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(GST); G. Concentracdo da glutationa reduzida (GSH); H. Atividade da glutamato-
cisteina ligase (GCL) nas branquias de Prochilodus lineatus dos grupos controle e
exposto a NP-TiO, nos pH 5,0, 7,0 e 8,0, durante 48h. Média £ EPM. * indicam
diferencas significativas entre 0s grupos experimentais em relagdo aos seus controles; #
- indica diferenca dos grupos C-pH5 ou C-pH8 em relagédo ao grupo C-pH7 (p < 0,05).

Figura 22. Histopatologias em branquiais de Prochilodus lineatus expostos a NP-TiO,

em diferentes pH. A. Estrutura normal da branquia; B. Hipertrofia do Epitélio da lamela
(setas) C. Fusao completa de algumas lamelas (seta); D. Fusdo completa de todas as
lamelas; E. Dilatagdo dos vasos sanguineos (seta); F. Aneurismas Apicais (setas); G.
Hipertrofia e Hiperplasia de cél. cloreto (seta); H. Hipertrofia do Epitélio da lamela
(setas); L. Lamela; F. Filamento. Glutaraldeido. Azul de Toluidina. Escala = 20 ym. .. 53

Figura 23. indice de alterac@es histopatoldgicas (IAH); B. Volume médio de alteracdes
(VMA); em branquias de Prochilodus lineatus dos grupos controle e exposto a NP-TiO,
nos pH 5,0, 7,0 e 8,0, durante 48h. Média + EPM. * indicam diferencas significativas
entre 0s grupos experimentais em relacdo aos seus controles; # - indica diferenca dos
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Figura 24. llustragdo da dupla camada eletrostatica que se forma ao redor da particula
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Figura 25. Variacdo do potencial zeta em diferentes pH. Em vermelho esta a regido de
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Figura 26. Diagrama das branquias de peixe de dgua doce mostrando 0s mecanismos de
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RESUMO

As nanoparticulas de diéxido de titdnio (NP-TiO,) tém alcancado 0s ecossistemas
aquaticos através de diferentes fontes, como esgotos e lixiviagdo das culturas agricolas. Fatores
abidticos como pH, forca idnica, dureza da &gua podem alterar a agregacéo quimica das NPs e a
biodisponibilidade de metais nas aguas. Considerando as variagdes de pH que podem ocorrer no
ambiente, naturalmente ou ndo, e a crescente utilizacdo de NP-TiO, nos mais diferentes
segmentos industriais, 0 presente estudo teve por objetivo determinar a CL-50;48h das NP-TiO,
em diferentes pH (&cido, neutro e basico) em juvenis de Prochilodus lineatus (curimbatd) e
avaliar os efeitos da exposi¢do subletal a NP-TiO, nesses pH, utilizando biomarcadores
bioquimicos, fisioldgicos e morfoldgicos. Apos a realizacdo do teste de sensibilidade com KClI,
0s animais foram submetidos a testes com diferentes concentra¢fes de NP-TiO, nos pH 5,0, 7,0
e 8,0 durante 48h para determinar a CL-50;48h. Posteriormente, 0s animais foram expostos a
concentragio de 1 mg L™ de NP-TiO, durante 48h nos diferentes pH. Apds a exposicio,
amostras de sangue e de branquias foram coletadas. Analises de caracterizagdo das NP-TiO,
sugerem que em diferentes pH a capacidade de agregacdo das NP se modificam e que em pH
5,0, o didmetro hidrodindmico das NP é maior em relacdo aos outros pH, o que pode ter
dificultado a entrada das NP nos organismos e causado danos menores. As NP-TiO, foram
consideradas ndo-toxicas nos diferentes pH. A exposicdo a NP-TiO, e a pH 5,0 causou
desequilibrio i6nico nos animais expostos, possivelmente em funcdo das alteragbes na
concentragdo de CI. A exposicdo a pH 5,0 e 8,0 e a NP-TiO, em pH 7,0 inibiu a enzima
anidrase carb6nica. Nos animais expostos a NP em pH 5,0 ndo foram identificadas CC em
cripta, possivelmente devido ao bloqueio das superficies dessas CC pelos grandes agregados de
NP. As alteragdes nas concentracdes de espécies reativas de oxigénio e da atividade das enzimas
superoxido dismutase, catalase e glutamato cisteina ligase podem indicar um desequilibrio no
sistema antioxidante. A exposicdo as NP causou danos maiores em pH 7,0, onde os agregados
apresentam diametro hidrodindmico menor, corroborando com a hipétese de que quanto menor
o tamanho dos aglomerado, maior a facilidade das NP entrarem no organismo dos animais
expostos.

Palavras-chave: nanoparticula de diéxido de titanio; diferentes pH; branquias;

Prochilodus lineatus.
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ABSTRACT

The titanium dioxide nanoparticles (NP-TiO;) has achieved into aquatic
ecosystems through different sources, such as sewer and leaching. Abiotic factors such
as pH, ionic strength, water hardness may change the chemical aggregation of NPs as
well as the bioavailability of metals in waters result of speciation and /or complexation
with other compounds. Considering the pH variations can occur in the environment
naturally or as a result of ecological accidents and the increasing use of NP-TiO, in
many different industries, this study aimed to determine the CL-50; 48 hours of NP-
TiO, in different pH (acidic, neutral and basic) in juvenile Prochilodus lineatus
(curimbatd) and evaluating the effects of exposure to sublethal NP-TiO, these pH using
biochemical, physiological and morphological biomarkers. After sensitivity test with
KCI, the animals were tested with different concentrations of NP-TiO, at pH 5.0, 7.0
and 8.0 for 48 hours to determine the CL-50; 48h. Subsequently, the animals were
exposed to 1 mg L™ NP-TiO, for 48 hours at different pH. After the exposure period,
blood samples were obtained via caudal puncture for ion plasma analysis and
hematologic variables, and samples of gills were collected and fixed. The analytical
characterization of NP-TiO, suggest the aggregation ability are modified of the NP at
different pH and at pH 5.0, the hydrodynamic diameter of the NP is much larger then
the others pH, which may have create difficults for the entry of NP in organisms and
caused less damage. The NP-TiO, were considered non-toxic in pH 5,0, 7,0 and 8,0.
Exposure to NP-TiO, pH 5.0 and ionic imbalance caused in the exposed animals,
possibly due to changes in the concentration of CI™ ions. Exposure to pH 5.0 and 8.0 and
NP-TiO; at pH 7.0 inhibited AC enzyme. In animals exposed to NP at pH 5.0 were not
identified cloride cells with crypt surface, possibly due the blocking of these surfaces by
the large NP aggregates. Changes in concentrations of ROS and SOD, CAT and GCL
activity may indicate an imbalance in antioxidant system due to different pH and NP-
TiO, exposure. NP exposure caused major damage at pH 7.0, where have lower
hydrodynamic diameter , supporting the hypothesis that the smaller the size of the

cluster,it’s easier the NP enter the body of the exposed animals.

Keywords: Titanium dioxide nanoparticles; different pH; gills; Prochilodus lineatus.
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1. INTRODUCAO
1.1. Nanomateriais: histdrico e aplicagédo

Em dezembro de 1959, Nobel Laureate Richard Feynman proferiu uma palestra
no Instituto de Tecnologia da California durante um encontro da American Physical
Society, na qual mencionou o processo pelo qual seria possivel manipular 4&tomos e
moléculas individualmente, tornando-se o primeiro pesquisador a reconhecer o
potencial dos materiais em nanoescala para o setor industrial. Em 1974, o processo de
manipular atomos e moléculas em nano-escala, passou a ser chamado oficialmente de
“nanotecnologia” (Feynman, 1960; Taniguchi, 1974; Srivastava et al., 2015). A palavra
nanotecnologia deriva do grego “nanos” que significa diminuir. De acordo com o
documento PAS71 (BSI, 2005), nanoparticula (NP) é uma particula em que pelo menos
uma das dimensdes esta entre 1 e 100 nm. Para a ecotoxicologia, sdo considerados
nanomateriais (NMs), particulas que podem incluir algumas particulas maiores que 100
nm (Figura 1) ou agregados de NPs cujo tamanho pode variar em poucas centenas de
nanémetros (Handy & Shaw, 2007; Handy et al., 2008a; Handy et al., 2008b).

A producdo de NMs comecou a se destacar no inicio dos anos 1980 com a
invencdo do microscépio de forca atbmica que permitiu a observacdo de atomos e
moléculas, assim como sua manipulacdo fisica. Em 1985, novas estruturas de carbono
compostas de 60 atomos foram descobertas e denominadas fulerenos, em homenagem
ao arquiteto Buckminster Fuller. Em 1991, a manipulacdo dos &tomos de carbono
tornou possivel a criacdo do primeiro nanotubo seis vezes mais leve e 100 vezes mais

forte que o aco (Bystrzejewska-Piotrowska et al, 2009; Brar et al., 2010).
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Nanomaterials

Figura 1. Comparagdo das nanoparticulas com particulas em microescala. Disponivel em:
http://www.aoc.kit.edu/english/1909.php.
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Apesar dos NMs terem ganhado destaque no cenario académico principalmente
nas ultimas décadas, NMs existem no ambiente desde o comego da historia da Terra,
com a liberacdo de NPs em explosdes vulcéanicas e incéndios florestais naturais. A
presenca dos NMs no ambiente se intensificou devido a acdo do homem que passou a
produzir NPs em centrais elétricas, combustdo de materiais e producdo industrial de
NMs (Mamalis, 2007; Oberdorster et al., 2007; Srivastava et al., 2015).

