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RESUMO

Devido a poluicdo ambiental, os organismos aquaticos se encontram expostos a
uma diversidade de compostos quimicos. Sabe-se que o chumbo e as
nanoparticulas de dioxido de titAnio sdo poluentes aquaticos e podem ser
simultaneamente encontrados neste ambiente. Alias, ja foi observado que
nanoparticulas metalicas possuem uma superficie mais reativa, podendo adsorver
em suas superficies outros poluentes, como por exemplo, ions metalicos, que
consequentemente sao liberados dentro da célula ocasionando efeitos toxicos. Com
base nisso, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar os possiveis efeitos toxicos do
chumbo inorgénico (Pbll) e da nanoparticula de diéxido de titanio (NPTiO,), na
espécie de peixe Astyanax altiparanae através de biomarcadores bioquimicos. Para
isto, exemplares de A. altiparanae foram contaminados via injecdo intraperitoneal
nas concentracdes de 2,1 mg/Kg de chumbo inorganico (Pbll), 5 ng/g e 500 ng/g de
nanoparticulas de diéxido de titAnio, ambos isolados e combinados com &gua
destilada e a associacéo entre contaminantes (Pbll+Np). Um grupo controle (CN) foi
mantido sob as mesmas condi¢bes. Apds 96 horas, os peixes foram eutanasiados,
e seus tecidos (figado e cérebro) retirados para a realizacdo das analises. Os
biomarcadores bioquimicos avaliados foram a atividade das enzimas
acetilcolinesterase (AChE) cerebral, superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa S-transferase (GST), além da andlise da lipoperoxidagéo (LPO) no figado.
Os resultados, mostraram um aumento na atividade da AChE cerebral para os
grupos tratados com 500 ng/g de NPTIO,, assim como a associacdo de 5ng/g de
NPTiIO, mais Pbll. No tratamento com 500 ng/g de NPTIO; a atividade da SOD foi
reduzida em relacdo ao grupo controle. Porém, ndo foi observada diferenca
significativa na atividade da CAT e nem da LPO para ambos contaminantes isolados
e combinados. O grupo tratado com o Pbll isolado e combinado com as duas
concentracbes de NPTIO; apresentou um aumento da atividade da GST. Pode se
concluir qgue, o Chumbo e as nanoparticulas de dioxido de titanio (NPTIO,), isolados
e combinados n&o se mostraram neurotdxico, assim como também nédo ocasionaram
danos oxidativos no tecido hepético.

Palavras-chave: Chumbo inorganico, nanoparticulas de didéxido de titanio,

biomarcadores bioquimicos.



ABSTRACT

Due to the environmental pollution, the aquatic organisms are exposed to a variety of
chemical compounds. It is known that lead and titanium dioxide nanoparticles are
water pollutants and can simultaneously be found in this environment. It has already
been observed that metallic nanoparticles have a reactive surface. They can adsorb
other pollutants in their surfaces, such as metal ions, which eventually are released
into the cell causing toxic effects. The aim of this study was to evaluate the possible
toxic effects of inorganic lead (Pbll) and titanium dioxide nanoparticle (NPTIO5) in fish
species Astyanax altiparanae through biochemical biomarkers. A. altiparanae
specimens were contaminated by intraperitoneal injection with concentrations of 2.1
mg/kg of inorganic lead (Pbll), 5 ng/g and 500 ng/g titanium dioxide nanoparticles,
both isolated and combined with water distiled and the association between
contaminants (Pbll + NPTiIO;). A control group was maintained under the same
conditions. After 96 hours fish were euthanized and their tissues (liver and brain)
removed for the analyzes. Biochemical biomarkers evaluated were enzymes
activities of acetylcholinesterase (AChE) in the brain, superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and glutathione S-transferase (GST), as well as lipid peroxidation
(LPO) in the liver. Results showed, an increase in brain AChE activity for groups
treated with 500 ng/g NPTIO,, as well as with the association of 5 ng/g NPTiO, and
Pbll. In the treatment with 500 ng/g NPTiO, the SOD activity was reduced compared
to the control group. Therefore it was not observed significant difference in CAT
activity no and in the LPO for both contaminants isolated and associated. The group
treated with isolated and combined Pbll with the both NPTiO, concentrations showed
an increase in GST activity. It can be concluded that, lead and titanium dioxide
nanoparticles (NPTiO2), isolated or combined showed no neurotoxicity, as well as
did not cause oxidative damage to the liver tissue.

Key-words: inorganic lead, titanium dioxide nanoparticles, biochemical biomarkers.
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1 INTRODUCAO

Desde o inicio da civilizacdo o homem busca satisfazer suas necessidades,
apropriando-se e alterando o meio ambiente e seus recursos. Nos ultimos séculos
devido ao aumento da densidade populacional e as altas producdes na industria e
agricultura, a geracdo de residuos toxicos em quantidade prejudicial ao meio
ambiente e sua disposicdo, aumentou consideravelmente nos ecossistemas
aquaticos (ARIAS et al., 2007; ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).

O despejo de efluentes industriais e domésticos sem o devido tratamento, os
processos agricolas e os derramamentos acidentais de compostos quimicos,
contribuem drasticamente para a contaminagao dos cursos d’agua. Tendo em vista
qgue, muitos destes compostos sado extremamente complexos, formados por diversos
componentes prejudiciais ao ambiente aquético, como metais pesados, agrotoxicos
e compostos organicos (FENT, 2004; FREIRE et al., 2008).

Tal fonte de poluicdo pode causar grandes danos a qualidade da agua e a
toda biota que dela depende, incluindo o homem (FREIRE et al., 2008). Esses
agentes téxicos sdo capazes de interagir com 0s organismos, afetando mecanismos
celulares, ocasionando inlUmeras alterac6es podendo gerar desequilibrios ecolégicos
dependendo do grau de impacto e do tempo de exposi¢cao (COGO et al., 2009).

Dessa maneira, o interesse do homem pela questdo ambiental, e sua
preocupacdo com a preservacdo e manutencdo da qualidade do ecossistema
aguatico tem aumentado gradativamente nas Ultimas décadas. Sendo assim, um dos
maiores desafios nesta questdo é o conhecimento dos efeitos relacionados a
exposi¢cdes simultdneas a diferentes contaminantes. Tendo em vista que 0s
contaminantes ndo se encontram isolados no ambiente, bem como ndo sao
absorvidos isoladamente pelos organismos. Desta forma, sabe-se que o0s
organismos aquaticos se encontram expostos a uma diversidade de compostos
quimicos com associacbes do tipo antagbnicas e/ou sinérgicas (ROSSI, 2014;
ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008).
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1.1 METAIS

Os metais sdo naturalmente encontrados no ambiente, e em pequenas
guantidades nos organismos. Sendo zinco, ferro, manganés, cobre, cobalto e
molibdénio metais essenciais para os processos fisiolégicos de plantas e animais,
mas que podem apresentar toxicidade aos organismos quando em altas
concentracfes. Enquanto outros metais, como cadmio, chumbo e mercuario néo
possuem funcéo biolégica conhecida e podem ser toxicos mesmo em quantidades
relativamente pequenas (KLINGELFUS, 2014).

