0038 = 0,0006 :
MMS 0,0040 + 0,0009 ” 0,0025 + 0,0007 0,0010 + 0,0003 0,0090 * 0,0016 °
Controle 2 0,0051 + 0,0011 : 0,0022 + 0,0007 0,0003 + 0,0002 0,0077 + 0,0014 :
Pb + 5NP 0,0032 = 0,0009 ” 0,0017 = 0,0004 0,0006 = 0,0004 0,0055 = 0,0012 ®
C |Pb + 50NP 0,0014 + 0,0005 ’ 0,0016 + 0,0007 0,0005 + 0,0004 0,0037 = 0,0015 °
Pb + 500NP  0,0010 + 0,0004 ’ 0,0010 + 0,0005 0,0005 + 0,0002 0,0025 * 0,0007 °
MMS 0,0040 + 0,0009 * 0,0025 + 0,0007 0,0010 + 0,0003 0,0090 * 0,0016 :
Pb 0,0016 + 0,0007 : 0,0014 + 0,0004 0,0006 + 0,0003 0,0038 =+ 0,0011 :
Pb + 5NP 0,0032 = 0,0009 ® 0,0017 + 0,0004 0,0006 + 0,0004 0,0055 = 0,0012 ®
P 5NP 0,0053 = 0,0008 ’ 0,0025 + 0,0007 0,0008 + 0,0003 0,0087 = 0,0013 °
MMS 0,0040 = 0,0009 ’ 0,0025 + 0,0007 0,0010 + 0,0003 0,0090 + 0,0016 °
Pb 0,0016 + 0,0007 0,0014 + 0,0004 0,0006 + 0,0003 0,0038 =+ 0,0011 :
Pb + 50NP 0,0014 += 0,0005 0,0016 + 0,0007 0,0005 + 0,0004 0,0037 = 0,0015 :
: 50NP 0,0031 = 0,0010 0,0010 = 0,0004 0,0005 + 0,0002 0,0045 = 0,0012 :
MMS 0,0040 + 0,0009 0,0025 + 0,0007 0,0010 + 0,0003 0,0090 + 0,0016 °
Pb 0,0016 + 0,0007 ! 0,0014 + 0,0004 0,0006 + 0,0003 0,0038 =+ 0,0011 :
E Pb + 500NP  0,0010 + 0,0004 :b 0,0010 + 0,0005 0,0005 + 0,0002 0,0025 * 0,0007 :
500NP 0,0023 = 0,0006 0,0010 + 0,0002 0,0005 + 0,0002 0,0038 = 0,0006
MMS 0,0040 + 0,0009 ’ 0,0025 + 0,0007 0,0010 + 0,0003 0,0090 + 0,0016 ’

Tratamentos: Controle 1 = uma injecao intraperitoneal com agua destilada; Controle 2 = duas injecdes
intraperitoneais com agua destilada; Pb = 21ug/g de Pbll; 5NP = 5ng/g de NPTiO,; 50NP = 50ng/g de
NPTIO,; 500NP = 500ng/g de NPTiO,; Pb+5NP = 21ug/g de Pbll + 5ng/g de NPTiO,; Pb+50NP =
21ug/g de Pbll + 50ng/g de NPTIiO,; Pb+500NP = 21ug/g de Pbll + 500ng/g de NPTiO, e MMS como

controle positivo.
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4.1.2 ENSAIO COMETA

Através do ensaio cometa em tecido sanguineo, foi possivel observar danos
ao material genético no tratamento com Pbll em relacdo ao controle negativo (p =
0,0293), e ndo demonstrou diferenga quando comparado com o tratamento de MMS
(p > 0,05) (Figura 8A).

A dose de 5ng/g de NPTiO, demonstrou causar danos quando comparada
com o controle negativo (p = 0,0093), e também apresentou diferenca em relacéo as
doses de 50ng/g e 500ng/g de NPTiO, (p = 0,0004 e p = 0058; respectivamente). Os
danos na dose de 5 ng/g de NPTIO, foram elevados, ndo havendo diferenca em
relacdo ao controle positivo com MMS (p > 0,05). Os tratamentos com 50ng/g e
500ng/g de NPTIO, apresentaram menores danos ao DNA de tecido sanguineo,
mostrando diferenca em relacdo ao tratamento com MMS ( p = 0,0018 e p = 0,0124;
respectivamente) (Figura 8B).

Quando as doses de 5ng/g, 50ng/g e 500ng/g de NPTiO, associadas ao Pbll
foram comparadas com o controle negativo, ndo foi observada diferenca entre os
tratamentos (p > 0,05) (Figura 8C).

Os tratamentos Pbll, 5ng/g de NPTIO, e associacdo de Pbll+5ng/g de
NPTiO, ndo apresentaram diferencas entre si (p > 0,05) (Figura 8D).

Foi observado maior dano ao DNA na associacao entre Pbll e 50ng/g de
NPTIO,, quando comparadas com a NPTiO, na mesma dose (p = 0,0127), porém a
associacdo nao apresentou diferenca em relagcdo ao tratamento somente com Pbll
(p > 0,05) (Figura 8E).

A comparacao entre o tratamento Pbll e associacdo de Pbll+500ng/g de
NPTIO, ndo apresentou diferenca (p > 0,05), somente houve diferenca entre Pbll e a
dose de 500ng/g de NPTIO, (p = 0,0073), sendo que esta apresentou menores
danos ao DNA (Figura 8F).
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FIGURA 8.: Danos ao DNA de eritrocitos em Rhamdia quelen, detectados por ensaio cometa.
Comparacdo entre os tratamentos (Controle 1, Controle 2, Pb, 5NP, 50NP, 500NP, Pb+5NP,
Pb+50NP, Pb+500NP e MMS) dentro de cada grupo (Gréficos: A, B, C, D, E e F). Tratamentos:
Controle 1 = uma injecdo intraperitoneal com &gua destilada; Controle 2 = duas injecBes
intraperitoneais com agua destilada; Pb = 21ug/g de Pbll; 5NP = 5ng/g de NPTiO,; 50NP = 50ng/g de
NPTIiO,; 500NP = 500ng/g de NPTiO,; Pb+5NP = 21ug/g de Pbll + 5ng/g de NPTIiO,; Pb+50NP =
21ug/g de Pbll + 50ng/g de NPTiO,; Pb+500NP = 21ug/g de Pbll + 500ng/g de NPTiO, e MMS como
controle positivo. Letras minusculas diferentes indicam diferenga estatistica (p < 0,05) entre os
tratamentos.
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4.1.3 ENSAIO DE DIFUSAO DO DNA

O processo de apoptose, detectado por ensaio de difusdo do DNA, no
tratamento com Pbll ndo apresentou diferenca em relacdo ao controle negativo (p >
0,05), sendo diferente somente em relacdo ao controle positivo com MMS (p =
0,0072), que obteve maior percentual de apoptose, também diferindo do controle
negativo (p = 0,0038) (Figura 9A).

A dose de 5ng/g de NPTIO, ndo apresentou diferenca em relacdo ao
controle negativo quanto a porcentagem de apoptose (p > 0,05), esta apenas diferiu
dos grupos tratados com 50ng/g e 500ng/g (p = 0,0021 e p = 0,0031;
respectivamente), que apresentaram percentual menor de apoptose (Figura 9B).