Os materiais em nanoescala, devido ao seu tamanho diminuto, apresentam uma
extensa area superficial, possuindo assim, um elevado nimero de sitios reativos que
podem interagir com diversas espécies quimicas, tornando-os materiais altamente
reativos (Zeng et al., 1998; Mamalis, 2007; Oberdorster et al., 2007; Sharma et al.,
2009; Rosseto, 2012; Srivastava et al., 2015).

Atualmente, tem-se observado um intenso crescimento na producao de materiais
em nanoescala para os mais variados setores da ciéncia e tecnologia (Figura 2), como
nas indudstrias farmacéuticas, na construcdo de células combustiveis, producdo de chips
de computadores, baterias, polimeros, entre outros (Abdelrahim et al., 2002;
Santhoshkumar et al., 2014). Segundo pesquisas, a producdo anual estimada de
materiais em nanoescala saltou de 1.000 toneladas em 2004 para 5000 toneladas nos
ultimos anos, com a perspectiva de que a marca de 100.000 toneladas seja atingida na

proxima década (Paschoalino, et al. 2010; Rosseto, 2012).
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Figura 2. Areas que tém utilizado materiais em nano-escala. Extraido de Segala, 2009.
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Contudo, as mesmas propriedades que tornam as NPs tdo atrativas podem ser
responsaveis por efeitos nocivos aos organismos, conforme indicios reportados em
estudos toxicoldgicos com micro-organismos, algas, peixes, ratos e células humanas.
Em relacdo a sua toxicidade e alta reatividade, alguns estudos sugerem que as NPs
podem apresentar uma permeabilidade maior através da pele, mucosas e membranas
celulares aumentando o seu efeito toxico. Além disso, é preciso considerar as formas
que as NPs se apresentam no ambiente ou nos organismos, uma vez que podem estar em
forma livre ou formando aglomerados (Quina, 2004; Seaton, 2005; Paschoalino et al.
2010).

Em geral, as NPs podem ser categorizadas em materiais a base de carbono
(como os fulerenos e nanotubos de carbono) e NPs inorganicas, incluindo as NP de
oxidos metalicos (6xido de zinco, éxidos de ferro, didxido de titanio, entre outros), NP
metalicas (ouro, prata e ferro) e as chamadas “quantum dots” (sulfeto de cadmio e
seleneto de cddmio) (Ju-Nam & Lead, 2008).

1.2. Nanoparticula de dioxido de titanio (NP-TiO,)

Entre as NPs de Oxidos metélicos, destaca-se o didxido de titdnio (TiO,) que
inicialmente ganhou rapida expressao como substituto dos pigmentos a base de chumbo.
Devido as suas propriedades de opacidade e branqueamento, as aplicacdes das NP-TiO;
abrangem diversas areas como, a industria alimentar, cosmética, de papel, farmacéutica,
fabricacdo de tintas, plasticos, indUstrias téxtil, laticinios e doces (Levine et al., 2003;
Zhang et al., 2007; Medina-Reyes et al., 2015). As NP-TiO, séo aplicadas em alimentos
para retirar umidade e oxigénio e suspensdes de NP-TiO, tém sido amplamente
utilizadas como um eficiente catalisador para a decomposicdo de contaminantes
organicos presentes na agua (Centi et al., 2002; Pirkanniemi & Sillanpad, 2002; Zhang
et al., 2007). Além disso, a capacidade de absorver de forma eficaz a radiacdo
ultravioleta do sol e converté-la em calor, torna a NP-TiO, ideal para a fabricacdo de
protetores solares (Salata, 2004; Pereira, 2010; Weir et al., 2012; Halappanavar et al.,
2014; Feckler et al., 2015).

Embora alguns materiais em micro-escala ndo apresentem toxicidade, como
TiO,, em nano-escala podem tornar-se toxicos (Howard e Maynard, 1999). Nesse
sentido, estudos sugerem que o efeito do tamanho é consideravelmente mais importante
em relacdo a toxicidade das NPs do que a composi¢édo real do material (Donaldson et
al., 2000; Oberdorster, 2000; Gumbleton, 2001). Apesar da crescente utilizagdo das NP-
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TiO, pouco se sabe sobre a transferéncia e destino desses materiais nanométricos no
meio aquético. Dessa forma, o impacto das NP-TiO, sobre os organismos aquaticos € de
especial interesse na ecotoxicologia (Lovern & Klaper, 2006; Zhang et al.; 2007).

As NP-TiO, tem sido consideradas compostos com baixa toxidade, entretanto
estudos em peixes tém evidenciado alteragbes bioquimicas e fisiologicas e
histopatologias em diversos tecidos (Bermudez et al., 2004; Federici et al., 2007;
Ramsden et al., 2013; Carmo, 2014).

As NP-TiO, tem alcancado os ecossistemas aquaticos (Figura 3) através de
diferentes fontes, tais como esgotos urbanos e industriais ndo tratados adequadamente;
pela lixiviacdo das culturas agricolas; por meio da liberacdo de particulas provenientes
de processos industriais para a atmosfera, que sdo carreados pela chuva até os ambientes

aquaticos.

Liberagao de particulas
para a atmosfera

Remediagdo em solo
(com nanomateriais)

RIO OU LAGO

Contaminagdo agua
subterranea

Esgoto industrial

Esgoto doméstico

Figura 3. Formas de contaminagdo dos ecossistemas dulcicolas por NP-TiO,. Adaptado de
http://mwww.ebah.com.br/content/ ABAAAAqgcUAH/aguas-subterraneas.

As NP-TiO, possuem diferentes estruturas cristalinas, sendo rutilo e anatase
(Figura 4) as formas mais comuns. A capacidade reativa das NPs esta intimamente
relacionada com sua forma cristalina (Handy et al., 2008a). Os cristais de NP-TiO, séo
formados por fons de Ti** no centro de um octaedro constituido por seis fons O%; cada
atomo de oxigénio possui trés atomos de titanio vizinhos, pertencendo a trés octaedros
diferentes. A estrutura cristalina das formas rutilo e anatase se diferenciam uma da outra
devido a uma distorcdo nos octaedros formados pelos d&tomos de oxigénio. A célula
unitaria da anatase apresenta quatro moléculas de TiO, enquanto que a célula unitaria de

rutilo possui apenas duas moléculas de TiO, (Brand&o, 2008).
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Oberddrster et al. (1992), em seu estudo com células epiteliais humanas de
bronquios expostas a diferentes estruturas cristalinas de NP-TiO,, observou que a forma
anatase apresentou maior toxicidade em relacdo a forma rutilo, causando producéo de
espeécies reativas de oxigénio (EROs), peroxidacdo lipidica (LPO), danos no DNA e

formagao de microndcleo.
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Figura 4. Esquema representativo das formas mais comuns de NP-TiO,. a. Rutilo; b. Anatase (Extraido de
Brandé&o, 2008).

Fatores abidticos como pH, forca idnica, dureza da agua e a presenca de matéria
organica podem alterar a agregacao quimica as NPs (Handy et al., 2008a). Dessa forma,
é importante compreender o comportamento das NPs nas diferentes condi¢cdes que o
ambiente aquatico pode apresentar assim como sua entrada e efeitos para organismos

aquaticos.

1.3. Contaminacédo dos ecossistemas aquaticos e alteracdo do pH do meio

Nas ultimas décadas, com a intensificagdo do desenvolvimento de novas

tecnologias e desenvolvimento acelerado dos setores agricola e industrial, 0s corpos
d’agua tém recebido grandes descargas de poluentes (Zagatto & Bertoletti, 2006).

Efluentes provenientes da agricultura, industrias e esgoto doméstico

normalmente contém uma grande variedade de xenobioticos que chegam aos corpos

d’agua sem tratamento adequado. Esses compostos podem modificar a qualidade da
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agua e causar alteragdes bioquimicas nas células, alteragfes estruturais e fisioldgicas,
doencas e até mudancas na estrutura das populagdes de peixes e outros animais que
vivem nesse ambiente (Zagatto & Bertoletti, 2006).

O conhecimento sobre o destino das substancias quimicas nos ambientes
aquaticos permite a previsdo dos possiveis efeitos ecotoxicoldgicos. Vérios fatores
ambientais incluindo pH e concentragdio de &cido humico podem alterar a
biodisponibilidade de metais e compostos organicos nas aguas em consequéncia da
especiacdo e/ou complexacdo com outros compostos. A disponibilidade dos poluentes
para 0s organismos aquaticos é a chave determinante para a bioconcentracdo e
toxicidade dessas substancias (Fent & Looser, 1995).

O pH, assim como outras varidveis fisico-quimicas, podem variar devido a
fatores naturais e antropicos como alteracdo no teor de matéria organica e ocorréncia de
precipitacdo acida (Maier, 1987; Esteves, 1998; Carvalho & Fernandes, 2006; Silva,
2008). Aguas doce e pobre em jons, como a maioria das aguas continentais do Brasil
apresentam uma baixa capacidade de tamponamento e variam naturalmente de neutro a
acido podendo se alterar ao longo do rio dependendo dos efluentes que recebe. Assim, a
biota aquatica que inclui os peixes pode ser submetida a mudancas no pH do meio em
que vivem (Esteves, 1998; Carvalho & Fernandes, 2006).