Os metais compdem uma classe importante de poluentes, e estdo entre os
contaminantes mais encontrados na agua, podendo derivar do descarte incorreto de
residuos, efluentes industriais, rejeitos de mineracdo e pela a utlizacdo de
agrotoxicos (CARVALHO et al., 2000; MACEDO e SIPAUBA-TAVARES, 2005;
PEREIRA, 2014).

Nos ecossistemas aquaticos, 0s metais podem estar presentes em
diferentes formas: livre e dissolvida; complexada pela matéria organica dissolvida;
complexos sollveis, na fracdo de lipideos presentes na agua; adsorvidos, nas
particulas coloidais e nos particulados organicos e inorganicos suspensos na agua,;
e insolubilizada, usualmente como sulfetos e carbonatos (ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2008).

A toxicidade dos metais deve-se principalmente a sua capacidade de
interferir em reacfes enzimaticas: bloqueando grupos funcionais essenciais na
atuacdo de uma biomolécula; deslocando ions necessarios e modificando a
conformacao de sitios ativos de proteinas e enzimas. Além de disso, 0s metais
podem sofrer naturalmente metilagdo, originado os chamados compostos
organometalicos. Estes compostos tendem a ser lipossoluveis, o0 que facilita a
entrada na célula através da membrana biolégica (ROSSI, 2014). Outro agravante
com 0s metais € que estes ndo sdo degradaveis pelo sistema biolégico, de maneira
gue podem acumular-se nos organismos, gerando uma grande preocupacao quanto
a sua toxicidade (YADAV e TRIVED, 2009).
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1.1.1 Chumbo (Pbll)

Devido as suas propriedades fisicas e quimicas o chumbo é um metal com
ampla utilizacdo industrial ha milhares de anos, onde se se tornou um dos
contaminantes mais comuns (MOREIRA e MOREIRA, 2004). Embora sua utilizag&o
esteja restrita e até banida de algumas industrias de alguns paises, sua
contaminacdo global, resultante das atividades humanas, ainda € significativa
(ATSDR, 2007; SCHIFER et al., 2005). Segundo Paoliello (2007) no Brasil as
principais industrias consumidoras de chumbo sdo as industrias de baterias
automotivas, seguidos das industrias de pigmentos e o setor eletroeletrénico (solda
e ligas).

A distribuicdo e o comportamento do chumbo no ambiente, bem como o seu
potencial de absorcao e toxicidade aos organismos depende de suas formas fisicas
e quimicas (inorganicas e organicas) (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008). Os
organismos aquaticos podem assimilar e acumular altas concentracées de chumbo
presente na agua e no sedimento. Sendo que a forma organica desse elemento
(chumbo metilado) € mais lipofilico, sendo absorvido e acumulado mais prontamente
(BURATINI e BRANDELLI, 2006). Nos peixes, o chumbo acumula-se principalmente
nas branquias, figado, rins e ossos (SCHIFER et al., 2005).

Sabe-se que o chumbo é considerado neurotéxico e nefrotéxico e com
efeitos deletérios ao sistema cardiovascular e hematolégico (ATSDR, 2007). Altas
doses de Pbll ocasionam danos no sistema nervoso central, rins e sangue, podendo
levar a morte. Pbll em doses baixas, ocasiona efeitos na sintese do grupamento
heme e outros processos bioquimicos, ou entdo prejudicando funcdes
neurocomportamentais e psicolégicas, sendo reconhecido pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) como um dos elementos quimicos mais perigosos a saude humana
(ROSSI, 2013; SCHIFER et al., 2005).
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1.2 NANOPARTICULAS

Com o avanco da nanotecnologia, as nanoparticulas também ja sao
encontradas no ambiente aquatico (PASCHOALINO et al., 2010). As nanoparticulas
apresentam sua estrutura na escala de 1 a 100 nandmetros (nm) e estdo agrupadas
de acordo com sua composicdo quimica (KLINGELFUS, 2014). Por sua
singularidade em propriedades fisico-quimicas, como a sua grande capacidade de
penetracdo e sua area de superficie, as nanomoléculas sdo muito atrativas em
tecnologias industriais e medicinais, porém, as caracteristicas que fazem as
nanoparticulas interessantes para a tecnologia podem ser um problema quando
estas sédo langadas no meio ambiente (QUINA, 2004; PASCHOALINO et al., 2010).

Pouco se sabe sobre o potencial de impacto das nanoparticulas ao ambiente
e aos organismos aquaticos. Sendo que a preocupacdo com relacdo a sua
toxicidade ocorre principalmente pelo fato de que estas atualmente estdo sendo
produzidas e utilizadas em produtos comercias em larga escala, e o risco de
alcancarem os diferentes compartimentos ambientais (atmosfera, 4guas e solo) e se
tornarem biodisponiveis é real, tornando a sua presen¢a no meio aquatico um risco
(PASCHOALINO et al., 2010).

A internalizacdo celular de nanoparticulas ocorre principalmente por
endocitose mediada por proteinas presentes na membrana celular, 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) (CHITHRANI et
al., 2006; PASCHOALINO et al., 2010).

1.2.1 Nanoparticulas de diéxido de titanio (NPTIO)

Segundo The Project on Emerging Nanotechnologies (2015) dentre os
diferentes tipos de nanoparticulas, os nanometais como prata (Ag), zinco (Zn), titdnio
(Ti) e seus oxidos tém sido amplamente utilizados em diversas areas. As

nanoparticulas de dioxido de titanio (NPTIOy), investigadas neste trabalho, estado
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presentes em tintas, materiais de construcdo, protetores solares, cosméticos,
xampus, materiais de limpeza, bactericidas, equipamentos eletronicos e
equipamentos esportivos. Considerando a vasta gama de utilizacdo das NPTiO,, sua
presenca no meio ambiente € inevitavel, aumentando a preocupacdo com seu
potencial de toxicidade aos organismos e seu impacto ambiental. Por esta razao,
varios estudos sob a toxicidade dessa nanomolécula estdo sendo realizados,
embora os resultados ainda sejam inconclusivos ou contraditérios (ZHANG et al.,
2010; CLEMENTE, 2013; KLINGELFUS, 2014; ROSSI 2014).

