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RESUMO

As Nanoparticulas de dioxido de titanio (NpTiO2) fazem parte de uma inovagéo
tecnologica que € amplamente explorada por diferentes setores industriais, entretanto,
os efeitos desta nanoparticula no ambiente ainda sdo desconhecidos. Estresse
oxidativo, citotoxicidade, neurotoxicidade e alteracdes na expressao de alguns genes
sao algumas das implicac¢oes relatadas em estudos in vivo e in vitro. O chumbo apesar
de reconhecidamente toxico, ainda é empregado na producdo de acessoérios para
pesca, tintas, baterias, e servicos metallrgicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
toxicidade das NpTiO2 e Chumbo inorganico (Pbll), quando injetados no peixe de
forma isolada ou em associac¢éao, isto devido a capacidade da nanoparticula adsorver
ions e moléculas em sua superficie. Exemplares da espécie Rhamdia quelen (jundid)
foram submetidos ao ensaio agudo (96 horas), através de duas injecdes
intraperitoneais. Os espécimes foram divididos em 11 tratamentos: Controle negativo
(CNN), Controle Negativo 1(CN1), Controle negativo 2 (CN2), 0,5ng/g
NpTiO2+H20(NP1), 5ng/g NpTiO2+H20(NP2), 50ng/g  NpTiO2+H20(NP3),
H20+40ug/g Pb(NOs)2 (Pb), 0,5ng/g NpTiO2+40ug/g Pb(NOs)2 (NP1+Pb), 5ng/g
NpTiO2+40ug/g Pb(NOs)2 (NP2+Pb), 50ng/g NpTiO2+40ug/g Pb(NO3s)2 (NP3+Pb),
Controle positivo (0,5ug/g MMS). Os trés controles negativos foram tratados com
nenhuma (CNN), uma (CN1) e duas (CN2) injecbes de agua destilada, com o objetivo
de avaliar se a variavel volumétrica administrada poderia alterar as respostas dos
biomarcadores aqui utilizados. Apds 96 horas, os animais foram sacrificados e 0s
tecidos coletados. Foram realizados o teste de micronucleo pisceo com eritrécitos, o
ensaio cometa com os tecidos sanguineo, cerebral, hepético e renal. Para a analise
dos biomarcadores bioquimicos foram utilizadas por¢cdes do figado, cérebro e
musculo, e para a quantificacdo de metal foram coletas as visceras. O teste de
micronucleo pisceo e alteragcdes morfolégicas nucleares nao apresentou diferenca
entre os tratamentos. O ensaio cometa apresentou aumento de danos ao DNA nos
tratamentos NP1 e NP2 para eritrocitos, NP1, NP3 e NP2+Pb para tecido renal, e
houve uma reducédo de danos em NP1+Pb em tecido cerebral. Foi observado aumento
da atividade da GST no grupo NP1 e NP2+Pb. A concentracdo de GSH aumentou em
todos os tratamentos, associados e isolados. O tratamento de NP1+Pb induziu a SOD
e inibiu a CAT. A enzima AChE muscular teve uma inibicdo em todas as doses de
nanoparticulas isoladas, enquanto que na AChE cerebral s6 houve a inducdo no
tratamento de NP1+Pb. Foi observado um aumento da peroxidacdo lipidica dos
tratamentos NP1, NP2 e NP1+Pb. N&o foi observada nenhuma resposta padréao, dos
tratamentos de associacdo entre as nanoparticulas e o metal, que evidencie a
interacdo entre contaminantes.

Palavras chave: nanomateriais, toxicidade, ensaio cometa, peixe, biomarcadores
enzimaticos.



ABSTRACT

Titanium dioxide nanoparticles (NpTiOz2) are part of a technological innovation that is
widely used by different industrial sectors; however, the effects causebd by them in the
environment remain unknown. Oxidative stress, cytotoxicity, neurotoxicity and
alteration in gene expression are some implications reported by in vivo and in vitro
studies. Although recognized as toxic, lead is still used in the production of accessories
for fishing, paints, batteries and metallurgical services. Thus, the aim of this work was
to evaluate toxicity of NpTiO2 and inorganic lead (Pbll), when they were injected into
fish, alone or in association, mainly due to the ability of nanoparticles to adsorb ions
and molecules on its surface. Specimens of Rhamdia quelen (common name: catfish)
were submitted to acute test (96 hours), by two intraperitoneal injections (i.p.). Then,
they were divided into 11 treatments: Negative Control (NC), Negative Control 1 (NC1),
Negative Control 2 (NC2), 0.5 ng / g NpTiO2 + H20O (NP 1), 5 ng / g NpTiO2 + H20
(NP 2), 50ng / g NpTiO2 + H20 (NP3), H20O + 40ug / g Pb(NOs)2 (Pb), 0.5 ng/ g
NpTiO2 + 40ug / g Pb(NOs)2 (NP1 + Pb), 5ng / g NpTiO2 + 40ug / g Pb(NO3)2 (NP2 +
Pb), 50ng / g + NpTiO2 40ug / g Pb(NO3)2 (NP3 + Pb), Positive Control (PC: 5ug / g
MMS). The negative controls were treated with no (CNN), one (CN1) or two (CN2)
injections of distilled water, in order to evaluate whether given variable volume could
alter the biomarkers used in this study. After 96 hours, fish were sacrificed and samples
collected. The piscine micronucleus test was performed as well as the comet assay
with erythrocytes, brain, liver and kidney tissue. For biochemical analysis, liver parts
were used, as brain and muscle tissues, to verify enzyme activity. About the lead
guantification, this was performed in the fish viscera, using a pool of samples. The
piscine micronucleus test and nuclear morphological alterartions did not differ between
treatments. Otherwise, comet assay showed an increased in DNA damage in NP1 and
NP2 treatments for erythrocytes, NP1, NP3 and NP2 + Pb for kidney tissue, and there
was a reduction observed in DNA damage on group NP1 + Pb, in brain tissue. About
biochemical biomarkers, there was an increase of GST activity in NP1 and NP2 + Pb
group. In the same way, GSH concentration increased in all treatments in association
with Pb and in isolated groups. Treatment of NP1 + Pb induced SOD and inhibited
CAT activity. Muscle acetylcholinesterase inhibition was observed on groups exposed
to isolated nanoparticles for all concentrations, whereas brain acetylcholinesterase
activity was only induced in NP1 + Pb treatment. An increase in lipid peroxidation of
treatments NP1, NP2 and NP1 + Pb was observed. In conclusion, there has been no
standard response in association treatments between nanoparticles and the metal (Pb)
that reveals the interaction between contaminants.

Keywords: nanomaterials, toxicity, comet assay, fish, enzymatic biomarkers.
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1 INTRODUCAO

A industrializacdo usufrui de uma vasta diversidade de produtos quimicos
potencialmente toxicos, e podem gerar residuos em quantidades prejudiciais ao meio
ambiente. A medida em que a humanidade avanca no desenvolvimento ecoldgico, a
necessidade de expansao e exploracéo de recursos aumenta, e consequentemente,
a presenca de residuos quimicos no ambiente também € potencializada (ZAGATTO,
2006). Em 2016, a CAS (Chemical Abstract Service) ira ultrapassar o registro de 100
milhdes de substancias quimicas (CAS, 2016).

Um dos ecossistemas que mais sofrem impactos € o ambiente aquatico, pois
este é o destino final de varios produtos gerados através da atividade humana.
Despejos de esgoto industrial e doméstico, uso excessivo de agrotdxicos, entre outros
acidentes de derrame, contribuem para o aumento de produtos persistentes que
afetam este ecossistema (AKAISHI, 2003).

A preocupacédo com a preservacdo e manutencéo da qualidade do ecossistema
aguatico esta em crescimento continuo. Varios estudos tém sido realizados com o
objetivo de compreender a acdo de elementos e substancias quimicas neste
ecossistema, assim como suas interacdes com 0s seres Vvivos e seus efeitos sobre
estes. Além de tornar conhecida a permanéncia destas substancias no ambiente e
seus possiveis destinos (AKAISHI, 2003).

Estudos sobre a citotoxicidade de substancias e elementos quimicos sao de
grande importancia, pois permitem determinar as respostas de certo organismo a
contaminacd@o por estes, avaliar o impacto e o efeitos sobre as células, tecidos e
orgaos (PANDRANGI et al., 1995).

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

O uso de animais nos ensaios possibilita varias vias de administracdo da
substancia em estudo, pode ser através de alimentos, da agua ou de injecdes. Ainda

€ possivel avaliar seus efeitos através de 6rgaos ou tecidos especificos, em células
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germinativas ou sométicas, além de poder comparar contaminacdes crénicas ou
agudas (RABELLO-GAY, RODRIGUES e MONTELEONE-NETO, 1991).

Peixes sdo o0s organismos utilizados como bioindicadores em testes
laboratoriais e biomonitoramentos. Os principais motivos estdo na sua atuacao em
diversos niveis da cadeia tréfica, capacidade de bioacumulacdo e respostas a
presenca de xenobioticos em baixas concentracdes (GOKSOYR et al., 1991; MINISSI,
CICCOTTI e RIZZONI, 1996). Assim, peixes sdo escolhidos como organismos
bioindicadores, ou seja, espécies que serao utilizadas como primeiros indicadores de
efeito do estresse causado por contaminantes (ADAMS, 2002).

Um bioindicador ideal, além de sobreviver em ambientes saudaveis, deve
apresentar uma resisténcia relativa aos contaminantes a que esta exposto, ser
abundante no ambiente e adaptar-se bem aos ensaios de laboratorio. Para bioensaios
de mutagenicidade e genotoxicidade, € preferivel sempre o uso de organismos
endémicos.(PANDRANGI et al., 1995; AKAISHI, 2003).

O impacto de substancias e elementos toxicos sobre a integridade e
funcionamento do DNA dos organismos bioindicadores, tem sido muito investigado
em diversas situacoes utilizando diferentes biomarcadores. Estes sdo definidos como
qualquer alteracao biol6gica detectavel que expresse uma resposta a exposicao e/ou
aos efeitos toxicos dos poluentes presentes no ambiente. Também sao consideradas
ferramentas indispensaveis em programas de biomonitoramento, pois apresentam
grande susceptibilidade, boa sensibilidade, relativa especificidade e baixo custo de
analise (McCARTHY e SHUGART, 1990; STEGEMAN et al., 1992; BAINY, 1993).

1.1 Biomarcadores Bioquimicos

Biomarcadores bioquimicos sdo chamados de biomarcadores precoces de
contaminacdo ambiental (PAYNE et al., 1987) porque conseguem detectar alteracdes
relacionadas ao estresse em fungdes bioquimicas e fisiologicas antes do inicio de
efeitos nos niveis populacionais ou da comunidade (BUCHELI; FENT, 1995). As
enzimas envolvidas no processo de detoxificagdo de xenobiontes sao os principais
biomarcadores bioquimicos estudados (VAN DER OOST et al., 2003).
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1.1.1 Acetilcolinesterase (AChE)

Em peixes, a acetilcolinesterase pode ser encontrada no cérebro, em eritrocitos
e no musculo (KLEMZ e SILVA DE ASSIS, 2005). A funcéo desta enzima € realizar
hidrélise da acetilcolina (Ach), presente nas sinapses, em colina e &acido acético
(KAVITHA e RAO, 2007; VIRGENS, 2009). Essa hidrolise previne um estimulo
nervoso continuo (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

E conhecido o efeito de inibicdo que organofosforados e carbamatos causam
na atividade desta enzima (SHAONAN et al., 2004; CHANDRASEKARA,
PATHIRATNE, 2005; GUILOSKI et al., 2013). Alguns estudos apresentam
sensibilidade da acetilcolinesterase com outros tipos de contaminantes como metais
(FRASCO et al.,2005; JEBALI et al., 2006).

1.1.2 Glutationa S-transferase (GST)

A glutationa S-transferase é uma enzima importante no mecanismo de
biotransformacao de fase Il. Presente no citosol, a GST realiza a conjugacao de
compostos lipofilicos, ou oriundos da fase I, com a glutationa reduzida (GSH)
tornando-os hidrofilicos e mais faceis de serem eliminados pela célula (VAN DER
OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; MARIONNET; DESCHAUX; REYNAUD, 2006;
KIM et al., 2010).

1.1.3 Superéxido dismutase (SOD)

A super6xido dismutase atua como uma primeira defesa contra espécies
reativas de oxigénio (ERO) (CHO et al., 2006). E uma metaloenzima responséavel por
converter superoxidos reativos (*O2") em perdxido de hidrogénio (H20:2) e oxigénio (O2)
através da reacdo de dismutacado (Equacéo 1). O produto gerado pela acdo da SOD,
o peroxido de hidrogénio, também pode causar danos celulares ao penetrar nas
células e alterar enzimas importantes (ATLI et al., 2006). Assim, enzimas como a
catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) sdo importantes na degradacéo deste
H202.
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SOD
2 O, +2 H*

0,+H,0,  (EQUACAO 1)

1.1.4 Catalase (CAT)

As catalases sdo enzimas que atuam na quebra de peréxido de hidrogénio em
agua e oxigénio molecular (Equacdo 2). Estdo localizadas nos peroxissomos da
maioria das células, sédo envolvidas no metabolismo de acidos graxos, por este motivo
alteracdes na sua atividade, principalmente em células hepaticas, podem ser de dificil
interpretacdo (STEGEMAN et al., 1992).

CAT
2 H202>

O, + H,0 (EQUACAO 2)
1.1.5 Glutationa peroxidase (GPx)

A glutationa peroxidase, ao contrario da catalase, € uma enzima capaz de
converter uma variedade de peroxidos (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN,
2003). E a principal peroxidase em peixes, tem grande importancia na degradacéo de
perdxidos lipidicos, evitando a propagacdo das reacdes em cascata da peroxidacao
lipidica (LPO). Para degradar peroxidos, a GPx necessita de glutationa reduzida
(GSH) como cofator, que sera oxidada no final do processo (GSSG - glutationa
dissulfeto) (Equacéo 3) (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

GPx

ROOH + GSH ROH + GSSG + H,0 (EQUACAO 3)

R pode serum hidrogénio, lipidio ou éster.

1.1.6 Glutationa reduzida (GSH)

A glutationa reduzida é uma molécula ndo enzimatica importante para o sistema
antioxidante. Além de ser um cofator para a GPx, atua também no metabolismo de
fase Il, principalmente através da atividade da GST, onde é conjugada com compostos
eletrofilicos (VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). A GSH pode alterar
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taxas de absorcao e eliminacdo de metais, uma vez que metais, essenciais ou nao,
dependem de moléculas com agrupamento tiol (R — SH), para entrar nas células
(LANGE; AUSSEIL; SEGNER, 2002).

1.1.7 Peroxidacéo lipidica (LPO)

Um dos principais danos causados pelo estresse oxidativo € a lipoperoxidacao
(LPO). Devido a suscetibilidade dos lipidios de membrana reagirem com as EROs, as
sucessivas reacfes de oxidacdo afetam a funcdo das membranas celulares,
aumentando sua permeabilidade, e em casos extremos podem causar sua ruptura
total, seguida de morte celular (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2000; MEAGHER e
FITZGERALD, 2000; VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003). Assim, a LPO
€ um bom biomarcador de contaminacdo ambiental, pois permite inferir danos
celulares causados por estresse oxidativo (STEGEMAN et al., 1992; HAI et al., 1995;
VAN DER OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

O processo de peroxidacéo lipidica ocorre através de uma cadeia de reacdes
deletérias. Quando um radical livre sequestra de um acido graxo insaturado um proton
(H*), formando um radical lipidico e uma molécula de H20. Esse radical lipidico pode
reagir com o Oz e formar um radical peroxil (LOO"), que podera retirar um H* de outra
molécula de &cido graxo e estabelecer uma cadeia de reagcbes autocataliticas
oxidando as membranas em hidroperoéxidos lipidicos (Figura 1) (ESTERBAUER,
1984).
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LH + OH® ——— L*+H,0

Iniciacdo: Sequestro do hidrogénio do acido graxo poliinsaturado
da membrana celular.

L'+0, —— LOO"
LH + LOO* —— L*+ LOOH

Propagacéo: o L'reage como O,, resultando em LOO". Esse novamente
sequestra hidrogénio do acido poliinsaturado, gerando o segundo L.

LLO®™+ L

LOOL
LOO + LOO® =——— LOOL + O,

Terminacgéo: autodestruicdo de radicais formados na etapa de Programacéo.

FIGURA 1 - ETAPAS DA REACAO DA LIPOPEROXIDACAO
FONTE: BATISTA, COSTA e PINHEIRO-SANT’ANA (2007).

1.1.8 Metalotioneina (MT)

Um importante biomarcador bioquimico n&o enzimatico, quando a
contaminacdo € por metais, € a metalotioneina (MT). As metalotioneinas sdo um
conjunto de proteinas ricas em cisteina e metais, como zinco e o cobre. Suas funcées
estéo relacionadas com o transporte e armazenamento de metais pesados essenciais,
e a desintoxicacdo de metais ndo essenciais, como cadmio, mercurio. As
Metalotioneinas agem como sequestradoras de metais, sédo induzidas pela exposi¢cao
a uma ampla gama de metais, e estdo relacionadas com a fungcdo protetora
(STEGEMAN et al.,, 1992; VIARENGO et al., 2000; VAN DER OOST; BEYER;
VERMEULEN, 2003).

1.2 Biomarcadores Genéticos

Biomarcadores genéticos tém sido utilizados com frequéncia como ferramentas
para deteccdo de exposicdo e avaliacdo dos efeitos de xenobioticos utilizando
analises de aberracdes cromossdémicas, adutos de DNA, quebras no DNA, frequéncia

de formacédo de micronucleo e de outras anomalias nucleares (BOMBAIL et al., 2001).
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A utilizacdo de biomarcadores precoces, como bioquimicos ou genéticos, pode
detectar danos iniciais causados por xenobidticos, e ser aplicado como medida
preventiva ao desenvolvimento de danos mais severos em niveis populacionais ou de
comunidades (KENDAL et al., 2001; VAN DER OOST et al., 2003).

1.2.1 Teste do Micronucleo Pisceo (MNP)

O teste do micronucleo foi primeiramente desenvolvido por Schmid (1975), para
células de medula 6ssea de camundongos e mais tarde foi adaptado por Hooftman e
Raat (1982) para o estudo de células sanguineas de peixes mantidos em laboratorios.
Esta técnica modificada passou a ser chamada de Piscine Micronucleus Test (Teste
do Micronucleo Pisceo).

Microndcleos sdo cromossomos, ou parte deles resultantes de quebras e que
nao foram incorporados dentro do ndcleo da célula filha durante a divisao celular. Os
micronucleos apresentam-se como uma pequena estrutura arredondada e escura,
idéntica em aparéncia ao nucleo celular. Além disso, podem ocorrer anomalias
celulares, quando determinada quantidade de material fica levemente atrasada na
mitose, fazendo com que o nucleo resultante ndo seja oval, e apresente uma saliéncia
de cromatina (BOMBAIL et al., 2001).