Mudancas no pH dos ecossistemas aquaticos naturais influenciam a fisiologia de
diversas espécies, uma vez que o pH da agua tem importante papel na homeostase dos
animais aquaticos. O aumento ou diminui¢do do pH pode causar distdrbios no balango
acido-base, regulacdo idnica e excrecdo de amdnia (Grosell & Wood, 2002). Peixes
expostos a aguas alcalinas acumulam amonia no plasma e apresentam alteracdes
histopatoldgicas nas branquias e figado (Smith & Piper, 1975; Thurston et al., 1984;
Miron et al.,, 2008). Carvalho & Fernandes (2006) observaram mudangas nos
parametros hematoldgicos em Prochilodus lineatus associados a mudangas de pH,

indicando distdrbios ionoregulatorios e respiratérios.

1.4. Peixes no ambiente aquatico
No ambiente aquatico os peixes representam o maior grupo de vertebrados. Os
peixes podem ser encontrados desde regides 5000 m acima do nivel do mar até zonas
abissais marinhas, cuja profundidade pode chegar a 11000 m (Goksoyr & Forlin, 1992;
Andrade & Yasui, 2003). Esses animais sdo encontrados em ambientes muito variaveis

principalmente em relagédo a salinidade, temperatura, pH, dureza da agua. Dessa forma,
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o0 meio influencia diretamente o0 organismo dos peixes, 0 que implica em uma ampla

capacidade fisiol0gica adaptativa desses animais (Roberts, 2012).

1.5. Branquias

As brénquias dos peixes, assim como qualquer 6rgdo responsavel por trocas
gasosas, sdo organizadas de forma a maximizar a area superficial disponivel para
difusdo de O, e CO, e minimizar a distancia de difusdo entre o meio externo e o sangue,
facilitando as trocas gasosas através do tecido. A combinagdo da pequena distancia de
difusdo da barreira dgua-sangue, que varia entre 1 a 10 um (Cerqueira & Fernandes,
2002) e a extensa area superficial das branquias € fundamental para a troca de gases (Ay
et al., 1999; Mazon et al., 2002); contudo, a extensa area superficial, facilita o contato
das branguias com substancias toxicas e agentes patdgenos presentes na agua tornando
as branquias o primeiro 6rgao-alvo dos xenobi6ticos (Sollid & Nilsson, 2006).

O epitélio branquial possui papéis fundamentais na regulacdo acido-base, idnica
e osmatica e na excrecao de nitrogénio nos peixes. Assim como todos os vertebrados, os
peixes possuem trés mecanismos compensatorios para regular o estado &cido-base do
meio extracelular do seu corpo: o0 primeiro mecanismo, que entra em acao
instantaneamente, consiste no tamponamento a partir da liberacdo de ions, como
bicarbonato e H*; 0 segundo mecanismo tem inicio em poucos minutos e consiste nos
ajustes respiratorios para o funcionamento do sistema tampdo CO,-HCOjs; a
mobilizacdo do terceiro mecanismo pode ocorrer entre alguns minutos a horas, e
consiste no transporte de moléculas relevantes como, ions H*, Na*, CI, NH," entre o
meio intracelular e 0 meio extracelular para a manutencdo do equilibrio &cido-base entre
o animal e ambiente (Evans et al., 2005). Embora a osmorregulacdo nos peixes seja
mediada por um conjunto de estruturas, incluindo o epitélio gastrointestinal e renal, as
branquias sdo os principais locais onde ocorre troca de ions para manutencéo do balanco
ionico (Evans et al., 1999; Evans et al., 2005).

As brénquias apresentam uma estrutura complexa cuja organizacao geral baseia-
se em um sistema de subdivisdes sucessivas (Figura 5). As branquias sdo constituidas
por quatro pares de arcos branquiais dispostos lateralmente localizados na cavidade
orofaringea, e coberta pelo opérculo que a separa do meio externo (Figura 6a). Cada
arco branquial possui filamentos ou lamelas primarias, que sdo subdivididos em lamelas

ou lamelas secundarias, local onde ocorrem as trocas gasosas (Figura 6b). O fluxo de
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agua passa em contracorrente ao fluxo sanguineo nas lamelas (Figura 6c), 0 que torna
mais eficiente as trocas gasosas e ionicas (Evans et al., 1999).

O epitélio branquial é constituido por diversos tipos celulares (Figura 7), em
particular, por células pavimentosas, células cloreto, células neuroepiteliais, células
mucosas, células pilares e células indiferenciadas (Laurent, 1984). Aproximadamente
90% da superficie do epitélio lamelar é constituida por células pavimentosas (CPv).
Essas células possuem inGmeras mitocondrias, complexo de Golgi e reticulo
endoplasmaticos rugoso bem desenvolvidos indicando atividade metabdlica (Laurent &
Dunel, 1980; Evans et al., 1999).

As células mucosas (CM) estdo localizadas, principalmente, na borda dos
filamentos dispostas entre as células pavimentosas de forma que a distribuicdo de muco
produzido por essas células seja mais eficiente sendo carreado sobre as demais células
pelo movimento da &gua, mas também podem ser encontradas na regido interlamelar
(Laurent, 1984). As mucosubstancias produzidas por essas células dificultam a entrada
de substancias toxicas, protegem o tecido branquial de particulas abrasivas (Sibbing &
Uribe, 1985), atraem ions formando um microambiente favoravel para trocas de ions
entre o organismo e o meio. Dependendo das caracteristicas fisico-quimicas da agua e
da presenca de xenobi6ticos, pode ocorrer uma diminui¢cdo ou aumento no numero de
CM ou da producdo de muco (Shephard, 1989; Powell et al., 1994; Handy & Eddy,
2004; Handy et al., 2008b; Moron et al., 2009; Paulino et al., 2012a, 2014).

As células cloreto (CC) sdo encontradas em todo o corpo do animal sendo
fundamentais na regulacdo ionosmoética do organismo (Alam & Frankel, 2006). No
entanto, as branquias apresentam um elevado numero de CC, visto que este 6rgao é
responsavel pela manutencdo do gradiente i6nico entre o meio externo e o fluido
extracelular dos peixes (Paulino et al., 2012b). As CC apresentam um sistema tubular
constituido por uma extensa invaginacdo da membrana basolateral, que forma uma
espécie de labirinto em contato com o citoplasma celular e apresentam uma grande
quantidade de enzima Na'-K*-ATPase (NKA) (Philpott, 1980; Evans et al., 2005). A
atividade da NKA mantém o equilibrio idnico entre os meios extra e intracelular por
transporte ativo dos ions sddio (Na*) e potassio (K") através da membrana.

As lamelas sdo constituidas em seu interior por células pilares (CPi) cuja
disposicao poligonal forma um complexo sistema de espacos por onde o sangue circula
de forma ocorrer as trocas de gases através da superficie branquial e nutrir as células

que compBem o epitelio lamelar (Laurent, 1984; Evans et al., 1999).
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Figura 5. Estrutura da branquia de um teledsteo. A. Branquia mostrando os quatro pares de arcos branquiais (Fonte:
http://dicionarioportugues.org/pt/branquia; acesso em 30 de maio de 2015); Barra de escala = 10 mm. B. Detalhe de
um arco branquial. Foto: Marcelo G. Paulino e Naiara E. S. Souza; Barra de escala = 10 mm. C. Detalhe dos
filamentos e lamelas branquiais. Foto: Marcelo G. Paulino e Naiara E. S. Souza; Barra de escala = 1 mm. D. Filamento
e lamelas branquiais, Microscopia eletronica de varredura. Foto: Luciana Fernandes; Barra de escala = 500 pum. F.

Filamento; L. Lamela.
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Figura 6. Estrutura das branquias de teledsteos. a) Localizagéo das branquias na cavidade orofaringea do peixe. b)
Esquema ilustrativo da estrutura dos arcos branquiais c) Esquema que ilustra o fluxo de &gua através das lamelas em
contracorrente em relagdo ao fluxo sanguineo. (Extraido de Paulino, 2011, adaptado e traduzido de Hirose et al.,
2003).

Figura 7. Corte longitudinal do filamento branquial de um espécime de Prochilodus lineatus; a - Célula pavimentosa;
b - Célula cloreto; c - Célula pilar. F. Filamento; L. Lamela. Glutaraldeido, Azul de Toluidina. Barra de escala = 20
pm. Foto: Marcelo G. Paulino
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1.6. Biomarcadores em peixes

Biomarcadores tém sido definidos como uma variagdo molecular, bioquimica,
celular, fisiolégica ou comportamental que pode ser mensurada em células, tecidos ou
fluidos do corpo fornecendo evidéncias de exposicdo e/ou efeitos de um ou mais
poluentes (Depledge & Fossi., 1994; van der Oost et al., 2003; Rola et al., 2012).
Assim, biomarcadores podem ser usados como uma ferramenta para avaliar os niveis de
contaminacdo nas aguas e a intensidade da resposta pode estar relacionada com o nivel
ou concentracao quimica ambiental (Hahn, 2002; Rola et al., 2012). Essas respostas
podem ser avaliadas a partir da determinacdo dos niveis moleculares e bioquimicos,
como alteracdo dos &cidos nucleicos, estrutura e atividade enzimatica e proteinas; ou
outros niveis de organizacdo biolégica, como danos morfoldgicos, reproducéo, reducédo
da taxa de crescimento e deterioracdo individual da saude (Rola et al., 2012).