Em mamiferos, estudos demonstraram que as nhanoparticulas de TiO;
podem se acumular em figado, rim, baco, pulméo, coracdo e cérebro (LI et al.,
2010). E que a absorcdo NPTiIO, em organismos terrestres se deve principalmente
pela inalagdo ou ingestdo (BRIGGER et al., 2002). Em peixes NPTIO, tém sido
relatadas como ndo toxicas, embora efeitos subletais sejam observados,
principalmente relacionado ao estresse oxidativo e inflamagcdo (CLEMENTE, 2013),
sendo que a rota de entrada nos animais aquaticos parece ser a absorcdo direta

pelas branquias e pela superficie epitelial.

1.3 NANOPARTICULAS E METAIS

Sabe-se que a absorcdo de metais € mediada por transportadores de ions
da membrana celular (BURY e HANDY, 2010). Enquanto que a maior parte das
nanoparticulas € internalizada por endocitose, ou através de proteinas de membrana
associadas as caveolas (PANYAM et al., 2003; REJMAN et al., 2004). Além disso, ja
foi observado que nanoparticulas metalicas possuem uma superficie mais reativa,
podendo adsorver em suas superficies outros poluentes, como por exemplo, ions
metalicos, que consequentemente sdo endocitados junto a elas, e uma vez dentro
da célula séo liberados ocasionando danos (HURT et al.,, 2006; SUN et al., 2009),
como demonstrado em estudos com Cyprinus carpio, onde a bioacumulagéo de
cadmio (ZHANG et al., 2007) e de arsénio (SUN et al., 2009) aumentou na presenca
de NPTIO,.
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1.4 BIOINDICADORES

Para avaliar os impactos ambientais ocasionados pelos contaminantes é
necessario observar os efeitos que estas substancias causam nos organismos
aquéticos. Desta forma, o uso de uma espécie bioindicadora pode ser util para
determinar o impacto ocasionado pelos contaminantes. Bioindicador € o termo
empregado para designar uma espécie sentinela que indica mais rapidamente os
efeitos causados por contaminantes, em comparacdo com altos niveis de
organizagdo, como populagdes ou comunidades (ADAMS, 2002). Peixes sdo 6timos
bioindicadores, pois em bioensaios apresentam uma resposta similar a dos
mamiferos, podem ser mantidos em laboratorio e expostos a xenobioticos, além de
representarem um dos maiores vetores de contaminagdo para os seres humanos, ja

gue sdao utilizados na alimentacao (SILVA et al., 2003).

1.4.1 Astyanax altiparanae

Astyanax altiparanae, espécie que foi utilizada como bioindicador no
presente estudo, € um peixe nativo que apresenta ampla distribuicdo geografica,
importancia ecologica e valor econbmico. A. altiparanae pertence a ordem
Characiformes, grupo dominante dentre os peixes de agua doce da América do Sul
e a familia Characidae, a maior e a mais complexa desta ordem (BRITSKI et al.,
2007). Esta espécie € conhecida popularmente como lambari-tambid, lambari-de-
rabo-amarelo ou lambari-reldgio, se distribui principalmente na bacia do Rio Parana,
e também nas bacias do Rio Ilguagu, Rio Paranapanema e Rio Tibagi, sendo uma
especie restrita ao sudeste do Brasil (GALVAN, 2011). Sdo peixes de pequeno
porte, atingem em média 10 cm de comprimento apresentam o corpo prateado, com
a regido ventral esbranquicada e a regido dorsal cinzenta, as nadadeiras caudal,
anal e pélvicas sdo amareladas enquanto as demais sdo hialinas ou levemente
amareladas. Na caudal, ainda, ha uma faixa mediana negra estendida a extremidade
dos raios medianos, separando os lobos superior e inferior. Acima da pupila, ha uma
mancha amarelo-ferrugem (GARUTTI & BRITSKI, 2000) (FIGURAL).
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FIGURA 1: Exemplar de Astyanax altiparanae (Characidae).
FONTE (GALVAN, 2011)

Astyanax altiparanae apresenta capacidade de ajuste a diversas situacfes
ambientais e grande capacidade adaptativa exploratdria (ORSI et al., 2004). Além
disso, apresenta papel central na cadeia tréfica, constituindo uma parte significativa
da dieta de diversos peixes, e sendo também consumida por seres humanos (ORSI
et al., 2004; GALVAN, 2011).

1.5 BIOMARCADORES

Biomarcador é definido como uma alteracdo na resposta biologica (que pode
ser desde uma resposta molecular, efeitos celulares e fisioldgicos até mudancas
comportamentais) de determinado organismo, indicando um desvio no seu “status
normal” (VAN DER OOST et al.,2003). Sendo uma forma de identificacdo precoce de

alteracdes ambientais, que auxilia na tomada de decisdes, evitando ou reduzindo

danos ambientais (SILVA DE ASSIS, 1998; SILVA, 2007).

A razdo mais importante para a utilizacdo de biomarcadores é que eles
podem dar informacédo sobre os efeitos biolégicos de poluentes, em vez de apenas a
quantificacdo dos compostos, podendo fornecer informacdes sobre os potenciais
mecanismos de efeitos (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2008). Existem diversos tipos
de biomarcadores que podem ser mensurados como, por exemplo, a expressédo de

uma proteina ou de alguma atividade catalitica (biomarcadores bioquimicos), uma
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alteracdo morfolégica em nivel tecidual (biomarcadores morfolégicos), celular e até

molecular (biomarcadores genéticos) (WALKER et al., 1996).

1.5.1 Biomarcadores bioquimicos

Esses biomarcadores possuem grande importancia toxicoldgica, pois
indicam o status do organismo em niveis menores de organizacdo celular
apresentando uma resposta rapida ao estresse (HUGGETT et al., 1992; VAN DER
OOST et al.,2003)

Alguns dos biomarcadores bioquimicos mais utilizados sdo as enzimas
envolvidas na biotransformacdo de xenobidticos e seus metabdlitos, e enzimas do
sistema antioxidante. Em peixes, como nos demais vertebrados, o figado é o 6rgao
mais comumente envolvido na desintoxicacdo desses compostos (VAN DER OOST
et al.,2003).