Os critérios para classificacdo de micronlcleo pisceo sao: apresentar-se
visivelmente separado do nucleo principal, com as membranas distinguiveis e mesma
refringéncia, e ter aproximadamente de 1/10 a 1/30 do tamanho nucleo principal (AL
SABTI e METCALFE, 1995; AYLLON e GARCIA-VAZQUEZ, 2000; GUSTAVINO et
al., 2001).

O teste de micronudcleo tem sido aplicado com sucesso por se tratar de um
ensaio simples, de rapida execucdo, ndo dispendioso, seguro e sensivel, e ndo
depender da caracteristica cariotipica da espécie em estudo (HOSE et al., 1987;
MINISSI et al.,, 1996). Apesar disto, em diversos artigos utilizando peixes e
comparando respostas entre o teste do micronucleo pisceo (MNP) e 0 ensaio cometa
em eritrocitos, observou-se que o MNP é menos sensivel (CESTARI et al., 2004,
FERRARO et al., 2004, RAMSDORF et al., 2009).

Em peixes, os diferentes tipos de altera¢cdes morfologicas nucleares ainda nao

apresentam sua origem completamente compreendida. Carrasco, Tylbury e Myers
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(1990) descreveram e fotografaram as alteracdes morfoldgicas nucleares (AMN) de
eritrocitos de peixes e as classificaram como:

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

e Lobbed: Nucleos com evaginacfes mais largas do que as descritas para 0s
blebbed. Sua estrutura ndo é tdo definida como a anterior. Alguns apresentam
varias destas estruturas.

e Vacuoated: Nucleos apresentam uma regido que lembra vacuolos em seu
interior. Estes “vacuolos” apresentam-se destituidos de qualquer material
visivel no seu interior.

e Notched: Nucleos que apresentam um corte bem definido em sua forma.
Geralmente com uma profundidade apreciavel no nucleo. Estes cortes parecem
nao possuir material nuclear algum, e sédo delimitados por membrana celular.
A técnica do teste de micronudcleo pisceo foi modificada por Ueda et al. (1992),

0s autores utilizaram laranja de acridina no lugar da tradicional Giemsa. Cavas e
Ergene-Goziukara (2005) também utilizaram este tipo de coloracdo para analisar a
presenca de micronucleos em eritrocitos jovens, aumentando assim a sensibilidade
do teste. Os eritrcitos imaturos podem ser identificados pela coloracao avermelhada
e fluorescente no citoplasma destas células, devido a presenca de RNA.

1.2.2 Ensaio Cometa

O Ensaio cometa, SCGE (Single-Cell Gel Eletrophoresis), avalia danos no DNA
em células individualizadas, através da medida da migracdo do DNA em gel de
agarose apos corrida eletroforética (SINGH et al., 1988; FERRARO, 2004). O nome
cometa refere-se a formacdo de uma longa cauda com os fragmentos de DNA
deixados ap0s a passagem da corrente elétrica (BOMBAIL, GORDON e BATTY,
2001).

A técnica descrita por Singh et al. (1988) consiste em utilizar uma suspenséao
de células depositadas em lamina com agarose, posteriormente as células passam

por um processo de lise, desespirilizacdo do DNA e uma corrida eletroforética em
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tampao alcalino. Assim, é possivel detectar eventos de quebras de fita simples ou
duplas, sitios alcalo-labeis e sitios de reparo tardio.

O DNA da célula que néao possuir dano migrara em conjunto durante a corrida
eletroforética, caracterizando-se como um circulo. As células que possuirem danos
em seu DNA apresentardo fragmentos diversos. Fragmentos menores tendem a
migrar com mais velocidade que fragmentos maiores. Ocorrendo danos intensos,
muitos fragmentos de tamanhos variados serdo formados, e migrardo em velocidades
diferentes, formando entdo a figura tipica de um cometa (OLIVE, BANATH e
DURAND, 1990).

Uma das metodologias para quantificar os danos é realizada através da relacao
entre o raio do nucleo e a extensao das “caudas” formadas pelos fragmentos de DNA.
Esta classificacdo varia entre classe 0, onde ndo ocorreu dano visivel, até a classe 4,

indicando a ocorréncia de muitos danos ao DNA (Figura 2) (COLLINS et al., 1997).

FIGURA 2 - CLASSIFICAGAO DE NUCLEOIDES SEGUNDO COLLINS ET AL. (1997).
FONTE: A AUTORA.

Diversas publicagbes demonstram que 0 ensaio cometa é realmente capaz de
detectar danos no DNA, causados por diferentes classes de agentes mutagénicos em
peixes (BELPAEME, COOREMAN e KIRSCH-VOLDERS, 1998). Uma das vantagens
do ensaio cometa é que este ndo depende de proliferacao celular para ser realizado,
portanto pode ser utilizado com qualquer tipo celular nucleado. Uma vez que

substancias genotoéxicas, com frequéncia, séo tecido-especificas, é possivel analisar
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diretamente os tecidos-alvo (PANDRANGI et al., 1995; ROJAS, LOPEZ e VALVERDE,
1999).

1.3 Chumbo

O chumbo € um metal ndo essencial, altamente toxico, sendo que todos os
seus efeitos conhecidos em organismos vivos s&o deletérios. E um metal de coloracéo
branca acinzentada, brilhante, ductil, macio e resistente a corrosdo. Sua concentracao
no solo € de 1,69 por 100kg de solo, o que o torna um metal raro no ambiente (PAIN,
1995).

Existem duas formas de chumbo inorganico: Pbll e PblV. A forma orgéanica
geralmente € encontrada em complexos com mais de quatro carbonos. A forma
inorgdnica € menos téxica que a organica, pois esta atravessa a membrana
plasmatica com muito mais facilidade (PAIN, 1995). Ambas as formas de chumbo séo
amplamente utilizadas na industria, para a fabricacdo de vernizes, explosivos, vidros
coloridos, baterias, fosforos, tintas antioxidantes, manufatura de pesticidas, reagentes
analiticos, entre outros (JOHNSON, 1998).

Nos corpos de 4gua, a entrada de chumbo é oriunda de descargas industriais
diretas, deposicdo de particulas aéreas, ou pela acdo das chuvas nas estradas. As
maiores concentracdes de chumbo, em ambientes aquaticos, estdo em regides
préoximas a grandes centros urbanos (PAIN, 1995).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) pela resolucdo n°357, de
17 de marco de 2005, define, para aguas doces de classe Ill, 0,033mg/L como limite
de maximo de chumbo total neste ambiente (CONAMA, 2005).

A International Agency for Research on Cancer (IARC), classifica o chumbo e
seus compostos inorganicos dentro do Grupo 2B. Esta classificagao define o chumbo
inorganico como agente com limitada evidéncia de ser carcinogénico em humanos e
com poucas, mas suficientes, evidéncias para animais de laboratério (IARC, 2006).

Em testes bioldgicos e bioquimicos, o chumbo induziu respostas como inibi¢cao
de enzimas, mutacdes, aberracdes cromossOmicas, cancer e defeitos congénitos
(JOHNSON, 1998). Trabalhos com peixes de agua doce, indicam que estes animais
acumulam muito mais rapidamente e em maior concentracdo, compostos organicos

do chumbo do que os inorganicos. Sob altas concentra¢fes, destacam-se relatos de
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guadros anémicos, reducao na eclosdo de ovos e curvatura da lateral da espinha. Em
doses letais, o chumbo induz um incremento na producdo de muco,
consequentemente ocorre obstrucdo das branquias, levando o animal a morte (PAIN,
1995).

Os animais aquaticos podem absorver o chumbo disponivel na agua através
da pele, branquias ou ingestéo de alimentos. Fatores que influenciam na capacidade
de absorcdo do chumbo s&o: presenca de outros elementos quimicos, pH,
temperatura e a forma quimica do chumbo (TAO et al., 1999). Estudos realizados com
dois peixes de agua doce, Lepomis gibbosus e Salmo gairdneri, mostraram maior
capacidade de absorcdo do metal quando o pH da &gua diminuiu (PAIN, 1995).

ApoOs a absorcédo pelos organismos, o chumbo inorganico entra na corrente
sanguinea e adere a superficie das hemacias. Em seguida, parte deste chumbo estara
presente nas hemacias, e a outra parcela alcanca diferentes 6rgaos, como figado, rins
ou ossos (EWERS et al., 1991).

A forma de exposicéo, aguda ou cronica, influencia a localizac&o do alojamento
do chumbo nos 6rgaos. Na exposicdo aguda, grande parte do metal concentra-se em
tecidos moles, e em baixas concentracdes, nos 0ssos. Em exposi¢des cronicas, a
concentragdo do metal nos ossos tende a ser maior (PAIN, 1995).

O chumbo pode danificar a via oxidativa normal das células fazendo com que
estas acumulem os radicais livres, peréxido de hidrogénio (H202) e superéxido (O%),
estes radicais podem promover oxidacdes de varios compostos celulares. Se um
desses compostos for o DNA existe o risco de ocorrerem lesbes no mesmo (MERIAN,
1991). Estudos apontam o chumbo como um agente co-carcinogénico, devido a
interferéncia do mesmo com o0s processos de reparo do DNA, desta forma,
potencializando o efeito genotdxico de outros agentes, como por exemplo, a radiacao
UV (FRACASSO et al., 2002).

1.4 Nanoparticulas

As nanoparticulas apresentam dimenséao entre 1 e 100 nm, e estdo agrupadas
de acordo com sua composicao quimica, como nanomaterias de carbono (fulerenos e
nanotubos), oxidos metalicos (por exemplo, TiO2 e ZnO), nanomateriais metalicos (por

exemplo, Au e Ag), semicondutores (quantum dots) e nanomateriais organicos
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poliméricos (White book on Nanotechnologies, 2008). Por sua singularidade em
propriedades fisico-quimicas, como grande capacidade de penetracdo, grande area
de superficie e atividade quimica, nanoparticulas tornam-se potencialmente atrativas
em tecnologias industriais e medicinais, porém, ndo é bem conhecido seu impacto no
ambiente e para os seres vivos (OBERDORSTER, MAYNARD e DONALDSON, 2005;
BORM et al, 2006; KREYLING et al, 2006; LAM et al, 2006; MAYNARD, 2007). As
caracteristicas que tornam nanoparticulas interessantes para a industria, sdo as
mesmas que trazem preocupacdes da sua presenca em sistemas naturais (QUINA,
2004).

1.4.1 Nanoparticulas de Diéxido de Titanio (NpTiOz2)

As nanoparticulas de dioxido de titanio estdo presentes em tintas, protetores
solares, laminados, embalagens de alimentos, plasticos transparentes, creme dental,
medicamentos, produtos alimenticios, papéis, produtos farmacéuticos, cosméticos,
produtos de limpeza, tratamentos de purificacdo da agua e até mesmo como material
microbiano em descontaminacgdes (SHI et al., 2013; CZAJKA et al.; 2015).

Em 2005 a United States Environmental Protection Agency (USEPA) estimou
que a producéo anual de NpTiO:2 foi de aproximadamente 2000 toneladas, sendo que
65% desta producdo teria sido destinada a producdo de protetores solares e
cosmeéticos. A producdo prevista para 0os anos entre 2006-2010 foi de 5000
toneladas/ano, e entre 2011-2014 a producdo atingiria mais de 10000 ton/ano
(USEPA, 2010).

O didxido de Titanio (TiO2) pode ser encontrado naturalmente em trés formas
estruturais diferentes: anatase e rutilo, que sdo de natureza tetragonal (Figura 3) e
broquite (natureza ortorrombica) (SKOCAJ et al., 2011).
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b)

FIGURA 3 - FORMAS ESTRUTURAIS DO TIO2. A) ANATASE B)
RUTILO. FONTE: PEREIRA, 2010.

As nanoparticulas penetram nas células principalmente por endocitose,
mediadas por clatrina e caveolina. Particulas com 50nm de tamanho sdo mais
facilmente internalizadas quando comparadas com particulas menores (abaixo de
14nm) ou maiores (até 500nm) (CHITHRANI et al., 2006; REJMAN et al., 2004).

Em estudos realizados com Daphnia sp., mantidas em suspensfes de
nanoparticulas por 48h, detectou-se acumulacédo no intestino (ZHU et al., 2009), além
de rapida acumulacéo de nanoparticulas de diéxido de titdnio, com permanéncia de
parte consideravel apds 72h. Em exposi¢ao crbnica, as nanoparticulas de diéxido de
titAnio inibiram o crescimento e a reproducdo das Daphnia sp., em baixas
concentracbes (ZHU, CHANG e CHEN, 2010). Porém, em truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) ndo foi detectada acumulagdo em 6rgdos internos
(FEDERICI, SHAW e HANDY, 2007; JOHNSTON et al, 2010). Em carpa (Cyprinos
carpio), houve acumulo de titanio no musculo e no figado quando mantidos em agua
contendo nanoparticulas de di6xido de titanio (SUN et al., 2007).

Tratamento agudo realizado com truta arco-iris, em concentragéo de até 1mg/L,
nao causou toxidade, mas foram detectados efeitos subletais, como patologias de
orgédos internos e alteracdes bioquimicas e respiratorias (FEDERICI et al., 2007). Em
ensaio tréfico, adicionando nanoparticulas de dioxido de titdnio nas concentracdes de
10 e 100 mg/kg no alimento de truta arco-iris juvenis por dois meses, ndo houve
influéncia da nanoparticula de didxido de titanio no crescimento da espécie de peixe,
tampouco em suas caracteristicas hematologicas (RAMSDEN et al., 2009). Scown et
al. (2009) quando contaminaram truta-arco-iris, via inje¢do intravenosa, com a dose
média de 1,3 mg/Kg de NpTiOz2, detectaram baixas quantidades de titanio no figado.
O figado também demostrou ser o 6érgdo mais susceptivel a acumulacdo de NpTiO:2
quando contaminados por 14 dias via intraperitoneal (LI et al., 2010).



23

Os estudos apresentam resultados e conclusdes contraditérias devido
variagbes nas caracteristicas das nanoparticulas, assim como na metodologia

aplicada para a avaliacdo de danos que essas podem causar (TAVARES, 2014).

1.4.2 Associacdo entre nanoparticulas e metais

A absorcéo de metais é mediada por transportadores de ions na membrana
biol6gica (BURY, WALKER e GLOVER, 2003;. HANDY e EDDY, 2004; BURY e
HANDY, 2010), enquanto que 0 mecanismo utilizado para a captacdo de
nanoparticulas provavelmente é a endocitose, por serem particulas de maior tamanho
(CAMPBELL e STOKES, 1985; CAMPBELL, 1995; ESCHER e SIGG, 2004).

Ha evidéncias que nanoparticulas podem carrear metais, ou seja, quando
ocorre uma interacdo entre nanoparticulas e metais, estes tém a capacidade de
adsorcdo a superficie de algumas nanoparticulas (HANDY et al.,, 2008). Em
experimentos com carpa, foi realizada exposicdo com nanoparticulas de TiOz e Cd, e
0S peixes acumularam 146% mais metal quando comparados aos peixes expostos
com o cadmio somente (ZHANG et al., 2007). O mesmo aconteceu com 0 metal
arsénio, que na presenca de nanoparticulas de TiO2, os peixes acumularam 132%
mais metal comparados aqueles expostos na mesma concentracdo do arsénio
sozinho (SUN et al., 2007).

1.5 Rhamdia quelen

Rhamdia quelen (Figura 4), ou jundi4, pertence a familia Heptapteridae
(NELSON, 2006), é uma espécie de peixe com distribuicdo neotropical, encontrada
do sul do México até o centro da Argentina (SILFVERGRIP, 1996). E uma espécie
nativa promissora para o cultivo, com rapido crescimento, habito alimentar onivoro,
facil adaptacdo ao manejo, boa produtividade em acudes e alto potencial de
comercializacdo (GOMES et al., 2000). E uma espécie resistente ao inverno e

apresenta rapido crescimento no verdao (BARCELLOS et al., 2003).
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Em 1996, Silfvergrip realizou uma ampla revisdo taxonémica do género
baseada em caracteres da morfologia interna, e concluiu que o género Rhamdia é
formado de apenas 11 espécies dentre 100 anteriormente descritas. Segundo o
mesmo autor, Rhamdia quelen pertence a seguinte divisdo taxondmica: Classe:
Osteichthyes, Série: Teleostei, Ordem: Siluriformes, Familia: Pimelodidae, Género:
Rhamdia, Espécie: Rhamdia quelen.

A coloracao do jundia varia de marrom avermelhado claro a cinza arddsia. A
pigmentacdo da parte inferior da cabeca € variavel. Os barbilhdes tém crescimento
alométrico negativo e esta relacdo é provavelmente aumentada devido a grande
possibilidade de dano dos barbilhnbes em exemplares grandes (SILFVERGRIP, 1996).
Rhamdia quelen vive em lagos e pocos fundos dos rios, preferindo os ambientes de
adguas mais calmas com fundo de areia e lama, junto as margens e vegetacao.
Escondem-se entre pedras e troncos apodrecidos, de onde saem a noite, a procura
de alimento (GUEDES, 1980). Em experimentos com larvas e alevinos dessa espécie
em cativeiro, observou-se uma acentuada aversao a luz e busca de locais escuros
(PIAIA et al.,1999).

Os organismos encontrados no contetdo gastrintestinal de Rhamdia quelen
nao sao restritos ao habitat bentdnico, indicando que essa espécie € generalista com
relacdo a escolha de alimento (GUEDES, 1980).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho propde avaliar a toxicidade de nanoparticulas de dioxido de
titanio (NpTiO2) e chumbo inorganico (Pbll), isolados e em mistura, em diferentes
tecidos de exemplares de Rhamdia quelen (Siluriformes, Heptapteridae), apos
contaminacdo aguda (96 horas) via injecéo intraperitoneal, utilizando diferentes

biomarcadores bioquimicos e genéticos.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os danos no DNA, através do ensaio cometa, de células renais,
cerebrais, hepéticas e eritrocitarias em exemplares da espécie Rhamdia
guelen, contaminados através de injecfes intraperitoneais nas doses de
0,5ng/g, 5ng/g e 50ng/g do peixe, de NpTiOz;

e Avaliar os danos no DNA, através do ensaio cometa, de células renais,
cerebrais, hepaticas e eritrocitarias em exemplares da espécie Rhamdia
guelen, contaminados através de injecdes intraperitoneais nas trés doses de
NpTiO2 associadas a dose de 40ug/g do peixe, de chumbo inorgénico;

e Avaliar a mutagenicidade dos xenobioticos NpTiO2 (0,5ng/g, 5ng/g e 50ng/g) e
do Pbll (40 ng/g), separadamente e associados, utilizando o teste de
micronucleo pisceo e das alteracfes morfolégicas nucleares em eritrgcitos;

e Avaliar a toxicidade das NpTiO2 (0,5ng/g, 5ng/g e 50ng/g), do Pbll (40 ug/g) e
da associacdo destes contaminantes em exemplares da espécie Rhamdia
guelen, contaminados via injecdo intraperitoneal, utilizando os seguintes
biomarcadores bioquimicos: AChE cerebral e muscular, GST, SOD, CAT, GPx,
GSH, LPO e MT no figado.

e Quantificar o chumbo inorganico nas visceras de Rhamdia quelen;

e Avaliar possiveis efeitos causados pela variavel volumeétrica entre os controles

negativos (sem injecao, 1 injecdo e 2 injecbes) como teste de micronucleo
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pisceo (eritrécitos) e ensaio cometa (células hepéticas, renais, cerebrais e
eritrocitarias);

e Verificar se os xenobidticos provocam modificagées prejudiciais no organismo
estudado e se estas modificagcdes sao potencializadas pela associacao entre

eles.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Preparagéo das Solugbes de NpTiO2z e Phll

Para a solucdo de chumbo inorganico (Pbll) foi utilizado Nitrato de chumbo
(Pb(NO3)2) adquiridos da Vetec® diluido em éagua destilada. A quantidade de
Pb(NO3)2 necessaria para produzir a solugdo de Pbll na concentracdo de 4g/L foi
calculada através das massas molares do nitrato de chumbo (331,2g/mol) e do
chumbo (207,2g/mol).