Biomarcadores podem ser definidos como sinais de alerta precoce de efeitos em
niveis de resposta mais tardios, sendo assim, excelentes ferramentas para monitorar a
salde do ecossistema aquatico (Bayne et al., 1985; Walker et al., 1996; van der Oost et
al., 2003).

1.7. Biomarcadores fisioldgicos

A exposicdo a agentes quimicos e fisicos podem resultar em alteracdes
fisioldgicas no sangue dos peixes (Nussey et al., 1995; Alberto et al., 2005). Mudancas
hematoldgicas dependem da acdo dos Xxenobidticos nos sistemas bioldgicos, a
concentracdo dos contaminantes na agua, tempo de exposicdo e sensibilidade da
espécie. Os eritrocitos sao essenciais para o transporte de gases (O, e CO;) da superficie
respiratoria para os tecidos e vice versa, suprindo as necessidades metabdlicas e
mantendo o pH étimo do organismos (Sadauskas-Henrique et al., 2011). O plasma
sanguineo é responsavel por transportar nutrientes, ions e residuos metabdlicos para
excrecao.

Nesse sentido, a avaliagdo das células sanguineas permite diagnosticar doencas e
monitorar o estado fisioldgico do peixe, uma vez que é bem conhecido que a fungdo do
sangue é manter a estabilidade dos tecidos e o ambiente interno do corpo constante
(Mazon et al., 2002).
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1.8. Biomarcadores bioquimicos

A avaliacdo das respostas bioquimicas refletem o potencial dos contaminantes
em modificar os processos fisioldégicos nos organismos expostos (van der Oost, 2003).
Os biomarcadores bioquimicos sdo indicadores de curto prazo dos efeitos a exposicao a
substancias toxicas (van der Oost, 2003).

Biomarcadores bioquimicos sdo definidos como mudancas na atividade de
enzimas e na producdo de proteinas presentes nas células ou fluidos resultantes da

exposicao a agentes xenobioticos.

1.8.1. Biomarcadores bioquimicos relacionados a osmorregulacao

A regulacdo i6nica e osmatica € essencial para a vida. Nos peixes, as branquias
sdo os principais o6rgdos de troca ibnica. As CC estdo diretamente envolvidas na
captacdo de fons Na*, CI', Ca®* e H" nos peixes de agua doce para a manutencéo da
homeostase i6nica (Mazon et al., 2002; Paulino et al., 2012b). Essas células possuem
grande quantidade de enzimas sodio — potassio ATPase (NKA), hidrogénio ATPase
(H*-ATPase) e anidrase carbonica (AC), que estdo intimamente relacionadas com as
trocas ionicas do organismo com 0 meio.

A NKA é uma enzima transmembrana responsavel pela manutencéo do volume
celular e pressdo osmdtica, uma vez que € responsavel pelo transporte ativo dos ions
Na" e K* e, consequentemente, pela manutencio do gradiente eletroquimico entre os
meios intra e extracelular (Ostrowski et al., 2011; Priya et al., 2015). A enzima NKA
apresenta duas conformagdes (Figura 8), sendo uma fosforilada e a outra desfosforilada
(Figura 9). Na conformacéo fosforilada, a NKA apresenta alta afinidade pelos ions Na*
intracelular, enquanto na conformacéo desfosforilada apresenta alta afinidade pelos ions
K" extracelular. A cada ciclo entre a forma fosforilada e desfosforilada da NKA uma
molécula de ATP é lisada em ADP + P; e um fon Mg?* é utilizados como co-fator,
resultando no transporte de trés fons Na* para 0 meio extracelular e de dois fons K* para
0 meio intracelular (Horisberger, 2004; Massui, 2005).

Estudos mostram que a quantidade de CC e a atividade da enzima NKA nas
branquias podem alterar como consequéncia da variacdo de pH, de temperatura ou a
presenca de xenobioticos (Shikano e Fujio, 1998; Paulino et al., 2012b).
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Figura 8. llustracdo do funcionamento da enzima NKA. 1. A liga¢do de 3 ions Na+ citoplasmatico a proteina NKA
estimula a fosforilagdo desta pelo ATP. 2. A fosforilagdo da NKA causa uma mudanga na sua conformagéo. 3. A
mudanca de conformagdo da NKA libe libera os ions Na* para fora da célula e 2 ions K* extracelular se ligam a
NKA. 4. As ligacBes dos ions K" provocam a liberagdo do grupo fosfato. 5. A perda do fosfato restaura a
conformagdo inicial da NKA. 6. Tons K* sdo liberados e os sitios de ligagdo dos fons Na* ficam expostos novamente;
0 ciclo se repete. (Extraido de Cummings, B. Disponivel em:
http://www.bio.miami.edu/~cmallery/150/memb/c8x15NaK-pump.jpg).

A regulacdo acido-base nos vertebrados, incluindo nos peixes, é intimamente
ligada a excrecdo de CO, através das reacbes de hidratacdo/desidratacdo e seus
equivalentes acido-base H" e HCO3. Nos peixes, no entanto, a regulacdo acido-base
estd associada a regulacdo ibnica, porque a compensacdo acido-base depende
primariamente da transferéncia direta de H" e HCOs™ através das branquias em troca dos
jons Na* e CI, respectivamente. Uma das principais enzimas responsaveis pela
manutencdo desses processos sdo as anidrase carbdnicas (AC) (Gilmour & Perry, 2009).
As AC sdo metaloenzimas que catalisam a reacdo de hidratacdo do CO,, resultando na
formagdo dos fons H" e HCOs, fundamentais para processos fisioldgicos, como o
controle do pH, transporte idnico, secrecdo de eletrolitos, entre outros (EKinci et al.,
2011).

A enzima H'-ATPase consiste em uma bomba de prétons que, a partir da
hidrolise do ATP é capaz de transportar ions H* do meio intracelular para o meio
extracelular (Forgac, 2007; Li et al., 2015). Estudos in vivo e in vitro mostraram que a

atividade da bomba de protons estéa indiretamente relacionada a um trocador de Na*/H*
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(NH,") responsavel pela absorcéo de fons Na* em troca da excrecdo de H* nos peixes de
agua doce (Lin et al., 1994).

Os mecanismos de absorcéo idnica nos peixes nao estdo totalmente esclarecidos.
Um dos modelos mais aceitos (Figura 9) para explicar as trocas iénicas nos peixes de
agua doce, proposta por Evans (2008), e sugere que teledsteos de agua doce possuem
dois tipos de células cloreto (CC) que possuem mecanismos de transportes diferentes.
Em um dos tipos de CC (CRM « - Figura 9 A) a atividade da NKA e do co-transportador
Na'/HCO; (NBC) presentes na membrana basolateral possibilitam a saida de Na* e
HCO; para o meio intersticial, o que favorece a formagdo de um gradiente
eletrogquimico que impulsiona o transporte de Na* da agua para o interior da CC, via
trocador Na'/H* (NH4") (NHE); concomitantemente, a H-ATPase (VHA) excreta H”
para 0 meio externo possibilitando a entrada de Na* através dos canais de Na* (EnaC)
(Evans, 2008).

No outro tipo de CC (CRM B - Figura 9 B), canais de CI" e as enzimas H-ATPase
(VHA) e NKA presentes na membrana basolateral promovem a saida dos ions Na*, H" e
CI para 0 meio intersticial, estabelecendo assim um gradiente eletrolitico que favorece a
absorcdo de CI" e Na* do meio externo para 0 meio intracelular a partir do trocador CI
/HCO3™ (AE) e do co-transportador Na'Cl” (NCC). A enzima AC, localizada no
citoplasma, é responsavel pelo fornecimento de H* e HCO3™ para ambos os tipos de CC
(Evans, 2008; Inokuchi et al., 2009; Paulino et al., 2012b).

P4 3
2Na* H,0 HCO; Na’

Figura 9. Representagdo esquematica do transporte de ions proposta por Evans (2008) nos diferentes tipos de células
cloreto (CRM o e CRM f) presentes no epitélio branquial de peixes de dgua doce. Extraido de Evans (2008);
modificado por Cavicchioli-Azevedo (2013). NHE - trocador Na+/H+; VHA (H-ATPase); EnaC - canal de ions Na+;
AC — anidrase carb6nica; NBC - co-transportador Na+/HCO3-; NKA — Na+-K+-ATPase; Kir — Canal de ions K+;
NCC - co-transportador Na+Cl-; AE - trocador CI-/HCO3-;
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1.8.2. Biomarcadores bioquimicos associados ao sistema de defesa
antioxidante

Muitos poluentes causam um desequilibrio oxidativo nos organismos aquaticos e
a determinacdo da atividade das enzimas e reacdes de biotransformacdo ou producéo
dos componentes do sistema de defesas antioxidantes tém sido sugeridos como
biomarcadores para contaminantes (Rola et al., 2012; Qu et al., 2014).

Organismos aerdbicos produzem espécies reativas de oxigénio (EROs) como
resultado do metabolismo oxidativo. EROs como o anion superoxido (O;'*), radical
hidroxil (OHe), radical hidroperoxil (HO2*) e perdxido de hidrogénio (H,0,) sdo
provenientes da reducdo parcial do O,, sendo altamente reativas por possuirem um ou
mais elétrons ndo pareados em seus orbitais (Oga, 2003; Di Giulio & Meyer, 2008).