1.5.1.1 Biotransformacéo e estresse oxidativo

Quando em contato com contaminantes o organismo pode elimina-lo por
excrecdo na sua forma original ou entdo biotransforma-lo. (VAN DER OOST et
al.,2003). Assim, a biotransformacé@o € uma forma do organismo alterar a atividade
biolégica do composto e consequentemente cessar a interacao entre este e a célula
(ROSSI, 2013). Assim a biotransformagéo visa reduzir a toxicidade de substancias,
convertendo compostos lipofilicos em estruturas hidrofilicas, que sdo mais passiveis
de eliminagdo, utilizando assim um complexo sistema enzimético (ZAGATTO e
BERTOLETTI, 2008), que podem ter suas atividades induzidas ou inibidas por
xenobidticos. (HANG et al ,2004)

A biotransformacao apresenta duas fases, chamadas de fase | e fase Il. As
reacOes da fase | sdo catabdlicas (oxidacdo, reducdo, hidrélise), gerando muitas

vezes metabdlitos reativos ou toxicos. As principais enzimas envolvidas nesta
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reacdo sdo as monooxigenases e heme proteinas, sendo as enzimas do CYP450
(Citocromo P450) heme proteinas que metabolizam compostos lipofilicos em
hidrofilicos (GUILOSKI,2014). Na fase Il as reacdes sdo anabdlicas, e envolvem
conjugacéao, que normalmente resultam em produtos inativos embora haja excecdes
(HANG 2004)

A enzima glutationa S-transferase (GST), pertence a fase Il, onde é
responsavel pela conjugacédo de componentes eletrofilicos (ou metabdlitos da fase I)
com a glutationa reduzida (GSH). A GST pertence a uma familia de isoenzimas
multigénicas diméricas, que se caracterizam pela sua ampla especificidade ao
substrato com baixa afinidade. Além de suas fungBes essenciais no transporte
intracelular e a biossintese de leucotrienos e prostaglandinas, também desempenha
um papel de defesa contra danos oxidativos ao DNA e lipideos (VAN DER OOST et
al., 2003). A atividade desta enzima pode ser indiretamente associada ao estresse
oxidativo, uma vez que ela utiliza como cofator o GSH, que também participa da
degradacéao do peréxido de hidrogénio (H.0,) (ROSSI, 2013).

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo compostos capazes de reagir com
moléculas organicas e macromoléculas celulares criticas, podendo levar a inativacao
de enzimas (VAN DER OOST et al.,2003). Durante os processos metabolicos elas
sdo normalmente produzidas pelas células, entretanto, sob condigcbes normais as
enzimas do sistema antioxidante reparam 99% dos danos causados pela oxidagao
(VALAVANIDIS, 2006). Quando um organismo se encontra em um ambiente com
muitos poluentes, seus processos metabdlicos de desintoxicacdo aumentam,
podendo formar altos niveis de metabdlitos, que consequentemente elevam o0s
niveis de EROs ocasionando o que é chamado de estresse oxidativo (VAN DER
OOST et al., 2003).

Estresse oxidativo é a condicdo em que ha um desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas e a remocao destas por meio dos sistemas de defesa
antioxidante. Ocasionando aumento ou diminuicdo na atividade dos sistemas
enzimaticos de protecdo (VALAVANIDIS, 2006). Algumas das enzimas envolvidas
no sistema de defesa antioxidante sdo a superoxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), e este sistema ainda conta com fatores nao
enzimaticos como a glutationa reduzida (GSH).

A superéxido dismutase (SOD) é uma metaloenzima responsavel pela

degradacéao do radical livre superéxido (Oy), através de sua dismutacao, produzindo
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peroxido de hidrogénio (H.O,) e oxigénio (O,). A atividade desta enzima evita que
ocorram reacgOes destes radicais livres com constituintes celulares, ou entdo que
estes anions venham a gerar novos radicais livres de alta reatividade, como o OH"
(hidroxil), que podem reagir com lipidios e proteinas, causando danos celulares.
Porém, o produto dessa reacdo € uma ERO (H,0,) que pode causar diversos danos
celulares. Desta forma, o H,O,, por sua vez, serd degradado pela catalase (CAT) ou
pela glutationa peroxidase (GPx). (GUILOSKI, 2014; PEREIRA,2014)

A catalase (CAT) € uma enzima encontrada nos peroxissomos das células.
Esta enzima contém o grupo heme, o que facilita a degradacao do H,O,, formando
como produtos oxigénio e agua (VAN DER OOST et al., 2003). A CAT € encontrada
em todas as células aerbbicas, com altos niveis no figado, rim e eritrgcitos, e baixos

niveis no tecido conjuntivo e cérebro (CHEN, 2003)

1.5.1.2 Danos oxidativos

Quando a célula sofre com o estresse oxidativo um grande numero de
efeitos bioquimicos e fisiologicos podem ocorrer, como danos em estruturas
celulares, inativacdo de enzimas, carbonilacdo de proteinas, peroxidacao lipidica,
danos de DNA e até morte celular, sendo que estes danos também podem ser
utilizados como biomarcadores (VAN DER OOST et al., 2003; VALAVANIDIS, 2006).

A peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacdo (LPO) é um importante
biomarcador bioquimico, pois através dela podemos mensurar danos causados pelo
estresse oxidativo (STEGEMAN et al., 1992). O processo de peroxidacao lipidica
gque é a oxidacdo dos acidos graxos insaturados de membranas mediada por
radicais livres, € uma reagdo em cadeia, que demonstra a capacidade de uma Unica
espécie de radical em propagar uma série de reacdes bioquimicas deletérias (VAN
DER OOST et al., 2003). Desta forma, quando um radical livre interage com o &cido
graxo insaturado da membrana celular, ele sequestra protons (H") produzindo
radicais lipidicos que consequentemente, irdo reagir com moléculas de O,, que sao
abundantes nas regides de membrana, gerando um radical peroxila, que nhovamente
irA sequestrar um novo atomo de H® de um novo &cido graxo formando

hidroperoxido e um novo radical lipidico, que continuara a reacdo em cadeia
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(VALAVANIDIS, 2006). A consequéncia deste processo é a perturbacdo nas
interag@es lipidicas, que levam a alteracdes estruturais das biomembranas e das
lipoproteinas e a formacdo de espécies reativas de oxigénio, que podem induzir a

modificacdo secundaria de outros constituintes da membrana (GIROTTI, 2002).

1.5.1.3 Neurotoxicidade

As enzimas utilizadas como biomarcadores de neurotoxicidade sdo as
colinetserases (ChE). Ha dois tipos de colinesterases: a butirilcolinesterase (BuChE
ou BChE), e a acetilcolinesterase (AChE) (VAN DER OOST et al., 2003). Estas
enzimas se diferenciam pela sua localiza¢do e concentracdo numa mesma espécie,
também pela sua afinidade ao substrato, e na velocidade de degradacdo deste
(SILVA DE ASSIS, 1998). Peixes possuem a AChE somente no cérebro, enquanto
no musculo ambas sdo encontradas (STURM et al., 2000).