Os tratamentos de associacado entre Pbll com 5ng/g, 50ng/g e 500ng/g de
NPTIO, ndo diferiram do controle negativo (p > 0,05). Porém, quando comparadas
entre si, foi possivel observar maior percentual de apoptose no tratamento de
associacao entre Pbll e 5ng/g de NPTIO,, apresentando diferenca com o tratamento
Pbll e 50ng/g de NPTIiO, (p = 0,0147), mas estas doses nao apresentaram diferenca
em relacdo ao tratamento com Pbll e 500ng/g de NPTiO, (p > 0,05) (Figura 9C).

Houve maior percentual de apoptose no tratamento associado de Pbll com
5ng/g de NPTIO,, quando comparado com o tratamento que recebeu somente
injecdo com Pbll (p = 0,0346). Mas nao houve diferenca entre o tratamento de
associacdo e somente NPTiO, na mesma dose (p > 0,05). Tanto o tratamento
associado, quanto o tratamento somente com a dose de 5ng/g de NPTIO, né&o
apresentaram diferenca em relacéo ao controle positivo com MMS (p > 0,05) (Figura
9D).

O Pbll apresentou maior percentual de apoptose quando comparado com a
dose de 50ng/g de NPTIO, (p = 0,036), porém, ndo houve diferenca em relacdo ao
grupo associado na mesma dose (p > 0,05) (Figura 9E).

A associacdo de Pbll e 500ng/g de NPTIO, apresentou porcentagem maior
de apoptose quando comparada somente com a dose de 500ng/g de NPTIO; (p =

0,0084), mas nao diferiu do tratamento somente com Pbll (p > 0,05) (Figura 9F).
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FIGURA 9.: Porcentagem de apoptose em eritrécitos de Rhamdia quelen, detectada por ensaio de
difusédo de DNA. Comparacéo entre os tratamentos (Controle 1, Controle 2, Pb, 5NP, 50NP, 500NP,
Pb+5NP, Pb+50NP, Pb+500NP e MMS) dentro de cada grupo (Graficos: A, B, C, D, E e F).
Tratamentos: Controle 1 = uma injecao intraperitoneal com agua destilada; Controle 2 = duas inje¢cbes
intraperitoneais com agua destilada; Pb = 21ug/g de Pbll; 5NP = 5ng/g de NPTiO,; 50NP = 50ng/g de
NPTIiO,; 500NP = 500ng/g de NPTiO,; Pb+5NP = 21ug/g de Pbll + 5ng/g de NPTIiO,; Pb+50NP =
21ug/g de Pbll + 50ng/g de NPTiO,; Pb+500NP = 21ug/g de Pbll + 500ng/g de NPTiO, e MMS como
controle positivo. Letras minUsculas diferentes indicam diferenga estatistica (p < 0,05) entre os

tratamentos.
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4.2 DANOS EM TECIDO HEPATICO DE Rhamdia quelen
4.2.1 QUANTIFICACAO DE CHUMBO

A andlise quimica demonstrou que em relagdo ao controle negativo, todos os
tratamentos com Pbll (somente Pbll e associacdo entre Pbll e as doses de 5ng/qg,
50ng/g e 500ng/g de NPTIO;) apresentaram diferenca (p < 0,001; p = 0,0041; p <
0,001 e p = 0,0015; respectivamente), mostrando que houve absor¢cdo de chumbo
no tecido hepético.

Na comparagcdo entre os tratamentos, 0s que receberam injecdo somente
com Pbll e associacdo entre Pbll e 50ng/g de NPTIO, tiveram maiores
concentragfes de chumbo no tecido hepatico, ndo havendo diferenca entre eles (p >
0,05), mas com diferenca em relacdo ao grupo de associacdo entre Pbll e 5ng/g de
NPTIO, (p < 0,001 e p = 0,0038; respectivamente) e Pbll e 500ng/g de NPTIO, (p =
0,0014 e p = 0,0112; respectivamente). Os grupos de associacéo entre Pbll e 5ng/g
de NPTIO; e entre Pbll e 500ng/g de NPTiO, ndo apresentaram diferenca entre si (p
> 0,05) (Figura 10).

210~ b b
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1204 c

90+

60+
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Controle  Pb  Pb+5NP Pb+50NP Pb+500NP
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FIGURA 10.: Quantificagdo de chumbo em tecido hepatico de Rhamdia quelen nos tratamentos
controle negativo (Controle), contaminado somente com Pbll na concentracdo de 21ug/g (Pb), e
associacdo de Pbll e NPTiIO, nas concentra¢cdes 5ng/g (Pb+5NP), 50ng/g (Pb+50NP) e 500ng/g
(Pb+500NP). Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os
tratamentos.
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4.2.2 QUANTIFICACAO DE METALOTIONEINA

Houve aumento na concentracdo de metalotioneina (MT) no tratamento Pbll
em relacdo ao controle negativo (p = 0,0154) (FigurallA).

Nos tratamentos com NPTIiO,, a concentracao de MT foi maior nas doses de
5ng/g e 50ng/g, comparando com o controle negativo (p = 0,0016 e p = 0,0291;
respectivamente). E o tratamento com 5ng/g de NPTIO, apresentou maior
concentracédo de MT em relac&o ao tratamento com 500ng/g (p = 0,0125), e este néo
apresentou diferenca em relacdo ao tratamento com 50ng/g de NPTiO, (p > 0,05)
(Figura 11B).

A concentracdo de MT nos tratamentos de associacdo entre Pbll+50ng/g de
NPTIO, e Pbll+500ng/g de NPTiO, quando comparados com o controle negativo (p
= 0,0155 e p < 0,001; respectivamente). E na comparacdo entre os tratamentos,
houve diferenca entre associacdo de Pbll+5ng/g de NPTIO, e Pbll+500ng/g de
NPTIO, (p = 0,0142), sendo que este teve concentracdo maior de MT (Figura 11C).

N&o houve diferenca entre os tratamentos somente com Pbll, somente com
5ng/g de NPTIO, e a associacdo entre estes (p > 0,05) (Figura 11D). O mesmo
ocorreu na comparacao entre Pbll, 50ng/g de NPTiO, e a associacao entre estes (p
> 0,05) (Figura 11E). E na comparacéo entre os tratamentos com Pbll, 500ng/g de
NPTIO; e a associacao entre estes, houve maior concentracdo de MT no tratamento
da associagao do que nos tratamentos somente com Pbll e somente com NPTIO; (p
=0,0092 e p =0,0011; respectivamente) (Figura 11F).
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FIGURA 11.: Quantificacdo de metalotioneina (MT) em tecido hepatico de Rhamdia quelen.
Comparacdo entre os tratamentos (Controle 1, Controle 2, Pb, 5NP, 50NP, 500NP, Pb+5NP,
Pb+50NP, Pb+500NP) dentro de cada grupo (Gréficos: A, B, C, D, E e F). Tratamentos: Controle 1 =
uma injecdo intraperitoneal com agua destilada; Controle 2 = duas inje¢des intraperitoneais com agua
destilada; Pb = 21ug/g de Pbll; 5NP = 5ng/g de NPTiO,; 50NP = 50ng/g de NPTiO,; 500NP = 500ng/g
de NPTIO,; Pb+5NP = 21ug/g de Pbll + 5ng/g de NPTIO,; Pb+50NP = 21ug/g de Pbll + 50ng/g de
NPTiO, e Pb+500NP = 21ug/g de Pbll + 500ng/g de NPTIiO,. Letras mindsculas diferentes indicam
diferenca estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos.
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4.2.3 ATIVIDADE DAS ENZIMAS SUPEROXIDO-DISMUTASE (SOD), CATALASE
(CAT) E GLUTATIONA S-TRANFERASE (GST)

A atividade da SOD no tratamento Pbll foi maior que no controle negativo (p
= 0,0063), a CAT nao apresentou diferenca de atividade (p > 0,05) e a GST foi
inibida (p = 0,0376) (Tabela 2A).