Para minimizar os efeitos negativos causados pelas EROs 0s peixes, assim como
outros vertebrados, possuem um sistema de defesa antioxidante formado por
componentes enzimaticos e nao-enzimaticos. As enzimas chaves responsaveis pelo
sistema de defesa antioxidante sdo a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx). A SOD catalisa a dismutacdo do O, em H,0,, o qual é
eliminado pela CAT na forma de H,O e O,. A GPx também participa da decomposicao
do perdxido de hidrogénio (Qu et al., 2014). A glutationa —s-transferase (GST) esta
associada a biotransformacdo de xenobidticos, atuando a partir da conjugacdo desses
substratos hidrofdbicos e eletrofilicos com GSH, formando conjugados sollveis em
agua, reduzindo sua toxicidade e facilitando sua excrecdo (van der Oost., 2003). Os
antioxidantes ndo enzimaticos referem-se, principalmente, aos antioxidantes de baixo
peso molecular incluindo a glutationa (GSH), tocopherol, acido ascorbico e
carotenoides (Wilhelm-Filho, 1996; Schlenk et al., 1999). Quando ha um desequilibrio
no sistema de defesa antioxidante, ou seja, quando a producdo dos antioxidantes
diminui e/ou a produgdo de EROs aumenta pode ocorre o estresse oxidativo (Figura 10)
(Di Giulio & Meyer, 2008).
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Figura 10. Esquema ilustrativo do desequilibrio entre os niveis de antioxidantes (AOX) e as espécies reativas de
oxigénio (ERO), levando ao quadro de estresse oxidativo. Extraido de Scandalios (2005), adaptado por Monteiro
(2006).

Superoxido dismutase

As superdxido dismutase (SOD) constituem um grupo de metaloenzimas que
catalisa a conversdo do anion superoxido (O;¢) em peroxido de hidrogénio (H20,) e
oxigénio (O,). As SOD (equacdo 1), em conjunto com a CAT e a GPx, possuem um
papel essencial no sistema de defesa antioxidante (Halliwell & Gutteridge, 1989; van
der Oost et al., 2003). Existem diferentes isoformas de SOD, dependendo do metal que
atua como co-fator em seu sitio catalitico (Cu,Zn-SOD; Mn-SOD). A desintoxicagdo do

radical superoxido (O,¢) pela enzima superdéxido dismutase (SOD) esta representada a seguir:

SOD
20;_ + 2Ht — Hzoz + 02

Catalase

A catalase (CAT) é uma hemeproteina que facilita a reducdo H,O, em H,0 e O,
(Stegeman et al., 1992; Wilhelm-Filho, 1996; van der Oost et al., 2003). A CAT
(equacdo 2), por possuir um alto K, por H,O, possui uma atividade catalitica muito
rapida, sendo acionada quando os niveis de perdxido de hidrogénio estdo elevados por
possuir uma baixa afinidade pelo substrato (van der Oost et al., 2003; Scandalios, 2005).
A CAT esta localizada principalmente nos peroxissomos (Handy et al., 2008b). A
desintoxicacdo do peréxido de hidrogénio (H,0,) pela enzima catalase (CAT) esta representada

a sequi:.
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CAT
Hzoz + Hzoz E— 2H20+ 02

Glutationa peroxidase (GPx)

As gluationas peroxidase (GPx) s@o enzimas capazes de reduzir uma variedade
de peroxidos em alcoois ndo-tdxicos (no caso dos hidroperdxidos de acidos graxos —
equacdo 4) e agua (a partir de H,O, — equacgdo 3), a partir da oxidacdo da glutationa
reduzida (GSH) em sua forma oxidada (GSSG) (Nordberg e Arner, 2001; van der Oost
et al.,, 2003). A atividade de reacdo da GPx (equacdo 3 e 4) é mais lenta por ser
dependente dos niveis de GSH disponiveis (Nakamura et al., 1974). A GPx atua em
baixas concentracdes de H,O,, por possuir uma afinidade maior pelo substrato, quando
comparado a CAT (Handy et al., 2008). A oxidacdo da GSH a GSSG, pela agdo da GPx,
utilizando perdxido de hidrogénio H,O, como substrato e a oxidagdo da GSH a GSSG, pela

acdo da GPx, utilizando hidroperdxido de lipidio (LOOH) como substrato, resultando 4gua e um

alcool sem toxicidade (LOH), estdo apresentadas a seguir:

GP

H,0, + 2GSH —— LOH + GSSG + H,0
GPx

LOOH + 2GSH —— > LOH + GSSG + H,0

Glutationa-S-transferase

As glutationa-S-transferases (GST) sdo um grupo de enzimas multifuncionais
que catalisam a conjugacdo da GSH com uma variedade de metabolitos eletrofilicos e
hidrofobicos formando conjugados sollveis em &gua (equacdo 5), tornando-o menos
toxicos e facilitando sua excrecdo, no caso dos xenobioticos (Wilce & Parker, 1994;
Storey, 1996; van der Oost et al., 2003; Monteiro et al., 2003), além de promover a
conjugacdo da GSH a produtos celulares que causam danos como, radicais hidroxil,
peroxidos de lipidios de membrana, produtos da degradacdo oxidativa do DNA (Dudler
et al., 1991; Barling et al., 1993). A conjugacdo da GSH com o substrato eletrofilico téxico

(xenobidtico) pela acdo glutationa S-transferase (GST) esta apresentada a seguir:

GST
Substrato + GSH ———— GSH — conjugado + H*
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Glutationa reduzida

A glutationa (GSH) é um tripeptideo que possui um grupo sufidrila (-SH) do
aminoacido cisteina que confere a esta molécula capacidade redutora (Meister &
Anderson, 1983). Por ser essencial na atuacdo das enzimas antioxidantes GPx e GST, a
GSH é o principal antioxidante ndo-enzimatico, sendo indispensavel na protecdo da
célula. Os niveis de GSH sdo renovados pela conversdao da GSSG (forma oxidada) em
GSH (forma reduzida) através da enzima glutationa redutase (GR) (Maher, 2005;
Azevedo, 2011; Martins, 2012).

Glutamato-cistéina ligase

A glutamato-cisteina ligase (GCL) é um heterodimero constituido por duas
subunidades cataliticas é a enzima limitante para a sintese de GSH. A sintese da GSH
acontece no interior da célula pela acdo de duas enzimas: inicialmente ocorre a
formagdo de uma ligagdo peptidica entre os aminoacidos glutamato e cisteina atraves da
acao da enzima y-glutamilcisteina sintetase, também conhecida como glutamato-cisteina
ligase (GCL). O dipeptideo formado €, em sequéncia, conjugado a glicina através da
catalise realizada pela enzima glutationa sintetase (Huber & Almeida, 2008).

A Figura 11 representa o sistema de defesas antioxidantes de forma integrada,

destacando a acdo dos agentes antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos.

Peroxidacao Lipidica

Muitos poluentes ambientais sdo capazes de induzir estresse oxidativo nos
peixes a partir da formacdo de ERO (Pandey et al., 2003), que, se ndo forem
neutralizados pelo sistema antioxidante celular, podem reagir com macromoléculas
bioldgicas suscetiveis e produzir peroxidacéo lipidica (LPO), danos ao DNA e oxidacéo
de proteinas, resultando em estresse oxidativo (Livingstone et al., 1993, Nordberg &
Arner, 2001; Shi et al., 2005).

Uma das principais causas de lesdo celular é a formacdo de peroxidagdo de
lipideos (LPO), que consiste na oxidacdo dos lipideos da bicamada lipidica das
membranas celulares por ERO. A LPO é uma reacdo em cadeia resultante da acdo das
espéecies reativas de oxigénio (EROs) que se propaga levando a formacdo de
lipoperoxidos como alcoxil e peroxil, podendo causar transtornos de permeabilidade,
alteracéo do fluxo idnico, perda de seletividade para entrada e saida de moléculas, ions e

substancias toxicas e morte celular (Benzie, 1996; Halliwell & Gutteridge, 2000).
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Figura 11. Esquema representativo do sistema antioxidante das células de mamiferos, enziméatico e ndo enzimatico.
Extraido de Fang et al., 2002.

1.9. Biomarcadores morfoldgicos

Na presenca de poluentes, as branquias podem exibir modificagdes causadas
pelo efeito direto do agente toxico sobre o tecido branquial ou por respostas de defesa
que evitam a entrada de poluentes ou respostas compensatorias que tendem a compensar
danos causados por outros fatores (Mallat, 1985).

A relevancia das les6es nos tecidos branquiais depende do tipo da patologia, isto
é, como afeta a funcdo do 6rgédo e a habilidade do peixe para sobreviver (Bernet et al.,
1999). A Figura 12 mostra as histopatologias mais comumente encontradas nas

branquias de teleosteos.
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Figura 12. Esquema das lesdes branquiais mais comumente encontradas. (A) lamela normal, (B-F) lamelas alteradas.
AbreviagBes: Ib = lamina basal; CC = célula-cloreto; CM = célula mucosa; CPi = célula pilar; CPv = célula
pavimentosa; svl = seio venoso lamelar; csm = canal sanguineo marginal (Machado, 1999, modificada de Mallat,
1985).
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1.10. Espécie Prochilodus lineatus

O peixe neotropical de agua doce curimbaté (Figura 13a), Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1847) (Prochilodus scrofa, Steindachner, 1881), apresenta uma ampla
distribuicdo nas regides sul e sudeste e parte da regido centro-oeste do Brasil (Figura
13b), constitui uma das espécies mais importantes da ictiofauna das bacias dos Rios
Parana, Paraguai e Paraiba (Bonetto et al., 1970; Corréa e Castro, 1990; Cazenave, et al
2009). Além do seu valor ecologico, P. lineatus também tem importancia econdémica
para a pesca de subsisténcia e comercial (Jensch-Junior et al., 2005; Cazenave, et al
2009) e para programas de aquicultura no Brasil, por apresentar sucesso reprodutivo em
pisciculturas (Oliveira et al., 1997). Prochilodus lineatus tem alta tolerdncia a &guas
com pH entre 4,5 a 8,0 (Carvalho & Fernandes, 2006).