A AChE é uma enzima encontrada no tecido nervoso, responsavel pela
propagacdo do impulso nervoso. Ela estd envolvida na desativacdo da acetilcolina
(ACh), hidrolisando esse neurotransmissor em acido acético e colina, regulando
assim a transmissao dos impulsos nervosos, prevenindo que ocorra um estimulo
continuo do neurénio (STURM et al., 2000; VAN DER OOST et al., 2003). A inibicédo
da atividade desta enzima causa um acumulo de ACh nas fendas sinapticas,
causando uma hiper excitacdo no organismo, podendo leva-lo a morte (NUNES et
al.,2014).

A atividade da ChE é muito utilizada para diagnosticar exposi¢do a toéxicos
anticolinesterasicos em peixes, e pode ser considerada um dos mais antigos
biomarcadores (STURM, et al.,, 2000; LIMA et al., 2013). Apesar da inibicdo da
colinesterase ser um biomarcador especifico de exposicdo aos inseticidas,
organofosforados e carbamatos, estudos relatam que efeitos semelhantes de
inibicAo ou até mesmo de aumento da atividade destas enzimas podem ser
observados na exposicdo a metais pesados como o chumbo, porém a concentracao
necessaria para promover esse efeito é relativamente mais alta (STURM et al., 2000;
LIONETTO et al., 2003; FRASCO et al., 2005; NUNES et al., 2011; RICHETTI et al.,
2011; LIMA et al., 2013).
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os possiveis efeitos toxicos do chumbo inorganico (Pbll) e da
nanoparticula de dioxido de titanio (NPTIO;), na espécie de peixe Astyanax

altiparanae através de biomarcadores bioquimicos

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Avaliar os efeitos do chumbo inorganico (Pbll) e nanoparticulas de dioxido
de titanio (NPTIO,) isolada e associada com chumbo inorgéanico na atividade
enzimatica da AChE cerebral para verificar neurotoxicidade em Astyanax
altiparanae;

e Avaliar efeitos do chumbo inorganico (Pbll) e nanoparticulas de diéxido de
titdnio (NPTIO,) isolada e associada com chumbo inorganico em enzimas do
tecido hepéatico: superéxido-dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-
transferase (GST) e peroxidacdo lipidica (LPO), para verificar danos

oxidativos, em Astyanax altiparanae.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi uma colaboracdo do Laboratério de Toxicologia Ambiental,
do Departamento de Farmacologia com o Laboratorio de Citogenética Animal e
Mutagénese Ambiental do Departamento de Genética, ambos da Universidade
Federal do Parana. Para o desenvolvimento do mesmo a autorizacdo do Comisséo
de Etica para Uso de Animais (CEUA) do Setor de Ciéncias Bioldgicas da

Universidade Federal do Paran4, foi aprovada sob o certificado numero 791.

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Exemplares de Astyanax altiparanae foram aclimatados durante 60 dias,
com fotoperiodo de 12 h e alimentados diariamente com racdo comercial no
Laboratério de Citogenética Animal e Mutagénese Ambiental, no Departamento de
Genética da Universidade Federal do Parana.

As nanoparticulas de diéxido de titanio (NpTiO,) anatase (Sigma-Aldrich®)
foram diluidas em &gua destilada nas concentracbes de 5 ng/g e 500 ng/g. A
homogeneizacgéo foi feita por 6 horas. Antes de aplicar a injecdo nos animais, as
solugBes passaram por um ciclo de sonicacdo com duracdo de 30 minutos. A
solucdo de Chumbo (Pbll) foi preparada com a diluicdo de Pbll (Vetec®) em agua
destilada, na concentracdo de 21 mg/Kg.

A contaminacdo foi feita por injecdo intraperitoneal. Os peixes foram
anestesiados e pesados, para calcular a dose a ser injetada em cada animal.
Durante o experimento os peixes foram mantidos em aquérios de 20L, com aeracao
constante e sem alimentagdo. Foram utilizados 12 exemplares por grupo, que foram
subdivididos em: grupo de controle negativo (com duas injecdes de agua destilada),
grupos contaminados com as duas diluicdes de NpTiO, (5 ng/g e 500 ng/g) mais
agua destilada, grupo contaminado com Pbll (21 mg/Kg) mais agua destilada e
grupos contaminados com a associagao de NpTiO, com Pbll, totalizando 5 grupos,

como segue descrito na tabela 1.
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TABELA 1: DISPOSICAO DOS GRUPOS E DOSAGEM DOS CONTAMINANTES TESTADOS

Grupo / experimento injecao intraperitoneal — 96 horas

CN Controle negativo (duas injecdes de agua destilada)
Pb+A 21 mg/kg Pbll e agua destilada

Npl+A 5ng/g de NPTIO, e agua destilada

Np2+A 500ng/g de NPTIO, e agua destilada

Npl+Pb 5ng/g de NPTIiO, e 21 mg/kg Pbll

Np2+Pb 500ng/g de NPTIiO, e 21 mg/kg Phbll

Apoés 96 horas da contaminacdo, os animais foram anestesiados em agua
contendo benzocaina diluida em etanol a 10%, pesados e medidos. Imediatamente
eles foram eutanasiados por sec¢do da medula espinhal e com uma incisao a partir
do poro urogenital até a nadadeira peitoral os 6rgaos de interesse (figado, cérebro)

foram retirados e armazenados a -80°C.

3.2 ANALISES DE BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

A andlise dos biomarcadores bioquimicos foi realizada no Laborat6rio de
Toxicologia Ambiental, no Departamento de Farmacologia da Universidade Federal

do Parana.

3.2.1 Preparagédo das amostras

As amostras de cérebro foram homogeneizadas numa proporcdo de 1:10
(peso:volume) em tampéo fosfato de potassio 0,1 M pH 7,5 com auxilio de micro-
homogeneizador. O homogenato foi centrifugado por 20 minutos a 10 .000 x g a 4°
C. O sobrenadante foi aliguotado para as andlises da concentracdo de proteinas
totais e atividade da acetilcolinesterase (AChE).

As amostras do figado foram pesadas, e uma por¢do (+ 20 mg) de cada
amostra foi homogeneizada numa proporcdo de 1:10 (peso:volume) em tampao
fosfato de potassio 0,1 M pH 7,0 com auxilio de micro-homogeneizador. O



24

homogenato foi centrifugado por 30 minutos & 15.000 x g a 4° C. O sobrenadante foi
aliquotado para as andlises das atividades enzimaticas da glutationa S-transferase
(GST), catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD), lipoperoxidacdo (LPO) e

concentracdo de proteina.