Comparando as doses de NPTIO, com o controle negativo, houve aumento
da atividade da SOD nas doses de 50ng/g e 500ng/g (p < 0,001 e p = 0,0012;
respectivamente), inibicdo da CAT nas doses de 5ng/g e 50ng/g (p = 0,0054 e p =
0,0208; respectivamente), e inibicdo da GST nas doses de 5ng/g e 500ng/g (p <
0,001 e p = 0,0165; respectivamente) (Tabela 2B).

Nos tratamentos de associacdo entre Pbll e NPTiO,, a atividade da SOD
aumentou no Pbll+50ng/g de NPTIO, (p = 0,0168) e no Pbll+500 ng/g de NPTIO; (p
< 0,001) em relacdo ao controle, e Pbll+500ng/g de NPTIO, apresentou maior
atividade da SOD que Pbll+50ng/g de NPTIO; (p < 0,001). A atividade de CAT nao
apresentou diferenga entre os tratamento e controle negativo (p > 0,05), mas na
dose de Pbll+500ng/g de NPTIO, houve inibicdo quando comparado com o
tratamento Pbll+50ng/g de NPTiO2 (p = 0,0056). E a atividade da GST foi inibida no
tratamento Pbll+5ng/g de NPTIO,, em comparacdo com o controle negativo (p =
0,005) (Tabela 2C).

Entre os tratamentos somente com Pbll, 5ng/g de NPTIO, e associacéo
entre estes, houve inibicdo da SOD no associagdo Pbll+5ng/g de NPTIO, em
relacdo ao tratamento somente com Pbll (p = 0,0098), e ndo houve diferenca em
relacdo ao tratamento somente com NPTiO, na mesma dose (p > 0,05). A atividade
da CAT foi inibida no tratamento de 5ng/g de NPTiO, comparando com o tratamento
Pbll (p = 0,0062), e ndo houve diferenca do tratamento associado em relacdo aos
tratamentos com o0s contaminantes isolados (p > 0,05). A atividade de GST foi
inibida no grupo tratado somente com NPTIiO,, quando comparado com o grupo de
associagéo entre Pbll e NPTIO, (p = 0,0074) (Tabela 1D).

Entre os tratamentos somente com Pbll, 50ng/g de NPTIO, e associacéo
entre estes, foi observada menor atividade da SOD no tratamento de associacéo
comparando como tratamento de 50ng/g de NPTiO, (p = 0,007). A CAT foi inibida no
tratamento de 50ng/g de NPTIO, em relacdo ao tratamento de associacdo (p =
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0,0172), e a GST nédo apresentou diferenca entre esses tratamentos (p > 0,05)
(Tabela 2E).

N&do houve diferenca na atividade da SOD entre os tratamentos com
somente Pbll, somente 500ng/g de NPTIO, e o tratamento de associacdo destas
doses (p > 0,05). Mas houve inibicdo da CAT no tratamento de associacao entre Pbll
e NPTIO,, em relacdo aos tratamentos somente com Pbll (p = 0,0406) e somente
com NPTIO; (p = 0,0313). N&o houve diferenca na atividade de GST na comparacao
entre esses tratamentos (p > 0,05) (Tabela 2F).
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TABELA 2.: Atividade das enzimas Superéxido-Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa S-
Transferase (GST) em tecido hepatico de Rhamdia quelen. Comparacdo entre os tratamentos
(Controle 1, Controle 2, Pb, 5NP, 50NP, 500NP, Pb+5NP, Pb+50NP e Pb+500NP) dentro de cada
grupo (A, B, C, D, E e F). Valores expressos em média e erro padrdo. Letras minUsculas diferentes
indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos.

Atividade enzimatica em tecido hepatico (Média + Erro Padrao)
SOD CAT GST

Tratamentos o ) o ) o )
(umol.min™".mgproteina™) (umol.min.mgproteina™) (umol.min™*.mgproteina™)

Controle 1 0.882 + 0.3662 370.4 + 30.77 91.83+5.846
Pb 1.044 +0.0432 399.7 + 70.89 71.04 +7.003
Controle 1 0.882 +0.3662 370.4 +30.77 91.83+5.846
5NP 0.938 + 0.0441 ° 232242579 63.91+3.762
50NP 1.109 + 0.0466 260.6 +31.20 81.96 +5.095
500NP 1.096 +0.0445 3901.3+42.23 ° 74.03+4.952
Controle 2 0.804 + 0.0189 314.5+27.78 65.47 + 3.246
Pb + 5NP 0.875+0.0343 322.3+20.66 83.80 + 4.409
Pb + 50NP 0.930 + 0.0418 370.1+28.86 75.84+3.385
Pb + 500NP 1.162 +0.0512 © 2453+37.16 71.90 +5.696
Pb 1.044 +0.0432 ° 399.7 +70.89 71.04+7.003
Pb + 5NP 0.875 +0.0343 322.3+20.66 83.80 +4.409
5NP 0.930 +0.0418 232242579 63.91+3.762
Pb 1.044 +0.0432 399.7+70.89 71.04 + 7.003
Pb + 50NP 0.930 +0.0418 370.1+28.86 75.84 + 3.385
50NP 1.109 + 0.0466 260.6 +31.20 81.96 + 5.095
Pb 1.044 + 0.0432 399.7+70.89 71.04 + 7.003
Pb + 500NP 1.162 + 0.0512 2453 +37.16 71.90 + 5.696
500NP 1.096 + 0.0445 301.3+42.23 74.03 + 4.952

Tratamentos: Controle 1 = uma injecao intraperitoneal com agua destilada; Controle 2 = duas injecbes
intraperitoneais com agua destilada; Pb = 21ug/g de Pbll; 5NP = 5ng/g de NPTiO,; 50NP = 50ng/g de
NPTiO,; 500NP = 500ng/g de NPTiO,; Pb+5NP = 21ug/g de Pbll + 5ng/g de NPTiO,; Pb+50NP =
21ug/g de Pbll + 50ng/g de NPTiO,; e Pb+500NP = 21ug/g de Pbll + 500ng/g de NPTIO,.
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4.2.4 ENSAIO COMETA

Foi possivel demonstrar através do ensaio cometa em tecido hepatico a
genotoxicidade do Pbll na concentracdo de 21ug/g, que apresentou maiores danos
ao DNA quando comparado com o controle negativo (p = 0,0253). E tanto o controle
negativo, quanto o grupo tratado com Pbll mostraram diferengca em relagédo ao
controle positivo com MMS (p < 0,0001 e p = 0,0111; respectivamente), sendo que
este causou danos elevados ao material genético (Figura 12A).

A dose de 50ng/g de NPTIO, apresentou maiores danos ao DNA em relacdo
ao controle negativo (p = 0,0455), e diferiu em relacdo ao tratamento com a dose de
5ng/g (p = 0,0166), que demonstrou causar menos dano em tecido hepatico, pois
nao apresentou diferenca em relagdo ao controle negativo (p > 0,05). O tratamento
com 500ng/g de NPTIO, ndo apresentou diferenca em relacao do controle e tratados
com 5ng/g e 50ng/g de NPTIO, (p > 0,05). E, todos os tratamentos (controle
negativo, 5ng/g, 50ng/g e 500ng/g de NPTIiO,) apresentaram diferenca em relacao
ao controle positivo com MMS (p < 0,0001; p < 0,0001; p = 0,031 e p = 0,0002;
respectivamente) (Figura 12B).

Os tratamentos de associacdo entre Pbll e as NPTIiO, n&o apresentaram
diferenca em relacdo ao controle negativo (p > 0,05) e também nao houve diferenca
entre eles (p > 0,05) (Figura 12C).

Comparando o tratamento com 5ng/g de NPTIO,, Pbll e a associa¢do entre
estes, foi observado menores danos no grupo tratado somente com NPTIO, em
relacdo ao tratado somente com Pbll (p = 0,0226). Enquanto que o tratamento de
associacdo entre Pbll e NPTIO, ndo apresentou diferenca entre os tratamentos
somente com Pbll e somente com NPTiO, na mesma dose (p > 0,05) (Figura 12D).

Os tratamentos com somente Pbll, 50ng/g de NPTIO, e associacao entre
estes ndo apresentaram diferenca entre si (p > 0,05) (Figura 12E).

E o tratamento de associagcéo entre Pbll e 500ng/g de NPTiO, apresentou
maiores danos em relagcéo ao tratamento somente com NPTiO, nha mesma dose (p =
0,0431), mas ndo apresentou diferenca em relacdo ao tratamento somente com Pbll
(p > 0,05) (Figura 12F).
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FIGURA 12 .: Danos ao DNA no tecido hepético de Rhamdia quelen, detectados por ensaio cometa.
Comparacdo entre os tratamentos (Controle 1, Controle 2, Pb, 5NP, 50NP, 500NP, Pb+5NP,
Pb+50NP, Pb+500NP e MMS) dentro de cada grupo (Gréficos: A, B, C, D, E e F). Tratamentos:
Controle 1 = uma injecdo intraperitoneal com agua destilada; Controle 2 = duas injecdes
intraperitoneais com agua destilada; Pb = 21ug/g de Pbll; 5NP = 5ng/g de NPTiO,; 50NP = 50ng/g de
NPTIO,; 500NP = 500ng/g de NPTiO,; Pb+5NP = 21ug/g de Pbll + 5ng/g de NPTIiO,; Pb+50NP =
21ug/g de Pbll + 50ng/g de NPTiO,; Pb+500NP = 21ug/g de Pbll + 500ng/g de NPTiO, e MMS como
controle positivo. Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os
tratamentos.
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4.2.5 ENSAIO DE DIFUSAO DO DNA

Através do ensaio de difusdo de DNA, foi possivel demonstrar que o Pbll na
dose de 21ug/g ndo induziu o processo de apoptose em células do tecido hepatico,
pois a porcentagem de apoptose no tratamento com Pbll ndo diferiu do controle
negativo (p > 0,05). Tanto o controle negativo, quanto o grupo tratado com Pbll
apresentaram diferenca em relagdo ao controle positivo com MMS (p < 0,0001 e p =
0,0018; respectivamente), sendo que este teve elevado percentual de apoptose
(Figura 13A).

Comparando as doses de NPTiO, com o controle negativo, somente a dose
de 50ng/g apresentou maior porcentagem de apoptose (p = 0,0484). A dose de
5ng/g apresentou menor porcentagem de apoptose em relacdo tratamento de
50ng/g (p = 0,0213), e estas duas doses nao apresentaram diferenca em relacdo ao
tratamento de 500ng/g de NPTIiO, (p > 0,05) (Figura 13B).

Somente o tratamento de associacdo entre Pbll e 50ng/g de NPTIO;
apresentou diferenca em relagcdo ao controle negativo (p = 0,0449), demonstrando
maior porcentagem de apoptose. N&o houve diferenga entre os tratamentos
associados de Pbll e NPTiO, nas doses 5ng/g, 50ng/g e 500ng/g (p > 0,05) (Figura
13C).

N&o houve diferenca no percentual de apoptose quando comparados o0s
tratamentos com somente Pbll, somente 5ng/g de NPTIO, e a associacdo entre
estes (p > 0,05) (Figura 13D).

O mesmo ocorreu na comparacdo entre Pbll, 50ng/g de NPTIO, e
associagao entre estes (p > 0,05) (Figura 13E).

E os tratamentos com somente Pbll, 500ng/g de NPTIO, e associacéo

também nao apresentaram diferencas entre si (p > 0,05) (Figura 13F).
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FIGURA 13 .: Porcentagem de apoptose no tecido hepatico de Rhamdia quelen, detectada por ensaio
de difusdo de DNA. Comparacdo entre os tratamentos (Controle 1, Controle 2, Pb, 5NP, 50NP,
500NP, Pb+5NP, Pb+50NP, Pb+500NP e MMS) dentro de cada grupo (Gréaficos: A, B, C, D, E e F).
Tratamentos: Controle 1 = uma injecao intraperitoneal com agua destilada; Controle 2 = duas inje¢ces
intraperitoneais com agua destilada; Pb = 21ug/g de Pbll; 5NP = 5ng/g de NPTiO,; 50NP = 50ng/g de
NPTIO,; 500NP = 500ng/g de NPTiO,; Pb+5NP = 21ug/g de Pbll + 5ng/g de NPTIiO,; Pb+50NP =
21ug/g de Pbll + 50ng/g de NPTIO,; Pb+500NP = 21ug/g de Pbll + 500ng/g de NPTiO, e MMS como
controle positivo. Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os
tratamentos.
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5 DISCUSSAO

Estudos demonstram que o figado € um o6rgédo bastante susceptivel a
NPTIO,, apresentando acumulagbes e alteracbes enzimaticas. Em ensaio hidrico
com Cyprinus carpio foi detectado por Hao et al. (2009) deplecdo de enzimas
antioxidantes e aumento de peroxidacédo lipidica, causando necrose e apoptose e
promovendo patologias hepéaticas. Em ratos, contaminados via injecao
intraperitoneal durante 14 dias, o figado também demonstrou ser mais susceptivel a
acumulacdo de NPTIO, (LI et al.,, 2010). Baixas quantidades de titanio foram
detectadas em figado de truta-arco-iris, quando contaminadas com a dose média de
1,3 mg/kg de NPTIO, via injecdo intravenosa (SCOWN et al.,, 2009). Em ratos
contaminados com 5 mg/kg de NPTIO, foi encontrada elevada quantidade de TiO,
no figado, mas néo foi detectado efeitos toxicos, e 0s autores sugerem que em
doses baixas, NPTIiO, podem ser utilizadas de forma segura (FABIAN et al., 2008).
Em plantas e linfécitos humanos, NPTiO, apresentaram efeitos genotoxicos em dose
baixa de 0,25 mM, e houve diminuicdo de danos no DNA em concentracées mais
elevadas (GOSH et al., 2010). Diversos trabalhos demonstram que o provavel
mecanismo de danos ao DNA e apoptose por contaminagdo com NPTiO, pode ser o
estresse oxidativo (PARK et al., 2008; HUSSAIN et al., 2009; SHUKLA et al., 2011;
XIONG et al., 2011; SAQUIB et al., 2012; HAMZEH e SUNAHARA, 2013).

As doses utilizadas no atual trabalho foram na ordem de nanogramas por
grama do peso do peixe, e demonstraram efeitos toxicos. As doses de NPTIO;
apresentaram efeitos diferentes tanto no sangue, quanto no figado. A dose de 5ng/g
de NPTIO, causou efeitos citotoxicos e genotdéxicos no sangue, mas nao induziu a
apoptose. No figado houve absorcdo de NPTIO,, demonstrada pela alta
concentracdo de metalotioneina, inibicdo de CAT e GST, mostrando que houve
estresse oxidativo, mas que provavelmente houve resposta celular a este dano, uma
vez que nao foi observado efeitos genotoxicos e inducdo de apoptose. Em contraste,
a dose de 50ng/g de NPTiO, ndo causou danos em eritrocitos, mas foi absorvida no
figado, demonstrada através do aumento da concentragdo de metalotioneina. Houve
aumento na atividade da SOD e inibicdo de CAT, demonstrando possivel estresse

oxidativo excessivo, que por consequéncia causou danos ao DNA e induzindo ao
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mecanismo de apoptose. E a dose de 500ng/g apresentou concentragdo normal de
metalotioneina, mas apresentou aumento de atividade da SOD e inibicdo de GST,
mostrando também que pode ter ocorrido estresse oxidativo, mas que esses danos
nao foram excessivos, pois ndo causaram danos ao DNA e nem induziram ao
mecanismo de apoptose.

Segundo Bainy et al. (1996), quando ha producdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio na célula, pode haver diminuicdo da atividade da CAT. E Sun et
al. (2006) propdem que a inibicdo de CAT altera a homeostase celular, podendo
gerar mais espécies reativas de oxigénio que provocam reacdes em cascata,
causando danos em células ou danos sistémicos em peixes condicionados a
situacdes de estresse. Além disso, estudos demonstram diminuicdo da expressao
génica de enzimas e proteinas relacionadas ao estresse oxidativo, como a SOD,
CAT, GST e MT em tecido hepéatico de ratos expostos a NPTiO, (CUI et al., 2010)

Ha dificuldade para avaliar que concentracfes causam danos ao organismo,
devido a complexidade das propriedades fisico-quimicas de nanoparticulas. Fluidos
corporais apresentam elevada forca ibnica, e a agregacdo de nanoparticulas é
influenciada por esta, pois quanto maior a for¢ca idnica da solugcdo, maior a
capacidade de agregacdo de nanoparticulas (PATRI et al., 2009). Como os estudos
com NPTIO; em peixes ainda apresentam dados controversos, testamos trés doses
em pequenas concentracdes, a fim de verificarmos quais suas respostas in vivo
apos contaminacdo aguda. As concentracdes utilizadas no presente trabalho foram
menores que a maioria das concentracdes ja testadas até agora para peixes, por
sabermos que as nanoparticulas possuem a propriedade de se agregarem em altas
concentracfes ou em solu¢des com forca ibnica maior.

Sabe-se dos efeitos adversos que o chumbo causa a salde, sendo
considerado neurotoxico, nefrotdxido e com efeitos deletérios no sistema
cardiovascular e hematolégico (ATSDR, 2007). Além de, efeitos positivos em testes
de inibicAo enzimatica, fidelidade da sintese de DNA, mutacdes, aberracdes
cromossOmicas, cancer e teratogenia (JOHNSON, 1998). Danos ao DNA em
exposicao ao chumbo ocorrem provavelmente devido a propriedade do chumbo em
inibir o sistema de reparo do DNA (OBE et al.,, 2002). Em experimento com

Halobatrachus didactylus, também com udnica injecao intraperitoneal de Pbll na
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concentracdo de 1ng/g, houve inducdo da sintese de metalotioneina no figado ap6s
sete dias da aplicacdo (CAMPANA et al., 2003).

Em estudos com Hoplias malabaricus contaminados com Pbll nas
concentracOes de 7, 21, 63 e 100ug/g, Ramsdorf et al. (2009) detectaram danos no
DNA de eritrocitos por contaminacdo via injecdo intraperitoneal e tempo de
exposicao de 96 horas nas concentragOes de 21ug/g e 63ug/g. No estudo realizado
por Ferraro et al. (2004) e Cestari et al. (2004) utilizando 21ug/g de Pbll, em ensaio
subcronico via troéfica demonstraram, através do ensaio cometa e aberracfes
cromossOmicas, que longos tempos de contaminagdo promovem danos no DNA.
Através dos resultados de genotoxicidade comprovados nos trabalhos acima
citados, o presente trabalho objetivou utilizar uma espécie diferente de peixe
(Rhamdia quelen), a fim de verificar se uma dose Unica de 21ug/g de Pbll, com
apenas 96 horas de exposicdo causaria danos ao DNA. Foi detectado danos ao
material genético tanto em eritrocitos quanto em células do tecido hepético,
comprovado através do ensaio cometa. Além disso, houve absorcdo de chumbo no
tecido hepatico, que consequentemente aumentou a concentracdo de
metalotioneina e a atividade de SOD, que provavelmente reduziram danos causados
por espécies reativas de oxigénio, evitando a indu¢do de mecanismo de apoptose.

O presente trabalho deu também importancia na realizacdo de estudos com
associacdo de compostos quimicos, por isso foi testada a interacdo entre Pbll e
diferentes doses de NPTiO,. Como resposta, foram obtidos diferentes resultados,
que podem estar relacionados a capacidade de adsorcdo de metais em NPTIO,
(HANDY et al., 2008), alterando o mecanismos de entrada de chumbo ou facilitando
a eliminacdo dos contaminantes em células do tecido hepético.

Foi observado que a mistura Pbll + 5ng/g de NPTiO induziu a apoptose de
eritrécitos quando comparada com o grupo tratado somente com Pbll. Houve
absorcdo de chumbo no tecido hepatico, porém em concentracdo menor quando
comparada ao grupo com Pbll sozinho. Consequentemente, esta mistura teve menor
concentracdo de metalotioneina e aumento de atividade de GST, demonstrando
possivelmente que os contaminantes foram mais rapidamente eliminados, nao
causando danos ao DNA e apoptose.

A mistura Pbll + 50ng/g de NPTIO,, apresentou maiores danos ao DNA de

eritrocitos quando comparada a NPTiO;, sozinha na mesma dose. No figado houve



56

grande absorcdo de chumbo no tratamento com esta associacao,
consequentemente, apresentou maior concentracdo de metalotioneina, inducédo da
atividade da SOD, mas sem alteracao na atividade da CAT e da GST, demonstrando
um possivel estresse oxidativo, induzindo o mecanismo de apoptose. Possivelmente
por causa do excesso de morte celular, ndo foi detectado danos ao DNA na técnica
do ensaio cometa, pois esta analisa apenas nucledides com “cabe¢a” e néao
“ghosts”.

A mistura de Pbll + 500ng/g de NPTiO, ndo causou efeitos citotoxicos e
genotdxicos no sangue. Mas houve aumento de metalotioneina no tecido hepético,
demonstrando uma possivel interacdo Pbll e NPTIO,, que consequentemente pode
ter facilitado a eliminacdo dos contaminantes do figado, demonstrado por uma
menor concentracdo de chumbo obtido na andlise quimica. Além disso, houve um
aumento da atividade da SOD, indicando estresse oxidativo, porém ndo houve
alteracdo da CAT e da GST, demonstrando que ndo houve um estresse excessivo,
nao causando danos ao DNA, nem induzindo ao mecanismo de apoptose.

Além disso, foi observado um aumento de metalotioneina dependente do
aumento das doses das misturas no figado dos peixes, demonstrando uma possivel
interacdo entre a nanoparticula e o metal.

A auséncia de eritrocitos imaturos pode ser explicada devido ao estresse da
aplicacdo dos contaminantes, pois o perfil hematologico de peixes pode sofrer
alteracdo através da acdo de toxinas (LUMLERTDACHA et al., 1995). Segundo
Schmid (1975) e Suzuki et al.. (1989), a reducdo da proporcdo de eritrécitos
imaturos pode indicar efeitos mutagénicos e citotoxicos. Em estudo com Hoplias
malabaricus nao foi observada diferenca na frequéncia de eritrécitos maduros e
imaturos quando contaminados via tréfica com metil-mercurio por 70 dias (VICARI et
al., 2012). Considerando que todos os tratamentos, no presente estudo, receberam
injecdo intraperitoneal, os padrées hematologicos podem ter sofrido alteracdo, nao
sendo possivel observar eritrécitos imaturos apds 96 horas da aplicagéo.

Podemos confirmar que a espécie Rhamdia quelen pode ser considerada
um bom bioindicador em testes de genotoxicidade, como ja afirmado por Ferraro
(2009). O peixe jundid (Rhamdia quelen) foi utilizado em diversos estudos de
genotoxicidade, com o fripronil, naftaleno e nitrato de chumbo por contaminagao
subcronica (RAMSDORF, 2011). Ghisi et al., em 2011, realizaram o teste de
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genotoxicidade apds contaminacdo subcrbnica do inseticida Fipronil em Rhamdia
qguelen. E, Pamplona et al.(2011), utilizou o Rhamdia quelen como bioindicador para
verificar os efeitos genéticos e bioquimicos da administracao subcronica de dipirona.
Esta espécie também foi utilizada como bioindicadora em ensaio hidrico de
toxicidade do cobre, utilizando biomarcadores histopatolégicos e bioquimicos
(MELA et al.., 2013). O presente estudo pode ser considerado como primeiro relato
de bioensaio via injecdo intraperitoneal com a espécie Rhamdia quelen, e
demonstrou que esta apresenta sensibilidade, pois respondeu a baixas doses dos
contaminantes.

Sendo assim, este estudo demonstra uma preocupacdo com a utilizacao
desenfreada de nanomateriais em processos industriais, tecnolégicos e medicinais,
uma vez que, ainda ndo ha legislacdo que controle a utilizacdo de nanomateriais, e
ndo ha dados esclarecedores do impacto que estes podem causar no ambiente e

Nos seres Vivos.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que nanoparticulas de dioxido de titanio
(NPTIO,) aplicadas em baixas doses com exposicdo aguda apresentaram
capacidade de alterar atividades enzimaticas, causando danos ao DNA e induzindo
apoptose em eritrocitos e tecido hepéatico de Rhamdia quelen. Além disso, na
associacdo entre NPTIO, e Pbll, foi possivel observar alteracdo da absorcao de Pbll
em tecido hepatico, demonstrando uma possivel interacdo entre nanoparticula e
metal, que consequentemente apresentou diferentes respostas quando comparada
com os grupos tratados somente com Pbll ou NPTIiO,.

Este trabalho teve como importancia o estudo de NPTIO, em baixas doses,
sendo que os dados observados na literatura ainda sdo muito controversos, devido a
complexidade das propriedades fisico-quimicas de nanoparticulas.

E a sensibilidade da espécie Rhamdia quelen frente as baixas doses de
contaminantes, demonstrou que é um bom bioindicador. Sendo possivel sua
utilizacdo por diversas vias de contaminacdo. Até o momento, este trabalho € o
primeiro relato da utilizacdo de contaminacéo via injecéo intraperitoneal em Rhamdia

quelen.
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ANEXOS

ENSAIO COMETA

Ensaio cometa com células do sangue

Procedimento para montagem e analise das laminas:

a) Coletar 10 ul de sangue de cada animal e misturar com 1 ml de soro bovino fetal,

Desta solugao, coletar 10 ul de suspensao celular e misturar com 120 ul de agarose

LMP, previamente preparada e levemente aquecida (37°C);

b) Colocar sobre uma lamina com a cobertura de agarose normal;

c) Cobrir a lamina com uma laminula e levar a geladeira por 15 minutos;

d) Depois de decorrido o tempo de refrigeracao, retirar as laminulas com cuidado;

e) Colocar as laminas em solucao de lise dentro de cubetas e manter em

refrigerador por 24 horas;

f) Preparar a cuba de eletroforese mergulhando-a em gelo (4°C) e no escuro;

g) Colocar as laminas na cuba horizontal de eletroforese, quando necessario,

preencher os espagos vazios com laminas limpas;

h) Na cuba de eletroforese, adicionar suavemente o tampéo de eletroforese com pH

maior que 13, de maneira a cobrir as laminas;

i) Manter as laminas na solucéo de eletroforese por 30 minutos para a

desespiralizacao do DNA;
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j) Iniciar a corrida de eletroforese a 25V e 300 mA por 25 minutos;

k) Terminada a eletroforese, retirar as laminas cuidadosamente e neutralizar com 5

mL de tampé&o de neutralizacéo (pH 7,5) por 5 minutos;
[) Repetir a neutralizagao por mais duas vezes;
m) Secar as laminas na posicao inclinada e fixar com etanol por 5 minutos;

n) Para a coloragao, adicionar 20 uL de brometo de etideo (20 mg. L-1) em cada

lAmina, cobrir com laminula e analisar imediatamente.
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Ensaio cometa com células do figado

O procedimento para montagem das laminas com o tecido hepéatico consiste
das seguintes etapas:
a) Retirar 3 mm? de cada animal;
b) Acondicionar o tecido em frasco de microcentrifuga do tipo ependorf contendo
1mL de soro bovino fetal. Armazenar estes frascos sob refrigeracdo e na auséncia

de luz;

c) Desagregar o tecido em micro homogeneizador a 1500 rpm por cerca de 30

segundos;

d) Coletar 50 uL do homogeneizado obtido e misturar com 120 yL de agarose LMP,

previamente preparada e levemente aquecida (37°C);

e) Montar as laminas com a suspenséao celular.

f) Colocar as laminas em solucgéo de lise dentro de cubetas e manter em refrigerador

por 24 horas;

g) Preparar a cuba de eletroforese mergulhando-a em gelo (4°C) e no escuro;

h) Colocar as laminas na cuba horizontal de eletroforese, quando necessario,

preencher os espacos vazios com laminas limpas;

i) Na cuba de eletroforese, adicionar suavemente o tampéo de eletroforese com pH

maior que 13, de maneira a cobrir as laminas;

j) Manter as laminas na solucéo de eletroforese por 30 minutos para a

desespiralizacdo do DNA;

K) Iniciar a corrida de eletroforese a 25V e 300 mA por 25 minutos;
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[) Terminada a eletroforese, retirar as laminas cuidadosamente e neutralizar com 5

mL de tampé&o de neutralizagéo (pH 7,5) por 5 minutos;

m) Repetir a neutralizacdo por mais duas vezes;

n) Secar as laminas na posic¢édo inclinada e fixar com etanol por 5 minutos;

o) Para a coloracéo, adicionar 20 uL de brometo de etideo (20 mg. L-1) em cada

[amina, cobrir com laminula e analisar imediatamente.

Escores

Analisar sob microscopio de epifluorescéncia com aumento de 400x em
teste cego, 100 cometas em cada lamina.

Classificar os cometas de acordo com o dano, conforme o comprimento da
cauda formada apos a corrida de eletroforese, sendo: 0 (sem dano aparente), 1
(pouco dano), 2 (dano moderado), 3 (dano elevado) e 4 (dano maximo). Os cometas
em que nao é possivel visualizar a regido da cabeca devem ser desconsiderados da
contagem por representarem DNAs totalmente fragmentados, caracteristicos de
células inviaveis.

Atribuir escores de danos através da multiplicacdo do niumero de cometas
encontrados em cada classe pelo valor da classe.
Escores = {(0 x dano 0)+(1 x dano 1)+(2 x dano 2)+(3 x dano 3)+(4 x dano 4)}
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ENSAIO DE DIFUSAO DE DNA

Ensaio de difusdo com células do sangue

Procedimento para montagem e andlise das laminas:

a) Coletar 10 ul de sangue de cada animal e misturar com 1 ml de soro bovino fetal,

Desta solugao, coletar 10 ul de suspensao celular e misturar com 120 ul de agarose

LMP, previamente preparada e levemente aquecida (37°C);

b) Colocar sobre uma lamina com a cobertura de agarose normal;

c¢) Cobrir a lamina com uma laminula e levar a geladeira por 15 minutos;

d) Depois de decorrido o tempo de refrigeracao, retirar as laminulas com cuidado;

e) Colocar as laminas em solucéo de lise dentro de cubetas e manter em

refrigerador por 24 horas;

f) Preparar uma bandeja e dentro colocar uma superficie de vidro, manter no escuro;

g) Colocar as laminas na superficie de vidro;

h) Adicionar suavemente o tampao de eletroforese com pH maior que 13, de

maneira a cobrir as laminas;

i) Manter as laminas na solucdo de eletroforese por 10 minutos para a

desespiralizacao do DNA;

k) Terminado o processo anterior, retirar as laminas cuidadosamente e neutralizar

com 5 mL de tampé&o de neutralizagéo (pH 7,5) por 5 minutos;

[) Repetir a neutralizagdo por mais duas vezes;
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m) Secar as laminas na posic¢éo inclinada e fixar com etanol por 5 minutos;

n) Para a coloragao, adicionar 20 uL de brometo de etideo (20 mg. L-1) em cada

[Amina, cobrir com laminula e analisar imediatamente.

Analise das laminas

Analisar sob microscopio de epifluorescéncia com aumento de 400x em teste
cego, 100 nucledides em cada lamina.

Classificar os nucledides como: “normal”, quando n&o ha extensao de
fragmentos de DNA; “apoptose”, quando ha extensao circular de fragmentos de
DNA; e “necrose” quando ha um espaco vazio entre o centro do nucledide e a
extensdo de fragmentos de DNA.

Calcular a porcentagem de cada classificacéo.
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Ensaio de difusdo com células do figado

O procedimento para montagem das laminas com o tecido hepatico consiste
das seguintes etapas:
a) Retirar 3 mm? de cada animal;
b) Acondicionar o tecido em frasco de microcentrifuga do tipo ependorf contendo
1mL de soro bovino fetal. Armazenar estes frascos sob refrigeracdo e na auséncia

de luz;

c) Desagregar o tecido em micro homogeneizador a 1500 rpm por cerca de 30

segundos;

d) Coletar 50 uL do homogeneizado obtido e misturar com 120 pL de agarose LMP,

previamente preparada e levemente aquecida (37°C);

e) Montar as laminas com a suspenséao celular.

f) Colocar as laminas em solucéo de lise dentro de cubetas e manter em refrigerador

por 24 horas;

g) Preparar uma bandeja e dentro colocar uma superficie de vidro, manter no

€SCuro;

h) Colocar as laminas na superficie de vidro;

i) Adicionar suavemente o tampéao de eletroforese com pH maior que 13, de maneira

a cobrir as laminas;

j) Manter as laminas na solucéo de eletroforese por 10 minutos para a

desespiralizacdo do DNA;



k) Terminado o processo anterior, retirar as laminas cuidadosamente e neutralizar

com 5 mL de tampé&o de neutralizagéo (pH 7,5) por 5 minutos;

l) Repetir a neutralizacdo por mais duas vezes;

m) Secar as laminas na posicao inclinada e fixar com etanol por 5 minutos;

n) Para a coloragao, adicionar 20 uL de brometo de etideo (20 mg. L-1) em cada

[amina, cobrir com laminula e analisar imediatamente.
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Preparacao das laminas com cobertura de agarose

a) Dissolver 1,5 g de agarose normal em 100 mL de PBS em Erlenmeyer, com

agitacao por duas horas;

b) Colocar para aquecer,

c) Apos fervura, deixar solidificar a temperatura ambiente;

d) Picar a agarose em e ferver;

e) Repetir as etapas “c” e “d”;

f) Levar para banho-maria a 70°C, o banho deve ficar no nivel da agarose;

g) Mergulhar as laminas, previamente limpas com etanol, na agarose até alcancar a

parte esmerilhada. Procurar fazer uma camada fina de agarose;

h) Retirar a lamina e limpar com papel o lado oposto da parte esmerilhada;

i) Secar “overnight” em temperatura ambiente. Estas laminas podem ser estocadas

por varias semanas.
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Preparacédo da agarose de baixo ponto de fusdo (LMP)

a) Dissolver 0,1 g de agarose de baixo ponto de fusdo em 20 mL de PBS;

b) Colocar para aquecer com agitagéo constante;

c) Desligar o aquecedor quando levantar fervura e manter a agitacao até diminuir a

temperatura da agarose;

d) Desligar o agitador e deixar solidificar a temperatura ambiente;

e) Manter na geladeira até o momento do uso.

PBS

e 0,2 g de cloreto de potassio — KCI| (PM 74,55).

e 0,2 g de fosfato de potassio monobasico — KH2HPO4 (PM 136,09).
e 8 g de cloreto de sodio - NaCl (PM 58,44).

e 1,15 g de hidrogéniofosfato disddico anidro - NaHPO4 (PM 141,96).
e 1000 mL de agua deionizada.

a) Fazer em baldo volumétrico de 1000 mL;

b) Acrescentar a 4gua até alcancar a marca do baldo volumétrico;

c) Acertar o pH para 7,4;

d) Estocar em refrigerador;
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Solucéo de Lise — Estoque

Para 1000 mL:

890 mL de agua destilada.

146,1 g de Cloreto de Sodio - NaCl (2,5 M).

37,2 g de Acido Etilenodiaminotetracético - EDTA (100 mM; PM 372,24).
1,2 g TRIS 10 mM (PM 121,14).

8 g de Hidréxido de Sadio solido (NaOH PM 40,0).

a) Dissolver os reagentes em 890 mL de agua;

b) Acertar o pH com NaOH até atingir pH 10,

c) Adicionar 10 g de lauril sarcosinato de sodio e misturar bem lentamente para

evitar a formacéao de grumos.

Solucéo de Lise — Uso

Para 100 mL:

1 mL de Triton X — 100.
10 mL DMSO.

89 mL solucao estoque.

a) Adicionar todos os reagentes em uma proveta de 100 mL;

b) Fazer e manter sempre no escuro.



Solucéo de Hidréxico de Sédio (NaOH) (300 mM):
e 19,2 gde NaOH.

e 48 mL de 4gua deionizada.

a) Agitar.

Acido Etilenodiaminotetracético - EDTA (200 Mm) — Estoque
e 14,89 mL de EDTA.

e 200 mL de agua deionizada.

a) Acertar o pH para 10 com pastilhas de NaOH,;

b) A solucdo pode ser estocada.

Tampé&o de Eletroforese

e 1600 mL de agua destilada gelada (4°C).
e 8 mL de EDTA (200 Mm).

e 48 mL da solucédo de NaOH.

a) Agitar;

b) Acertar o pH para maior 13 com pastilhas de NaOH.

Tampao de Neutralizacao
e 51,04 gdeTRIS.

e 1000 mL de agua deionizada.

a) Agitar;

b) Acertar o pH para 7,5 com Acido cloridrico (HCL).
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Solucéo de Coloracdo — Estoque
e 10 mg de Brometo de Etidio.

e 50 mL de 4gua deionizada.

Solucéo de Coloracdo — Uso
e 1 mL de solucédo estoque.

e 9 mL de 4gua deionizada.

Descontaminagéo das laminas

e Deixar as laminas expostas a luz por uma semana,;

e Apo0s este periodo colocar de molho na solucédo de descontaminacao por 24
horas;

¢ Neutralizar a solugdo com bicarbonato de so6dio (NaHCO?3);

e Lavar as laminas utilizando luvas.

a) 1L de agua;

b) 13,6 g de nitrito de sédio (NaNO2);

c) 67 mL de &cido hipofosforoso (H3PO2).
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TESTE DO MICRONUCLEO E ALTERACOES MORFOLOGICA NUCLEARES COM
COLORACAO FLUORESCENTE DE LARANJA DE ACRIDINA

O teste do micronucleo (MN) com coloracdo fluorescente de laranja de
acridina em eritrocitos foi realizado de acordo Ueada et al (1992) e utilizada para a
determinacdo da frequéncia de micronucleos, de alterac6es morfolégicas nucleares
(AMN) e verificacdo do efeito do contaminante no processo de eritropoiese atraves
da analise da frequéncia de eritrocitos policromaticos ou imaturos.

a) Coletar o sangue periférico;

b) Diluir o sangue com a mesma quantidade de soro bovino fetal,
c) Fazer esfregaco com a suspenséo celular obtida;

d) Secar as laminas “overnight”;

e) Fixar com metanol por 10 minutos;

f) Corar as laminas com 20 [IL de laranja de acridina a 0;003% em tampao

Sorenson®s com pH 6;8 por 2—3 minutos;

g) Enxaguar brevemente as laminas com o tamp&o ou com agua destilada;

h) Analisar imediatamente em microscépio de epifluorescéncia, em aumento de
1000x;

i) Analisar em teste cego 1000 células/peixe.
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Identificacdo de eritrocitos imaturos

A identificacdo de eritrocitos imaturos e de MN foi realizada segundo Cavas
e Ergene-Gozikara (2005). A laranja de acridina cora seletivamente eritrécitos
imaturos ou policromaticos. Sob microscéopio fluorescente, microndcleos e os
principais nucleos apresentam forte fluorescéncia verde-amarelo e entre todas as
células os eritrécitos imaturos podem ser facilmente identificados pelo seu contetudo
de RNA citoplasmatico, apresentando fluorescéncia vermelha no citoplasma.

O critério para a identificagdo de eritrocitos jovens micronucleados sera o
seguinte:

a) O micronucleo ndo pode ultrapassar um ter¢co do tamanho do ndcleo principal.

b) O micronucleo deve estar claramente separado do nucleo principal.

c) O micronucleo deve estar no mesmo plano de foco e ter a mesma cor e
refringéncia do nucleo principal.

As alteracbes na forma eliptica normal dos nucleos das hemacias que ndo
se enquadraram no conceito de microndcleo, também sao analisadas, sendo
descritas como alteragdes morfoldgicas nucleares (CARRASCO; TILBURY; MYERS,
1990).
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Classificacao das alteracdes morfolégicas nucleares (AMN)

Em peixes, diversos tipos de anomalias nucleares ainda ndo apresentam
sua origem completamente compreendida. Carrasco, Tylbury e Myers (1990),
descreveram e fotografaram as alterac6es morfologicas encontradas em nucleos de

eritrocitos de peixes. Essas lesdes foram basicamente classificadas em:

a) Blebbed: ndcleos com uma pequena evaginacdo da membrana nuclear,
parecendo conter eucromatina ou heterocromatina (mais escuro). O tamanho destas
evaginagcbes varia desde pequenas protuberancias a estruturas completamente

circunscritas, semelhantes aos microndcleos, mas ainda ligadas ao nucleo principal;

b) Lobed: nudcleos com evaginacbes mais largas do que as descritas para 0s
blebbed. Sua estrutura ndo € tdo definida como a anterior. Alguns nucleos

apresentam varias destas estruturas;

c) Vacuolated: nucleos que apresentam uma regido que lembra os vacuolos no seu
interior. Estes “vacuolos” apresentam-se destituidos de qualquer material visivel no

seu interior;

d) Notched: nucleos que apresentam um corte bem definido em sua forma.
Geralmente com uma profundidade apreciavel no nucleo. Esses cortes parecem néo

possuir nenhum material nuclear e parecem ser delimitados pela membrana nuclear.
Analise estatistica
Apobs a obtencéo das frequéncias, campara-se 0s grupos atraves do teste de

Mann-Whitney para duas amostras e Kruskall Wallis para comparagdes entre mais

amostras.