As suspensdes de nanoparticulas foram feitas com NpTiO2 adquiridas da
Sigma-Aldrich® (Titanium (V) oxide nanopowder, 21 nm particle size (TEM), 299.5%
trace metals basis) na forma anatase em agua destilada. As trés suspensdes
(0,05mg/L, 0,5mg/L e 5mg/L) foram sonicadas em banho maria ultrasonicador
(42KHz) por 5 minutos para promover a desagregacdo das particulas. Antes da
aplicagdo das injegdes, as suspensdes foram novamente sonicadas por 30 minutos,
na mesma frequéncia, para promover a ressuspensao das nanoparticulas.

As concentracdes de todas as soluc¢des foram calculadas a fim de que o volume
da dose a ser administrada seja fixo e constante, 0,01mL/g de peixe. A tabela a seguir

apresenta as concentracfes utilizadas e as respectivas doses administradas.

TABELA 1 - DOSES E RESPECTIVAS CONCENTRACOES DE
NANOPARTICULAS DE DIOXIDO DE TITANIO E CHUMBO
ADMINISTRADAS EM Rhamdia quelen.

~ VOLUME
DOSES CONCENTRAGOES INJETADO
NP1 0,5ng/g 0,05mg/L 0,01 mL/g de peixe
NpTiO2 NP2 5ng/g 0,5mg/L 0,01 mL/g de peixe
NP3 50ng/g 5mg/L 0,01 mL/g de peixe
Pbll PB 40ug/g Ag/L 0,01 mL/g de peixe

A caracterizacdo das nanoparticulas, p6 e suspensao, foram feitos em parceiria
com a Embraba de S&o Carlos/SP. Para a caracterizacdo do p6 de NPTiO2 foram

utilizados os métodos apresentados na tabela 2.
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METODOS/EQUIPAMENTOS ANALISE

Microscopia eletrdnica de Trasmissdo  Estrutura

(TEM) e Difracéo de raio-X Cristalina
Brunauer Emmett Teller (Teoria da Area de

Adsorcéo Multimolecular - método superficie

B.E.T.) especifica

Tamanho médio e

Dynamic Scattering (DLS) indice de

polidispersao

Electrophoresis e Laser Doppler Potencial zeta

Velocimetry
X-Ray Photoelectron Spectroscopy Quimica de
(XPS) superficie

As suspensfes de nanoparticulas foram caracterizadas através do aparelho
Zetasizer® Nano Series ZS90 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) no qual se
verificou o tamanho médio das particulas, o indice de polidispersédo e o potencial zeta.
As medidas foram realizadas a 28 °C. Para andlise de tamanho das particulas e indice
de polidispersdo foram utilizadas cubetas de poliestireno, cada analise durou em
média 105s e foi obtida com um angulo de deteccéo de 90° e laser vermelho 633nm.
Para determinar o potencial zeta, as amostras foram colocadas em célula
eletroforética, onde um potencial de + 150 mV foi estabelecido, realizando em média
12 corridas para cada amostra. Com o indice de polidispersao foi possivel calcular a
% de polidispersdo [% Polidispersdo (%Pd) = (Pdl) ¥ x 100], e assim verificar a
homogeneidade de tamanhos de particulas presentes na suspensao coloidal, sendo

considerada como suspensao homogénea quando %Pd < 20 (MALVERN, 2005).

3.2 Aclimatag&o dos animais

Os espécimes de Rhamdia quelen foram adquiridos da piscicultura Sergio
Kasuo Akiyoshi, do municipio de Toledo, sem histdrico ou fontes de contaminacéo.

Os peixes passaram por um periodo de aclimatacdo de 60 dias em tanque de 2000
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litros, com temperatura controlada em 28°C, pH 7,0, fotoperiodo natural, alimentacao

com racao comercial duas vezes ao dia, aeracao e circulagao d’agua constantes.

3.3 Desenho experimental

Apébs o periodo de aclimatacdo, os peixes foram transferidos para aquérios
individuais de 20 litros com aeracdo e temperatura (28°C) constantes, e fotoperiodo
de 12 horas claro:12 horas escuro.

No procedimento de contaminacao, os peixes foram anestesiados e pesados,
para o célculo do volume de cada dose administrada intraperitonealmente. Com
excecao dos quatro grupos controles, em todos os demais tratamentos cada animal
recebeu duas inje¢cdes de mesmo volume, com o intervalo de 24 horas entre elas.
Assim, a contaminacao foi realizada em dois momentos: Contaminacgéao TO (0 hora), e
Contaminacao T1 (24horas apos T0).

Os 176 peixes (n=16 animais por grupo) foram divididos em sete tratamentos
(0,5; 5,0 e 50,0 ng/g de NpTiOz2, 40ug/g de Pbll, 0,5 de NpTiO2 + 40ug/g de Pbll, 5,0
de NpTiO2+ 40ug/g de Pbll, 50,0 de NpTiO2+ 40ug/g de Pbll,) e 3 controles negativos
[Controle Negativo “Natural” (CNN — Sem injecéo), Controle Negativo 1 (CN1 — 1
injecdo) e Controle Negativo 2 (CN2 — 2 injecdes) para avaliar se h& influéncia nos
resultados advinda da variavel volumétrica e estresse de manipulacdo. Para os
tratamentos isolados dos contaminantes, que receberiam apenas uma injecdo com a
dose do contaminante, foi acrescentada uma injecao extra de dgua destilada, dose de
0,01mL/g de peixe, para eliminar a variavel volumétrica com apenas um xenobiético
(isolados) e com aqueles com dois xenobidticos (associados) (Tabela 3).

Como controle positivo da técnica do Ensaio Cometa, foi utilizado Metil Metano
Sulfonato (MMS) em dose Unica, via injecéo intraperitoneal, de 5ug/g, 24 horas antes
do sacrificio dos animais (72 horas depois do inicio da contaminacao).

Devido os animais terem sido mantidos em aquarios individualizados durante o
experimento, ndo foi possivel realizar a exposicao dos 176 exemplares de Rhamdia
quelem simultaneamente. Portanto, o ensaio foi realizado em 5 réplicas (5 semanas).
Para garantir a homogeneidade dos grupos, os 16 espécimes de cada tratamento

foram divididos de maneira que cada réplica tivesse exemplares de todos 0s grupos.
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TO (O Hora) T1 (24 horas) 72 horas
CNN - - -
CN1 H>O Destilada - -
CN2 H.O Destilada H,O Destilada -

NP1 0,5ng/g NpTiO: H,O Destilada -

NP2 5ng/g NpTiO; H.O Destilada -

NP3 50ng/g NpTiO; H,O Destilada -

Pb H,O Destilada 40ug/g Pbll -
NP1+Pb 0,5ng/g NpTiO; 40ug/g Pbll -
NP2+Pb 5ng/g NpTiO, 40ug/g Pbll -
NP3+Pb 50ng/g NpTiO. 40ug/g Pbll -

CP - - 0,5ug/g MMS

3.4 Sacrificio e coleta de amostras

Ap0s 96 horas do inicio da contaminagdo os animais foram anestesiados, em
benzocaina 10% dissolvida em &gua, e eutanasiados para a coleta de tecidos.
Apenas o grupo controle positivo foi eutanasiado 24 horas apoés a injecao de MMS.

Os 176 animais eutanasiados tinham peso médio de 18,79+5,99 gramas,
comprimento total médio de 13,86+1,56 cm e comprimento padrdo médio de
11,27+1,21 cm, sendo 78 machos e 98 fémeas.

Com o auxilio de seringa e agulha heparinizadas, foi coletado cerca de 1mL
de sangue periférico, através da artéria caudal (Figura 5a), e 10uL deste sangue foi
imediatamente adicionado em microtubo do tipo Eppendorf® contendo 1mL de soro
bovino fetal (SBF) para diluicdo, e armazenado ao abrigo da luz. Posteriormente esta
suspensao celular foi utilizada na confeccdo das laminas destinadas ao ensaio
cometa de eritrécitos. Outros 10uL do sangue foram coletados e diluidos em 10 pL
de SBF para a realizacdo do esfregaco sanguineo necessario a analise do teste do

micronucleo pisceo.
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FIGURA 5 - COLETA DE MATERIAL. (A) COLETA DE SANGUV PELA ARTERIA CAUDAL. (B)
COLETA DO RIM POSTERIOR (RP).
FONTE: A AUTORA.

Apos a coleta de sangue realizou-se uma incisdo ventral longitudinal, desde a
abertura anal até a regido da cabeca, para acessar a cavidade ventral e coletar as
amostras de tecidos. Para a realizacdo do ensaio cometa, foram retiradas pequenas
porcdes dos seguintes Orgaos: figado, rim posterior (Figura 5b) e cérebro. Esses
tecidos foram mantidos em 0,5mL de soro bovino fetal, sob condi¢des de refrigeracao
e auséncia de luz. O restante do figado e cérebro, assim como uma porcao do
musculo, também foram coletados e mantidos em microtubos sob refrigeracéo, e
posteriormente armazenados em freezer -70°C, para a realizacdo das andlises
bioquimicas.

As visceras restantes (estbmago, intestino, coracdo, e rim anterior), dos
grupos que continham metal e controle negativo, foram coletadas para a realizagao
da analise de quantificacdo de metal. As visceras foram armazenadas em sacos
plasticos e estocadas em freezer -4°C, e posteriormente enviadas ao Centro de

Pesquisa e Processamento de Alimentos (CEPPA).

3.5 Biomarcadores bioquimicos

Um fragmento de cérebro (+ 50 mg) e do musculo axial (+ 100 mg) foram
homogeneizados em tampéo fosfato de potassio (0,1 M, pH 7,5), numa proporgéo 1:10
(peso: volume). Em seguida o homogenato foi centrifugado a 12.000 xg por 20 minutos
a 4° C. O sobrenadante foi aliguotado para a analise da atividade da AChE.

Uma por¢do (+ 100 mg) de cada amostra de figado foi homogeneizada em
tampéao fosfato de potassio (0,1 M, pH 7), numa proporcdo de 1:10 (peso:volume) e
centrifugadas a 15.000 xg por 30 minutos a 4° C. O sobrenadante foi aliquotado para
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a andlise das atividades das enzimas superoxido-dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa S-transferase (GST), e glutationa peroxidase (GPx), e dos niveis de
glutationa reduzida (GSH) e peroxidacéo lipidica (LPO).

Outra porcéo (x 80 mg) de cada amostra de figado foi homogeneizada em
tampao Tris-HCI (20mM)/sacarose buffer (500mM) (pH 8,6),numa proporc¢éo de 1:5
(peso:volume), centrifugada a 15.000 xg por 30 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi

aliquotado para a quantificacdo de metalotioneinas.

3.5.1 Concentragao proteica

Para a normalidade dos dados das andlises bioquimicas foi realizada a
guantificacdo de proteinas totais pelo 0 método de Bradford (1976). Os homogenatos
de todos os tecidos foram diluidos em uma propor¢cdo de 1:20. Entdo, 10 yL da
amostra diluida foi pipetada em microplaca e adicionado 250 uL da solugdo de
Bradford. A concentracdo de proteinas foi determinada a partir da comparacao dos
valores de absorbancia com agueles provenientes de uma curva padrao realizada com
albumina de soro bovino (BSA). A analise foi realizada em espectrofotbmetro com

comprimento de onda de 595 nm.

3.5.2 Atividade da acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da AchE, tanto cerebral quanto muscular, foi medida segundo
método de Ellman et al. (1961), modificado para microplaca por Silva de Assis (1998),
e consiste no desenvolvimento de uma reacado colorimétrica entre o ATC (iodeto de
acetiltiocolina) e o DTNB (5,5-Ditio-bis-2nitro-benzoato) na presenca de
acetilcolinesterase, que pode ser mensurada por espectrofotometria a 405nm. Para
tanto as amostras foram diluidas para 800 pg de proteina.mLt em tampéao fosfato de
potassio (0,1M, pH 7,5). Em microplaca, foram adicionados 50uL de amostra, 200uL
de DTNB (0,75mM) e 50 uL de ATC (9mM), respectivamente. A leitura da atividade foi
feita por 3 minutos em intervalos de 15 segundos, e a mesma foi expressa em

nmol.min't .mg de proteina* .
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3.5.3 Atividade da Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST foi medida segundo o método descrito por Keen, Habig e
Jakoby (1976), baseado na catalisacdo da reacéao de conjugacdo do CDNB (1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno) com a glutationa reduzida (GSH), pela GST, formando um tioéter
gue pode ser medido pelo aumento da absorbancia a 340 nm. Os sobrenadantes de
figado foram diluidos para 2 mg de proteina.mL"t. Em microplaca foram adicionados
20 uL de amostra, seguido de 180 pL de solugao reacédo [GSH (3mM), CDNB (3 mM),
tampao fosfato de potassio (0,1M, pH 6,5)]. A medida da absorbancia foi feita a cada
15 segundos durante 3 minutos, e a atividade foi expressa em nmol.mint.mg de

proteinal.

3.5.4 Atividade da superoéxido dismutase (SOD)

O homogenato puro das amostras de figado foi diluido (1:10) em tampao fosfato
de potassio (0,1M, pH 7,0). Em 40 pyL da amostra diluida foi adicionado 885 uL de
tampao Tris-EDTA pH 8,0, 50 yL de pirogalol e incubadas por 30 minutos. Apds a
incubacao foi adicionado 25 pL de HCI 1N e 300 pL da reacdo foi adicionada em
microplaca. Para cada amostra foi feita uma amostra controle a qual ndo passou pelo
processo de incubacdo. A andlise foi realizada em espectrofotbmetro com
comprimento de onda de 440 nm (GAO et al., 1998). A atividade foi expressa em U

de SOD.mg de proteina™.

3.5.5 Atividade da catalase (CAT)

Para medir a atividade da CAT hepatica foi utilizado o método de Aebi (1984),
gue se baseia no consumo de peroxido de hidrogénio (H202) exdgeno pela CAT,
gerando agua e oxigénio, podendo ser mensurado por espectrofotometria a 240 nm.
As amostras foram diluidas (1:5) e como substrato foi utilizada uma solucéo de H202
a 20 mM. Em microplaca foram adicionados 5 uL da amostra e 295 yL da solugao de
H20:2. A leitura da absorbancia foi realizada a cada 15 segundos durante 1 minuto e a

atividade foi expressa em pmol.min-t.mg de proteina.
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3.5.6 Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

O método para determinar a atividade da GPx baseou-se na medida do
decréscimo de absorbéancia a 340 nm, gerado durante a reducédo de GSSG, catalisada
pela GR (Glutationa resutase), em presenca de NADPH (HAFEMAN; SUNDE;
HOEKSTRA, 1974). Para tanto, em microplaca, foi adicionado a amostra, uma solugao
de azida sddica (2mM), com o objetivo de inibir a atividade da CAT, para que ela ndo
degrade o H202 presente, e por ultimo uma solucao reacado, contendo: H202 (5 mM),
NADPH (0,3077mM), GSH (3,0769 mM) e GR (1,54 U.mL?) diluidos em tampé&o
fosfato de sodio (0,1M, pH 7). A leitura da atividade foi feita por 2 minutos, a cada 15

segundos e os resultados foram expressos em nmol.mint.mg de proteina™.

3.5.7 Concentracao de glutationa reduzida (GSH)

O método para indicar a concentracdo da glutationa reduzida foi baseado em
Sedlak e Lindsay (1968). Uma aliquota de 200 uL de amostra de figado pura com 50
ML de TCA (acido tricloroacético) 50% foi utilizada e centrifugada a 10000x g por 10
minutos. Na microplaca foi pipetado 50 uL do sobrenadante, 230 pyL de tampao TRIS
0,4 M e 20 uL de DTNB 2,5 mM. A analise foi realizada no comprimento de onda de

415 nm. A concentracdo de GSH foi expressa em pg de GSH.nm de proteina.

3.5.8 Lipoperoxidacao (LPO)

A peroxidacao de lipidios foi analisada através do método FOX, que baseia-se
na rapida oxidacdo do Fe+2 mediada por peréxido sob condi¢cbes acidas e posterior
formacdo do complexo Fe+3 — laranja de xilenol na presenca do estabilizador
hidroxitolueno butilado, que absorve a luz a 550-570 nm. O homogenato puro das
amostras de figado foi ressuspendido em metanol (1:1) e centrifugado a 5000 g por 5
minutos. Apas, foi adicionado o reativo Fox a 100 yL do sobrenadante e incubadas
por 30 minutos. Em microplaca foi pipetado 300 uL da reagao, em triplicata. A analise
em espectrofotometria foi realizada em comprimento de onda de 560 nm (JIANG;
HUNT; WOLFF,1992). A unidade de concentracdo de peréxidos lipidicos usada foi

nmol.mg de proteinat.
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3.5.9 Metalotioneinas (MT)

Para a avaliacdo do conteudo de metalotioneinas foi utilizado o método
proposto por Viarengo et al. (1997), com algumas modificagfes. Este método
determina o conteudo de sulfidrilas (presentes nas MTs) a partir da comparacédo com
uma curva de GSH, considerando 30% como a porcentagem de cisteinas que
correspondem a MTs. Para tanto foi realizada uma série de precipitagdes,
centrifugacdes e ressuspensodes, culminado na ressuspensao do pellet contendo MT,
ao qual foi adicionado a solucdo de Ellman, contendo: DTNB (0,4 mM) em tampéao
fosfato de so6dio/NaCl (0,2 M/ 2 M, pH 8), e a leitura foi realizada a 412 nm . A unidade

de concentracdo de MT usada foi ug. mg de proteina.

3.6 Biomarcadores Genéticos

3.6.2 Teste do Micronucleo Pisceo (MNP)

Foi empregada a técnica descrita por Ueda et al. (1992) para analisar a
frequéncia de microndcleos e alteragcdes morfologicas nucleares em eritrécitos, e
também fazer a analise quantitativa de eritrocitos normocromaticos (maduros) e
policromaticos (imaturos).

A técnica consiste nas seguintes etapas:

a) Diluir o sangue periférico coletado na proporcao (1:1) em soro bovino
fetal.

b) Sobre a lamina limpa depositar uma por¢ao desta diluicdo de sangue.

C) Fazer o esfregaco sanguineo com auxilio de uma laminula, sempre em
um unico sentido, espalhando o material por toda a sua extenséao;

d) Secar as laminas over night;

e) Fazer a fixacdo mergulhando as laminas em metanol durante 10
minutos;

f) Corar as laminas imediatamente antes da analise microscopica com
laranja de acridina a 0,003%.

0) As laminas foram analisadas, em teste cego, em microscopio de

epifluorescéncia Leica DMLS2, com aumento de 1000x.
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h) Foram analisados 2000 eritrécitos por animal. Somente foram
consideradas as hemacias nucleadas com as membranas celular e nuclear intactas.
Foram considerados micronucleos somente as particulas que, em relacdo ao nucleo
principal, ndo excederam 1/3 do seu tamanho, nitidamente separadas, com as bordas
distinguiveis e com a mesma refringéncia do nucleo. As altera¢des na forma normal
dos nucleos, que ndo se enquadraram na definicdo de microndcleo, foram
consideradas alteracbes morfologicas nucleares e analisadas segundo Carrasco,
Tilbury e Myers (1990).

i) Foram contabilizados os eritrécitos policrométicos, e realizado o célulo
da frequéncia (% de eritrocitos policromaticos = total de eritrécitos
policromaticos/2000). Estes eritrécitos imaturos, por apresentarem maior quantidade
de RNA em seu citoplasma em relacdo as células maduras, ao serem corados com

laranja de acridina apresentam o citoplasma vermelho.

3.6.3 Ensaio Cometa

Foi utilizada a técnica descrita por Singh et al. (1988) com modificacdes
realizadas por Ferraro et al. (2004) e Cestari et al. (2004), e adaptada para tecido
sélido (rim) em Hoplias malabaricus por Ramsdorf et al. (2009).

As primeiras etapas do ensaio cometa foram realizadas antes da coleta dos
tecidos a serem analisados. Primeiro, as laminas foram cobertas com uma fina
camada de agarose normal. A etapa seguinte foi a preparagao da agarose LMP (Low
melting point), que forma a segunda camada na lamina. Estas duas etapas iniciais

estao descritas abaixo:

Preparo das laminas com cobertura de agarose para ensaio cometa

a) Foram dissolvidos 1,5g de agarose normal em 100mL de PBS e agitado
por duas horas. A mistura foi levada ao forno de micro-ondas até sua fervura e
completa dissolugéo.

b) Apos a primeira fervura, a agarose foi mantida em temperatura ambiente.
Quando solidificada completamente, foi picada e levada ao forno de micro-ondas

novamente. Essa etapa foi repetida por trés vezes.
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C) Ao final das etapas de fervura, a agarose foi mantida em banho-maria a
70°C.

d) As laminas, previamente limpas, foram mergulhadas na agarose até a
metade da porcdo esmerilhada, e retirado o excesso de agarose na face nao
esmerilhada da lamina.

e) As laminas secaram em superficie plana e em temperatura ambiente

over night, para a completa solidificacdo da cobertura de agarose.

Preparo da agarose de baixo ponto de fusdo (LMP)

a) Foram dissolvidos 100mg de agarose LMP em 20mL de PBS.
b) Essa solucéo foi fervida em forno de micro-ondas apenas uma vez.
C) Até o momento de uso, a agarose LMP permaneceu em geladeira.

Quando em uso, foi aquecida e mantida em 37°C.

3.6.3.1 Ensaio cometa com eritrocitos

Para o tecido sanguineo, foram realizados os seguintes procedimentos:

a) Da suspensao celular composta pelo sangue coletado (10puL) e diluido
em soro bovino fetal (1mL), foi pipetado 10uL e homogeneizado com 120uL de
agarose LMP;

b) Esta mistura foi depositada sobre a lamina, previamente coberta com
agarose normal,

C) Foram colocadas laminulas cobrindo toda a superficie da lamina,
espalhando homogeneamente a suspensao celular por toda extensao laminar;

d) Essas laminas foram refrigeradas por pelo menos 15 minutos, para
solidificar a nova camada de agarose;

e) ApoOs a refrigeragdo, as laminulas foram gentilmente retiradas;

f) As laminas foram mergulhadas em cubetas contendo solug&o de lise e
mantidas sob refrigeragao por, pelo menos, 24 horas;

9) Depois do processo de lise, as laminas foram transferidas para a cuba
de eletroforese. A cuba foi mantida sob refrigeracdo, na auséncia de luz, e com uma

solucéo de eletroforese alcalina (pH>13);
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h) As laminas permaneceram nesta solugéo alcalina de eletroforese por 25
minutos, antes da corrida eletroforética, para desespiralizacdo do DNA;

i) Apos este periodo, iniciou a corrida de eletroforese por 25 minutos, com
as fontes configuradas para fornecer 300mA e 1V/cm.

)] Ao final dos 25 minutos da corrida, as laminas foram retiradas da cuba e
neutralizadas com o tampéao de neutralizacdo (pH7,5). O processo de neutralizacéo
ocorreu com 3 banhos de tampéao a cada 5 minutos.

k) As laminas secaram ao ar overnight;

)] Quando secas, foram fixadas em etanol 96% por 5 minutos;

m)  As laminas foram coradas somente no momento da analise. Para isso,
foram adicionados 30uL de brometo de etidio (20mg/L — Sigma-Aldrich®) em cada
lamina, e cobertas com uma laminula;

n) A andlise foi realizada em microscoépio de epifluorescéncia Leica DMLS2,
com filtro de rodamina e sob aumento de 400x.

0) Foram analisados 100 nucledides por animal. Os nucledides foram
classificados de acordo com o dano, de acordo com o comprimento da cauda em
relagdo a cabeca, formadas ap0s a corrida eletroforética. Foram atribuidos valores de
classes para estes danos: 0 (sem dano aparente), 1 (dano pequeno), 2 (dano médio),
3 (dano extenso), e 4 (dano maximo). Através da classificacdo e quantificacdo dos
danos foram gerados escores, através do somatério da quantidade de dano

multiplicada pelo valor da classe (COLLINS et al., 1997).

3.6.3.2 Ensaio cometa para tecidos solidos

Para a realizacdo do ensaio cometa utilizando tecidos solidos, como figado, rim
e cérebro, foi aplicada a metodologia de Ramsdorf et al. (2009) com ajustes, conforme
segue:

a) Os tecidos coletados e armazenados em soro bovino fetal, refrigerados
e na auséncia de luz, foram homogeneizados em homogeneizador Potter® a
1500rpm.

b) Desta suspensédo celular, foi adicionado 20puL e homogeneizado em
120pL de agarose LMP;
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C) Para as proximas etapas, foram repetidos os procedimentos descritos

no item 4.6.2.1 a partir da etapa b.

3.6.4 Quantificagdo de metal em tecido

Para a quantificacdo foram utilizadas as visceras dos animais submetidos a
exposicdo ao Pb. As amostras foram destinadas ao Centro de Pesquisa e
Processamento de Alimentos (CEPPA) para a realizacéo da analise.

A metodologia consiste em triturar e homogeneizar as amostras, em seguida
foram pesados cerca de 0,5 a 1 g que passam por processo de digestdo acida com
cerca de 5 ml de acido nitrico, e 1 ml de perdxido de hidrogénio. Apos filtracdo e
afericdo de volume, os elementos quimicos foram quantificados por Espectrometria
de Emissédo Atdomica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-AES). Paralelamente
foi realizada a analise de uma prova do branco dos reagentes e uma prova enriquecida
com a quantidade minima do elemento contaminante e avaliada a % de recuperacao

como parametro de garantir o desempenho do procedimento.

3.7 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada separando os tratamentos grupos:
e CNN, CN1, CN2;
e CN2, H20+Pb;
e CN2, NP1+H20, NP2+H20, NP3+H20;
e CN2, NP1+Pb, NP2+Pb, NP3+Pb;
e NP1+H20, NP1+Pb, H20+Pb;
e NP2+H20, NP2+Pb, H20+Pb;
e NP3+H20, NP3+Ph, H20+Pb.

O controle positivo foi incluido apenas na analise estatistica do ensaio cometa,
pois esse € um controle da técnica. Em todos os grupos foi testada a normalidade
através do teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados que apresentaram distribui¢cdo
normal, foi aplicado o teste ANOVA (1 critério) seguido do po6s-teste t (LSD — Least
significant difference). Quando os dados ndo apresentaram distribuicdo normal ou

apresentaram variancias desiguais, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-
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Wallis, com poés teste de Student-Newman-Keuls. Foi considerado nivel de
significancia menor que 0,05 (p<0,05).

Todas as andlises foram executadas através dos programas BioEstat 5.0 e
GraphPad® Prism 6.0.
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4 RESULTADOS

Durante o periodo de aclimatacao, e durante a realizacdo dos bioensaios, ndo
houve mortalidade de nenhum individuo.

4.1 Caracterizacdo das nanoparticulas de didxido de titanio

A microscopia eletrénica de transmissao (Figura 10) e a difracdo de raio-X
confirmaram que o p6 de nanoparticula utilizado foi 100% composto da forma
cristalina anatase. O material também apresentou area de superficie especifica de
83,47m?/g (B.E.T.), tamanho médio de 107nm, tamanho de disperséo de 45nm (DLS),
e a quimica de superficie composta por 28,42% de titanio e 71,58% de oxigénio (XPS).

109.39nm

51.76nm

1

217.37nm 159.81nm 62.06nM

¢ 339.71nm

200 nm

FIGURA 6 - ELETROMICROGRAFIA DE NANOPARTICULAS DE TiO. COM FORMA
CRISTALINA DE ANATASE.

As suspensdes de 0,05mg/L e 0,5mg/L apresentaram particulas com tamanho
meédio de 570,3 nm e 334,1 nm, respectivamente. A suspensao mais concentrada,
5mg/L, apresentou dois tamanhos médios de particulas, 352,7 nm e 5560 nm (Figura
11).
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NANOPARTICULAS DE TiO: NAS SUSPENSOES COLOIDAIS DE

A magnitude do potencial zeta fornece uma indicacdo das condi¢gbes de

estabilidade do sistema. Quando as particulas apresentam um potencial zeta elevado,

+30mV < ¢ < -30mV, elas se repelem, garantindo a estabilidade da disperséo. Mas

quando este potencial zeta € pequeno, +30mV > ¢ > -30mV, ndo héa forca suficiente

para evitar que as particulas se aproximem, consequentemente, pode ocorrer

floculacdo, tornando a dispersao instavel (MALVERN, 2005). As trés suspensdes

analisadas apresentaram valores de potencial zeta negativo ({ > -30mV) (Tabela 5).



43

O percentual de polidispersao fornece informagdes sobre a homogeneidade da
distribuicdo dos tamanhos de particulas. Nas trés suspensdes analisadas este indice

foi maior que 20%, indicando a formacé&o de sistemas heterogéneos (Tabela 5).

TABELA 3 — CARACTERIZAGAO DAS SUSPENSOES COLOIDAIS DE NANOPARTICULAS DE TiO2
OBTIDAS PELO APARELHO ZETA SIZER®.

Concentracao Tamanho Potencial Zeta % de
(mg/ml) (d.nm/intensidade) (mV) Polidisperséo

0,05 570,3 -2,83 80,68

0,5 334,1 -5,38 93,97

5 352,7 e 5560 -4,68 81,79

4.2 Determinacdo de chumbo nas visceras de Rhamdia quelen

A analise de quantificacdo de chumbonas visceras de Rhamdia quelen,
realizada pelo CEPPA, no controle negativo ficou abaixo do limite de deteccéo
(<0,10mg/Kg). O tratamento de H20+Pb, apresentou a maior quantidade de chumbo
por Kg de tecido umido (305,21mg/Kg). Nas associacdes do chumbo com as trés
concentragfes de nanoparticulas de dioxido de titanio, os individuos dos grupos NP1
e NP3 foram os quem apresentaram as maiores quantidades de chumbo, 293,16 e
278,37mg/Kg, respectivamente. O grupo exposto a associacdo NP2+Pb apresentou
média de 186.12mg de chumbo/Kg (Tabela 6).

TABELA 4 - QUANTIFICACAO DE CHUMBO NAS VISCERAS DE Rhamdia quelen.

[ ] tecidual
Tratamento

(mg/Kg)
Controles
Negativos (CNN, <0.10
CN1, CN2)
H.O+PB 305.21
NP.+PB 293.16
NP.+PB 186.12

NP3;+PB 278.37
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4.3  Avaliacdo dos Controles Negativos

Ao comparar os trés controles negativos, observamos uma reducgao significativa
na atividade da AChE cerebral nos controles com uma (p=0,0005) e duas inje¢cbes

(p<0,0001) em relagéo ao controle sem injecao (Figura 6a).

N&o houve diferenca (p>0,05) na atividade da AChE muscular entre os

controles negativos (Figura 6b).
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FIGURA 8 - ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERASE (AChE) CEREBRAL (A) E MUSCULAR (B)
NOS CONTROLES NEGATIVOS SEM INJECAO DE AGUA DESTILADA (CNN), COM
UMA INJECAO (CN1) E DUAS INJECOES (CN2). OS DADOS ESTAO EXPRESSOS EM
MEDIA +ERRO PADRAO. LETRAS MINUSCULAS DIFERENTES INDICAM DIFERENCA
ESTATISTICA (p<0,05) ENTRE OS GRUPOS.

A Atividade das enzimas superdxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase néo diferiu entre os controles (Figura 7 a, b, c). Porém, foi obervada uma
reducao significativa na atividade da glutationa S-transferase ao comparar o CNN com
0 grupo CN2 (p<0,0001) (Figura 7d).
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FIGURA 9 - ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD) (A), CATALASE (CAT) (B), GLUTATIONA
PEROXIDASE (GPX) (C) E GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GST) (D) EM TECIDO HEPATIDO DE
Rhamdia quelen, NOS GRUPOS CONTROLES NEGATIVO SEM INJECAO (CNN), COM UMA
INJECAO (CN1) E COM DUAS INJECOES (CN2). OS DADOS ESTAO EXPRESSOS EM MEDIA

+ERRO PADRAO. LETRAS MINUSCULAS DIFERENTES INDICAM DIFERENCA ESTATISTICA
(P<0,05) ENTRE OS GRUPOS.

A concentracdo de GSH reduziu no grupo CN2 em relacdo aos grupos CNN
(p<0,0001) e CN1 (p=0,0001) (Figura 8a). Resultado semelhante foi obtido com os
niveis de LPO (Figura 8b), onde o grupo CN2 também diferiu de CN1 (p=0,0115) e
CNN (p<0,001).

A analise de metalotioneina ndao apresentou diferencas entre os trés controles

negativos (Figura 8c).
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FIGURA 10 — AVALIACAO DA GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GSH) (A), PEROXIDAGCAO LIPIDICA
(LPO) (B) E METALOTIONEINA (C) EM TECIDO HEPATIDO DE Rhamdia quelen, NOS
GRUPOS CONTROLES NEGATIVO SEM INJECAO (CNN), COM UMA INJECAO (CN1)
E COM DUAS INJECOES (CN2). OS DADOS ESTAO EXPRESSOS EM MEDIA +ERRO
PADRAO. LETRAS MINUSCULAS DIFERENTES INDICAM DIFERENGA
ESTATISTICA (P<0,05) ENTRE OS GRUPOS.

Na analise mutagénica, néo foi observado nenhum microndcleo nos eritrocitos
dos grupos controle. Quando analisados por alteracdes morfolégicas nucleares os
controles negativos e positivo ndo diferiram. Também ndo houve diferenca no
percentual de eritrécitos policromaticos (imaturos) (Tabela 4). Apesar disso, podemos
destacar a quantidade alta de eritrocitos do tipo vacuolated noss trés controles, ao

comparar com as demais alteracdes morfolégicas nucleares.



TABELA 5 - FREQUENCIA MEDIA DE ALTERAGCOES MORFOLOGICAS NUCLEARES EM ERITROCITOS DE Rhamdia quelen, SEPARADOS
POR BLEBBED, LOBED, NOTCHED, VACUOLATED, TOTAL DE ALTERACOES MORFOLOQICAS NUCLEARES E
PERCENTUAL DE ERITROCITOS IMATUROS. VALORES EXPRESSOS EM MEDIANA (1°Q/3°Q). NAO HOUVE DIFERENCA

ESTATISTICA (P < 0,05) ENTRE OS GRUPOS.

% ERITROCITOS

TRATAMENTOS  BLEBBED LOBED NOTCHED VACUOLATED TOTAL AMN IMATUROS
CNN 0 (0/3.5) 0(0/1) 0.5(0/2) 8.5 (4 / 24.25) 13 (4.25/30.5) 0.4 (0.16/0.94)
CN1 0(0/1) 0(0/1) 0(0/1) 9 (5/15) 10 (6 / 17) 0.3(0.2/1)
CN2 1(0/2.25) 0(0/3) 0(0/2) 4 (1.75 / 12.25) 7 (3/17.25) 0.42 (0.1/0.87)
cp 1(1/2.75) 1(0/2.75) 0.5(0/1) 11 (3.25/ 22) 12.5(6/33) 0.2 (0.05/1.363)

47
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Nas analises de genotoxicidade, o ensaio cometa apresentou resultados

semelhantes para os quatro tecidos analisados (sangue, rim, figado e cérebro),

mostrando que ndo houve diferengca nos escores entre os trés controles negativos,

tendo sido observado aumento de danos apenas no controle positivo (Figura 9a-d).
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FIGURA 11 - DANOS AO DNA DE ERITROCITOS (A), RIM (B), FIGADO (C) E CEREBRO (D) DE
Rhamdia quelen, DETECTADOS POR ENSAIO COMETA. CONTROLE NEGATIVO SEM
INJECAO (CNN), CONTROLE NEGATIVO COM UMA INJECAO DE AGUA DESTILADA
(CN1), CONTROLE NEGATIVO COM DUAS INJECOES DE AGUA DESTILADA (CN2) E
CONTROLE POSITIVO (CP). OS DADOS ESTAO EXPRESSOS EM MEDIANAS E
QUARTIS. LETRAS MINUSCULAS DIFERENTES INDICAM DIFERENCA ESTATISTICA

(P<0,05) ENTRE OS TRATAMENTOS.

4.4Biomarcadores bioquimicos

A analise dos controles negativos nos apresentaram alteragdes significativas

nas respostas dos biomarcadores bioquimicos, principalmente para o tratamento CN2.

Desta forma, o controle negativo 2 (CN2) foi utilizado como referéncia nas andlises
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estatisticas, para biomarcadores bioquimicos e genéticos, uma quez que em todos 0s
tratamentos foram administrados mesmo volume.

Os individuos expostos ao chumbo nao apresentaram diferenca na atividade
da AChE cerebral em relacdo ao controle negativo(p>0,05), assim como 0S grupos
expostos somente a nanoparticula também néo diferiram do controle (Figura 12 a,b).
Quando avaliamos a AChE cerebral dos exemplares expostos as NpTiO2z e ao metal,
o grupo NP1+Pb apresentou um aumento na atividade desta enzima quando
comparada ao CN2 (p=0,016), entretanto, NP2+Pb e NP3+Pb néo diferiram do CN2
e de NP1+Pb (Figura 12c). Ao comparar os tratamentos associados, de cada dose,
com os tratamentos dos contaminantes isolados, observamos que 0 grupo exposto ao
chumbo apresentou uma menor atividade da AChE cerebral, quando comparada com
a nanoparticula isolada ou em associacdo ao Pb. Esta resposta pode ser observada
nas andlises para as doses NP1 e NP2 (Figura 12 d-e). Na dose maior, NP3, foi
observada diferenca entre NP3+H20 e o tratamento com Pb (p=0,0119), entretanto
para NP3+Pb néo diferiu de NP3 ou do Pb (Figura 12 f).

A atividade da AChE muscular ndo apresentou diferenca na analise entre os
grupos CN2 e Pb (Figura 13 a). As trés doses de nanoparticulas de TiO2
proporcionaram uma redugéo na atividade da enzima, diferindo do CN2 (Figura 13b).
Quando combinadas as nanoparticulas com o metal, ndo houve diferenca significativa
entre 0s grupos expostos e o0 CN2 (Figura 13c). Nas andlises dos tratamentos de
associacado (NP1+Pb, NP2+Pb, NP3+Pb), quando comparados com grupos isolados
de nanoparticulas e chumbo, ndo foram observadas diferencas as doses NP1 e NP3
(Figura 13 d,f). Porém, para a dose intermediaria (NP2) houve um aumento
significativo na atividade da AChE muscular no tratamento associado (NP2+Pb),
quando comparado com 0 grupo exposto a nanoparticula isolada (p=0,0165), mas

sem diferir do tratamento de chumbo isolado (Figura 13 e).
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FIGURA 12 - ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERADE (AChE) CEREBRAL EM Rhamdia quelen. (A)
CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2) E CHUMBO (40pg/g Pb), (B) CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2) ,
0,5ng/g NPTiO2 (NP1), 5ng/g NPTiO2 (NP2), 50ng/g NPTiO2 (NP3), (C) CONTROLE NEGATIVO 2) ,
0, 5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb , 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb, 50ng/g NPTiO2 (NP3 ) + 40ug/g
Pb, (D) O, 5ng/g NPTiO2 (NP1), 0,5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb), (E) 5ng/g
NPTiOz2 (NP2), 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb), (F) 50ng/g NPTiO2 (NP3),
50ng/g NPTiO2 (NP3)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb). OS DADOS ESTAO EXPRESSOS EM
MEDIA +ERRO PADRAO. LETRAS MINUSCULAS DIFERENTES INDICAM DIFERENCA
ESTATISTICA (p<0,05) ENTRE OS TRATAMENTOS.
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FIGURA 13 - ATIVIDADE DA ACETILCOLINESTERADE (AChE) MUSCULAR EM Rhamdia quelen. (A)
CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2) E CHUMBO (40ug/g Pb), (B) CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2) ,
0,5ng/g NPTiO2 (NP1), 5ng/g NPTiO2 (NP2), 50ng/g NPTiO2 (NP3), (C) CONTROLE NEGATIVO 2) ,
0, 5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb , 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb, 50ng/g NPTiO2 (NP3 ) + 40ug/g
Pb, (D) 0, 5ng/g NPTiO2 (NP1), 0,5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb), (E) 5ng/g
NPTiO2 (NP2), 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb), (F) 50ng/g NPTiO2 (NP3),
50ng/g NPTiO2 (NP3)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb). OS DADOS ESTAO EXPRESSOS EM
MEDIA +ERRO PADRAO. LETRAS MINUSCULAS DIFERENTES INDICAM DIFERENCA
ESTATISTICA (p<0,05) ENTRE OS TRATAMENTOS.
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A atividade da GST em tecido hepatico mostrou um aumento no grupo
contaminado com Pb em relacdo ao CN2 (p=0,006) (Figura 14a). Nos tratamentos de
nanoparticulas, individuos expostos a dose NP1 apresentaram um aumento na
atividade desta enzima, diferindo tanto do CN2 quanto de NP2 e NP3 (p<0,0001)
(Figura 14b). O grupo NP2+Pb teve aumento na atividade da GST diferindo do CN2
(p=0,0058), enquanto que as demais associacdes ndo apresentaram diferencas em
relacdo ao controle negativo nem entre si (Figura 14c). Quando comparados 0S grupos
expostos as doses associadas ao metal, com 0s grupos com nanoparticula de TiO2 e
com chumbo isolados, ndo foram observadas diferencas estatisticas (Figura 14d-f).

O tratamento com chumbo resultou em um aumento na atividade da enzima
superoxido dismutase (SOD) quando comparado ao controle negativo (p=0,00383)
(Figura 15a). Nao foi encontrada diferenca na atividade da SOD entre os trés
tratamentos com nanoparticula de TiO2 em relacdo ao CN2 (Figura 15b). Na andlise
dos exemplares expostos a associacdo NP1+Pb foi verificada a reducéo na atividade
da enzima SOD, diferindo de CN2 (p=0,0193), de NP2+Pb (p=0,0143) e NP3+Pb
(p=0,0459) (Figura 15c). Ao comparar tratamentos associados com o0s isolados, 0
grupo NP1+Pb apresentou reducdo da atividade de SOD em relacdo aos grupos
expostos aos contaminantes isolados (Figura 15d). Os grupos da dose NP2, néo
apresentaram diferenca entre os trés tratamentos (NP2+H20, NP2+Pb, Pb+H20)
(Figura 15e). Na maior dose de nanoparticula, NP3, somente o chumbo isolado
resultou em aumento na atividade, apresentando diferenca estatistica em relacéo a
nanoparticula isolada (p=0,0243) e a associacdo dos contaminantes (p=0,0132)
(Figura 15f).
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FIGURA 14 - ATIVIDADE DA GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GST) EM FIGADO DE Rhamdia
quelen. (A) CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2) E CHUMBO (40ug/g Pb), (B) CONTROLE NEGATIVO 2
(CN2) , 0,5ng/g NPTiO2 (NP1), 5ng/g NPTiO2 (NP2), 50ng/g NPTiO2 (NP3), (C) CONTROLE
NEGATIVO (CN2) , 0, 5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb , 5ng/g NPTIiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb, 50ng/g
NPTiO2 (NP3) + 40ug/g Pb, (D) 0, 5ng/g NPTiO2 (NP1), 0,5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40pg/g Pb E CHUMBO
(40pg/g Pb), (E) 5ng/g NPTiO2 (NP2), 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb), (F)
50ng/g NPTiO2 (NP3), 50ng/g NPTiO2 (NP3)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb). OS DADOS ESTAO
EXPRESSOS EM MEDIA +ERRO PADRAO. LETRAS MINUSCULAS DIFERENTES INDICAM
DIFERENCA ESTATISTICA (p<0,05) ENTRE OS TRATAMENTOS.
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FIGURA 15 - ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD) EM FIGADO DE Rhamdia quelen.
(A) CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2) E CHUMBO (40ug/g Pb), (B) CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2) ,
0,5ng/g NPTiO2 (NP1), 5ng/g NPTiO2 (NP2), 50ng/g NPTiO2 (NP3), (C) CONTROLE NEGATIVO 2) ,
0, 5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb , 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb, 50ng/g NPTiO2 (NP3 ) + 40ug/g
Pb, (D) 0, 5ng/g NPTiO2 (NP1), 0,5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb), (E) 5ng/g
NPTIO2 (NP2), 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb), (F) 50ng/g NPTiO2 (NP3),
50ng/g NPTiO2 (NP3)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb). OS DADOS ESTAO EXPRESSOS EM
MEDIA *ERRO PADRAO. LETRAS MINUSCULAS DIFERENTES INDICAM DIFERENCA
ESTATISTICA (p<0,05) ENTRE OS TRATAMENTOS.
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A atividade da enzima catalase (CAT) n&o apresentou diferenca entre 0s
grupos CN2 e Pb (Figura 16a), 0 mesmo ocorreu entre os grupos CN2, NP1, NP2 e
NP3 (Figura 16b). Houve um aumento na atividade da CAT nos individuos expostos
ao tratamento NP1+Pb quando comparado ao CN2 (p=0,0343), ao NP2+Pb
(p=0,0018) e ao NP3+Pb (p=0,0003) (Figura 16c). Na analise dos grupos de NP1,
NP1+Pb e Pb e dos grupos NP2, NP2+Pb e Pb, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas (Figura 16 d-e), apenas 0 grupo exposto a associacao
NP3+Pb apresentou reducéo na atividade da CAT quando comparado ao grupo NP3
(p =0,0292) e Pb (p=0,0330) (Figura 16f).

Os tratamentos com chumbo (Figura 17a), nanoparticulas isoladas (Figura 17b)
e associacao entre nanoparticulas e metal (Figura 17c) ndo apresentaram diferenca
na atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) quando comparadas ao CN2.
Para os grupos NP1, NP1+Pb e Pb (Figura 17d), ndo houve diferenca significativa,
mas no grupo NP2+Pb houve maior atividade da GPx em relacdo ao grupo NP2
(p=0,0092) (Figura 17e). A analise da maior dose (NP3), mostrou diferenca ao ser
comparada a NP3+Pb (p=0,0037) e Pb (p=0,0396) (Figura 17f).
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FIGURA 16 - ATIVIDADE DA CATALASE (CAT) EM FIGADO DE Rhamdia quelen. (A) CONTROLE
NEGATIVO 2 (CN2) E CHUMBO (40ug/g Pb), (B) CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2), 0,5ng/g NPTiO2
(NP1), 5ng/g NPTiO2 (NP2), 50ng/g NPTiO2 (NP3), (C) CONTROLE NEGATIVO 2), 0, 5ng/g NPTiO2
(NP1)+ 40ug/g Pb , 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb, 50ng/g NPTiO2 (NP3 ) + 40ug/g Pb, (D) 0, 5ng/g
NPTiO2 (NP1), 0,5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb), (E) 5ng/g NPTIO2 (NP2),
5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb), (F) 50ng/g NPTiO2 (NP3), 50ng/g NPTiO2
(NP3)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb). OS DADOS ESTAO EXPRESSOS EM MEDIA +ERRO
PADRAO. LETRAS MINUSCULAS DIFERENTES INDICAM DIFERENCA ESTATISTICA (p<0,05)
ENTRE OS TRATAMENTOS.
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FIGURA 17 - ATIVIDADE DA GLUTATIONA PEROXIDASE (GPx) EM FIGADO DE Rhamdia quelen.
(A) CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2) E CHUMBO (40ug/g Pb), (B) CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2),
0,5ng/g NPTiO2 (NP1), 5ng/g NPTiO2 (NP2), 50ng/g NPTIiO2 (NP3), (C) CONTROLE NEGATIVO 2) ,
0, 5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb , 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb, 50ng/g NPTiO2 (NP3 ) + 40ug/g
Pb, (D) 0, 5ng/g NPTiO2 (NP1), 0,5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb), (E) 5ng/g
NPTiO2 (NP2), 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb), (F) 50ng/g NPTiO2 (NP3),
50ng/g NPTiO2 (NP3)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb). OS DADOS ESTAO EXPRESSOS EM

MEDIA +ERRO PADRAO.

LETRAS MINUSCULAS DIFERENTES

ESTATISTICA (p<0,05) ENTRE OS TRATAMENTOS.

INDICAM DIFERENCA
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A concentracdo de glutationa reduzida (GSH) apresentou um aumento
significativo nos individuos do tratamento com chumbo em relacdo ao grupo CN2
(p=0,0001) (Figura 18a). Em individuos expostos as trés doses de nanoparticula de
TiO2 também foi observado um aumento de GSH, NP1 diferiu tanto do CN2 (p<0,0001)
guanto de NP3 (p=0,0252), que também diferiu do controle negativo (p=0,0073). A
dose de 5ng/g (NP2) diferiu somente do CN2 (p<0,0001) (Figura 18b). As associacdes
também apresentaram aumento de GSH, diferindo-os do controle negativo. Os
tratamentos NP1+Pb e NP2+Pb também foram estatisticamente diferentes entre si
(p=0,0109) (Figura 18c). O grupo NP1 nao diferiu do tratamento NP1+Pb e do H20+Pb
(Figura 18d). O tratamento NP2 apresentou menor concentracdo de GSH quando
comparada aos grupos NP2+Pb (p<0,0001) e H20+Pb (p=0,0221), assim como esses
dois tratamentos também mostraram diferenca estatistica (p=0,0071) (Figura 18e). O
grupo NP3 (50ng/g) teve menor concentracdo de GSH quando comparado aos grupos
NP3+Pb (p<0,001), e o metal isolado (p=0,0054) (Figura 18f). Além disso, destacamos
gue tanto o grupo NP2+Pb, quanto o grupo NP3+Pb foram os de maior concentracao
da GSH.

O nivel de peroxidagéo lipidica (LPO) no tratamento com chumbo néo resultou
diferenca em relagdo ao CN2 (Figura 19a). Quando foram comparados os grupos NP1
e NP3 com CN2 as diferencas foram significativas (p=0,0167) e (p=0,0195),
respectivamente. O grupo NP2 nao diferiu do CN2, porém foi observada diferenca em
relacdo a NP1 (p=0,0003) e NP3 (p=0,0004) (Figura 19b). Para as associacoes,
apenas NP1+Pb apresentou um aumento de hidroperéxidos, diferindo do controle
negativo (p=0,035), do NP2+Pb (p=0,0009) e de NP3+Pb (p=0,0281) (Figura 19c).
Porém, dos conjuntos estatisticos que avaliam a associacdo de contaminantes em
relacdo aos expostos de forma isolada, somente a dose intermediaria (NP2)
apresentou diferencas entre os tratamentos. Os exemplares expostos ao Pb
apresentaram uma concentracdo maior de hidroperéxidos quando comparado com
NP3+Pb (p=0,0281) e NP3 (p=0,0133) (Figura 19e).

N&o foi possivel evidenciar qualquer alteragéo significativa na concentracéo de

metalotioneinas em nenhum dos grupos analisados (Figura 20 a-f).
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FIGURA 18 — CONCENTRAQAO DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) EM FIGADO DE Rhamdia
quelen. (A) CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2) E CHUMBO (40ug/g Pb), (B) CONTROLE NEGATIVO 2
(CN2), 0,5ng/g NPTiO2 (NP1), 5ng/g NPTIO2 (NP2), 50ng/g NPTiO2 (NP3), (C) CONTROLE
NEGATIVO 2), 0, 5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb , 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb, 50ng/g NPTIO2
(NP3) + 40ug/g Pb, (D) 0, 5ng/g NPTiO2 (NP1), 0,5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g
Pb), (E) 5ng/g NPTiO2 (NP2), 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb), (F) 50ng/g
NPTiO> (NP3), 50ng/g NPTiO> (NP3)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb). OS DADOS ESTAO
EXPRESSOS EM MEDIA +ERRO PADRAO. LETRAS MINUSCULAS DIFERENTES INDICAM
DIFERENCA ESTATISTICA (p<0,05) ENTRE OS TRATAMENTOS.
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FIGURA 19 — AVALIACAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA (LPO) EM FIGADO DE Rhamdia quelen. (A)
CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2) E CHUMBO (40pg/g Pb), (B) CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2),
0,5ng/g NPTiO2 (NP1), 5ng/g NPTiO2 (NP2), 50ng/g NPTiO2 (NP3), (C) CONTROLE NEGATIVO 2) ,
0, 5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb , 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb, 50ng/g NPTiO2 (NP3 ) + 40ug/g
Pb, (D) O, 5ng/g NPTiO2 (NP1), 0,5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40pg/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb), (E) 5ng/g
NPTiOz2 (NP2), 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb), (F) 50ng/g NPTiO2 (NP3),
50ng/g NPTiO2 (NP3)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb). OS DADOS ESTAO EXPRESSOS EM
MEDIA +ERRO PADRAO. LETRAS MINUSCULAS DIFERENTES INDICAM DIFERENCA
ESTATISTICA (p<0,05) ENTRE OS TRATAMENTOS.
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FIGURA 20 - AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE METALOTIONEINA (MET) EM CELULAS
HEPATICAS DE Rhamdia quelen. (A) CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2) E CHUMBO (40ug/g Pb), (B)
CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2), 0,5ng/g NPTiO2 (NP1), 5ng/g NPTiO2 (NP2), 50ng/g NPTiO2 (NP3),
(C) CONTROLE NEGATIVO 2), 0, 5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb , 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb,
50ng/g NPTiO2 (NP3 ) + 40upg/g Pb, (D) O, 5ng/g NPTiO2 (NP1), 0,5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb E
CHUMBO (40ug/g Pb), (E) 5ng/g NPTiO2 (NP2), 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g
Pb), (F) 50ng/g NPTiO2 (NP3), 50ng/g NPTiO2 (NP3)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb). OS DADOS
ESTAO EXPRESSOS EM MEDIA +*ERRO PADRAO. NAO HOUVE DIFERENCA ENTRE OS
TRATAMENTOS.
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4.5Biomarcadores genéticos
4.5.1 Teste do micronucleo pisceo e alterac6es morfoldgicas nucleares
Durante analise das laminas de micronucleos, ndo foram observados

micronucleos. As alteracdes morfoldgicas nucleares mais frequentes durante a analise

foram: blebbed, lobed, notched e vacuolated (Figura 21).

FIGURA 21 - TESTE DO MICRONUCLEO PISCEO E ALTERACOES MORFOLOGICAS NUCLEARES.
(V) VACUOLATED, (N) NORMAL, (NT) NOTCHED, (BL)BLEBBED. FONTE: A AUTORA.

A andlise estatistica das alteracbes morfolégicas nucleares totais néo
apresentaram diferencas significativas em relagdo a nenhum grupo, assim como
qgquando foram analisadas as alteracbes morfolégicas nucleares separadamente
(Tabela 7). Porém, o tipo de alteracdo mais frequente em todos os grupos foi
vacuolated.

Ao analisar o percentual de eritrocitos imaturos, também ndo foi possivel

observar diferenca significativa em nenhum conjunto de analise (Tabela 7).
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TABELA 6 — FREQUENCIA MEDIA DE ALTERACOES MORFOLOGICAS NUCLEARES EM ERITROCITOS DE Rhamdia quelen, SEPARADAS ENTRE
BLEBBED, LOBED, NOTCHED, VACUOLATED , TOTAL DE AMN E % DE ERTITROCITOS IMATUROS. COMPARAGAO ENTRE OS DIFERENTES
CONJUNTOS DE ANALISE ESTATISTICA. VALORES EXPRESSOS EM MEDIANA (1°Q/3°Q). NAO HOUVE DIFERENGA ESTATISTICA (P < 0,05) ENTRE
OS TRATAMENTOS.

% ERITROCITOS

TRATAMENTOS BLEBBED LOBED NOTCHED VACUOLATED TOTAL AMN IMATUROS
CN2 1(0/2.25) 0(0/3) 0(0/2) 4 (1.75/ 12.25) 7 (3/17.25) 0.42 (0.1/0.87)
H,O + Pb 1(0/1) 1(0/1.75) 0(0/1) 5.5 (3.25/ 12.75) 7.5 (6/18.25) 0.55 (0.26 / 1.16)
CN2 1(0/2.25) 0(0/3) 0(0/2) 4 (1.75/ 12.25) 7 (3/17.25) 0.42 (0.1/0.87)
NP1 + H,0 1(0/3) 0(0/2) 0(0/1) 9(3/17) 11 (4 / 20) 0.55 (0.15 / 0.95)
NP2 + H,0 1(0/2.75) 0(0/1.75) 0(0/2) 8.5 (2 / 25.75) 9 (4.25 / 33.25) 0.4 (0.17 / 1.05)
NP3 + H,0 1(0/2) 0(0/2) 0(0/1) 7(5/12) 9(6/17) 0.35(0.1/1.2)
CN2 1(0/2.25) 0(0/3) 0(0/2) 4 (1.75/ 12.25) 7 (3/17.25) 0.42 (0.1/0.87)
NP1 + Pb 0(0/1.75) 0(0/0) 0.5(0/2) 6.5 (3.25/ 10.5) 8 (3.5/12.75) 0.45 (0.21 / 1.02)
NP2 + Pb 0.5(0/1) 1(0/1) 0.5 (0/2.75) 8.5 (4.25/ 19) 12.5 (5.5/ 27.5) 0.4 (0.2/0.86)
NP3 + Pb 1(0/1.75) 0.5(0/1) 0(0/2) 6 (1.25/ 15) 10 (3/ 18.75) 0.47 (0.15 / 0.85)
H,O + Pb 1(0/1) 1(0/1.75) 0(0/1) 5.5 (3.25/ 12.75) 7.5 (6 / 18.25) 0.55 (0.26 / 1.16)
NP1 + Pb 0(0/1.75) 0(0/0) 0.5(0/2) 6.5 (3.25/ 10.5) 8 (3.5/12.75) 0.45 (0.21 / 1.02)
NP1 + HoO 1(0/3) 0(0/2) 0(0/1) 9(3/17) 11 (4 / 20) 0.55 (0.15 / 0.95)
H,0 + Pb 1(0/1) 1(0/1.75) 0(0/1) 5.5 (3.25/ 12.75) 7.5 (6/18.25) 0.55 (0.26 / 1.16)
NP2 + Pb 0.5(0/1) 1(0/1) 0.5 (0/2.75) 8.5 (4.25/ 19) 12.5 (5.5 / 27.5) 0.4 (0.2 /0.86)
NP2 + H,0 1(0/2.75) 0(0/1.75) 0(0/2) 8.5 (2 / 25.75) 9 (4.25/ 33.25) 0.4 (0.17 / 1.05)
H,O + Pb 1(0/1) 1(0/1.75) 0(0/1) 5.5 (3.25/ 12.75) 7.5 (6/18.25) 0.55 (0.26 / 1.16)
NP3 + Pb 1(0/1.75) 0.5(0/1) 0(0/2) 6 (1.25/ 15) 10 (3 / 18.75) 0.47 (0.15 / 0.85)
NP3 + H,0 1(0/2) 0(0/2) 0(0/1) 7(5/12) 9(6/17) 0.35(0.1/1.2)
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4.5.2 Ensaio cometa

Neste teste, o controle positivo (CP) foi utilizado para verificar se a corrida
eletroforética foi realizada adequadamente, pois as laminas do CP correm junto com
as laminas dos grupos contaminados e do CN2.

O ensaio cometa com células do sangue apresentou maior indice de danos no
tratamento Pb quando comparado ao CN2 (p=0,0102) (Figura 22a). Na analise dos
grupos das nanoparticulas, as doses de NP1 e NP2 apresentaram niveis de danos
maiores que CN2 (p= 0,0363 e p=0,0189, respectivamente), enquanto que NP3 nao
apresentou diferengca significativa em relacdo ao CN2 (Figura 22b). Quando
comparados os grupos de NpTiO2+Pb, ndo foi observada diferencga significativa entre
os tratamentos (Figura 22c). As analises dos conjuntos dos contaminantes isolados e
em associagéo ndo diferiram em nenhuma das trés doses (Figura 22 d-f).

Em tecido renal ndo foi observada diferenca entre 0 CN2 e o tratamento com
chumbo (Figura 23a). Na comparacdo entre as doses de NpTiO2, NP1 e NP3
apresentaram resultados similares entre si e significativamente diferentes em relacéo
ao grupo CN2 (p=0,0014 e p=0,0195, respectivamente) (Figura 23b). A dose
intermediaria (NP2) diferiu somente de NP1(p=0,0273), mas foi similar ao CN2 (Figura
23b). Ao comparar as associagfes, somente NP2+Pb apresentou danos ao DNA
significativamente maiores que o CN2 (p=0,0384). Quando comparadas as trés
associacfes ndo houve diferenca estatistica (Figura 23c). Ao comparar o grupo NP1
com NP1+Pb, observou-se mais danos no DNA do primeiro grupo (p = 0,0113), mas
este (NP1) nao foi significativamente diferente do grupo Pb (Figura 23d). Para os
grupos NP2, NP2+Pb e Pb (Figura 23e), ndo houve diferenca entre eles, 0 mesmo

acontecendo com os grupos NP3, NP3+Pb e Pb (Figura 23d-f).
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FIGURA 22 - DANOS AO DNA DE ERITROCITOS DE Rhamdia quelen, DETECTADOS POR ENSAIO
COMETA. (A) CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2) E CHUMBO (40ug/g Pb), (B) CONTROLE NEGATIVO
2 (CN2), 0,5ng/g NPTiO2 (NP1), 5ng/g NPTiO2 (NP2), 50ng/g NPTiO2 (NP3), (C) CONTROLE
NEGATIVO 2), 0, 5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb , 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb, 50ng/g NPTIO2
(NP3) + 40ug/g Pb, (D) 0, 5ng/g NPTiO2 (NP1), 0,5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g
Pb), (E) 5ng/g NPTiO2 (NP2), 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb), (F) 50ng/g
NPTIO2 (NP3), 50ng/g NPTiO2 (NP3)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40pg/g Pb). OS DADOS ESTAO
EXPRESSOS EM MEDIANAS E QUARTIS. LETRAS MINUSCULAS DIFERENTES INDICAM
DIFERENCA ESTATISTICA (p<0,05) ENTRE OS TRATAMENTOS.
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FIGURA 23 - DANOS AO DNA DE TECIDO RENAL DE Rhamdia quelen, DETECTADOS POR ENSAIO
COMETA. (A) CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2) E CHUMBO (40ug/g Pb), (B) CONTROLE NEGATIVO
2 (CN2), 0,5ng/g NPTiO2 (NP1), 5ng/g NPTiO2 (NP2), 50ng/g NPTiO2 (NP3), (C) CONTROLE
NEGATIVO 2), 0, 5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb , 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb, 50ng/g NPTIO2
(NP3) + 40ug/g Pb, (D) 0, 5ng/g NPTiO2 (NP1), 0,5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g
Pb), (E) 5ng/g NPTiO2 (NP2), 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb), (F) 50ng/g
NPTIO2 (NP3), 50ng/g NPTiO2 (NP3)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40pg/g Pb). OS DADOS ESTAO
EXPRESSOS EM MEDIANAS E QUARTIS. LETRAS MINUSCULAS DIFERENTES INDICAM
DIFERENCA ESTATISTICA (p<0,05) ENTRE OS TRATAMENTOS.
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FIGURA 24 - DANOS AO DNA DE TECIDO HEPATICO DE Rhamdia guelen, DETECTADOS POR
ENSAIO COMETA. (A) CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2) E CHUMBO (40ug/g Pb), (B) CONTROLE
NEGATIVO 2 (CN2), 0,5ng/g NPTiO2 (NP1), 5ng/lg NPTiO2 (NP2), 50ng/g NPTIO2 (NP3), (C)
CONTROLE NEGATIVO 2) , 0, 5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb , 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb,
50ng/g NPTiO2 (NP3 ) + 40ug/g Pb, (D) 0, 5ng/g NPTiO2 (NP1), 0,5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb E
CHUMBO (40ug/g Pb), (E) 5ng/g NPTiO2 (NP2), 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g
Pb), (F) 50ng/g NPTiO2 (NP3), 50ng/g NPTiO2 (NP3)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb). OS DADOS
ESTAO EXPRESSOS EM MEDIANAS E QUARTIS. LETRAS MINUSCULAS DIFERENTES INDICAM
DIFERENCA ESTATISTICA (p<0,05) ENTRE OS TRATAMENTOS.
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Ao contrario dos demais tecidos, o ensaio cometa de tecido hepético néo
apresentou diferengas no nivel de dano ao DNA nos diferentes tratamentos. Em todos
0s conjuntos de analise so6 foi possivel observar diferenca com o controle positivo que
foi utilizado apenas como parametro para a corrida eletroforética (Figura 24 a-f).

O ensaio cometa de tecido cerebral evidenciou um aumento de danos ao DNA
dos individuos expostos ao tratamento com chumbo em relacdo ao grupo CN2
(p=0,0222) (Figura 25a). Os niveis de danos ao DNA observados nos tratamentos
NP1 e NP3 nao foram diferentes do CN2. Porém, no grupo NP2 houve menor
guantidade de danos ao DNA quando comparado ao controle positivo (p=0,013)
(Figura 25b). Para a andlise das associacdes ndo foi observada diferenca entre
NP2+Pb e NP3+Pb em relacdo ao grupo CN2. No grupo de associacdo NP1+Pb foi
possivel observar uma quantidade menor de danos quando comparado com NP2+Pb
(p=0,0238), NP3+Pb (p=0,0132) e ao CN2 (p=0,0002) (Figura 25c). Também foi
observada a mesma reducdo em relacdo aos tratamentos NP1+H20 (p=0,04) e
H20+Pb (p=0,0038) (Figura 25d). As comparacdes entre os grupos NP2, NP2+Pb e
Pb (Figura 25e), bem como entre NP3, NP3+Pb e Pb (Figura 25f), ndo apresentaram
diferencas entre os niveis de danos ao DNA no tecido cerebral.
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FIGURA 25 - DANOS AO DNA DE TECIDO CEREBRAL DE Rhamdia quelen, DETECTADOS POR
ENSAIO COMETA. (A) CONTROLE NEGATIVO 2 (CN2) E CHUMBO (40ug/g Pb), (B) CONTROLE
NEGATIVO 2 (CN2), 0,5ng/g NPTIiO2 (NP1), 5ng/g NPTiO2 (NP2), 50ng/g NPTiO2 (NP3), (C)
CONTROLE NEGATIVO 2), 0, 5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb , 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb,
50ng/g NPTiO2 (NP3 ) + 40pg/g Pb, (D) 0, 5ng/g NPTiO2 (NP1), 0,5ng/g NPTiO2 (NP1)+ 40ug/g Pb E
CHUMBO (40pg/g Pb), (E) 5ng/g NPTiO2 (NP2), 5ng/g NPTiO2 (NP2)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40pg/g
Pb), (F) 50ng/g NPTiO2 (NP3), 50ng/g NPTiO2 (NP3)+ 40ug/g Pb E CHUMBO (40ug/g Pb). OS DADOS
ESTAO EXPRESSOS EM MEDIANAS E QUARTIS. LETRAS MINUSCULAS DIFERENTES INDICAM
DIFERENCA ESTATISTICA (p<0,05) ENTRE OS TRATAMENTOS.
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5 DISCUSSAO

A crescente utilizagdo de nanoparticulas gera residuos que tem como destino
os efluentes, assim, a preocupacao sobre os riscos e impactos ambientais também as
tornam alvos dos estudos de ecotoxicologia. Além dos estudos de toxicidade, existem
trabalhos que avaliam a capacidade da fotocatalise das NpTiO2 aplicada em
tecnologias promissoras de remocao e degradacdo de metais pesados como o0
chumbo, como biorremediagdo (MURRUNI, LEYVA e LITTER, 2007; ZHANG, 2007,
LIU e LIANG, 2008). Desta forma, testes toxicologicos sédo ferramentas Uteis, que
podem determinar a toxicidade de certos compostos, e gerar informacfes que
possibilitem a identificacao de efeitos sob o material genético, potencial carcinogénico,
e o0 desenvolvimento de normas de utilizacdo e descarte apropriados evitando riscos
as populacdes e ao ambiente.

O presente estudo avaliou o potencial toxico, genotdxico e citotoxico das
NpTiO2, e sua associagdo com o Pb utilizando inje¢cbes intraperitoneais em
exemplares de Rhamdia quelen, popularmente conhecidos como jundia. A espécie foi
escolhida por ser endémica, ter importancia comercial, e ser facilmente mantida em
laboratorio, e muito utilizada como organismos teste em bioensaios. Apesar da via
intraperitoneal ndo ser uma forma de exposicdo semelhante as naturais, como trofica
e hidrica, ela foi escolhida por ser um meio de administrar o contaminante com
precisdo da dose, e por ainda existirem poucas informag¢des sobre as acles das
NpTiOzin vivo.

Menard, Drobne e Jemec (2011) concluiram, em sua revisdo sobre a
ecotoxicologia da NpTiOz2, que o efeito da nanoparticula ndo esté correlacionado com
tamanho da particula primaria, mas pode estar relacionado com a dimensédo da
particula secundaria e/ou com a sua area de superficie especifica. Por este motivo,
muitos autores destacam a importancia da caracterizacao de suas propriedades fisico-
quimicas (WARHEIT et al., 2007; ELSAESSER et al., 2012; KUMAR e DHAWAN;
2013). A toxicidade das nanoparticulas nao deve ser limitada ao tamanho da particula,
e/ou a concentracdo ou dose da suspensdo, isso devido as mudltiplas variaveis
envolvidas, como: tamanho das particulas, estrutura cristalina, area de superficie,
carga, revestimento superficial, distribuicdo de tamanhos, entre outras caracteristicas
(MENARD, DROBNE e JEMEC, 2011; ELAESSER et al., 2012; KUMAR e DHAWAN,
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2013). Estudos com nanomateriais que ndo possuam a caracterizacdo adequada
podem simplesmente relatar efeitos de uma substancia de caracteristicas
desconhecidas (MENARD, DROBNE e JEMEC, 2011). Desta forma, no presente
trabalho foram caracterizados o p6 (tamanho das particulas, composicao, forma, area
de superficie) e as suspensdes (estado de agregacao, indice de polidispersédo e
potencial zeta). As trés suspensOes utilizadas neste trabalho (NP1, NP2 e NP3)
apresentaram o potencial zeta negativo, porém maior que +30mV, isto significa que
as particulas ndo possuiam forca suficiente para se repelirem, tornando sua dispersao
instavel, e podendo resultar em floculagéo. O percentual de polidispersdo em todas
as suspensodes foi superior a 80%, indicando que todas formaram sistemas
heterogéneos em relacdo a distribuicdo do tamanho das particulas.

A concentracdo de chumbo encontradas nas visceras do tratamento com
chumbo foi de 305,21mg/kg, os tratamentos de associacao das NpTiO2 nas doses de
0,5ng/g e 50ng/g apresentaram uma reducdo da quantidade de metal de 3,95% e
8,8%, respectivamente. No tratamento de 5ng/g associado ao chumbo houve uma
expressiva diferenca de 39,02% quando comparado ao tratamento somente com o
Pb. Essa suspensdo de nanoparticulas (NP2) foi a que apresentou na sua
caracterizacdo o menor tamanho médio de particulas, 334,1 nm, podendo existir uma
relacdo entre o tamanho dos aglomerados de nanoparticulas e a concentracdo de
metal nas visceras, como demonstrado com estes dados.

Zhang et al. (2007) e Sun et al. (2007) realizaram exposicdo hidrica com
Cyprinus carpio, associando as NpTiO2 com cadmio e arsénico, respectivamente.
Apos 25 dias de exposicao, Zhang et al. (2007) encontraram um aumento de 146%
de cadmio nas visceras dos tratamentos associados, Sun et al. (2007), também
encontrou resultado semelhante, um acumulo de 80% maior de arsénico no figado do
grupo de associacdo com a hanoparticula, quando comparada somente com o metal.
Muitos trabalhos apontam rim e figado como os 6rgédos que mais acumulam metais
pesados, em relacdo a branquias e musculo, por exemplo (DURAL et al., 2007,
KUMAR et al., 2007; TURKMEN et al., 2008, TURKMEN et al., 2009). No presente
trabalho ndo foi obtido resultado semelhante, possivelmente devido ao tempo de
exposicdo ao metal que foi de apenas 72 horas. Infelizmente ndo foi possivel
qguantificar o Pb no figado, pois esse foi destinado ao ensaio cometa e as analises

bioguimicas, ndo havendo quantidade suficiente para a quantificacéo.
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A administrac@o de substancias via intraperitoneal é uma técnica comumente
utilizada em laboratério com roedores, peixes e em outras espécies cujo acesso
intravenoso é dificil, além disso a técnica permite administrar grandes volumes, em
relacdo as demais vias, de maneira segura (MORTON et al., 2000; TURNER et al.,
2011).

O volume méaximo recomendado para administracéo por esta via € de 10mL/Kg,
nao indicada a aplicacdo desta técnica mais de uma vez por dia no mesmo animal
(MORTON et al., 2000). Injecdes com grandes volumes, dependendo do tamanho do
animal, promovem distenséo excessiva do abdémen, o que pode causar desconforto
e dor e influenciar no resultado do estudo (MORTON et al., 2000; TURNER et al.,
2011). As doses da solucédo de chumbo (Pb) e as suspensdes de nanoparticulas de
dioxido de titanio (NpTiO2) foram calculadas respeitando a recomendacéo informada
no trabalho de Morton et al. (2000), 0,01mL/g (uma injegé&o por dia). Por fazer a
administrac@o das solu¢des no volume maximo recomendado, julgamos conveniente
verificar se o volume poderia causar algum distlrbio bioquimico, como estresse
oxidativo, ou danos ao material genético.

Apesar de ndo ter sido observado diferencas significativas na quantidade de
danos ao DNA ou de alteracbes morfologicas nucleares nos trés grupos de controle
negativo (controle negativo sem injecdo (CNN), controle negativo com uma injecao
(CN1), controle negativo com duas injecbes (CN2)), as analises bioquimicas
mostraram-se alteradas. Houve reducdo de acetilcolinesterase no cérebro para 0s
animais tratados com uma e duas injecdes de agua destilada, no figado observamos
significativas reducdes da atividade da GST e dos niveis de GSH e LPO no grupo
CN2. Porém, nao foi observado alteracdo em enzimas que também indicam a
presenca de espécies reativas de oxigénio, como a SOD, CAT e GPx. Turner et al.
(2011) recomenda que as solucdes injetadas na cavidade peritoneal devem ser
estéreis, ndo irritantes e isotbnicas. Devido a alta reatividade das nanoparticulas com
outras moléculas ou ions, fator que promove a formacédo de aglomerados, foi utilizado
como solvente agua destilada. A agua destilada, que possui caracteristica hipotonica,
pode ter contribuido para os efeitos nas atividades das enzimas e na concentracao de
LPO. Além disso, para GSH e LPO podemos verificar uma reducdo gradual
relacionada com a quantidade de volume administrado, o que pode ser uma evidéncia

da influéncia dessa variavel nas respostas dos biomarcadores. Por este motivo, ao
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analisar os demais grupos tratados com NpTiO2 e Pb, utilizamos o CN2 como
referéncia.

Embora os danos ao DNA nao tenham apresentado diferencas entre os
tratamentos e o controle negativo, o figado apresentou alteracfes na atividade de
algumas enzimas. A glutationa S-transferse, por exemplo, é uma enzima de fase Il de
biotransformacéao, ela catalisa a conjugagéo de uma glutationa (GSH) com uma ampla
variedade de compostos eletrofilicos, sejam eles de origem enddgena ou exdgena
(LEAVER, WRIGHT e GEORGE, 1997).

Neste trabalho, quando analisada a atividade da glutationa S-transferase
observamos que o tratamento com chumbo resultou em aumento na sua atividade em
relacdo ao grupo controle negativo. Efeito semelhante, para este tratamento, foi
encontrado no biomarcador de glutationa reduzida (GSH). O efeito observado, para o
aumento da GST no tratamento com chumbo, corrobora com o estudo de Eroglu et al.
(2015), que ao expor espécimes de tilapia, O. niloticus, em soluc¢des de 0,1ug/mL de
Pb (NOs)2, observou aumento na atividade da GST ap0s 7 dias de exposicéo hidrica.
Resultado semelhante, para GST, foi obtido por Baysoy et al. (2012) com a mesma
espécie, porém ambos o0s autores registraram a reducdo da GSH, justificando esta
reducdo como um esgotamento da fase Il de biotransformacéo causada pelo aumento
da atividade da GST.

Atli e Canli (2008), ao expor tilapias a diferentes metais, apés 14 dias de
contaminacdao hidrica observaram aumento na concentracdo de GSH, e relacionaram
este efeito com o sistema de defesa primaria que envolve a glutationa reduzida para
proteger o animal de estresse oxidativo. Entretanto, existem trabalhos que afirmam
gue a GSH pode alterar taxas de absorcao e eliminacédo de metais, essenciais ou nao,
e dependem de moléculas com agrupamento tiol (R — SH), como o presente na
glutationa reduzida, para entrar nas células (LANGE; AUSSEIL; SEGNER, 2002).
Assim, 0 aumento observado de GSH no grupo exposto ao de chumbo pode estar
associado a esta propriedade.

Ao expor individuos da espécie Oreochromis niloticus a nanoparticulas de
didéxido de titanio, nas concentracbes de 0,1, 1 e 10 mg/L, através de injecao
intraperitoneal, Varela-Valencia et al. (2014) avaliaram a expressao de genes
relacionados com o0 estresse oxidativo, como a SOD, CAT e GST, em diferentes

tempos. A expressdo de GST mostrou um eaumento expressivo nas seis primeiras
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horas apds a injecdo, porém sua expresséo foi reduzida apos 12 horas. Os autores
também relacionaram a indugéo da expressao dos genes com o tamanho da particula
e a sua fase estrutural, concluindo que a fase rutilo gera com maior rapidez respostas
na expressao dos genes CAT e GST, sugerindo assim, que ela seja responsavel pela
producédo de altos niveis de espécies reativas de oxigénio.

Trabalhos com outras espécies, como Mytilus galloprovincialis (Molusco),
mostrou que 24 horas de exposi¢cao provocou aumento significativo de glutationa S-
transferase em concentracfes de 0,2 mg/L, 1 mg/L e 5mg/L (CANESI et al., 2010).
Em Daphnia magna (Crustaceo), concentracées de 1mg/L, 5 mg/L e 10mg/L também
foi relatado aumento, dose-dependente, na atividade da GST em 48 horas de
exposicao (KIM et al., 2010). Além da resposta dependente da dose, Kim et al. (2010)
também observaram uma relacdo da inducéo da atividade da enzima com o tamanho
das particulas aglomeradas. Porém, camundongos que foram submetidos a gavagens
diarias de NpTiOz2, por 60 dias, a expressado de GST no figado foi reduzida na dose de
50mg/Kg, caracterizando uma regulacdo negativa de RNAmM de GST e levando a
reducdo de defesas antioxidantes, com a consequente reducdo de GSH (CUI et al.,
2010). No presente estudo, a0 comparar os tratamentos com nanoparticulas de
diéxido de titanio, houve um pequeno aumento, porém significativo, na atividade da
GST nos espécimes tratados com a 0,5ng/g de NpTiO2 (NP1) em relacdo ao grupo
controle negativo e as doses maiores.

A questdo da caracterizacdo das suspensfes de nanoparticulas pode
influenciar na atividade e expressao de GST, como mencionado por Varela-Valencia
et al. (2014), e relatado na literatura pela divergéncia nas respostas obtidas para
espécies e/ou tratamentos diferentes. No trabalho de Della Torre et al. (2015),
utilizando a mesma espécie que o trabalho de Canesi et al. (2010), o molusco Mytilus
galloprovincialis, em 96 horas de exposicdo a 0,1mg/L de NpTiO2, ndo apresentou
aumento significativo na atividade da glutationa S-transferase. Porém, neste mesmo
trabalho, quando a nanoparticula foi exposta concomitante a um metal, o Cadmio,
houve uma reducédo da expressédo de GST quando comparada com 0s tratamentos
isolados, suportando a hipotese de um efeito antagonista entre os dois contaminantes
na via de desintoxicacdo deste molusco. Neste trabalho, a comparagcdo entre as
associacbes dos contaminantes mostrou um aumento na atividade de GST no

tratamento com NP2+Pb, diferindo apenas do CN2. Nas demais doses de
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nanoparticulas em associagdo com o chumbo ndo houve diferenca entre os
tratamentos ou em relagcdo ao controle. E, ao contrario do trabalho de Della Torre et
al. (2010), néo foi evidenciado neste estudo nenhum tipo de interacdo, agonista ou
antagonista, entre a NpTiO2 e o Pb, em relagéo a atividade da GST.

Na analise do nivel de GSH no figado, para nanoparticulas isoladas, foi
observado um um aumento nos niveis de glutationa reduzida quando expostas a
NPTIiOz2, corroborando com os resultados encontrados por Wang et al. (2008a) em
camundongos e Su et al. (2014) em larvas do inseto B. mori,. Nas trés doses houve
aumento de glutationa reduzida, porém, no grupo NP1 o aumento foi mais expressivo
gue em NP2 e NP3. Em outros estudos de estresse oxidativo em peixes causado por
NpTiOz2, os niveis de GSH reduziram conforme as concentra¢des foram aumentadas,
relacionando esta reducdo com a inducdo de EROs (PURUSHOTHAMAN et al., 2014;
SONG et al., 2015). Para as associacdes (NpTiOz + Pb), também foi evidenciado o
aumento de GSH, mas ao contrario do grupo exposto a NpTiOz2 isolada, as maiores
doses apresentaram quantidade maior de glutationa reduzida. Essa resposta pode
estar relacionada mais com o efeito do metal, pois, como ja foi mencionado
anteriormente, devido ao agrupamento tiol presente na glutationa reduzida, a taxa de
absorcao e eliminacdo pode ter sido modulada pela associacdo da nanoparticula com
o metal. Nas analises de tratamentos associados e isolados, para NP2+Pb e NP3+Pb
houve um aumento significativo de GSH em relacdo ao grupo exposto somente a
NpTiOs2.

Metais pesados como chumbo, cddmio e mercurio possuem elétrons que
podem ser compartilhados formando ligagBes covalentes com outras moléculas, por
exemplo, proteinas que possuam o radical sulfidrila, ou tiol, como a glutationa
redutase. A interacdo entre o metal e a GSH € um evento essencial da resposta toxica
de muitos metais. Quando o ocorre a deplecdo GSH, saturacdo por metais,
geralmente em exposi¢des cronicas, as enzimas do sistema de defesa antioxidante
tentam contornar esse desequilibrio. Porém, algumas enzimas, que contem nos sitios
ativos um grupo sulfidrila, podem se tornar inativas na presenca do metal.

O zinco, por exemplo, € um cofator de muitas enzimas, e 0s metais pesados
podem substitui-lo no sitio de ligacdo da enzima, tornando-a inativa (ERCAL, GURER-
ORHAN e NUKHET, 2001). Saliu e Kalifat (2012), ao expor em ensaio hidrico semi
estatico, individuos da espécie Clarias gariepinus ao sal Pb(NOs3)2, verificaram
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irregulares mudancas na atividade da SOD, CAT, GST nas duas primeiras semanas
de exposicdo. No final de 28 dias, houve aumento da atividade de GST e reducao da
SOD e CAT. Os autores concluem que esta reducdo pode ocorrer devido a menor
atividade da SOD na produgdo de H202, resultando na reducéo da atividade da
catalase também. No presente estudo, na andlise do tratamento com o metal, somente
a SOD apresentou um aumento na atividade, a enzima CAT néo evidenciou diferenga
na sua atividade em relacdo ao grupo controle negativo.

Uma das caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticula de TiO2 € a
propriedade de fotoativacdo, que leva a formacéo de espécies reativas de oxigénio
(ERO). A grande area de superficie das nanoparticulas esta relacionada com a
producdo de EROs, pois quanto menor o tamanho das particulas, maior é a inducéo
de estresse oxidativo (SRIKANTH et al.,, 2015). Os organismos utilizam diversas
enzimas como a SOD, CAT e a GPx para remover espécies reativas de oxigénio (CUI
et al., 2010). A SOD pode converter um radical superdéxido em perdxido de hidrogénio.
Esse H202 pode ser reduzido pela CAT, gerando agua e oxigénio, ou pela acéo da
GPx que formara agua e a glutationa oxidada (GSSG). Este sistema SOD, CAT e GPx
promove a primeira defesa do organismo contra toxicidade oxidativa, em nivel celular
(FANG e ZHENG, 2002).

As primeiras evidencias de producdo de espécies reativas de oxigénio in vivo,
apos a exposicdo a NpTiOz, foi no cérebro de vertebrados ndo mamiferos (CZAJKA
et al., 2015). O aumento de EROs no cérebro de camundongos causou a reducéo na
atividade de SOD, CAT, GPx e na concentracdo de GSH (HU et al., 2011). O estudo
de Ma et al. (2010), também com camundongos, também observou que para doses
entre 10mg/kg e 150mg/kg de NpTiO2 a atividade da SOD, CAT e da GPx
apresentaram uma reducdo dose-dependente no tecido cerebral, apos 14 dias de
injecOes diarias do contaminante. A producdo excessiva de EROs afeta o sistema
antioxidante do cérebro resultando no aumento de LPO, que esta intimamente
relacionada com a reducdo de enzimas como a SOD, CAT e GPx, além da nao
enzimatica GSH (MA et al., 2010).

Em bioensaio hidrico com carpas (Cyprinus carpio) expostas a NpTiO2 nas
concentracbes 10mg/L, 50mg/L, 100mg/L e 200mg/L, Hao, Zhenyu e Baoshan (2009)
observaram que na menor concentracdo houve aumento constante da atividade da

SOD no figado, durante 8 dias. Na dose 50mg/L foi observado um pico no segundo
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dia, e depois uma gradual reducdo préxima ao controle, e 0s autores explicam este
efeito como uma indicacdo de que o sistema antioxidante do figado estava sob
estresse. Nas concentracdes mais elevadas foi observada reducédo significativa na
atividade da SOD, indicando que, devido ao excesso de EROs e a ineficacia do
sistema de defesa, a atividade da SOD foi inibida. A resposta da enzima GPx foi similar
a SOD. Ainda no trabalho de Hao, Zhenyu e Baoshan (2009), a atividade da CAT no
figado teve um pequeno aumento no decorrer dos 8 dias na menor concentracao. Com
50mg/L, nos primeiros dias, a catalase foi levemente inibida, mas a partir do sexto dia
foi possivel ver a indugéo de sua atividade. E, nas duas maiores concentra¢des houve
a inibicdo da CAT, sendo a atividade observada menor que o grupo controle negativo
durante todo o periodo de exposicao.

Ensaios in vitro com linhagem celular Chinnok (CHSE-214) de salmao
Oncorhynchus tshawytscha, submetidos a 24 horas de exposicdo a NpTiO2, nas
concentracbes de 10, 20, 40 e 60 pg/mL, mostram reducdo dose-dependente nas
atividades das enzimas SOD e CAT, além do aumento dose-dependente de
peroxidacao lipidica (LPO). Assim, os resultados apontam que as NpTiOz induzem o
estresse oxidativo, e apresentam citotoxicidade, uma vez que a viabilidade celular
também foi reduzida conforme a concentracdo exposta (SRIKANTH et al., 2015).

No presente estudo, os tratamentos somente com NpTiO2 ndo apresentaram
diferencas em relacdo ao controle, na atividade das enzimas SOD e CAT. Quando
comparadas as associacdes, houve reducdo da SOD no tratamento de NP1+Pb, e
nesse mesmo tratamento também foi observado aumento na atividade da CAT.
Quando comparados o0s grupos associados e isolados, o tratamento NP1+Pb
apresentou reducdo na atividade da SOD, quando comparado aos tratamentos
isolados, mas nao foi observada diferenca para a CAT. Para ambas enzimas, SOD e
CAT, nédo houve evidencia de sinergismo entre NpTiO2 e Pb no grupo NP2+Pb,
guando comparado aos contaminantes isolados. Ao comparar NP3+Pb com a NpTiO:2
e o Pb isolados, a analise da SOD mostrou que o grupo de associacao (NP3+Pb) ndo
diferiu da NpTiO:2 isolada, mas apresentou menor atividade que o tratamento somente
com Pb. Porém, a atividade da CAT foi reduzida na associacdo NP3+Pb em relacao
a NpTiO2 e ao Pb separadamente. Estes resultados n&o caracterizam um estresse
oxidativo no tecido hepético. Porém, as pequenas alteracdes de SOD e CAT podem

ser reflexo da sua acéo contra espécies reativas de oxigénio, geradas nos primeiros
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dias de exposicdo, corroborando como observado no trabalho de Hao, Zhenyu e
Baoshan (2009).

Camundongos submetidos a gavagens diarias, por 60 dias, com suspensdes
de 5, 10 e 50 mg/Kg de NpTiO2 apresentaram significativas redugdes na expressao
dos genes SOD, CAT, GPx, MT e GST (CUI et al., 2010). Depois de internalizadas as
nanoparticulas ndo permanecem livremente no citoplasma, mas preferencialmente
nas mitocondrias. Quando as mitocondrias sdo invadidas por nanoparticulas, a
capacidade de defesa antioxidante pode ser comprometida. Para Cui et al. (2010),
parte da geracdo de EROs sé&o originadas pela propriedade catalitica das
nanoparticulas. A superproducdo de EROs interfere no equilibrio do sistema
antioxidante do figado, resultando em peroxidacdo lipidica e apoptose nos
hepatdcitos, fato que esta intimamente relacionado com a redugcédo de enzimas como
SOD, CAT e GPx (CUI et al., 2010).

Em Daphnia magna em ensaio agudo de 48 horas de exposi¢cdo a concentracao
de 5mg/L e aglomerados de até 200nm, até 400nm e 800nm, para GPx e GST houve
aumento na atividade das enzimas GPx e GST de acordo com o tamanho das
particulas, ou seja, nanoparticulas com aglomerados entre 400 e 800 nm
apresentaram maior atividade. Resultado semelhante foi obtido com a avaliagdo de
diferentes concentragbes (1, 5 e 10mg/L NpTiOz2), sendo observado o aumento de
GPx com o aumento da concentracao (KIM et al., 2010).

Neste trabalho, ndo foi observado mudancas na atividade da enzima GPX,
quando os individuos foram expostos ao chumbo ou as nanoparticulas isoladas, ou
nos tratamentos de associacdo em relacdo ao controle negativo. Somente quando
comparadas as doses de 5 e 50 ng/g associadas ao metal (NP2+Pb e NP3+Pb), houve
um significativo aumento na expressao de GPx, diferindo da atividade observada nos
grupos tratados somente com a NpTiO2. Este resultado corrobora com os dados
obtidos com a atividade da SOD e CAT, pois as trés enzimas trabalham como a
primeira defesa do sistema antioxidante, porém nao ficou evidente, através da
atividade destas enzimas, a geracao excessiva de espécies reativas de oxigénio.

A LPO pode ser definida como a deterioragcdo oxidativa dos lipidios de
membrana da célula, e por isso € amplamente utilizada como um marcador de
estresse oxidativo (SAYEED et al., 2003). Os lipidios de membrana sao suscetiveis

as espécies reativas de oxigénio, promovendo sucessivos eventos de oxidacdo e



79

causando danos as membranas celulares. Hao, Zhenyu e Baoshan (2009) utilizaram
avaliaram a peroxidacao lipidica em carpas juvenis expostas a quatro concentracdes
diferentes de NpTiOz2 (entre 10mg/L e 200mg/L), por um periodo de 8 dias. No decorrer
da exposicdo, todas as concentracdes proporcionaram aumento da peroxidacao
lipidica dose-dependentes.

Neste estudo, nés observamos aumento nos niveis de LPO nos tratamentos
NP1 e NP3 em relacdo ao controle negativo e a NP2. O grupo NP1+Pb também
apresentou um aumento quando comparado as demais associacfes e ao CN2. Outro
dado importante da associacao, foi a reducdo de LPO no tratamento NP2+ Pb, pois o
grupo tratado somente com chumbo apresentou maior peroxidacdo lipidica. Ao
contrario do que encontramos na literatura, ndo observamos nos dados uma relacéo
dose-dependente para a LPO, uma hip6tese € a ndo geracédo de EROs suficiente para
causar danos excessivos as membranas celulares.

As metalotioneinas (MT) possuem um papel importante na desintoxicacéo de
metais pesados. Os dados obtidos sobre a MT no figado nédo evidenciaram qualquer
alteracdo significativa em nenhuma das analises, seja nanoparticulas isoladas ou em
associacdo com o metal. Campana, Saraquete e Blasco (2003) sé obtiveram resposta
de aumento de metalotioneinas no figado sete dias ap0s a exposicdo via
intraperitoneal. Os autores utilizaram a espécie Halobatrachus didactylus para avaliar
os niveis de MT em diferentes tecidos. Foi administrada uma injecdo com solucéo de
chumbo na concentracdo de 100ug/L na proporcédo de 10uL/g de peixe, tendo sido
coletadas amostras de figado e rim apés 2, 5 e 7 dias da exposi¢ao. Além do aumento
de MT hepaticas evidenciado apenas no sétimo dia, o rim apresentou reducdo de MT
a partir do quinto dia apos a injecdo. Os autores observaram que a MT hepética é
afetada pelo acumulo do metal no figado, ou seja, a resposta da MT hepatica
dependeria do tempo que o chumbo demora para acumular-se neste 6rgédo. Osbourne
et al. (2013), em estudo com embrides de Danio rerio, ndo observaram alteracées
para metalotioneinas, quando expostos a nanoparticulas de dioxido de titanio.

Muitos estudos avaliam a neurotoxicidade das NpTiOz (FEDERICI et al., 2007;
WANG et al., 2008a; WANG et al., 2008b; RAMSDEN et al., 2009; MA et al., 2010;
SHENG et al., 2014). Ma et al. (2010) encontraram acumulo de nanoparticulas de TiO2
no cérebro de camundongos tratados com injecfes intraperitoneais diarias, por 14

dias. Nesse trabalho, o estresse oxidativo e as lesdes cerebrais foram geradas através
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de uma cascata de reacdes como a reducdo da capacidade antioxidante total e das
enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GPXx), e de antioxidantes ndo enzimaticos como a
GSH, aumento da peroxidacéo lipidica, e espécies reativas de oxigénio, além da
reducdo da atividade da acetilcolinesterase (AChE). Os autores concluiram que as
nanoparticulas administradas via intraperitoneal podem ser translocadas para o
cérebro, causando lesoes.

De Lima, Roque e De Almeida (2013) observaram significativa reducao da
atividade da AChE nas visceras de espécimes de Danio rerio (zebrafish) expostos a
0,5mg/l de acetato de chumbo nos periodos de 2 e 7 dias. Metais pesados podem
induzir alteracdes estruturais e funcionais em proteinas cerebrais, levando a
degeneracéao celular, interferindo na expresséo de genes e sinais de traducéo, assim
como no processo de reparo do DNA (RICHETTI et al., 2010; DE LIMA, ROQUE e DE
ALMEIDA, 2013). Richetti et al. (2010) verificaram que a presenca dos metais no
tecido cerebral de zebrafish ndo alteram a expresséo do gene da AChE, mas o efeito
do metal na atividade desta enzima ocorre provavelmente por alteracfes na estrutura
e funcéo das proteinas cerebrais, ocasionando um efeito indireto na AChE nas fendas
sinapticas.

Em nosso estudo, a AChE cerebral ndo apresentou alteragdes nos tratamentos
de chumbo, e nos tratamentos NP1, NP2 e NP3, em relacdo ao CN2. Para as
associacoes foi possivel observar um aumento significativo da atividade da AChE no
grupo NP1+Pb. Nos trés conjuntos de analise entre os tratamentos associados,
NpTiO2+Pb, com os tratamentos de NpTiO2 e Pb separados, foi possivel observar que
as associa¢fes nao diferiram dos respectivos tratamentos com NpTiO2. Porém, houve
a reducédo da atividade da AChE no tratamento do metal isolado, quando comparado
as trés associacoes.

A AChE muscular também néo diferiu nas atividades entre os tratamentos de
chumbo e 0 CN2, o mesmo foi observado nos tratamentos de associacdo. As trés
doses de NpTiO2 mostraram uma reducdo na atividade da AChE. E, somente o
tratamento NP2 apresentou menor atividade em relacdo a NP2+Pb e ao Pb.

Ma et al. (2010) também observaram uma redugéo da AChE no tratamentso
somente com NpTiO2. Porém, no referido trabalho, a atividade da enzima foi
mensurada em tecido cerebral, e para esse tecido néo foi observada reducao de

atividade no presente estudo.
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O metilmetanosulfonato (MMS) é um agente alquilante, conhecidamente
genotodxico (SUZUKI et al., 2005), utilizado como controle positivo no ensaio cometa,
principalmente para a verificacdo da corrida eletroforética. Porém, ndo se mostrou
eficiente como controle positivo para o teste de micronucleo pisceo e alteracdes
morfologicas nucleares. Suzuki et al. (2005) obteve resposta positiva para micronucleo
em sangue periférico de ratos 48 horas apds a contaminacdo, porém as doses de
MMS utilizadas foram de 8 a 16 vezes maiores que a dose administrada no presente
estudo. As analises de frequéncia de alteracbes morfologicas nucleares e
micronudcleos nao evidenciaram diferencas estatisticas entre os tratamentos, quando
estes foram analisados por tipo de altera¢cdes morfolégicas nucleares ou pelo seu total
(micronucleo + alteracbes morfologicas nucleares). Também ndo houve aumento na
frequéncia de eritrécitos imaturos em nenhum dos tratamentos quando relacionados
ao controle negativo, indicando que as doses administradas, isoladas e associadas,
nao causaram uma indug¢ao de renovagao celular.

A baixa inducdo de micronucleos neste trabalho pode estar relacionada com a
dose e/ou com o tempo de exposicdo ao contaminante. O curto periodo de exposicao
(72 e 96 horas) aos contaminantes pode ndo ser suficiente para apresentar efeitos
citotéxicos, devido a fatores como longevidade dos eritrécitos, tempo de maturacéo e
eritropoiese (UDROIU, 2006). Outra possibilidade é a inducdo de lesbGes ser
mascarada por uma acao citotdxica, ou seja, a auséncia de células com nucleo
alterado ser devido a morte celular (DAS e NANDA,1986; BRUNETTI et al., 1988).
Vignardi et al. (2015) observaram aumento na frequéncia de micronicleo no
tratamento com injecdes intraperitoneais de 1,5ug/g e 3ug/g de NpTiO2 em
Trachinotus carolinus sendo que a resposta obtida mostrou relagédo com a dose e com
0 tempo de exposicdo. Na exposicdo com 3ug/g de NpTiO2 Vignardi et al. (2015)
observaram um aumento na frequéncia de micronucleos, porém em 72 horas houve a
reducdo que o autor relacionou com o ciclo celular, apoptose, necrose ou outra forma
de morte celular causada por acdo enzimatica, devido a falha no sistema de reparo
do DNA, ou ainda devido a outros eventos relacionados a formacao de microndcleos.

Enquanto o teste do micronucleo pisceo ndo é considerado de grande
sensibilidade por ser analisado em eritrocitos, que sdo células circulantes do sangue,
0 ensaio cometa é considerado de grande sensibilidade e capaz de detectar danos ao

DNA causado por diversos agentes xenobibticos em baixas concentragdes. Ao aplicar
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este ensaio em diferentes tecidos é possivel avaliar se o contaminante em questéo
tem acdo tecido-especifico, seja por acao direta ou pela acdo de seus metabdlitos.
Diferentes tecidos podem acumular metais dependendo da caracteristica do
contaminante e da espécie estudada (SUICMEZ et al., 2006). Assim, a escolha dos
tecidos para o ensaio cometa deve priorizar sua habilidade em metabolizar o agente
xenobidtico de estudo, assim como sua capacidade de bioacumulag&o. Neste estudo,
a escolha dos tecidos considerou possiveis tecido-alvos, de chumbo e NpTiOz, que ja
foram relatados pela literatura (DURAL et al., 2007; KUMAR et al., 2007; TURKEMEN
et al., 2008; MA et al., 2009; TURKEMEN et al., 2009; ZANG et al., 2010; SYCHEVA
et al.; 2011; ZHANG et al.,, 2012; VIGNARDI et al., 2015). Por existirem poucos
estudos com as NPTIiO2 em peixes, principalmente em peixes nativos brasileiros,
optamos por realizar o ensaio cometa nos eritrocitos, nas células do rim, figado e
cérebro. Estes tecidos também foram selecionados por ja existirem estudos em peixes
que utilizaram o ensaio cometa em diversos 6rgdos para animais contaminados com
metais (CESTARI et al., 2004; FERRARO et al., 2004; RAMSDOREF et al., 2009).

O ensaio cometa nos eritrécitos de Rhamdia quelen apresentou diferenca
significativa entre o tratamento de chumbo com os controles. O grupo de peixes
expostos ao chumbo apresentou danos ao DNA semelhante ao grupo controle
positivo. Cestari et al. (2004) e Ferraro et al. (2004) ao expor individuos da espécie
Hoplias malabaricus, via tréfica e Ramsdorf et al. (2009) via intraperitoneal, ao chumbo
inorganico (Pbll), observaram significativos danos ao material genético. A
genotoxicidade deste metal parece ocorrer indiretamente através da inibicdo do
sistema de reparo de DNA e a producao de radicais livres, porém estes dados ainda
s&o contraditérios (GARCIA-LESTON et al., 2010). A andlise das NpTiOz, nas doses
NP1(0,5ng/g) e NP2 (5ng/g), apresentaram diferenca em relacdo ao grupo CN2,
sendo semelhantes a quantidade de danos observados no grupo controle positivo.
Vignardi et al. (2015) ao expor via intraperitoneal, espécimes de T. carolinus, a NpTiO2
nas doses 1,5ug/g e 3 pug/g, observaram danos ao material genético, concluindo que
estes danos estavam relacionados com a dose e o tempo de exposicéo (24, 48 e 72
horas). A dose mais alta de NpTiO2, 50ng/g, no presente estudo n&do apresentou
diferenca em relagdo aos demais tratamentos de nanoparticulas. Os demais conjuntos
de analises, como a associacdo de NpTiO2+Pb, ou a andlise de cada dose entre

conjugados e isolados, também n&o apresentaram diferenca estatistica.
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Handy et al. (2008) citam o figado e o rim, em peixes, como 0Orgaos que
executam a excrecdo de compostos exdgenos, como as nanoparticulas. A excrecao
dessas pode ocorrer pelo figado, quando presentes, serem transportadas para a bile,
ou filtradas pelo rim. Peixes podem depositar metais no figado, consequentemente
para Handy et al. (2008), parece I6gico que as nanoparticulas possam ter o mesmo
efeito e formar depdsitos hepaticos. Shi et al. (2013) afirmam que as nanoparticulas
administradas pelas vias intravenosa ou intraperitoneal tendem a se acumular
principalmente no figado.

Vignard et al. (2015) concluiram em seu trabalho, com T. carolinus, que NpTiOz2
tem efeito citotdxico principalmente para tecidos hepatico e renal. Scown et al. (2009)
injetou uma unica dose de 1.3ug/g de NpTiO2 em exemplares de truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), e observou que apds 6 horas da administracdo da dose a
concentracdo de titdnio no rim aumentou expressivamente e permaneceu assim até o
21°dia de depuracédo. Apds 90 dias de depuracao, os niveis de titdnio no rim reduziram
significativamente. Além disso, a quantidade da NpTiO2 encontrada no figado foi 15
vezes menor que a mensurada no rim, porém ndo houve evidencias de reducao desta
quantidade durante os 90 dias.

O ensaio cometa de células renais ndo apresentou diferenca entre os grupos
expostos ao Pb e o CN2. Porém, nos grupos em que a NpTiO2z foi administrada
isoladamente, NP1 (0,5ng/g) e NP3 (50ng/g) foram observados mais danos ao
material genético quando comparados ao CN2. A andlise dos tratamentos em que
houve a associacdo da NpTiO2com o Pb evidenciou um aumento de danos no grupo
NP2+Pb (5ng/g NpTiO2 + 40ug/g Pb) ao ser comparado ao CN2. Apesar do grupo
NP2+Pb ter apresentado um aumento de danos, ndo houve diferenca ao comparar
com o grupo NP2 e com o grupo Pb, ndo evidenciando nenhum tipo de interacdo. O
mesmo resultado foi obtido na analise da associacdo da maior dose com os isolados.
Entretanto, o grupo exposto a associa¢cao de NP1+Pb apresentarou menor quantidade
de danos em relacdo ao grupo com a nanoparticula isolada, porém o tratamento
conjugado néo diferiu do chumbo. Esta analise mostrou que quando associados,
nanoparticula de diéxido de titanio (0,05ng/g) e chumbo (40ug/g), a mistura tem o
potencial genotoxico € reduzido em relacdo aos isolados.

Apesar dos relatos na literatura sobre a afinidade da NpTiOz2 e do chumbo no

figado, o ensaio cometa realizado com células hepaticas ndo mostrou diferencas
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significativas entre os tratamentos isolados ou em associagdo. A toxicidade do
chumbo, no figado, pode néo ter sido evidenciada devido ao tempo de exposi¢do, que
foi de 72 horas, diferente do trabalho realizado por Ramsdorf et al. (2009) que
demonstrou dano nas células hepaticas apds 96 horas de exposicdo. Portanto,
verificamos que 24 horas a menos de exposicdo, no presente trabalho, né&o
demonstrou danos ao DNA das células hepaticas, apesar da dose (40ug/g) ter sido
superior a menor dose (21ug/g) das realizadas por Ramsdorf et al. (2009).
Destacamos entdo, que o0 tempo de exposicdo € extremamente importante em
bioensaios e que tempos inferiores a 96 horas podem fornecer resultados sem
diferenca estatistica com o grupo controle para tecido hepético.

Os dados obtidos através do ensaio cometa de cérebro, evidenciam um
aumento de danos ao DNA no tratamento com chumbo, em relacdo ao controle
negativo. As nanoparticulas isoladas (NP1, NP2 e NP3) ndo mostraram diferenca em
seus escores quando comparadas ao CN2. O grupo NP1+Pb apresentou menor
guantidade de quebras no DNA quando comparada as associacfes das duas maiores
doses. Essa mesma associacdo mostrou menor genotoxicidade quando comparada
aos tratamentos de NP1 e Pb.

Neste trabalho ndo foram observados efeitos de dose-resposta, ou danos
causados pelo excesso de espécies reativas de oxigénio, como é observado em
diversos trabalhos na literatura.

A maioria dos estudos séo realizados com pequenos mamiferos, roedores,
ainda h& poucos trabalhos com peixes, principalmente com associacdo de
nanoparticulas e outras substancias. Estudos com espécies, metodologias,
biomarcadores, concentracdes, doses, tempo e vias de exposicdo diferentes podem
gerar dados controversos, como € observado na literatura. As espécies utilizadas
variam desde fungos, anelideos, moluscos, crustaceos, peixes até camundongos,
sejam em ensaios in vivo ou in vitro (FEDERICI et al., 2007; HAO, ZHENYU e
BOASHAN, 2009; CANESI et al., 2010; CUI et al., 2010; KIM et al. 2010; BIGORGNE
et al., 2012; SHENG et al., 2014; SRIKANTH et al., 2015).

As doses utilizadas no presente trabalhos foram muito menores que as
encontradas na literatura. Comparada a menor concentragao utilizada por Ma et al.
(2010) em injecéo intraperitoneal de roedores, a maior dose do presente trabalho &

100 vezes inferior. Em relagcdo a outro trabalho com peixes, Vignardi et al. (2015)
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utilizaram doses 30 vezes maiores que a NP3 utilizada no presente estudo. Além da
dose, alguns autores alertam para a importancia da caracterizagdo das
nanoparticulas, inclusive com estudos relacionando o tamanho das particulas com
efeitos como: alteracdo na expressao de genes, atividade de enzimas e moléculas
relacionadas aos mecanismos de defesa antioxidantes, e até mesmo morte
celular.(WANG et al., 2008a; WANG et al., 2008b; ZHANG et al., 2012; VARELA-
VALENCIA et al., 2014).

Ainda faltam dados na literatura que permitam elucidar as causas de algumas
alteracdes encontradas, por isso faz-se necessario mais estudos acerca do efeito das
nanoparticulas aos organismos, bem como a possivel interagdo com outras
moléculas. Os resultados deste trabalho contribuem para a construcdo de um banco
de dados mais sélido para estudos com nanoparticulas. O presente estudo mostrou
que as NpTiO2, em doses muito inferiores as citadas na literatura, quando
administradas via intraperitoneal de forma isolada, ou concomitante com o chumbo,
na espécie Rhamdia quelen, podem causar efeitos genotoxicos e alteracdes na

atividade de enzimas em exposi¢cOes agudas.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou que para a administracao de substancias via
intraperitoneal, deve ser considerado o volume a ser injetado como uma variavel
importante. Para a espécie Rhamdia quelen, a administracdo de duas injecdes,
mesmo que em dias diferentes, causou alteracdes na atividade de AChE e GST e nos
niveis de GSH e LPO.

Este estudo também demonstrou que a exposi¢cdo a nanoparticulas de didxido
de titdnio em baixas doses, através de injecdo intraperitoneal, em individuos da
espécie Rhamdia quelen, alterou a atividade de algumas enzimas como a GST e
AChE muscular, a concentragéo de LPO e GSH, assim como causou danos ao DNA
de eritrocitos, células renais e cerebrais. A interacdo das nanoparticulas com os ions
metalicos nao ficou muito nitida, apesar de ter apresentado alteracdes na atividade de
algumas enzimas, e danos ao DNA em rim e cérebro, porém, nem todos os
tratamentos associados mostraram o mesmo tipo de efeito quando comparadas com
as NpTiO:z e o Pb isoladas. Apesar de ser o 6rgéo relacionado com a desintoxicacao,
o figado ndo apresentou diferenca entre os tratamentos quando avaliados pelos danos
ao DNA, porém os biomarcadores bioquimicos mostratram maior sensibilidade
detectando algumas alteracdes entre os tratamentos.

As nanoparticulas ndo apresentaram-se como potencialmente mutagénicas,
uma vez que os dados nado evidenciaram a inducédo na formacao de micronucleos ou
de outras alterac6es morfolégicas nucleares. Porém, fatores como as baixas doses e
0 curto tempo de exposicdo podem ser a razdo auséncia da formacgao de alteracdes
nucleares.

A literatura sobre nanoparticulas, sua toxicidade e possiveis interacdes com
outros contaminantes, ainda sdo muito contraditorios, pois o comportamento deste
nanomaterial é dificil de prever devido as suas propriedades fisico-quimicas. Neste
trabalho, também foram gerados muitos dados que nao corroboram com a literatura,
um dos motivos pode ser referente as doses utilizadas, as quais comparada com
alguns estudos, podem ser até 100 vezes menores. Assim, mais estudos sao
necessarios para compreender quais concentracdes, tamanhos de nanoparticulas e

vias de exposicao que sao relevantes ao ambiente e que podem gerar efeitos toxicos
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em diferentes espécies, e talvez encontrar um padrdo de resposta a exposicdo a

nanoparticulas.
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