3.2.2 Quantificacdo de proteinas totais

Para cada amostra de cérebro e figado foi quantifiada a concentracdo de
proteinas totais de acordo com o método descrito por Bradford (1976). Em
microplaca foram adicionados 10 ul de cada amostra diluida em tampéao fosfato de
potassio 0,1 M pH 7,0 na propor¢cdo de 1:20 (v/v), seguidos de 250 pl do reativo
Bradford diluido na proporcédo de 1:5, as analises foram realizadas em triplicata. A
leitura foi feita em espectrofotdmetro a 595 nm. Como curva padrao foi utilizado BSA
(soro de albunima bovina), nas concentragcbes de 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250
pg/mL, 125 pg/mL e O pg/mL.

3.2.3 Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da AChE cerebral foi realizada segundo o método de Ellman et
al. (1961) modificado para microplaca por Silva de Assis (1998). O principio deste
método € o desenvolvimento de uma reacdo colorimétrica (amarela) entre o ATC
(iodeto de acetiltiocolina) e o DTNB (5,5-Ditio-bis-2nitro-benzoato) na presenca da
AChE presente no tecido. Sendo assim, as amostras foram diluidas na proporcéo
1:4 (viv) em tampao fosfato de potassio 0,1 M pH 7,5. Em microplaca, 50 pL de cada
amostra diluida foram pipetados e em seguida, 200 uL de DTNB (0,75 mM) e 50 uL
de ATC (9 mM). A leitura da atividade da AChE foi realizada durante 3 minutos em

intervalos de 15 segundos em espectrofotdmetro a 405 nm.
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3.2.4 Superéxido-dismutase (SOD)

Para a andlise da atividade da SOD, no figado, foi utilizado o método
proposto por Gao et al. (1998) que se baseia na capacidade da SOD em inibir a auto
oxidacao do pirogalol. As amostras de figado foram diluidas na proporgéo 1:10 (v/v)
em tampéo fosfato de potassio 0,1 M pH 7,0. Em microtubos foram adicionados 40
puL de amostra diluida mais 885 pL de tampéao Tris/EDTA (1 M/ 5mM pH 8,0) e 50 pL
de pirogalol (15 mM). A solugéo foi incubada protegida da luz por 30 minutos. A
reagao foi interrompida com 25 pL de HCI 1N. Na microplaca foram adicionadas 300
uL da solugcédo reacédo, e a leitura foi realizada em espectrofotbmetro a 440 nm.
Simultaneamente foi realizado um controle por amostra com adicdo dos reagentes,

porém sem incubagéo.

3.2.5 Catalase (CAT)

A cinética da catalase hepatica foi avaliada pelo método de Aebi (1984), que
se baseia no consumo de peroxido de hidrogénio (H,O,) exdgeno pela CAT,
gerando agua e oxigénio com decréscimo gradual na absorbancia que pode ser
medido por espectrofotometria com comprimento de onda de 240 nm. As amostras
foram diluidas em tampéao fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,0. Na microplaca foram
pipetados 5 UL de amostra seguido de 295 uL de solugéo reacdo (Tampao Tris-base
1M/EDTA 5 mM, pH 8,0, H,O, 20 mM e agua MiliQ). A leitura foi realizada durante

um minuto em intervalos de 15 segundos.

3.2.6 Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST foi medida segundo o método descrito por Keen, Habig e

Jakoby (1976), baseado na catalisacdo da reagao de conjugacéo do substrato 1-
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cloro- 2,4-dinitrobenzeno (CDNB) com a glutationa reduzida (GSH) pela GST,
formando um tio éter. As amostras de figado foram diluidas na proporgéo 1:5 (v/v)
em tampéo fosfato de potassio 0,1 M, pH 7,0. Na microplaca foram adicionados 20
puL de amostra diluida, seguido de 180 pL de solucdo reacdo — composta por GSH (3
mM), CDNB (3 mM) em tampéo fosfato de potassio 0,1M, pH 6,5. A leitura foi
realizada a cada 15 segundos durante 3 minutos em espectrofotdmetro a 340 nm.

3.2.7 Lipoperoxidacao (LPO)

A andlise da LPO foi realizada através da avaliagdo da concentracdo de
hidroperoxidos pelo ensaio FOX (Ferrous Oxidation/ Xylenol Orange Method),
proposto por Jiang et al. (1992). O método consiste na oxidag&o do ferro, mediada
pela presenca de peroxidos em meio acido. Para tanto, as amostras de figado foram
diluidas em metanol na proporcao 1:1(v/v), e centrifugadas por 5 minutos a 10.000 x
g a 4° C. Em seguida 100 pL do sobrenadante foi pipetado em microtubos e
incubados por 30 minutos com 900 pL da solucdo reacdo (contendo laranja de
xilenol (0,21mM), H,SO, (25 mM), BHT (4 mM), sulfato ferroso amoniacal (2,5 mM)
em metanol P.A.). A leitura foi realizada a 570 nm em espectrofotometro.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo programa estatistico GraphPad Prism 5.0. A
normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para 0s
dados normais foi aplicada a anélise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do
teste de Bonferroni. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da

média. O limite de significancia foi considerado quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Superoéxido dismutase (SOD)

No grupo Np2+A a atividade da SOD foi reduzida em relacdo ao controle,
enquanto nos demais ndo houve diferenca significativa em relacdo ao controle.
Ainda, o grupo Np2+A teve sua atividade reduzida em relacdo a associagéo
Np2+Pb, porém entre os grupos Npl+A e Npl+Pb ndo houve diferenca. Também,

nos grupos associados (Np+Pb) ndo houve diferenca na atividade da SOD em

relacdo ao Pb isolado (Pb+A) (FIGURA 2).
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FIGURA 2: Atividade da superoxido dismutase (SOD) hepatica de Astyanax altiparanae. * indicam
diferenca (p < 0,05) em relagédo ao grupo controle; ** representa diferenca dos grupos associacéo em
relacdo ao grupo do contaminado com sua respectiva concentracdo de NPTIO, isolada (Np1+A vs.
Npl+Pb e Np2+A vs. Np2+Pb) (p < 0,05) Os dados estdo expressos em média + erro padrao da
média. Andlise estatistica empregada, ANOVA, Bonferroni.
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4.2 Catalase (CAT)

Neste estudo ndo foram observadas alteracées na atividade da CAT para
nenhum grupo testado quando comparado ao grupo controle ou para 0s grupos com
0s contaminantes isolados e associados (FIGURA 3).
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FIGURA 3: Atividade da catalase (CAT) hepatica de Astyanax altiparanae. Comparacgdo entre os
tratamentos. Os dados estdo expressos em média + erro padrdo da média. Andlise estatistica
empregada, ANOVA, Bonferroni.
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4.3 Glutationa S-transferase (GST)

Observou-se um aumento na atividade da GST para o grupo Pb+A, Np1+Pb
e Np2+Pb em relacdo ao grupo controle. Porém, os grupos Npl+A e Np2+A nédo
demostraram diferenca na atividade desta enzima em comparacdo ao grupo
controle. Nao houve diferenca na atividade da GST quando comparado 0 grupo
Pb+A em relacdo aos grupos Npl+Pb e Np+Pb. Nos grupos Npl+Pb e Np2+Pb
observou-se um aumento na atividade da GST em comparagdo com 0S Qgrupos
tratados com Npl+A e Np2+A (FIGURA 4).
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FIGURA 4: Atividade da Glutationa S-Transferase (GST) hepatica de Astyanax altiparanae. * indicam
diferenca (p < 0,05) em relagé@o ao grupo controle; ** representa diferenca dos grupos associacao em
relacdo ao grupo do contaminado com sua respectiva concentracdo de NPTIiO, isolada (Npl1+A vs.

Npl+Pb e Np2+A vs. Np2+Pb) (p < 0,05) Os dados estdo expressos em meédia + erro padrao da
média. Andlise estatistica empregada, ANOVA, Bonferroni.
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4.4 Peroxidacéo lipidica (LPO)

Neste estudo ndo foi observada diferenca significativa na lipoperoxidacéo
entre 0s grupos testados e grupo controle e nem entre 0S grupos com OS

contaminantes isolados e associados (FIGURA 5).
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FIGURA 5: Peroxidacéo lipidica (LPO) hepatica em Astyanax altiparanae Comparagdo entre os
tratamentos. Os dados estdo expressos em média + erro padrdo da média. Andlise estatistica
empregada, ANOVA, Bonferroni.
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4.5 Acetilcolinesterase (AChE)

N&o foi observado alteracéo na atividade da AChE para o tratamento Pb+A,
Npl+A e Np2+Pb quando comparada ao grupo controle. Entretanto, 0os grupos
Np2+A e Npl+Pb apresentaram um aumento na atividade da AChE em relagdo ao
grupo controle. O grupo Npl+Pb também apresentou um aumento na atividade da
AChE quando comparado com Pb+A e com Npl+A. Também foi observado um
aumento na atividade da AChE no grupo tratado com a Np2+A em relacdo ao grupo
Npl+A. Nao houve diferencas na atividade da AChE entre os tratamentos Np1+Pb e
Np2+Pb (FIGURA 6).
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FIGURA 6: Acetilcolinesterase (AChE) cerebral de Astyanax altiparanae. * indicam diferenca (p <
0,05) em relacdo ao grupo controle; ** representa diferenca (p < 0,05) dos grupos associacdo em
relacdo ao grupo do contaminado com sua respectiva concentracdo de NPTIiO, isolada (Np1+A vs.
Npl+Pb e Np2+A vs. Np2+Pb). #) indica diferenca (p < 0,05) entre os grupos com concentragdes de
NPTIO, isoladas; (a) representa diferenca (p < 0,05) entre os grupos tratados isoladamente com Pb e
NPTIO, Os dados estdo expressos em média + erro padrdo da média. Andlise estatistica
empregada, ANOVA, Bonferroni.
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5 DISCUSSAO

Varios estudos demostram que o carater eletrofilico do chumbo pode levar a
interagbes com grupos SH de proteinas, afetando sua fungdo e desregulando
processos importantes como metabolismo de outras substancias, fungdes neurais e
parametros de estresse oxidativo levando ao dano oxidativo (peroxidacéo lipidica)
(MAITY et al.,, 2008; DAI et al. 2010; MAITI et al.,, 2010; KLINGELFUS, 2014;
NUNES et al., 2014; ROSSI, 2014;).

Neste estudo, a contaminagcdo com o 21 mg/Kg de Pbll ndo alterou a
atividade da SOD e CAT, bem como a LPO, indicando que este composto nesta
concentracdo, no tempo e via de exposicdo estudados nédo foi capaz de induzir
estresse oxidativo em Astyanax altiparanae. Da mesma forma, Rossi, (2013) nao
encontrou alteracbes na atividade da SOD no tecido hepatico de Hoplias
malabaricus exposto ao chumbo nas concentragbes de 0,1 mg/Kg, 1 mg/Kg e 10
mg/Kg, porém para a CAT as concentracbes de 1,0 mg/kg e 10 mg/Kg de Pbll
causaram um aumento da atividade da enzima. Nunes (2014) observou que
atividade da CAT hepética diminuiu apo6s a exposicdo crdnica ao chumbo em
Scophthalmus maximus, nas concentracdes de 300 pg/L e 2700 ug/L de Pbll. Em
contraste com nosso resultado, Klingelfus (2013) observou aumento da atividade da
SOD em Rhamdia quelen, apés uma dose 21 mg/Kg de Pbll. Apesar da auséncia de
alteracdes das enzimas do sistema antioxidante frente ao chumbo, sabe-se que a
exposicdo a este metal pode resultar respostas biolégicas como o estresse
oxidativo, pois diversos estudos relatam que os peixes expostos a metais pesados
podem ter um aumento ou reducdo em enzimas antioxidante (LIONETTO et al,
2003; FRASCO et al., 2005; RICHATTI et al., 2011; SOUID et al., 2014).

Ainda com relacdo ao grupo 21 mg/Kg de Pbll, a atividade da GST
aumentou em relagdo ao grupo controle. Rossi (2013) também observou aumento
na atividade da GST para a sua maior concentracdo de chumbo testada (10 mg/Kg).
Assim como Nunes (2014) que notou um aumento na atividade da GST na
concentracdo de 300 pg/L, ao contrario de Klingelfus (2014) que observou uma
inibicdo na atividade da GST para a dose de 21 mg/Kg.

O figado € um 6rgao bastante susceptivel a NPTiO,, apresentando acumulo
deste composto e alteragbes enzimaticas (KLINGELFUS, 2014). Hao et al. (2009)
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observou em Cyprinus carpio alteracdes nas enzimas antioxidantes e aumento de
peroxidacdo lipidica, causando necrose e apoptose e promovendo patologias
hepaticas. Em ratos, contaminados via injecdo intraperitoneal durante 14 dias, o
figado também demonstrou ser mais susceptivel a acumulacdo de NPTIiO; (LI et al.,
2010). Cui et al., (2010) demonstram diminuicdo da expressédo génica de enzimas e
proteinas relacionadas ao estresse oxidativo, como a SOD, CAT, GST e MT
(metalotioneina) em tecido hepatico de ratos expostos a NPTiO, nas doses de 10 e
50 mg/Kg, porém para a concentracao de 5 mg/Kg nao apresentou efeitos. Em outro
estudo feito com ratos contaminados com 5 mg/kg de NPTIiO, foi observado elevada
quantidade de TiO, no figado, porém foram detectados efeitos toxicos, e 0s autores
sugerem que em doses baixas, NPTIiO, podem ser utilizadas de forma segura
(FABIAN et al., 2008).

Neste estudo, o grupo tratado somente com 5 ng/g de NPTiO, (Np1+A) néo
sofreu alteragGes na atividade da SOD, CAT, GST e na LPO, indicando que esta
concentracdo de NPTIO, ndo foi capaz de promover estresse oxidativo no tecido
hepatico de Astyanax altiparanae. Em contraste com nosso estudo, Klingelfus (2014)
observou a ocorréncia de estresse oxidativo em Rhamdia quelen, por meio da
diminuicdo da atividade da CAT e GST para a mesma dosagem e tempo de
exposicao.

Entretanto, o grupo tratado com 500 ng/g de NPTiO, (Np2+A) apresentou
reducdo da atividade da SOD, porém nao foram observadas alteracdes na atividade
da CAT, GST e na LPO. Estes resultados indicam uma provavel geracao de radicais
livres, que o sistema antioxidante da Astyanax altiparanae foi eficiente em eliminar,
pois ndo houve dano, como observado pela auséncia de alteracdo da LPO.
Klingelfuns (2014), com a mesma concentracdo de NPTIO, observou o aumento na
atividade da SOD em Rhamdia quelen, também mostrando que pode ter ocorrido
estresse oxidativo, mas que da mesma forma observada em nosso trabalho, ndo
houve dano celular.

Embora a toxicidade dos compostos individuais possa ser bem conhecida, a
sua presenca simultdnea pode induzir efeitos toxicos ocasionando interacdes
sinérgicas e antagobnicas. Sendo que, os efeitos da associacdo da NPTIO, e Pbll
sobre organismos vivos ainda sado desconhecidos (ZHANG et al., 2010).

Neste trabalho, a combinacéo de 5 ng/g de NPTiO, e 500 ng/g de NPTIiO;
com o Pbll 21 mg/Kg (Np1+Pb e Np2+Pb) nédo apresentou efeito nas enzimas SOD
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e CAT e nem na LPO. Porém a GST teve um aumento na sua atividade em ambos
0s grupos. A mesma dose utilizada neste trabalho de NPTiO, mais Pbll (500 ng/g
de NPTIO, combinado com o Pbll 21 mg/Kg), tratada por injecdo intraperitoneal em
Rhamdia quelen, ocasionou um aumento da atividade da SOD, porém as enzimas
CAT e GST, ndo mostraram efeitos (KLINGELFUS, 2014). Em Hoplias malabaricus
expostos por via trofica a combinagdo de Pbll 0,1 mg/Kg e 150 pg/Kg de NPTIO;
houve um aumento da atividade da CAT. J4 uma concentracdo mais elevada de Pbll
(10 mg/Kg) combinada com (150 pg/Kg) NPTiO, levou a um aumento na atividade da
GST (ROSSI, 2014).

De modo mais amplo pode-se observar que entre as enzimas do sistema
antioxidante hepatico, testadas neste estudo, somente a SOD apresentou resposta a
dose de 500 ng/g de NPTIO,, sendo ela reduzida quando comparada ao grupo
controle e ao grupo combinado com Pbll (Np2+Pb). Este fato indica uma provavel
ocorréncia de estresse oxidativo na célula de Astyanax altiparanae. Varios estudos
corroboram com este resultado, demonstrando alteracdo na atividade da SOD pelas
NPTiO, (ZHANG et al., 2010; KLINGELFUS, 2014; ROSSI 2014).

Neste estudo, observou-se que os grupos tratados com o Pbll isolado ou
combinando com as NPTIO, apresentaram um aumento na atividade da GST. E que
0s grupos tratados somente com as NPTIO, nao apresentaram alteragcbes na
atividade desta enzima. Indicando que possivelmente, 0 aumento da atividade da
GST foi ocasionada pela presenca do chumbo. O aumento da atividade de GST tem
sido relatada na literatura tanto para as NPTiO, (MAITY et al., 2008; KLAPER et al.,
2009) como para o Pbll (KIM et al., 2010; NUNES et al., 2014) e a combinacado de
ambos (ROSSI, 2014; KLINGELFUS 2014).

Como biomarcador de neurotoxicidade a atividade da AChE foi avaliada,
onde ndo se observou efeitos causados pelo chumbo, na dose administrada. Por
outro lado, a combinacdo de 5 ng/g NPTiO, e Pbll (Np1+Pb) foi capaz de aumentar
0S niveis da atividade enzimatica, sendo que os dois contaminantes isolados nao
apresentaram alteracdes na AChE. Evidéncias do efeito neurotéxico do chumbo por
meio da reducdo da atividade da AChE é relatada por Lima et al., (2013) e Reichetti
et al., (2011) em peixe-zebra (Danio rerio), assim como por outros trabalhos
(LIONETTO et al., 2003; FRASCO et al., 2005; NUNES et al., 2011).

Além disso, em relacdo as NPTIO,, a dose de 500 ng/g NPTIO, (Np2+A)
causou um aumento na atividade da AChE em relacdo ao grupo controle e ao grupo
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de menor concentracdo de NPTiO, (Np1+A). Contrério a este resultado, um estudo
in vitro testou a absorcao e inibicdo da AChE por diferentes nanopatrticulas, inclusive
a NPTiO, na concentracdo de 800 mg/L™ e observou que aproximadamente 30% da
nano foi absorvida ocasionando inibicdo da AChE (WANG et al., 2009). Porém, os
efeitos da associacdo do chumbo e nanoparticulas na atividade da AChE néo estédo

descritos na literatura, sendo necessario a realizacéo de mais estudos.
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6 CONLUSAO

Chumbo e as nanoparticulas de diéxido de titanio (NPTIO,), isolados e
combinados ndo se mostraram neurotdxicos, assim como também néo
ocasionaram danos oxidativos no tecido hepatico;

Nestas condicfes a associacdo de NPTIO, com o Pb ndo foi capaz de

potencializar os efeitos dos compostos isolados.
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