Por ser uma espécie ativa, possuir habito detritivoro entrando em contato com
xenobioticos presentes em suspensdo na agua ou depositadas no sedimento (da Silva et
al., 2004) e ser sensivel a contaminantes no meio aquatico, P. lineatus tem sido
considerada uma espécie adequada para testes de toxicidade e monitoramento ambiental
(Fenerich-Verani et al., 1984; Gomes & Agostinho, 1997; Barrionuevo & Femandes,
1995; Martinez & Souza, 2002; Cerqueira & Fernandes, 2002; Camargo & Martinez,
2006; Simonato et al., 2008; Paulino et. al., 2012 a, b; Silva & Martinez, 2014;
Schenone et. al., 2014).

Segundo a classificacdo de Valenciennes (1836), a espécie ocupa a seguinte

classificacdo sistematica:

Classe: Osteicthyes
Subclasse: Actinopterigii
Diviséo: Teleostei
Superordem: Acanthopteygii
Ordem: Characiformes
Subordem: Characoidei
Familia: Prochilodontidae
Género: Prochilodus

Espécie: Prochilodus lineatus
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Figura 13. A. Espécime de Prochilodus lineatus. Foto: Marcelo G. Paulino. B. Mapa do Brasil; em evidéncia as
regides sul, sudeste e centro oeste em que a espécie P. lineatus é encontrada; Modificado de IBGE, 2015
(http://mapas.ibge.gov.br/fisicos/brasil).
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo Geral

Considerando as varia¢fes de pH que podem ocorrer no ambiente, naturalmente
ou em consequéncia de acidentes ecologicos e que a crescente utilizagdo de NP-TiO;
nos mais diferentes segmentos industriais indica que possivelmente haverd aumento das
concentragOes dessas NPs nos ambientes aquéticos, o presente estudo teve por objetivo
determinar a toxicidade aguda da NP-TiO, em diferentes pH (&cido, neutro e basico) em
juvenis de Prochilodus lineatus (curimbatd) e avaliar os efeitos da exposi¢éo subletal a

NP-TiO, nesses pH, utilizando biomarcadores bioquimicos, fisiolégicos e morfoldgicos.

2.2. Objetivos Especificos
o Determinar a toxicidade aguda em 48h (concentracdo letal 50 % - CL50,48h) das
NP-TiO, em meio aquéatico com pH 5,0, 7,0 e 8,0.
o Avaliar a ocorréncia de alteracbes hematoldgicas em P. lineatus expostos a
concentracdo subletal de NP-TiO, em meio aquatico com pH 5,0, 7,0 e 8,0 durante 48h;
o Avaliar os efeitos das NP-TiO; sobre a osmorregulacao e equilibrio iénico de P.
lineatus expostos a NP-TiO, em meio aquatico com pH 5,0, 7,0 e 8,0 durante 48h;
o Avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e as respostas do
sistema de defesa antioxidante nas branquias de P. lineatus expostos & NP-TiO, em
meio aquéatico com pH 5,0, 7,0 e 8,0 durante 48h;
o Avaliar a ocorréncia de alteracfes histopatoldgicas nas branquias de P. lineatus
expostos a NP-TiO, em meio aquatico com pH 5,0, 7,0 e 8,0 durante 48h;
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1.  Analises fisico-quimicas das NP-TiO,

3.1.1. Caracterizacdo e dindmica das NP-TiO, em meio aquatico

As NP-TiO; (diametro < 21nm e 99,5 % de pureza, sendo 80 % anatase e 20 %
rutilo, superficie especifica de 50 + 15 m? g') foram adquiridas da EVONIK
DEGUSSA BRASIL Ltda. As caracteristicas fisicas das NP-TiO, foram aferidas em
suspensdo aquosa com pH 5,0, 7,0, 8,0. As NP foram dispersas por 30 minutos
utilizando um sonicador (frequéncia de 40 KHz, Q335D, QUIMIS) sem a adi¢cdo de
dispersantes ou estabilizadores. Os pH 5,0 e 8,0 foram obtidos com a adic¢éo de H,SO, e
NaOH PA na agua.

O tamanho das NP foi confirmado utilizando microscopio eletrbnico de
transmissdo (MET) Philips CM-120, FEI Co no Laboratério de Caracterizagdo
Estrutural do Departamento de Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Sdo
Carlos/Campus S&o Carlos (DEMA/UFSCar). Trinta imagens de MET foram analisadas
em todos os pH.

O diametro hidrodindmico, distribuicdo das nanoparticulas e agregados em agua
com pH 5,0, 7,0 e 8,0 e a carga de superficie (potencial Zeta) foram determinadas
utilizando espectrofotdmetro por espalhamento de luz e potencial Zeta (MICROTAC
ZETRATAC SYSTEM) em colaboracdo com o Ms. Fabricio A. Santos e Prof. Dr.
Valtencir Zucolotto, no Laboratério de Nanomedicina e Nanotoxicologia, Instituto de

Fisica de Séo Carlos — Universidade de Sao Paulo/Campus Séo Carlos.

3.1.2. Recuperacédo das NP-TiO, ap6s suspensdao em meio aquoso

Considerando que testes preliminares mostraram que as NP-TiO, tendem a
precipitar e acumular no fundo do sistema de testes de toxicidade, foi necessario
verificar qual a porcentagem da concentragdo de NP-TiO, colocadas inicialmente fica
efetivamente suspensa em meio aquoso, uma vez que, apenas NP-TiO, suspensas em
meio aquoso poderiam ser absorvidas pelas branquias dos peixes expostos.

Para isso foram conduzidos experimentos para avaliacdo da sedimentacdo de
NP-TiO, no sistema de testes de toxicidade aguda e NP-TiO, em suspensdo. Estes
experimentos foram conduzidos na auséncia de animais e realizados em escala reduzida
(1/10) dos sistemas.
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Seis experimentos (Teste 1 a 5) foram realizados para avaliar a recuperacdo das

NP (decantada e em suspensdo) no meio aquatico. Suspensdes correspondentes a 1, 5,
10 e 50 mg L™ NP-TiO, foram preparadas em agua MILI-Q® e posteriormente, a parte
decantada e em suspensdo foram separadas e as massas de NP-TiO, em suspensdo e no
precipitado foram mensuradas. Em todos os testes, cada concentracdo foi testada e
analisada em triplicata.

> Teste 1 (Controle): As suspensdes de 1, 5, 10 e 50 mg L™ NP-TiO, foram preparadas,
dispersas por 30 minutos utilizando um sonicador e deixadas 30min em repouso. Apos
48h, a agua contendo NP em suspensdo foi separada do precipitado e imediatamente
centrifugada e seca para mensuracdo da massa de NPs. O precipitado foi seco a 60 °C e
efetuado a mensuracdo da massa de NPs;

> Teste 2 (suspensdo 48 horas — com sonicac&o): As suspensdes de 1, 5, 10 e 50 mg L™
NP-TiO, foram preparadas e dispersas por 30 minutos utilizando um sonicador e
deixadas em repouso. Apds 24 h, as suspensdes foram sonicadas durante 30 minutos e
novamente deixadas em repouso. Depois de 24 h a agua contendo NP em suspensao foi
separada do precipitado e imediatamente centrifugada e seca para mensuracdo da massa
de NPs. O precipitado foi seco a 60 °C e efetuado a mensuragao da massa de NPs;

> Teste 3 (suspensdo 48 horas — pH 7,0): As suspensdes de 1, 5, 10 e 50 mg L™ NP-
TiO, foram preparadas e dispersas por 30 minutos utilizando um sonicador. Em
sequéncia, foram mantidas sob leve agitacdo da agua simulando o movimento dos
animais, por 48h. Apo6s 48 h, a agua contendo NP em suspensdo foi separada do
precipitado e imediatamente centrifugada e seca para mensuracdo da massa de NPs. O
precipitado foi seco a 60 °C e efetuado a mensuracdo da massa de NPs;

> Teste 4 (suspensdo 48 horas - pH 4,5-5,0) As suspensdes de 1, 5, 10 e 50 mg L™ NP-
TiO, foram preparadas em agua com pH 4,5-5,0 e dispersas por 30 minutos utilizando
um sonicador. Em sequéncia, ap6s 24h foram submetidas a um leve movimento da agua
e, apés 24 h a agua contendo NP em suspensdo foi separada do precipitado e
imediatamente centrifugada e seca para mensuragdo da massa de NPs. O precipitado foi
seco a 60 °C e efetuado a mensuracdo da massa de NPs;

> Teste 5 (suspensédo 48 horas - pH 8,0-8,5) As suspensdes de 1, 5, 10 e 50 mg L™ NP-
TiO, foram preparadas em agua com pH8,0-8,5 e dispersas por 30 minutos utilizando
um sonicador, Em sequéncia, apds 24h foram submetidas a um leve movimento da agua

e, apos 24 h a agua contendo NP em suspensdo foi separada do precipitado e
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imediatamente centrifugada e seca para mensuragdo da massa de NPs. O precipitado foi
seco a 60 °C e efetuado a mensuracdo da massa de NPs;

A agua com as NP em suspensdo foram centrifugadas a 5000 rpm por 20 minutos,

0 sobrenadante foi removido e o “pellet” e o sobrenadante foram secos separadamente a
60 °C e as respectivas massas foram pesadas e somadas.

A morfologia dos agregados de NP-TiO, apds os testes de recuperacdo (1 a 5)

foram avaliadas em microscopio eletronico de varredura Philips- Inspect S50, FEI Co

(DEMa/UFSCar) para avaliar se havia mudancas nas formas das particulas sob as

diferentes condicdes a que foram submetidas.

3.1.3. Determinacéo da concentracdo de titanio em agua
A determinacdo da concentracdo de titanio na agua nos diferentes pH foi
realizada com colaboracdo da Dra. Eveline Soares Costa, Dra. Lucimar Lopes Fialho,
Dra. Renata Stabile Amais e Prof. Dr. Joaquim de Aradjo Nobrega no laboratério do
Grupo de Analise Instrumental Aplicada (GAIA), Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar).

3.1.3.1. Digestao das NP- TiO, com persulfato de aménio

A quantidade de titanio livre presente nas solucdes aquosas foi determinada ap6s
digestdo das NP-TiO, com persulfato de aménio (Khosravi et. al., 2012). Quatro
solugBes de NP-TiO, com concentracdo de 1; 5; 10 e 50 mg NP-TiO, L * foram
preparadas com agua que abastece os tanques de peixes do Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas (DCF) da Universidade Federal de Sdo Carlos, SP. As solugbes foram
sonicadas por 30 min e aliquotas de 30 mL foram coletadas no tempo 0 e 24 h. As
aliquotas foram acidificadas a 2 % com &cido nitrico. Posteriomente, 5 mL de cada
solugéo acidificada foram inseridas em cadinhos e 1 g de persulfato de amonio foi
acrescentada a solucéo, a mistura foi aquecida em bico de Bunsen até a sublimacao total
do persulfato de amoénio.

Apos o resfriamento do cadinho, 10 mL de solucdo aquosa acidificada a 2 %
(com acido nitrico) foi despejada para ressuspender o produto depositado no fundo do
cadinho e, em seguida, a solucédo foi transferida para um béquer, onde foi acrescentado
mais 40 mL da solugdo aquosa acidificada. O béquer foi aquecido em placa de

aquecimento e a solucdo permeneceu em ebulicdo por 10 min. A solucgéo foi transferida
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para um baldo volumétrico, o volume completado para 50 mL e posteriormente
analisado em ICP-MS Agilent Technologies 8800.

Os parametros de funcionamento do ICP-MS foram: Potencia de RF: 1550 W;
Profundidade de amostragem: 8 mm; Fluxo de gas: 1,08 L/min; Spray de temperatura
da camara: 2 °C; Taxa de fluxo do gas: 0,3 L/min; Géas: O,; Massa obsorvada no Q1 e
Q2: 46,62; 47,63; 48,64; 50,66. Limite de deteccdo: 0,19 pg L™ Limite de
quantificacéo: 0,6327 ug L™

3.1.4. Analise da forma das NP-TiO, em microscopia eletronica de varredura
(MEV) apds suspensdo em agua

As andlises por MEV das NP-TiO, foram realizadas no Laboratério de
Caracterizacdo Estrutural DEMa/UFSCar, utilizando-se um microscopio eletrénico de
varredura FEI Magellan 400 L. As amostras foram previamente secas sobre suportes
metélicos de aluminio e posteriormente, recobertas com uma fina camada de ouro. Sua

morfologia foi examinada a 5 kV com ampliac6es entre 200.000 vezes.

3.2.  Animais

Espécimes juvenis de P. lineatus [Massa corpérea (MC) = 36,5 g + 3,18 g;
comprimento total (Ct) =13,6 + 1,23 cm] foram obtidos da Estacdo de Aquicultura da
Usina Hidroelétrica de Furnas, Sao José da Barra, MG, Brasil.

Os peixes foram aclimatados durante 30 dias em tanques internos com
capacidade de 1000 L em agua corrente desclorada (densidade de espécimes = 0,003 Kg
L), aeracdo constante a 25 + 1 °C, e fotoperiodo natural (~12 h: 12 h) no Laboratério
de Zoofisiologia e Bioguimica Comparativa (LZBC), da Universidade Federal de Séo
Carlos (UFSCar). Durante esse periodo, os animais foram alimentados com racgéo
comercial para peixes (40% de proteina) ad libitum. As caracteristicas fisicas e quimicas
da agua foram monitoradas e mantidas sob controle: oxigénio dissolvido (7,0-7,5 mg L
1), condutividade (124-130 pS cm™), alcalinidade (35-43 mg L™ CaCO; ) e dureza total
(39-50 mg L™ CaCOj3 ). Durante o periodo de aclimatacdo, o pH da agua foi mantido
neutro (6,8-7,3).

A realizacio dos experimentos foi aprovada pelo Comité de Etica Animal
(Protocolo n® CEA/UFSCar 038/2013) e Comité de Etica Ambiental (Protocolo n°
CEA/UFSCar: 001/2013).
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3.3.  Teste de sensibilidade com cloreto de potéssio (KCI)

Apos aclimatacdo em laboratério foram conduzidos testes de sensibilidade para
avaliacdo da higidez dos animais e assegurar que a mortalidade possa ser atribuida
apenas a substancia testada posteriormente e ndo por problemas nos organismos. O teste
de sensibilidade foi conduzido em sistema estatico sem substituicdo da agua durante o
periodo experimental (48 h) utilizando cloreto de potassio (KCI) como substancia de
referéncia (ABNT, 2011), densidade de espécimes = 0,002 Kg L™. As caracteristicas da
agua utilizada nos ensaios foram mantidas de acordo com as recomendacdes da ABNT
(2006) e nas mesmas condi¢bes do periodo de aclimatacdo. Os organismos foram
expostos a quatro concentracdes (700, 800, 900, 1000 mg L™ de KCI) e um controle
(sem acréscimo de KCI), com trés repeti¢cbes (ABNT, 2006) durante 48 horas. Durante o
experimento os animais ndo foram alimentados e a verificagdo da mortalidade foi
realizada diariamente.

As caracteristicas fisicas e quimicas da agua foram monitoradas e mantidas sob
controle: oxigénio dissolvido (7,0-7,6 mg L™), condutividade (125-131 pS cm™),
alcalinidade (36-42 mg L™ CaCO; ) e dureza total (38-50 mg L™ CaCOs ).

3.4. Teste de toxicidade aguda: determinacdo da CL50; 48h em pH 5,0,
7,0,e8,0

A determinacéo da toxicidade aguda (CL50; 48h) foi efetuada de acordo com as
recomendacdes da ABNT (2011), densidade de espécimes = 0,002 Kg L™. Os ensaios
de toxicidade aguda foram realizados em aquérios de vidro, em pH acido (5,0), pH
neutro (7,0) e pH basico (8,0); o pH da agua dos aquarios foram previamente ajustados
com NaOH 1M e Acido Sulfdrico 1N. Posteriormente, os peixes (n=1 peixes/ aquario)
foram distribuidos aleatoriamente em seis tratamentos: controle pH 5,0 (C-pH5),
controle pH 7,0 (C-pH7) e controle pH 8,0 (C-pH8) nos quais ndo houve adi¢do de NP-
TiO,, e expostos a NP-TiO, em agua com pH 5,0 (TiO,-pH5) pH 7,0 (TiO,-pH7) e pH
8,0 (TiO,-pH8), em triplicata. Os espécimes de P. lineatus foram submetidos a testes
com concentracOes crescentes de NP-TiO, nos pH 5,0, 7,0 e 8,0 até a concentracdo de
100 mg L

As caracteristicas fisicas e quimicas da dgua foram monitoradas e mantidas sob
controle: oxigénio dissolvido (7,0-7.6 mg L™), condutividade (125-131 pS cm™),
alcalinidade (36-42 mg L™ CaCOs) e dureza total (38-50 mg L™ CaCOs).
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Ap0s aclimatacdo (24 h) aos pHs 5,0, 7,0 e 8,0 nos aquarios-testes foi adicionada
as NP-TiO,, observado o comportamento dos peixes e verificada a mortalidade.

3.5.  Efeito da NP-TiO, em branquias
3.5.1. Toxicidade aguda. Delineamento Experimental

Os ensaios foram realizados em aquarios de vidro de 180 L e fotoperiodo natural
(=12:12 claro/escuro). Os peixes (n = 8 peixes por tratamento) foram distribuidos
aleatoriamente em seis tratamentos: controle pH 5,0 (C-pH5), controle pH 7,0 (C-pH7)
e controle pH 8,0 (C-pH8) nos quais ndo houve adicdo de NP-TiO,, e expostos a Img L
1 NP-TiO, em &gua com pH 5,0 (TiO»-pH5) pH 7,0 (TiO,-pH7) e pH 8,0 (TiO,-pH8)
(Tabela 1), em duplicata. Primeiramente o pH da agua dos aquarios foram ajustados e,
em seguida, os espécimes foram colocados para aclimatacdo sob as novas condicdes
durante 24 h. Apos esse periodo, foi adicionada NP-TiO,, observado o comportamento
dos peixes e verificada a mortalidade.

Apo6s esse periodo, foram adicionadas NP-TiO, a concentracéo de 1mg L™ e os
espécimes ficaram expostos as NP durante 48 h. O pH de cada aquério foi verificado
aproximadamente a cada 3h para sua manutencdo adequada. As caracteristicas fisicas e

quimicas da &gua em cada pH foram iguais as informadas no item acima.

Tabela 1. Tratamentos experimentais aos quais espécimes de Prochilodus lineatus foram expostos durante 48 h,
sendo divididos entre grupos controles (livres de NP-TiO2) e grupos expostos (submetidos a concentragdes
crescentes de NP-TiO2) nos pH 5,0, 7,0 e 8,0.

Tratamentos — teste de toxicidade aguda

pH 5,0 pH 7,0 pH 8,0
Grupo controle-CpH5 Grupo controle-CpH7 Grupo controle - CpH8
Grupo exposto NP TiO,.pH5 Grupo exposto NP TiO,-pH7 Grupo exposto NP TiO,-pH8

Ao final dos ensaios, 0s animais foram anestesiados com benzocaina (0,1g L™),
e amostra de sangue foi coletada, via pungédo da veia caudal, com seringas heparinizadas
para analise hematologica e o sangue remanescente foi centrifugado e o plasma retirado
para analise de osmolalidade e ions e armazenado em aliquotas a -20°C. Posteriormente,
cada animal foi morto, via sec¢cdo medular, e a massa corporea, comprimento total (Ct)
e comprimento padrdo (Cp) foram anotados. As branquias foram removidas e amostras

foram coletadas; parte das amostras foram fixadas em glutaraldeido 2,5 % em tampao
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fosfato de sodio 0,1 M e pH 7,3 ou solugdo de Bouin para anélise morfoldgica e parte
foram congeladas e armazenadas a -80°C para analises bioquimicas.

3.5.2. Anadlises das variaveis hematoldgicas

As amostras de sangue total foram utilizadas para a determinacdo do hematocrito
(Hct), namero total de eritrocitos (Red Blood Cells - RBC), concentracdo de
hemoglobina (Hb), a partir dos quais foram calculados os indices hematimétricos:
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

O Hct (%) foi determinado pela técnica do microhematocrito, como descrito por
Goldenfa et al. (1971). As amostras de sangue foram colocadas em um tubo capilar
heparinizado (diametro de 75 nm), uma das extremidades foi vedada, em seguida
submetidos a centrifugacdo a 12000 rpm durante 3 minutos em uma centrifuga FANEN
mod. 207/N (FANEN, Brasil). Apos a centrifugacdo, a porcentagem de células/plasma
foi determinada com auxilio de um cartdo de leitura de hematdcrito.

O RBC (10° pL™) foi determinado em camara de Neubauer, sob microscépio de
luz Olympus BX 51 (aumento de 400x) ap6s diluicdo em 1:200 da amostra de sangue
em solugéo formol-citrato.

A concentragdo de Hb (g dL™) foi determinada pelo método da
cianometemoglobina através da adicdo de ferrocianeto de potassio para a conversao de
Hb™-CN'(Collier, 1944). As amostras de sangue foram diluidas em solucdo de Drabkin
(10 pL de amostra de sangue em 2 mL de solucéo de Drabkin) e agitados manualmente
em seguida. As solucdes diluidas permaneceram em repouso por 20 minutos para que
ocorresse a hemolise dos eritrocitos e liberacdo da hemoglobina para o meio e,
posteriormente, foi colocada em cubeta de acrilico e feita a leitura em espectrofotdmetro
SPECTRONIC GENESYS 5 em 540 nm.

Os dados de Hct, concentracdo de Hb e RBC foram utilizados para o calculo dos
indices hematimétricos nas equagdes abaixo:

Célculo do VCM:

_ Het (%) x 10
"~ RBC(M.mlL™1)

em que M = milhdes e foi expressa em fL.

VCM (um3)

Calculo do HCM:
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Hb (g.dL™) x 10
RBC (M.mL™ 1)

HCM (pg.cel™) =

em que M = milhdes e foi expressa em pg cel™

Célculo do CHCM, expressa em g dL™:

HCM (pg.cel™)
VCM (um3)

CHCM (g.dL™) =

3.5.3. Andlises das variaveis plasmaticas: ions e osmolalidade

A osmolaridade (mOsmol Kg') foi determinada utilizando um semi-
microsmémetro (WOSMETTE PRECISION SYSTEM, USA) que possui como base o
ponto de congelamento da amostra. Os niveis de sodio (Na*) e potassio (K) foram
determinados usando fotometro de chama (DIGMED DM-61, Brasil), na proporgédo
1:100 de plasma e &gua destilada. A concentracdo de cloreto (CI") foi determinada
utilizando kit comercial para determinacédo de cloreto (LABTEST KIT 115, Brasil) em
leitora de microplaca (Dynex Technologies Ltd.,, MRXTC, UK). Os ions plasmaticos

foram expressos em meq L.

3.5.4. Anélises Bioquimicas
3.5.4.1. Preparacao dos homogeneizados

Para a realizacdo das analises bioguimicas das enzimas e antioxidantes ndo
enzimaticos, as amostras de branquias foram pesadas e homogeneizadas em tampéao. A
Tabela Il descreve o tipo de tampdo utilizado e a relacdo peso de tecido/volume de
tampdo para cada andlise bioquimica realizada. Os homogeneizados foram entéo
centrifugados durante 5 minutos a 11 242 g a 4°C em centrifuga refrigerada (VS-150000
CFNII) e o sobrenadante dos homogeneizados foi armazenado para a realizacdo das
analises (Tabela I1).
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Tabela Il. Tampao e relacdo peso de tecido/volume de tampéo utilizado para preparagdo dos homogeneizados das
analises bioguimicas realizadas.

Andlise Tampéao Peso/volume
SOD, CAT, GPx, GST, LPO Fosfato de potassio 0,2M (pH 7,8) 1:3
GSH-GCL Tris-HCI 0,1M (pH 7,75) 1:10
EROs Tris-HCI 0,1M (pH 7,75) 1:10
Anidrase Carbdnica Fosfato de potéssio 0,1M (pH 7,4) 1:10
Na*-K*-ATPase Tampéo SEID 0,5% 1:10
H*-ATPase Tampéo SEID 0,5% 1:10

3.5.5. Determinacédo de proteinas totais
A determinacdo da concentracao de proteina total nos homogeneizados de tecido
(mg pt mL™?) foi determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976) adaptada
segundo Kruger (1994) para leitora de microplaca MRX-HD (Dynex Technologies,

INC) a A= 595 nm, utilizando albumina bovina como padrao.

3.5.6. Atividade da Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da taxa de reducdo do
citocromo c¢ pelo radical superoxido, de acordo com a metodologia de McCord &
Fridovich (1969), adaptada para microplaca. A formacdo do radical superéxido ocorre
pelo sistema xantina/xantina oxidase presente no meio de reacdo. Inicialmente, foi
preparado, no escuro, 0 meio de reacdo para SOD a partir do tampdo de reacdo +
solucdo de trabalho de xantina (5 pM) + solucdo de KCN (200 puM) + solucédo de
citocromo ¢ (100 uM)+ solucdo de EDTA (1 mM). Apds a preparacdo, 0 meio de
reacdo foi aquecido a 25°C durante 15 minutos. Antes de iniciar a analise foi necessario
verificar se a absorbancia de 10 pL de xantina oxidase correspondia ao valor de
referéncia de 0,03. Caso o valor da leitura estivesse abaixo, seria necessario pipetar uma
quantidade maior de xantina oxidase para atingir o valor de referéncia.

Para a preparacdo da microplaca, foi pipetado 5 puL de tampdo de reacdo
(branco) ou de amostra, 10 pL solugdo de xantina oxidase e, por fim, 285 pyL meio de
reacdo em cada poco. A leitura foi feita em A= 550 nm durante 1 minuto com intervalos

de 20 segundos. A atividade da enzima foi expressa em U SOD min™ mg Pt™.
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3.5.7. Atividade da Catalase (CAT)

Para a determinacdo da atividade da CAT, inicialmente foi preparado o meio de
reacdo a partir da mistura entre uma solucdo de peroxido de hidrogénio 100 mM e
tampdo de reacdo para CAT (Tris-base 1M; EDTA 5 mM), que foi aquecido a 30°C
durante 15 minutos, em banho-maria. Para a leitura da absorbancia foi pipetado 5 pL
tamp&o de homogeneizagdo (para leitura do branco) ou 5 pL amostra em triplicata na
microplaca. Em seguida foi acrescentado 250 pL meio de reacdo em todos 0s pocos.
Para a determinacdo da atividade da CAT foi observado o decaimento da concentracao
de H,O, ao longo de um minuto, em A= 240nm, como descrito por Beutler (1975),
adaptado para microplaca. A atividade da enzima foi expressa em uM H,0;

metabolizado min™ mg Pt™.

3.5.8. Atividade da Glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx selénio-dependente foi mensurada de forma indireta pelo
consumo de NADPH. A GPx, ao utilizar GSH para degradar o perdxido organico t-
butil, gera glutationa oxidada (GSSG) que, por sua vez, € reduzida pela enzima
glutationa redutase (GR), que utiliza NADPH presente no meio de reacdo. Inicialmente
foi preparada, no dia da anélise, as solucdes de trabalho de azida sodica (2,6 mM), t-
butil (7 mM), NADPH (2 mM), GR (10 U) e GSH (0,1 M). