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RESUMO

Um dos principais tipos de alteracéo antropica da qualidade da agua é o lancamento
de poluentes nos corpos hidricos. Nos ultimos dois séculos, a producao foi baseada
no processo de industrializacdo, e em decorréncia do crescimento populacional e
dos avancos tecnoldgicos e agrarios surgiu a necessidade de sintese de novos
compostos. Os nanomateriais, produzidos em grande escala, possuem propriedades
fisico-quimicas Unicas que colaboram para a sua vasta utilizacdo nos mais variados
setores da producéo. As nanoparticulas de didxido de titdnio tém sido amplamente
utilizadas em cosmeéticos, filtros-solares, aditivos para combustivel, catalisadores,
tintas, corantes alimenticios e em varias outras aplicacdes industriais. O chumbo é
um metal encontrado no ambiente e muito utilizado pela sociedade, porém, é um
metal ndo essencial. Apesar do uso controlado, o chumbo ainda € muito empregado
em industrias, na fabricacdo de baterias, tintas, refino, na reparacdo de automoveis,
soldas, tubulacbes de agua potavel e na composicdo do fumo do tabaco. O
progressivo lancamento de produtos quimicos e substancias desconhecidas nos
ambientes aquaticos tém sido seguidos pela preocupacdo em entender a dinamica
destes xenobidticos nos diferentes ecossistemas, e o0 efeito toxico resultante da
disposicdo de seus residuos, portanto, o presente trabalho teve como objetivo
principal avaliar a genotoxicidade das nanoparticulas de dioxido de titanio, do
chumbo inorganico e da associacdo dos dois contaminantes, em peixes da espécie
Hoplias intermedius através da contaminacdo hidrica. 73 exemplares juvenis de
trairdo foram submetidos a contaminacédo aguda (96 horas), subdivididos em cinco
grupos com aproximadamente 15 exemplares cada nas concentracdes de 0,033 mg
de PbII/L;100 mg de NpTiO,/L; a conjugacdo dos dois contaminantes; o controle
negativo e o controle positivo com MMS na dose de com 5 pg de MMS/g do peso do
animal. A sinergia do chumbo inorganico com as nanoparticulas de dioxido de titanio
ndo foi constatada, contudo as NpTiO, apresentaram genotoxicidade nas células
branquiais, renais e cerebrais.

Palavras-chave: trairdo, ensaio cometa, teste do micronucleo pisceo.



ABSTRACT

One of the main types of anthropogenic changes in water quality is the release of
pollutants loads. Over the past two centuries, the production was based in the
industrialization process, and as a result of population growth and technological and
agricultural advancements, the need of synthesis new compounds has emerged.
Nanomaterials produced on a large scale have unique physicochemical properties
that contribute fortheirs widespread use in various sectors of industry.Nanoparticles
of titanium dioxide have been widely used in cosmetics, sun-filters, fuel additives,
catalysts, dyes, food colors and in various other industrial applications. Lead is a
metal found in the environment and widely used by society, but it is a non-essential
metal. Despite the controlled use, lead is still used in industries, in the manufacture of
batteries, paint, refining, in auto repair, welding, piping clean water and in the
composition of tobacco smoke. The progressive release of chemicals and unknown
substances in aquatic environments have been followed by the concern to
understand the dynamics of these xenobiotics in different ecosystems, and the toxic
effect resulting from the disposal of their waste, so the present study aimed to
evaluate the genotoxicity of titanium dioxide nanoparticles, inorganic lead and the
association of the two contaminants in fish species Hoplias intermedius, through
water contamination. 73 H. intermedius juvenile specimens were subjected to acute
semi-static contamination (96 hours), divided into five groups with approximately 15
specimens each in concentrations of 0.033 mg Pbll/L; 100 mg NpTiO,/ L; the
combination of both contaminants; the negative control and the positive control with 5
pHg/g of MMSanimal weight.Synergy inorganic lead to nanoparticles of titanium
dioxide was not observed, but the NpTiO,present genotoxicity in gill, kidney and brain
cells.

Keywords: trairdo,comet assay, piscine micronucleus test.



1. INTRODUCAO

1.1. Contaminacao hidrica

A existéncia e manutencao da vida no planeta estédo direta ou indiretamente
relacionadas aos recursos hidricos, sendo parte indispensavel dos ecossistemas
terrestres (RIBEIRO, 2010; LINS et. al.,2010). No decorrer do desenvolvimento das
civilizacbes da humanidade a agua é vista como provedora do desenvolvimento,
sendo utilizada para geracdo de energia, nas areas industriais, areas agricolas e
dominio doméstico (CHAMBO, 2011; TUNDISI, 2003).

A gualidade da &gua pode ser alterada por processos naturais e antropicos.
Segundo RIBEIRO (2010), os fenbmenos naturais provocam alteracdes fisicas na
forma de escoamentos superficiais em areas tropicais. Ao passo que para as acoes
humanas, os principais meios de alteracdo hidrica sdo o lancamento de cargas
poluentes nos sistemas aquaticos, a alteracdo do uso do solo e modificacdes e
intervencdes diretas no sistema fluvial.

A biota aquatica esta exposta constantemente as substancias nocivas
destinadas ao ambiente. Estas podem se tornar poluentes quando capazes de
interatuar com 0s organismos e causar uma gama de alteragbes prejudiciais a
populacdo, comunidades ou ecossistemas, dependendo do tempo de exposicéo e
do grau de contaminagédo (ZAGATTO & BERTOLETTI, 2006; JESUS & CARVALHO,
2008). Portanto, os sistemas biol6gicos aquaticos refletem os efeitos dos diferentes
agentes lancados no meio, fornecendo uma medida agregada dos impactos
(BARBOUR et. al. 1999).

Nos dois ultimos séculos, a forma de producdo foi baseada na
industrializagdo, e em decorréncia do crescimento populacional combinado com os
avancos tecnologicos e da agricultura surgiu a necessidade de sintese de novos
compostos quimicos, cujas composi¢des envolvem atomos ou grupos funcionais que
nao sdo frequentes ou nunca encontrados na natureza. Uma vez langados no
ambiente, estes compostos, sao intitulados xenobidticos (ZAGATTO &
BERTOLETTI, 2006; JESUS & CARVALHO, 2008).



PIMENTEL et. al.(2006) retratam o uso de aproximadamente 80 mil
substancias quimicas nas industrias farmacéuticas, alimenticias ou uso domestico.
Segundo a CAS, uma das divisdes da American Chemical Society, existem mais de
90 milhdes de substancias quimicas, organicas e inorganicas (tais como minerais,
misturas, polimeros, ligas, compostos de coordenacdo e sais), registradas no
mundo. Com a vasta quantidade de substancias, registradas e nao registradas, as
informacdes e conhecimento sobre o mecanismo e as formas de interac6es destas
com 0 meio ambiente e seus organismos séo poucos ou desconhecidos.

O progressivo lancamento de produtos quimicos e substancias
desconhecidas em corpos d’agua, devido a criacdo cada vez mais acelerada de
novas tecnologias, tém sido seguidos pela preocupacdo em entender a dinamica
destes xenobidticos nos diferentes ecossistemas, e o efeito toxico resultante da

disposicao de seus residuos (ROSSI, 2013).

1.2. Atoxicidade das nanoparticulas

A definicdo de nanomateriais manufaturados é a fabricacdo de materiais em
uma escala de 1 a 100 nm (MASCIANGIOLI & ZHANG, 2003). Os nanomateriais sao
produzidos com intuito de portarem propriedades fisico-quimicas Unicas a partir do
diminuto tamanho, forma, grande area de superficie, condutividade ou alta
reatividade quimica e alta capacidade de penetracdo (MASCIANGIOLI &
ZHANG,2003; OBERDORSTER et. al., 2005; MAYNARD, 2007; CLEMENTE et. al.,
2013). Tais caracteristicas resultam nos consequentes avan¢os da nanotecnologia,
principalmente nas éareas téxteis, eletronica, industria farmacéutica e ciéncia da
computacédo (CLEMENTE et. al., 2013).

O avanco da nanotecnologia e seu crescente investimento potencializa o
consumo destes materiais. Mais de 60 paises investem em nanotecnologia nacional.
Em 2012, os quatro paises que mais investiram foram os Estados Unidos com 2,1
bilhdes, Japdo com 1,3 bilhdes, Russia com 974 milhdes e Alemanha com 617
milhdes de ddlares (HOLDREN et. al., 2014). PASCHOALINO, MARCONE e
JARDIM (2010) atentamente observam que os valores empregados em estudos de
toxicidade dos nanomateriais sdo infimos em relacdo ao investimento para o

progresso dos mesmos.
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Em relacéo a toxicidade e ecotoxicidade das nanoparticulas manufaturadas,
alguns estudos constataram genotoxicidade, citotoxidade e estresse oxidativo in vivo
em mamiferos e in vitro a partir de células humanas (BERMUDEZ et. al., 2004,
BRUNNER et. al.,2006; ASHARANI et. al., 2009; LINDBERG et. al., 2009); estudos
in vitro em peixes, (OBERDORSTER, 2004; SHAW & HANDY, 2011), em insetos
(POSGAI, R. et. al.,, 2011), em células vegetais (GHOSH, BANDYOPADHYAY e
MUKHERJEE, 2010) e em bactérias relevantes aos sistemas naturais (BRAYNER et.
al., 2006).

As nanoparticulas quando em contato com o ambiente aquatico podem
formar agregados com a matéria organica presente sendo estabilizadas na fase
liguida. No estado aglomerado as nanoparticulas podem ndo apresentar suas
estruturas em nanoescala, ocasionando a reducdo de absorcdo destes compostos
através das células (DELMOND, 2013), sugerindo entdo que organismos aquaticos
Sdo expostos as nanoparticulas em suspensdo no meio liquido (HANDY et. al.,
2008).

Por apresentar diminuta dimensdo, as nanoparticulas atravessam sem
dificuldades as lamelas branquiais de peixes, apresentando um risco de exposi¢cao
tanto trofica devido a matéria organica em suspensdo, quanto respiratéria por sua
entrada através das branquias (HANDY, OWEN e VALSAMI-JONES, 2008).

O muco encontrado nos epitélios branquiais e intestinais dos peixes é uma
solucéo viscosa de polianions bem conhecida por sua capacidade de quelar céations
e transporta-los para o interior da célula através de proteinas transmembrana. As
nanoparticulas possuem uma carga policatibnica em sua superficie conferindo uma
ligacdo mais rapida e mais forte as mucoproteinas (SMITH, SHAW, e HANDY,
2007). Nesta mesma conjuntura SINGH et. al.(2009) destacam a maior possibilidade
de interacdo das nanoparticulas catibnicas com o material genético, ja que este é

carregado negativamente.
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1.2.1. Nanoparticulas de dioxido de titanio

A nanoparticula de dioxido de titanio (NpTiO2) € um dos materiais mais
utilizados na nanotecnologia principalmente devido a atividade catalitica e absorcao
de radiacao ultravioleta em comprimentos de onda especificos (CLEMENTE et. al.,
2013). Elas tém sido amplamente utilizadas em cosmeéticos, filtros-solares, aditivos
para combustivel, catalisadores, tintas, corantes alimenticios e em varias outras
aplicacfes industriais (AITKEN et. al., 2006). Na parte ambiental, as nanoparticulas
de didxido de titanio tém sido utilizadas para decompor a matéria organica presente
na agua em virtude da sua acéo catalitica (ZHANG et. al., 2007).

O dioxido de titanio esta presente nas formas cristalinas anatase, rutilo e
brookite (CLEMENTE et. al., 2013). Ponderando as mdultiplas possibilidades de
utilizacdo das nanoparticulas de diéxido de titanio a presencga desta substancia no
meio ambiente é inevitavel. Além de poucos estudos sobre as nanoparticulas, os
resultados sobre a sua toxicidade séo inconclusivos e contraditérios (CLEMENTE et.
al., 2012).

O dioxido de titanio é considerado um composto de baixa toxicidade, porém
quando em escala nanométrica, estudos tém comprovado que ele pode se tornar
toéxico (ZHANG et. al., 2007). CLEMENTE et. al.(2013) sabendo das propriedades
fotocataliticas das NpTiO; utilizaram luz ultravioleta (UV) a fim de verificar o aumento
da toxicidade das nanoparticulas em organismos aquaticos sob condicdes
ambientais. A contaminacdo hidrica aguda em Piaractus. Mesopotamicus (Pacu-
caranha) resultou em efeitos subletais para os peixes, relacionados ao estresse
oxidativo e inflamacgao quando as NpTiO, estavam sob luz UV.

Quando expostas a NpTiO,, as células humanas do epitélio bronquial
apresentaram formac&o de micronucleo, peroxidacéo lipidica e indugcéo de dano no
DNA devido as propriedades oxidativas das nanoparticulas, capazes de gerar
espécies reativas de oxigénio (OBERDORSTER et. al.,1992; GURR et. al., 2005).

OYA, (2013) observou danos no DNA de eritrocitos e tecido cerebral de
Rhamdia quelen apds injecdo intraperitoneal, com NpTiO, em baixas dosagens
(5ug/g). Segundo a autora, a concentracao da solucdo pode ter aumentado o efeito

genotoéxico quando comparado com os grupos de doses maiores pelo favorecimento
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de agregacdo das nanoparticulas devido a forca idnica da solucdo nas maiores
doses.

ZHU et. al.(2009) expbs microcrustaceos da espécie Dapnhia magna a
suspensdes de NpTiO; e relatou 0 acumulo das nanoparticulas no intestino dos
organismos ap0s um periodo de 48 horas. ZHU, CHANG e CHEN (2010)
observaram inibicdo do crescimento e reproducdo de Daphnia magna em exposicao
cronica a NpTiOs..

A NpTiO,, assim como outras nanoparticulas metalicas, possui a capacidade
de adsorver outros metais toxicos em sua superficie reduzindo a disponibilidade
destes elementos na dgua (BARAKAT, 2005). ZHANG et. al.(2007) mostraram um
aumento tanto da adsorcédo de cadmio pelas NpTiO,, quanto um maior acumulo do
metal nos tecidos de carpas (Cyprinus carpio). SUN et al. (2007) observaram o
mesmo acontecimento com o metal arsénio; na presenca de NpTiO,. Os resultados
observados pelos autores indicam uma sinergia das nanoparticulas com o cadmio e
arsénio, o que possivelmente contribuiu no transporte do metal para os tecidos do
animal.

Deste modo, com a vasta e crescente aplicacdo de nanoparticulas de
diéxido de titdnio nos diversos setores de producdo, sua presenca nos ambientes
aquaticos € inevitavel, seja por lancamento direto ou durante o uso. Portanto, séo
necessarios estudos mais detalhados do comportamento de diéxido de titdnio no
ambiente aquatico assim como sua distribuicdo e toxicidade em peixes (HANDY et.
al., 2008).

1.3. A toxicidade dos metais

Os metais sdo elementos naturais que podem ser encontrados usualmente
no ambiente, nas plantas, nos animais. O zinco (Zn), ferro (Fe) e cobre (Cu), por
exemplo, séo responsaveis pelo funcionamento do organismo sendo cofatores em
reacdes enzimaticas, e que por tal motivo sdo denominados metais essenciais.
Contudo, existem metais que ndo possuem funcdo biolégica conhecida, os metais
nao essenciais, e estudos mostram que seus efeitos nos organismos podem ser
deletérios, como por exemplo, o mercurio (Hg), arsénio (As), chumbo (Pb) e cadmio
(Cd) (ZAGATTO& BERTOLETTI, 2006; ROSSI, 2013).
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A toxicidade dos metais esta associada a um dos seguintes eventos: o
bloqueio de grupos funcionais essenciais na atuacdo de uma biomolécula, o
deslocamento de outros metais presentes no sistema, modificacdes na conformacéao
de sitios ativos e na estrutura quaternaria de proteinas (GUTHRIE e PERRY, 1980;
HAMOND e BELILES, 1980 apud KLINGELFUS, 2013).

Diversos organismos e estruturas de animais aquaticos sao recobertos por
muco, como por exemplo, as células branquiais de peixes que secretam
continuamente um muco extracelular rico em glicoproteinas que cobre o epitélio
branquial. Deste modo, o0 muco pode servir como um sistema de troca ibnica e com
a presenca de um forte ligante organico, como 0s metais, presentes no ambiente,
estes podem estar se concentrando muito proximos a superficie branquial (TAO et.
al., 2000). Para tanto, a absorgcéo de metais em peixes pode ocorrer principalmente
através do trato gastrointestinal devido a exposicdo através de dieta, e pela
superficie branquial por meio da exposi¢éo hidrica (ROSSI, 2013).

1.3.1. Chumbo

O uso antrépico do chumbo, ao longo do século passado, tém alterado a
disponibilidade e distribuicdo deste elemento tdxico local e globalmente. Em
consequéncia das altas emiss@es de chumbo nos centros urbanos, devido a criagao
de tecnologias, as concentragbes deste metal em centros urbanos sdo milhares de
vezes maiores do que as concentracdes nos tempos pré-tecnolégicos. Em corpos
d’agua, o chumbo é proveniente de descargas industriais diretas, deposicdo de
particulas aéreas ou por precipitacao nas estradas (PAIN, 1995).

O chumbo é um metal encontrado no ambiente e muito utilizado pela
sociedade, porém é um metal ndo essencial. Apesar de controle sobre o seu uso o
chumbo ainda € muito empregado em industrias, na fabricagdo de baterias, tintas,
refino, na reparacdo de automoveis, soldas, tubulacbes de agua potavel e na
composi¢cdo do fumo do tabaco (PATRICK, 2006; RIBEIRO, 2010). No Brasil as
indUstrias de baterias automotivas sdo responsaveis por 80% do consumo de
chumbo, seguidos pelas industrias de pigmentos (12%) e o setor eletroeletrénico
(8%) através da producao de soldas e ligas (SILVA, 2001).
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Segundo a resolucdo do Conama 357/2005 a concentracdo de chumbo
inorganico (Pbll) permitida em aguas de classe 3 é de 0,033mg/l. Aguas de classe 3
sao classificadas como: aguas que podem ser destinadas:

a) ao abastecimento para consumo humano, apos tratamento convencional
ou avancado;

b) a irrigacéo de culturas arboéreas, cerealiferas e forrageiras;

C) a pesca amadora;

d) a recreacdo de contato secundario;

e) a dessedentacao de animais.

O chumbo € considerado neurotéxico e nefrotoxico além de causar efeitos
deletérios no sistema cardiovascular e hematoldgico (ATSDR, 2007).

O chumbo possui a capacidade de mimetizar elementos essenciais,
principalmente calcio, ferro e zinco, se ligando as mesmas proteinas e moléculas
que esses metais, causando alteracdes nas atividades fisiol6gicas normais da célula
(COMPANY et. al., 2006).

Danos ao DNA de Hoplias malabaricus foram observados em
contaminacgdes através de injecao intraperitoneal (RAMSDOREF et. al., 2009) e tréfica
(FERRARO et. al. 2004; CESTARI et. al., 2004). A acdo genotoxica do chumbo
parece ser indireta, através da inibicdo do sistema de reparo do DNA e a producédo
de radicais livres, porém os dados ainda sdo contraditérios, apesar das evidéncias
do risco genético associado a exposi¢cdo do chumbo (GARCIA-LESTON et. al.,
2010).

Contudo, segundo MONTEIRO (2009) apesar das evidéncias sobre
genotoxicidade do chumbo, as informagdes sobre o potencial genotéxico do chumbo
e seu mecanismo de toxicidade ainda é escasso para as espécies de peixes

neotropicais.

1.4. Organismo-teste

Organismos-teste sdo espécies mantidas em condi¢des laboratoriais que em
conjunto com o0s conhecimentos de sua biologia séo suficientes para serem
utilizadas como indicadores da toxicidade de substancias. O modo de cultivo e as

metodologias de ensaio empregadas para estes organismos sdo definidas em
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normas técnicas, permitindo a reprodutibilidade dos resultados (ARENZON, NETO e
GERBER, 2011).

O organismo-teste para ser utilizado em estudos de toxicologia necessita de
algumas caracteristicas descritas por BOHRER (1995) como a disponibilidade e
abundancia no ambiente, facilidade de cultivo em laboratorio e conhecimento da
biologia da espécie e ser preferencialmente um organismo sensivel e local. A
facilidade de manutencdo em condi¢cdes laboratoriais, a relacdo com grupos de
importancia ecolbgica, a estabilidade genética de populacdes uniformes e a
presenca na cadeia alimentar do homem também s&o aspectos de um organismo-
teste, sequndo RAND (1995).

Dentre as espécies que atendem a esses critérios podemos citar 0s peixes,
gue segundo SHAW & HANDY (2011) sédo considerados bons bioindicadores de
poluicdo aquética devido a sua consideravel distribuicdo nos diversos ecossistemas,
por se mostrarem sensiveis para a deteccdo de poluentes mesmos em baixas
concentracbes e serem organismos adequados para trabalhos laboratoriais
(organismos-teste).

Outro fator importante ao se optar pelo uso de peixes como organismos-
teste € a semelhanca fisiolégica e histolégica do seu organismo com o de outros
vertebrados, inclusive o do homem. Esse fator aliado a universalidade do codigo
genético permite aos especialistas inferir propriedades a um agente quimico como
genotdxico, citotéxico, carcinogénico e teratogénico (VILLELA et. al., 2003).

A espécie Hoplias intermedius (FIGURA 1), popularmente conhecida como
trairdo, pertencente a ordem Characiformes e a familia Erythrinidae, é uma espécie
de agua doce, encontrada no rio Sédo Francisco (Minas Gerais, Bahia e
Pernambuco), alto rio Paran4, incluindo rios Grande, Paranaiba e Piquiri (Parana) e
afluentes do rio Doce em Minas gerais, Brasil (OYAKAWA & MATTOX, 2009).
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Figura 1 — Exemplar da espécie Hoplias intermedius. Fonte: Tatiane Klingelfus.

O trairdo reside em ambientes l|énticos, com habitos preferencialmente
noturnos e comportamento territorialista (PLANQUETTE, KEITH e LE BAIL, 1996).
Os individuos adultos alimentam-se de peixes, geralmente dos géneros Astyanax,
Curimata e Aequidens. Os individuos jovens séo onivoros, alimentando-se de algas,
crustaceos, larvas de insetos e peixes (SOARES, ALMEIDA e TUNK, 1986).

As espécies do género Hoplias sdo comumente utilizadas em condi¢des
laboratoriais por apresentarem facil adaptacdo e manutencao. Por serem predadores
de habito alimentar piscivoro e representarem um nivel elevado da cadeia alimentar
aguatica, as espécies deste género podem ser utilizadas como bioindicador de
contaminagao ambiental pelo fato de acumularem contaminantes. Por estas razdes
sdo também comumente empregadas em bioensaios de contaminacao trofica, como
modelos para analises toxicoldgicas e ecotoxicoldgicas (CESTARI et. al.,, 2004,
RAMSDOREF et. al., 2009; SILVA et. al., 2011; MELA et. al., 2011).

1.5. Biomarcadores

A definicdo para biomacador € qualquer alteracdo biolégica que esteja
relacionada a presenca de um composto quimico no ambiente indicando uma

anormalidade que nédo pode ser detectada no organismo intacto (VAN GESTEL &
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VAN BRUMMELEN, 1996). Portanto sao utilizados a fim de averiguar de maneira
prévia as alteracBes induzidas pela acdo de substancias e poluentes (VAN DER
OOST, BEYER e VERMEULEN, 2003; MIRANDA, 2006).

1.6. Genotoxicidade

A genética toxicologica é a area da genética que estuda oS processos
responsaveis pela alteracdo da base genética da vida, tanto na estrutura fisico-
quimica (0 DNA - acido desoxirribonucleico), sendo o processo denominado
mutagénese; quanto na alteracdo do determinismo genético ao nivel celular ou
organico, classificados respectivamente como carcinogénese e teratogénese.
(ERDTMANN, 2003).

Efeitos genotéxicos podem ser definidos como efeitos potencialmente
prejudiciais ao material genético que ocorrem em consequéncia de um dano
induzido ao DNA (FERNANDEZ et. al., 2011).

Um dos agentes responsaveis por causar danos no DNA s&o 0s compostos
guimicos e estes podem classificados de acordo com o tipo de dano produzido: (1)
quimicos que agem diretamente no DNA; (2) quimicos nos quais 0 seu metabdlito
causa dano ao DNA; (3) quimicos que aumentam a producdo de espécies reativas
de oxigénio e (4) quimicos que inibem a sintese e o reparo do DNA (LEE &
STEINERT, 2003).

Biomarcadores de genotoxicidade foram anteriormente desenvolvidos com
organismos aquaticos, para avaliar o potencial genotoxico de diferentes agentes
guimicos no ambiente aquatico, dentre eles se destacam o Teste de Micronucleo
Pisceo (TMP), Avaliacdo de Alteracdes Morfoldégicas Nucleares (AMN) e o Ensaio
Cometa (BUCKER, CARVALHO e ALVES-GOMES, 2006). Estes testes séo capazes
de detectar efeitos dos agentes que potencialmente causam danos ao DNA e
consequentemente afetam a salde do organismo (BARBOSA et. al., 2010; NUNES
et. al., 2011).
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1.6.1. Teste de Micronucleo Pisceo

O teste do micronacleo em eritrécitos de sangue periférico € uma técnica
rapida, sensivel e confiavel para detectar danos no DNA, devido a frequentes
divisbes celulares (FENECH, 2000). Através da acao de agentes clastogénicos (que
induzem quebras e produzem fragmentos na estrutura do cromossomo) e
aneugénicos (que atuam provocando alteragcdes no numero de cromossomos no
genoma, devido a um erro de distribuicdo destes durante a divisdo celular) ocorrem
as quebras no DNA. Estes fragmentos ou cromossomos inteiros formados seréo
envoltos por uma membrana nuclear tornando-se visiveis como um pequeno nucleo
separado do nucleo principal da célula, sendo denominado micronucleo. Os
micronucleos aparecem nas células filhas, em decorréncia de danos sofridos nas
células parentais (RIBEIRO, 2003).

O teste de micronucleo tem sido usado em todo o mundo para a avaliacéo
de contaminantes no ambiente aquatico, especialmente em peixes (FREIRE et. al.,
2008). Estudos recentes tém descrito a presenca de outras anomalias nucleares
além do micronucleo, em células de peixes expostos a substancias genotdxicas
(CAVAS & ERGENE- GOZUKARA, 2005; RAMSDOREF et. al., 2009, FERNANDEZ
et. al., 2011). Em geral, a presenca dessas anomalias é considerada como um
indicador de efeito genotoxico (AYLON E GARCIA VASQUEZ, 2001), ainda que os
mecanismos responsaveis pela formacgao destas alteracdes néao tenha sido descrito.
Contudo, a andlise das alteracdes morfolégicas nucleares pode complementar a
investigacdo do potencial de genotoxidade de uma substancia (FAVAS& ERGENE-
GOZUKARA, 2005).

Estas alteracbes morfoldégicas nucleares foram classificadas por
CARRASCO, TILBURY e MYERS (1990) como (1) Blebbed: nucleos com uma
pequena evaginacdo da membrana nuclear, (2) Lobed: ndcleos com multiplas
evaginacdes o longo do nucleo e mais largas daquelas descritas para Blebbed, (3)
Vacuolated: nucleos que apresentam auséncia do material genético formando
vacuolos em seu interior, (4) Notched: ndcleos que apresentam uma invaginacao

bem definida interiorizando no nlcleo.
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Outra alteracdo morfolégica observada € a frequéncia de células
binucleadas, que indica uma divisdo celular anormal devido a um bloqueio da
citocinese, resultando em desequilibrio genético nas células podendo estar
envolvido no mecanismo de carcinogénese (FENECH et. al., 2003; FERNANDEZ et.
al., 2011).

1.6.2. Ensaio Cometa

O DNA das células de organismos eucarioticos possui alguns centimetros de
comprimento e ha a necessidade de uma condensacao para seu armazenamento no
nucleo. Quando expostos a danos, a molécula de DNA relaxa seu enovelamento e
consequentemente ocasiona quebras na estrutura molecular (FERRARO, 2009;
COLLINS et. al., 2008).

O ensaio cometa, ou SCGE (Single-Cell Gel Eletrophoresis) € um método
considerado sensivel para a deteccdo de rupturas nos filamentos de DNA de células
eucaridticas individualizadas (COLLINS et. al., 2008). O principio da técnica é
baseado no fato de que o DNA da célula que ndo sofreu dano ira migrar em conjunto
formando uma esfera. As células que sofreram dano terdo formado fragmentos e
estes irdo migrar em velocidades diferentes na eletroforese por terem tamanho e
peso distintos, formando uma cauda. Quanto maior for a cauda formada em relacao
ao nuclebide, maior o numero de quebras e, portanto, maior o dano causado
(COLLINS, 2004; COLLINS et. al., 2008). Em virtude de seus resultados e
sensibilidade, o ensaio cometa € aplicado em testes de novos produtos, avaliacédo
da genotoxicidade, monitoramento de contaminagdo ambiental com genotoxinas,
biomonitoramento humana e epidemiologia molecular e investigagao essencial em
danos e reparo do DNA (COLLINS, 2004).

1.7. JUSTIFICATIVA

Devido ao grande consumo diario de indmeras substéncias quimicas,
poluentes sédo liberados em rios e mares através de efluentes industriais, processos
agricolas, derrames acidentais e nao acidentais de lixos quimicos e organicos
contaminando 0 meio aquético e sua biota. Levando em conta o grande consumo de

chumbo e das nanoparticulas de dioxido de titanio além dos fatores de
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contaminagdo ambiental anteriormente citados, sdo relevantes os estudos que
buscam aprimorar conhecimentos acerca da interacdo, dos efeitos e das respostas

dos organismos a estes xenobidticos.

2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral

Avaliar a genotoxicidade e citotoxicidade das nanoparticulas de diéxido de
titAnio, do chumbo inorganico e da associacdo dos dois contaminantes, em peixes

da espécie Hoplias intermedius através de contaminacao hidrica.

2.1.1. Objetivos especificos

Avaliar a genotoxicidade e citotoxicidade das nanoparticulas de dioxido de
titAnio na concentracdo de 100 mg/L, do chumbo inorgéanico na concentracdo de
0,033 mg/L e da associacdo dos contaminantes em células eritrocitarias Hoplias
intermedius através do Teste de Micronlcleo Pisceo e Alteracbes Morfoldgicas
Nucleares;

Avaliar a genotoxicidade das nanoparticulas de dioxido de titanio na
concentracédo de 100 mg/L, do chumbo inorganico na concentracao de 0,033 mg/L e
da associagéo dos contaminantes nos tecidos branquial, sanguineo, hepatico, renal
e cerebral de Hoplias intermedius através do Ensaio Cometa;

Verificar se a associagdo entre as Nanoparticulas de Diéxido de Titanio e
Chumbo Il aumenta significativamente os danos no DNA quando comparados aos

compostos isoladamente.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Organismo teste

Os exemplares de Hoplias intermedius foram obtidos da Estacdo de
Hidrobiologia e Piscicultura de FURNAS, S&o José do Rio da Barra, sul de Minas

Gerais. A piscicultura ndo apresentam contaminacao ou fontes capaz de fazé-lo.

Foram utilizados 73 exemplares juvenis que foram subdivididos em 5 grupos
dos quais 18 peixes para o grupo controle negativo, 10 peixes para 0 grupo controle
positivo e 15 peixes para cada grupo de exposi¢ao (Pbll, Pbll+NpTiO, e NpTiO,). Os
peixes apresentaram massa corpérea de 11,14+1,361g com comprimento padrdo
médio de 18,62+5,767cm.

Os peixes foram submetidos a contaminacao hidrica nas concentracdes de
0,033 mg/L de chumbo inorganico (Pbll), e 100 mg/L de NpTiO, e a associacao dos
dois contaminantes (Pbll+NpTiO,). Paralelamente, foi acondicionado um grupo
controle negativo (CN) e um grupo controle positivo (CP) tratado com 5 pg/g de
Metilmetanosulfonato (MMS), totalizando assim 5 grupos, sob as mesmas condicdes

de aeracdo e fotoperiodo.

3.2. Aclimatacao

Os animais foram aclimatados durante aproximadamente 60 dias em
tanques de 2000 litros em ambiente externo com temperatura e aeragao
controladas. Apods este periodo os peixes foram realocados por 20 dias em tanques
250 litros (FIGURA 2) com aeracdo, fotoperiodo controlado (12h claro/ 12h escuro) e
alimentagdo com uma mistura de racdo comercial e peixe a cada 48 horas.
Decorrido este periodo, 73 exemplares de trairbes foram dispostos em 5 aquarios
com capacidade de 108 litros de acordo com a quantidade para cada grupo acima
citada (FIGURA 3). Os peixes foram mantidos nestes aquarios nas mesmas
condicdes de aeracdo e fotoperiodo por mais 7 dias, recebendo alimento apenas
nos 3 primeiros dias. Decorrido todo o periodo de aclimatacdo o experimento foi

iniciado e os animais nao receberam alimento.
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Figura 2 - Bioensaio do Laboratdrio de Citogenética Animal e Mutagénese
Ambiental do departamento de genética da Universidade
federal do Parand. Fonte: Taynah Vicari.

Figura 3 — Aclimatacéo de 7 dias dos exemplares de Hoplias intermedius em aquarios de
108 litros com aeragao, fotoperiodo controlado (12h/12h) e alimento disponivel
apenas nos 3 primeiros dias. Fonte: A autora.



23

3.3. Preparo das solugdes

3.3.1. Chumbo inorganico (Pbll)

A concentracdo de Pbll utilizada neste trabalho foi de acordo com a
resolucdo 357/2005 do CONAMA para aguas de classe 3. Para realizacdo da
solugdo de chumbo inorganico foi utilizado o nitrato de chumbo (Pb(NO3),). Sabendo
gue 1 mol de Pb(NOj3), contém 207,200 mg de Pbll, foi utilizado 527,490 mg de
Pb(NOg3), para obtermos 330mg de Pbll. A concentracdo da solu¢cdo-mae foi de 330
mg de PblI/L. Para a contaminacd&o inicial foram diluidos 7,2 ml da solu¢cdo mée em
72 litros do aquério, ja para as renovacfes de dois ter¢cos do volume total foram
utilizados 4,8 ml da solucdo méae, tendo ao final a concentracdo de 0,033 mg de

Pbll/L nos tratamentos.

3.3.2. Nanoparticulas de diéxido de titanio (NpTiO5)

As NpTiO, utilizadas para o preparo das solu¢bes foram adquiridas da
empresa Sigma-Aldrich®, em forma de pé na coloracdo branca.

A caracterizacdo das nanoparticulas foi desenvolvida através da andlise da
area de superficie especifica, realizada pelo LACTEC - UFPR utilizando a analise de
Brunauer Emmett Teller (BET) (BRUNAUER, EMMETT e TELLER, 1938). Além
disso, a estrutura cristalina, através das analises do XPS (X-Ray Photoelectron
Spectroscopy) e a quimica da superficie, através do método conhecido como DLS
(Dynamic Light Scattering) também foram confeccionados, juntamente com as
imagens das nanoparticulas através da microscopia eletrénica de transmisséo. A
guimica da superficie das nanoparticulas foi realizada através do método XPS pelo
Prof. Dr. Wido Herwig Schreiner, do departamento de Fisica da UFPR e o método
DLS foi realizado pelo Prof. Dr. Aldo José Gorgatti Zarbin, do Departamento de
Quimica da UFPR. A microscopia eletrénica de transmisséao foi realizada pelo Centro
de Microscopia Eletrénica da UFPR.

A suspensao de 100 mg de NpTiO,/L foi escolhida por ser a concentracao

maxima recomendada pela OECD (1992), Organizacdo de Cooperacdo e de
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Desenvolvimento Econdémico, que considera que as concentracdes maiores que esta
nao apresentam relevancias ambientais.

Para obter a concentracdo de 100 mg de NpTiO,/L nos tratamentos a
concentracdo da solucdo-mae foi de 10000 mg de NpTiO,/L. Para a primeira
contaminacgao foram feitos 720 ml de solugdo-mée, contendo 7200 mg de NpTiO,em
720 ml de agua destilada para serem misturados a 72 litros de &gua. Para as
renovacbes em 48 litros de agua, foram realizadas suspensdes com 4800 mg em
480 ml de agua destilada. Apds o prepraro das suspensdes de NpTiO; elas foram
sonicadas por 30 minutos em banho-maria ultrassénico (Schuster, L-100) em uma
frequéncia de 42 Khz.

3.4. Tratamento

Os parametros para realizacao dos testes foram através do protocolo n® 203
da diretiva OECD (1992). Para iniciar o experimento de contaminacdo hidrica os
aguarios com capacidade de 108 litros utilizados para aclimatacdo foram esvaziados
até atingir 72 litros de agua. Os peixes foram contaminados via hidrica (FIGURA 4)
por um periodo de 96 horas em um regime semi-estatico, onde dois tercos dos
contaminantes ou da agua foram renovados a cada 24 horas. No grupo controle
negativo ndo foi adicionado nenhum contaminante e no grupo controle positivo foi
injetado 5 pg de MMS/g do peso do animal 24 horas antes do término do

experimento.
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Figura 4 - Exemplares de Hoplias intermedius sob contaminacdo hidrica das
nanoparticulas de diéxido de titanio (NpTiO,). Fonte: A autora.

3.5.  Amostragem

3.5.1. Amostras hidricas

Para a andlise quimica da agua, amostras foram retiradas dos aquarios
antes e logo ap6s a renovacdo dos contaminantes ou somente da agua, ou seja,
eram retiradas duas amostras por dia de cada aquério. As amostras eram contidas

em garrafas de plastico de um litro e armazenadas em freezer para posterior analise.

3.5.2. Amostras teciduais

Para a obtencdo das amostras bioldgicas, os exemplares de H. intermedius
foram anestesiados com Benzocaina diluida em etanol a 20% em uma concentragado

de 10mg/L, e em seguida pesados, medidos e sexados (FIGURA 5).
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Figura 5 - Exemplar de Hoplias intermedius, apés anestesia com Benzocaina
20%. Fonte: Lais Fernanda Oya Silva.

O sangue periférico foi extraido através da veia caudal, em seguida foi
pingado uma gota em uma lamina limpa para a realizacdo do esfregaco sanguineo
para o TMP, e 10ul colocado em microtubos do tipo eppendorf de 1,5 ml, contendo
1,0 ml de soro bovino fetal e guardado sob refrigeracdo e na auséncia de luz. Com o
auxilio de tesoura e pin¢as finas foram retirados amostras dos tecidos renal,
hepatico, branquial e cerebral (FIGURA 6) e colocados em eppendorfs de 2,0 mL
contendo 0,5 ml de soro bovino fetal e guardados sob refrigeracdo para posterior
realizagdo do EC (RAMSDOREF et al. 2009).



27

Figura 6 - Coleta com auxilio de pin¢gas dos tecidos hepético, renal e cerebral dos
exemplares de Hoplias intermedius. Fonte: A autora.

3.6. Teste do Micronucleo Pisceo

Para avaliacdo da genotoxicidade e citotoxicidade foi empregado o TMP
segundo HEDDLE (1973) e SCHIMID (1975) com modificacdes por FERRARO et.
al., 2004. Apos a coleta do sangue do animal, pingou-se uma gota de sangue em
uma lamina limpa e com o auxilio de uma laminula foi realizada a técnica do
esfregaco sanguineo (FIGURA 7). Apés um periodo de 24 horas, as laminas foram
fixadas em cubetas de vidro com etanol absoluto por 15 minutos. Posteriormente as
laminas foram coradas com giemsa 10% diluida em tampao fosfato (pH 6,8) por 12
minutos; foram enxaguadas com agua destilada, secaram por 24 horas e
posteriormente foram analisadas em microscopio optico da marca Olympus aumento
de 1000X (FIGURA 8). Através do teste cego foram analisadas 2000 células por
lamina observando a presenca de micronicleos e de alteragdes morfologicas
nucleares segundo CARRASCO, TILBURY e MYERS (1990) (FIGURA 9).



Figura 8 - Células eritrocitarias de Hoplias intermedius no aumento de 1000x
apos a técnica de esfregaco e coloracdo com Giemsa. Fonte: A
autora.
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Figura 9 - Exemplo de células eritrocitarias com presenca de micronicleo e com alteracdes
morfologicas nucleares de Hoplias intermedius no aumento de 1000x do
microscépio Optico. A - célula com micronicleo, B - notched, C - vacutolo, D -
bindcleo, E - blebbed e F - lobed. Fonte: A autora.

3.7. Ensaio cometa

A técnica utilizada para o ensaio cometa foi a descrita por SINGH et.
al.(1988) com modificacdes segundo FERRARO et. al.(2004) e CESTARI et al.
(2004) para eritrocitos e por RAMSDOREF et. al. (2009) para tecidos sélidos.

3.7.1. Ensaio cometa para eritrécitos

Foram coletados 10 yl de suspensédo celular e misturado com 120 pl de
agarose LMP, previamente preparada e levemente aquecida (37°C), a mistura foi
entdo colocada sobre uma lamina com a cobertura de agarose normal previamente
confeccionada, coberta com uma laminula e levada a geladeira por 15 minutos.
Decorrido o tempo de refrigeracdo as laminulas foram retiradas com cuidado e as
laminas foram colocadas em solucao de lise dentro de cubetas que foram mantidas
em refrigeracdo por 24 horas.

As laminas foram dispostas em uma cuba de eletroforese horizontal

(resfriada a 4°C e mantida no escuro) de modo que ndo houvesse espago entre elas
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e, quando necessario, laminas limpas foram utilizadas para preencher os espacgos
vazios. Em seguida, foi adicionado o tamp&o de eletroforese com pH maior que 13,
delicadamente, de maneira a cobrir as laminas que foram mantidas na solucéo por
30 minutos para a desespiralizacdo do DNA. A corrida da eletroforese foi realizada a
25V e 300 mA por 25 minutos.

ApGs o término da eletroforese, as laminas foram retiradas cuidadosamente
e neutralizadas trés vezes com 5ml de tampéao de neutralizacdo composto por 51,04
g de Tris e 1 litro de agua deionizada (pH 7,5) por 5 minutos. As laminas foram
secas na posicao inclinada, fixadas com etanol por 5 minutos e posteriormente
guardadas até o momento de andlise.

Para a analise, cada lamina foi corada com 30 pL de brometo de etideo (20
mg/L) e posteriormente coberta com uma laminula e analisada imediatamente no

microscopio de epifluorescéncia (Leica®, DFC300).
3.7.2. Ensaio cometa para os tecidos renal, hepatico, branquial e cerebral.

Os tecidos foram desagregados em micro homogeneizador (TECNAL®, TE-
103) a 1500 rpm por cerca de 30 segundos. Posteriormente foram coletados 20 uL
do homogenato obtido e misturado com 120 yL de agarose LMP, previamente
preparada e levemente aquecida (37°C), para a montagem das laminas. O restante

do procedimento prossegue-se de forma semelhante ao ensaio com eritrécitos.

3.7.3. Escores

Utilizando o microscopio de epifluorescéncia, com aumento de 400x, foram
analisados100 nucleéides por lamina.

Os danos analisados séo a relagdo do comprimento da cauda em relacdo a
‘cabegca’ do cometa, sendo: 0 (sem dano aparente), 1 (pouco dano), 2 (dano
moderado), 3 (dano elevado) e 4 (dano maximo) (FIGURA 10). Os cometas com
DNAs totalmente fragmentados, ou seja, aqueles em que néo se visualiza a regiao
da cabeca, foram desconsiderados da contagem por apresentarem caracteristicas
de células inviaveis (COLLINS, et. al., 2008).
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Os escores dos danos foram atribuidos através da multiplicagdo do namero
de cometas encontrados em cada classe pelo valor da classe, como no exemplo que
se segue:

Escores = [(0 x numero de nucledides com dano 0)+(1 x numero de
nucledides com dano 1)+(2 x nimero de nucledides com dano 2)+(3 x numero de

nucledides com dano 3)+(4 x nimero de nucledides com dano4)].

Figura 10- Modelo de Nucletides com danos de 0 a 4, utilizado na classificagdo na
andlise do ensaio cometa. Fonte: KLINGELFUS, 2013.

3.8. Analise estatistica
O teste de Shapiro-Wilk foi empregado a fim de verificar a normalidade das
amostras. Quando estas ndo apresentavam normalidade foi aplicado o teste de
Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Student-Newman-Keuls, caso contrario era
utilizado o teste da Anova (1 critério) com pdés-teste T (LSD). Os testes foram usados
a fim de verificar as possiveis diferengcas entre 0s grupo expostos e grupos controle

positivo e negativo, com um nivel de significancia menor que 0,05.
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4. RESULTADOS

N&o houve mortalidade dos peixes devido a contaminacdo do chumbo
inorganico e das nanoparticulas de diéxido de titanio. Contudo, no aquario em que
0s peixes foram expostos a conjugacdo dos contaminantes uma traira se alimentou
de outra.

Dos 72 espécimes de Hoplias intermedius utilizados no trabalho, 43 foram

fémeas e 29 foram machos.

4.1. Caracterizacdo da suspensao das nanoparticulas de dioxido de titanio

As estruturas cristalinas que compunham as NpTiO, eram 100% do tipo
anatase, constituidas de 28,42% de titanio e 71,58% de oxigénio e apresentando
uma dimensdo média de 45 nm e 107 nm para as particulas agregadas (FIGURA
12). A andlise B.E.T. mostrou uma area de superficie especifica de 83.47 m?/g das
nanoparticulas. Através microscopia eletronica de transmisséo, foi obtida a estrutura
morfologica e o tamanho das nanoparticulas de dioxido de titdnio em p6 (FIGURA
11).
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FIGURA 11 - Aglomerados de NpTiO, por microscopia eletrébnica de transmissdo. (Fonte:
Taynah Vicari)

4.2. Parametros fisico-quimicos

A temperatura média dos aquarios foi de 23.09+1.432 °C e a concentracao
média de oxigénio dissolvido foi de 8.332+0.5626 mg/L (TABELA 1).

Tabela 1 - Temperatura média e taxa média de oxigénio dissolvido nos aquarios de

cada grupo (CN, Pbll, Pbll+NpTiO,, NpTiO, e MMS) utilizado durante o experimento
de exposicao hidrica aguda (96 horas).

Temperatura °C
CN Pbll PbllI+NpTiO, NpTiO, MMS Média
23.48+1.952 | 23.46+1.809 | 22.73+£1.024 | 22.6+0.6733 | 22.98+1.55 |23.09+1.432

Oxigénio dissolvido (mg/L)
CN Pbll Pbll+NpTiO, NpTiO, MMS Média
8.061+0.7369 | 8.4+0.4637 | 8.675+0.15 | 8.4+0.4967 |8.175+0.7805 | 8.332+0.5626

O Centro de Pesquisa e Processamento de Alimentos (CEPPA) da
Universidade Federal do Parand, analisou a concentracdo de Pbll nas amostras de



34

agua retiradas antes e depois da renovacao dos contaminantes dos aquarios de Pbll
e de Pbll com NpTiO,. A analise hidrica mostrou que a concentracdo efetiva
0,04+0,014 mg de PbllI/L ndo estava biodisponivel nas amostras retiradas antes da
renovacdo dos contaminantes (<0,01 mg/L), contudo nas amostras apds a
renovacgao havia disponibilidade de Pbll (TABELA 2).

Tabela 2- Analise hidrica realizada pelo CEPPA em relagdo a concentragdo (mg/L) de Pbll
nas amostras retiradas dos aquarios ante e depois da contaminacao.

Antes da renovagao Pbll .
Tempo de contamin:géo (h) (mg/L) PbI+NPTIO, (meg/L)
0 <0.01 <0.01
24 <0.01 <0.01
48 <0.01 <0.01
72 <0.01 <0.01
96
Depois da renovagao Pbll .
Tempopde contamina:;;éo (h) CN (me/L) (mg/L) PbI+NPTIO, (meg/L)
0 <0.01 0.03 0.07
24 <0.01 0.05 0.06
48 <0.01 0.04 0.05
72 <0.01 0.03 0.04
96 <0.01 0.03 0.03
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4.3. Tecido Sanguineo
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Grafico 1 — Teste do Micronlcleo Pisceo e Alteracbes Morfoldgicas
Nucleares. Frequéncia de micronicleo e alteragdes morfologicas
nucleares dos eritrcitos de H. intermedius nos grupos tratados (Pbll,
PblI+NpTiO, e NpTiO,) e controle (CN).
N&o houve diferencas quanto a presenca de micronucleo e dos tipos de
alteracdes morfoldgicas do nucleo entre os grupos (p=0,908) (GRAFICO 1) (TABELA

3).
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Tabela 3- Frequéncias de MN e AMN encontradas nos grupos tratados (Pbll, Pbll+NpTiO, e
NpTiO,) e controle (CN e MMS).

Frequéncias de AMN
Micronucleo Blebbed Lobed Notched Binucleo Vacuolo
CN 210 2.888910.0352 | 2.8611+0.0386 | 4.9444+0.3487 | 2.3611+0.0375 | 5.9444+0.6416
Pbll 2.2667+0.0297 | 2.5333+0.053 |3.033310.0741 | 5.0667+0.7436 | 2.2333+0.0297 | 5.8667+0.916
Pbll+NpTiO, | 2.333340.0129 | 2.3333+0.0129 | 3.2+0.0478 |4.6667+0.3407 | 2.8+0.0244 5.66671+0.816
NpTiO, 2.1+0 2.6+0.0228 3+0.0486 4.9333+0.3873 | 2.4333+0.0206 | 5.9333+0.7771
MMS 2.25+0 2.45+0.0158 2.85+£0.024 5.25+0.3991 2.45+0.0158 5.75+£1.1723

Com relagéo ao EC, o grupo controle positivo, exposto ao MMS, néo diferiu
do CN em relac&o aos danos do DNA das células eritrocitarias (GRAFICO 2).
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Grafico 2 - Ensaio cometa de eritrécitos. Danos ao DNA do tecido sanguineo
de Hoplias intermedius apds exposicao hidrica aguda (96 horas)
ao chumbo e nanoparticulas de TiO,. Nestes dados foi utilizado
Anova (1 critério) seguido do pos-teste T (LSD). Letras diferentes
significam diferenca significativa de p<0,05.
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4.4. Tecido Branquial

Através do ensaio cometa pode-se observar que 0S grupos expostos a
NpTiO, e aos contaminantes conjugados apresentaram maiores danos no DNA
guando comparado aos grupos controle negativo (CN) e Pbll, contudo apresentaram
menores danos quando comparados ao MMS. Diferentemente dos demais grupos, o

Pbll n&o apresentou diferenca em relagéo ao CN. (GRAFICO 3).
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Gréafico 3 — Ensaio cometa de branquia. Danos ao DNA do tecido branquial de Hoplias
intermedius apods exposicdo hidrica aguda (96 horas) ao Pbll e NpTiO,. Letras
diferentes significam diferencga significativa de p<0,05 (Anova 1 critério).
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45. Tecido Renal

As células renais sob exposicdo do Pbll, PbllI+NpTiO, e NpTiO;
apresentaram maiores danos ao DNA em relacdo ao CN, mas ainda assim, tiveram

danos menores quando comparados a acdo do MMS.(GRAFICO 4).
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Gréfico 4 — Ensaio cometa de rim. Danos ao DNA das células renais de
Hoplias intermedius ap6s exposi¢édo hidrica aguda (96 horas) ao
chumbo e nanoparticulas de TiO, Letras diferentes significam
diferenca significativa de p<0,05.

4.6. Tecido Hepatico

No ensaio cometa em hepatocitos, ndo observamos diferencas

significativas entre 0s grupos expostos em relacdo ao controle negativo
(GRAFICO 5).
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Gréfico 5 - Ensaio cometa de figado. Danos ao DNA das células
hepaticas de Hoplias intermedius apds exposi¢do hidrica
aguda (96 horas) ao chumbo e nanoparticulas de TiO,, Letras
diferentes significam diferenca significativa de p<0,05.

4.7. Tecido Cerebral

Os animais expostos ao PbllI+NpTiO, e a NpTiO, apresentaram maiores

danos no DNA das células cerebrais em relacdo ao CN e Pbll isolado (GRAFICO 6).
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Gréfico 6 —Ensaio cometa de cérebro. Danos ao DNA das células do
cérebro de Hoplias intermedius apds exposi¢do hidrica aguda
(96 horas) ao chumbo e nanoparticulas de TiO, Letras diferentes
significam diferenca significativa de p<0,05.

5. DISCUSSAO

A predacéo intraespecifica ocorrida durante o experimento de contaminacéo
hidrica é respaldada pela explanacdo de LUZ et. al. (2000), que explica que a
heterogeneidade do tamanho dos individuos de Hoplias lacerdae e a insatisfacdo em
relacdo as exigéncias nutricionais sdo um dos fatores que induzem o canibalismo.
Portanto, a diferenca de tamanho entre os peixes e a suspensdo do alimento
durante o experimento podem ter induzido a relagéo ecologica do canibalismo.

A bioindisponibilidade do chumbo nas etapas de renovacédo de acordo com

as analises hidricas podem ser explicadas aderéncia do metal ao muco produzido
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pelo peixe, como TAO (2000) que verificou em seu trabalho com Carassius auratus
gue quanto mais elevadas as concentragdes de Pbll as quais o peixe era exposto
mais muco ele produzia. Por sua composi¢cdo TAO (2000) considerou 0 muco como
um ligante organico para o chumbo possuindo a capacidade de adsorver as
particulas do metal presentes na coluna d’agua. Contudo, outro trabalho com
chumbo e filtros com fibras de vidro mostrou que os metais catibnicos foram bem
adsorvidos pelo vidro e que em solucbes com condi¢cdes de aguas naturais essa
adsorcdo aumenta, diminuindo sua biodisponibilidade (FUHRMANN & FITTS, 2004),
assim, o chumbo também pode ter sido adsorvido pelo vidro.

Os trabalhos sobre os efeitos das nanoparticulas em organismos aquaticos
sao relativamente recentes, a primeira publicacéo foi no ano de 2004, mostrando a
inducdo de estresse oxidativo ao cérebro de Micropterus salmoides pelo
nanomaterial Fulereno Cgo (OBERDORSTER, 2004). ApOs este marco, muitos tém
sido os experimentos com diversas nanoparticulas manufaturadas, devido ao alto
consumo e presenca destas no ambiente aquatico.

Dentre as publicacbes sobre as nanoparticulas de dioxido de titdnio ha uma
gama de resultados variados sobre a sua toxicidade, devido aos diferentes
tratamentos e modelos experimentais aplicados, assim como, as diferentes
caracteristicas fisico-quimicas das NpTiO, (CLEMENTE et. al, 2012).

LEE, KIM e CHOI (2009) utilizaram a concentracédo de 1 mg/L de NpTiO, em
um ensaio hidrico de 24 horas em 150 neonatos do microcrustaceo Daphnia magna
e em 10 larvas do mosquito Chironomus riparus € nao constataram genotoxicidade
nem ecotoxicidade das nanoparticulas para ambos os organismos.

Em um estudo in vitro com leucocitos de Tursiops trucatus, golfinhos nariz-
de-garrafa, foram avaliadas a genotoxicidade e viabilidade de células expostas as
concentracbes de 20, 50 e 100 pg/ml de TiO, na forma rutiio e nas mesmas
concentracbes de TiO, na forma anatase com poucas particulas menores que 100
nm e sua maioria com alguns pm. Nas concentragbes de 50 e 100 pg/ml foram
observadas que ambas as formas, rutilo e anatase, induziram fragmentacao do DNA
havendo um aumento dos danos nos periodos de 24 e 48 horas, ocorrendo uma
maior fragmentacdo apos 24 horas e um leve declinio no periodo de 48 horas. Os
autores explicam que essa diminuicdo pode ser relativa ao mecanismo de reparo do
DNA. No teste de viabilidade celular percebeu-se que a porcentagem de células

viaveis em 48 horas, 89,9%, diminuiu para 85,8% para o contaminante na forma
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rutilo e para 71% no contaminante de forma anatase, o que evidencia o efeito
genotoxico das NpTiO, (BERNARDESCHI et. al., 2010).

GOSH, BANDYOPADHYAY e MUKHERJEE (2010) analisaram a
genotoxicidade das NpTiO, em Allium cepa e Nicotiana tabacum nas doses de 0, 2,
4, 6, 8 e 10nM e em linfécitos humanos nas doses de 0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25;
1,50; 1,75 e 2nM de NpTiO; e bulk TiO,. No EC de A. cepa ocorreu aumento nos
danos do DNA atingindo um pico na dose de 4mM e em seguida houve decaimento
dos danos até a dose mais alta. Em N. tabacum ocorreu 0 mesmo padrdo tendo o
pico de danos na dose de 2mM seguido pelo decaimento dos danos até a maior
dose. Nos linfocitos o EC mostrou dano no DNA na dose mais baixa de NpTiO;
(0,25mM) e um efeito dose-dependente nas doses de bulk TiO,. A LCsy observada
no teste de viabilidade celular dos linfocitos foi de 1 e 1,25mM sendo que dos 93%
das células do controle, apenas 82% e 85% eram viaveis nas maiores doses de
NpTiO, e bulk TiO,, atestando a genotoxicidade das NpTiO, tanto para plantas como
para linfécitos humanos. Em um ensaio hidrico agudo de 5 dias com a espécie de
peixe C. auratus expostos a 10 e 100mg/L de NpTiO, foram observadas acimulo de
Ti no intestino e branquias tendo maior acimulo na maior concentragdo. Ndo houve
acumulo de Ti no tecido cerebral dos peixes e uma pequena parcela foi quantificada
nos musculos. Os autores também observaram que na maior concentracao houve
anormalidades fisiol6gicas e mudancas de comportamento dos animais.

Em outro ensaio hidrico com peixes BOYLE (2013) utilizaram 1 mg/L de
NpTiO; e bulk TiO, por 14 dias, os autores ndo observaram diferengcas entres os
diferentes tipos de TiO, nem aumento de Ti nos 6rgdos internos de Oncorhynchus
mykiss exceto nas branquias, onde havia 22 vezes mais Ti no tratamento com
NpTiO2 e 31 vezes mais Ti no tratamento com bulk TiO,,

Apesar das publicacbes sobre os efeitos das NpTiO, poucas relatam suas
interacdes com outros compostos, como 0S metais, encontrados no ambiente
aquatico (ZHANG et. al, 2010; ENGATES & SHIPLEY, 2011). E ainda menor o
namero de publicacdes sobre a interacdo das nanoparticulas com metais em
organismos aquaticos (SUN et. al., 2007; ZHANG et. al., 2007; SUN et. al., 2009; HU
et. al., 2012; PAVAGADHI, SATHISHKUMAR e BALASUBRAMANIAN, 2014).

SUN et al. (2007) realizaram um ensaio hidrico crénico (25 dias) com
Cyprinus carpio a fim de avaliar a bioacumulacdo do arsénio (0,2 mg As/L) na

presenca e auséncia das NpTiO, (10mg/L). Apds o periodo de exposicado além de
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observar uma forte acumulacéo de NpTiO,, as carpas também acumularam mais As
na presenca das nanoparticulas no intestino, estdmago e branquias em todos os
periodos (2,5,10 e 20 dias), no figado e no musculo apés 5, 10 e 20 dias e nas
escamas e pele apos o 10° dia. Isto levou os autores a concluirem que as NpTiO;
podem ser responsaveis pela forte capacidade de adsor¢cdo do As e transporte
facilitado deste metal6ide. O mesmo procedimento foi realizado com o metal cadmio
(0,1mg/L), e além do forte acimulo de NpTiO,, apds 25 dias de exposi¢cado, tambéem
foram observados o aumento da concentracdo de cadmio na presenca das
nanoparticulas em 146%, além de acumulos significativos nos 6rgdos vitais e
branquias das carpas (ZHANG et. al., 2007).

Em um ensaio agudo de 24 horas com Ceriodaphnia dubia foram realizados
tratamentos com Pb em concentracées menores que 1,5 mg/L em pH 7,8 e pH 6,8,
com NpTiO; nas concentragdes de 50, 100, 200, 500 e 1000mg/L e tratamentos com
concentragbes de Pb variando entre 0 e 4,5mg/L juntamente com 200mg/L de
NpTiO, ou 120mg/L de nanoparticulas de cério (NpCeO,). Quando isoladas as
nanoparticulas ndo apresentaram toxicidade nem mortalidade, contudo na presenca
de Pb em concentracbes menores que 200 mg/L elas apresentaram toxicidade
significativa. A LCso para o Pb sob pH 7,8 foi de 606 pug/L e para pH 6,8 foi de 411
Mg/L, para a conjugacéo de Pb+NpTiO, a LCs, foi de 98 pg/L e para Pb+NpCeO; foi
210 ug/L, constatando o maior efeito toxico das NpTiO, em relacdo a NpCeO, (HU
et. al., 2012)

No presente trabalho foi avaliado a genotoxicidade das NpTiO, (100 mg/L) e
do Pbll (0,033 mg/L) isolados e em conjunto. O EC com tecido sanguineo nao
mostrou diferenca entre os controles negativo e positivo. O MMS é um agente
alquilante e conhecido pelo seu potencial genotoxico (SUZUKI et. al., 2005) sendo
muito utilizado como modelo para analises dos efeitos de poluentes ambientais
(OYA, 2013; KLINGELFUS, 2013; FABBENDER & BRAUNBECK, 2013). Uma
explicagdo para a semelhanca do perfil genotdxico entre os controles é a de que o
MMS, neste ensaio, pode ter causado uma elevada taxa de citotoxicidade causando
a morte das células sanguineas durante o periodo de 24 horas, impossibilitando a
avaliacdo da genotoxicidade nos eritrécitos, ou 0 MMS necessitaria de um tempo de
exposicdo mais prolongado para causar danos ao DNA das células eritrocitarias e
para isso ha a necessidade de um ensaio piloto com diferentes concentragdes do

agente alquilante para uma visualizacédo abrangente do que ocorreu.
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No TMP e AMN nao foram observadas diferencas nas frequéncias de
micronucleo e altera¢cdes morfologicas do nucleo entre os tratamentos. CLEMENTE
et. al. (2013) expbs P. mesopotamicus (Pacu-caranha) as NpTiO, nas concentracdes
de 0, 1, 10 e 100 mg/L sob ensaio agudo hidrico (96 horas). Apds o periodo de
exposicdo ndo foram encontrados micronucleos nos eritrocitos e a frequéncia de
AMN na concentragdo de 100mg/L nédo foi significativa em relagdo ao controle
negativo, o que corrobora com o resultado constatado no presente trabalho.
Resultados néo significativos de TMP e AMN também ocorreram em Hoplias
malabaricus (atual H. intermedius) contaminados com Pbll nas doses de 7, 21, 63 e
100 pg/g através de injecOes intraperitoneais (RAMSDORF et. al., 2009) e na
espécie Rhamdia quelen através da contaminacao hidrica subcrdnica semi-estatica
nas concentragdes de 0,01; 0,03; 0,10 mg/L de nitrato de chumbo (RAMSDOREF et.
al., 2011) mostrando que o TMP e AMN pode néo ser tdo sensivel em exposicoes
agudas como 0 ensaio cometa demonstrando assim a importancia da utilizacédo de
mais de um biomarcador.

Nas branquias ocorreram maiores danos no DNA quando os peixes foram
expostos as NpTiO, e a conjugacdo das NpTiO,+Pbll. As branquias estdo em
contato direto com o ambiente aquatico, o que faz com que sejam érgaos-alvo para
toxicos presentes na agua (SUN et al.,, 2007). Durante a exposicdo de metais a
guantidade de muco da superficie branquial aumenta (HANDY & EDDY, 1991) o que
pode ter contribuido para a adsorcdo das nanoparticulas (SUN et al.,2007)
resultando no maior dano do DNA nas células branquiais quando contaminadas com
as NpTiO, e também com as NpTiO,+Pbll.

Alguns trabalhos com Hoplias malabaricus, mostraram a inducéo de danos
ao DNA em células sanguineas e renais ap0s contaminag¢do por chumbo através de
injecdes intraperitoneais nas doses de 7, 21, 63 e 100ug de Pbll/g. (RAMSDOREF et.
al., 2009). Em estudos de contaminacao trofica, utilizando 21ug de Pbll/g, a partir da
mesma espécie de peixe FERRARO et. al.(2004) e CESTARI et. al.(2004)
observaram aumento de danos no DNA, por meio do Ensaio Cometa de eritrdcitos,
além de um aumento na frequéncia de alteragcbes morfoldgicas nucleares em
eritrocitos ao utilizar o Teste do Microndcleo Pisceo apds contaminacdo com 21ug
de Pbll/g e 0,3ug de TBT/g (FERRARO et. al., 2004).

Em um ensaio hidrico com Tilapia zillii utilizando concentracfes de 0,5; 1; 2

e 4 mg/L de Pb e cobre (Cu) foram observados os acumulos dos metais nas
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branquias, figado e musculo dos peixes ap6s 14 dias de exposi¢cao, embora, 0
acumulo de Pb no figado tenha sido relativamente baixo quando comparado ao
tecido branquial. Os autores alegam que tal fato pode estar ligado a inducdo de
proteinas de ligacdo do chumbo no figado, relacionadas com as metalotioneinas, e
ainda afirmam que o acumulo destes metais é dependente da concentracdo e do
tempo de exposicao (AY, KALAY e TAMER, 1999). SUICMEZ et. al. (2006) também
observaram acumulo de Pb em diferentes tecidos de Oncorhynchus mykiss apos
ensaio hidrico de 72 horas com concentracdes de 0,1;1 e 10 mg/L. A maior
concentracéo de Pb foi encontrada nas branquias nos tratamentos de 0,1 e 10mg/L.
Além do acumulo os autores também observaram danos histopatolégicos no figado
e nas branquias e atestam que mesmo em baixas concentracfes 0s metais pesados
podem acumular nos tecidos, principalmente nas branquias, rins e figado quando
permanecem no organismo ao longo do tempo.

Outro trabalho com Pb, Cd e Zn em exposic¢ao hidrica, por um periodo de 35
dias, utilizando Misgurnus anguillicaudatus mostrou danos ao DNA através do EC no
hepatopancreas do peixe. Foram utilizadas 0,05; 0,5 e 5mg/L de Cd, 0,5 e 5mg/L de
Pb e Zn em tratamentos com o0s metais isolados e em conjugagdo. O
hepatopéncreas apresentou danos significativos no DNA em todos os tratamentos
tendo a porcentagem de DNA fragmentado aumentado durante o tempo de
exposicao, e quando em conjunto os trés metais causaram danos mais severos ao
material genético (ZHANG et. al., 2008).

A células renais apresentaram maiores danos do DNA nos grupos expostos
ao Pbll, Pbll+NpTiO, e NpTiO, PATEL et. al. (2006) demonstrou acumulagéo
significante e tempo-dependente de Pbll na concentragcdo de 0,5 mg/L nos rins de
Oncorhynchus mykiss apos exposi¢ao hidrica por 3, 8, 24 e 96 horas. Através de
analises fisiologicas os autores sugerem que o rim desempenha um importante
papel no metabolismo e pode ser rota de excre¢cdo do chumbo, o que poderia
explicar os maiores danos causados pelo Pbll e PblI+NpTiOzno tecido renal de H.
intermedius no presente trabalho.

Os grupos PbII+NpTiO, e NpTiO, causaram maiores danos no DNA das
células cerebrais quando comparados ao controle negativo. Em um trabalho tréfico
com ratos utilizando NpTiO, e PbAc (acetato de chumbo) foi observado o acumulo
do titanio (Ti) e Pb além de danos histopatolégicos nos tecidos renais, hepaticos e

cerebrais dos animais. A co-exposi¢cao dos contaminantes aumentou o acumulo de
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Ti e Pb nos tecidos em relacdo aos contaminantes isolados e no tecido cerebral
ocorreu a reducdo da atividade das enzimas superdxido dismutase e glutationa
peroxidase (ZHANG et. al.,, 2010). Em um ensaio hidrico subcrénico (30 dias)
utilizando 0,01; 0,03 e 0,1 mg/L de nitrato de chumbo RAMSDORF (2011) observou
reducdo da atividade da enzima acetilcolinesterase no cérebro dos peixes Astyanax
sp. na concentracdo de 0,03mg/L, o que apoia 0 aumento de danos causados nas
células do tecido cerebral de Hoplias intermedius.

OYA (2013) utilizou a espécie Rhamdia quelen em um ensaio agudo (96
horas) via injecao intraperitoneal com 21 pg/g de Pbll; 5, 50 e 500 ng/g de NpTiO, e
associacdo dos contaminantes. Em células cerebrais e eritrocitarias, a menor dose
de NpTiO; (5ng/g) se mostrou capaz de causar danos no DNA. A dose administrada
de Pbll ndo causou danos no tecido cerebral, a autora explica que provavelmente o
contaminante estava em processo de metabolizacdo dificultando a sua agéo téxica
no periodo de 96 horas.

A falta de diferenca significativa do grupo exposto ao Pbll para os tecidos
cerebrais e hepéticos em relacdo ao CN mostra que a concentracdo de Pbll
permitida pelo CONAMA 357 para aguas de classe Ill ndo oferece danos sérios a
Hoplias intermedius sob condicBes laboratoriais. Segundo SUN et. al. (2003) em
altas concentracdes metais ndo-essenciais, como o0 Pb, podem induzir a producao
de radicais livres em quantidades muito pequenas porém podem afetar a atividade
das endonucleases e polimerases 0 que também resulta em mutacdes no DNA.
Apesar disto, mesmo em uma concentracao baixa, o tecido renal apresentou notavel
sensibilidade ao Pbll para a contaminacao hidrica, 0 que demonstra que este tecido,
de grande importancia para a producdo de células jovens por ser o tecido

hematopoiéticos dos peixes, pode ser um tecido alvo para este metal.

6. CONCLUSAO

N&o foi constatada a sinergia do chumbo inorganico com as nanoparticulas
de dioxido de titanio, contudo as NpTiO, apresentaram genotoxicidade nas células
branquiais, renais e cerebrais e o chumbo inorgéanico causou genotoxicidade no
tecido renal.

Ha necessidade de aumentar as analises com outros biomarcadores, como

as analises nos eritrocitos corados com laranja de acridina e andlises bioquimicas, a



47

fim de investigar melhor o potencial toxico das nanoparticulas de didxido de titdniona
concentracdo e no tipo de contaminacao (hidrica) utilizada no presente trabalho.
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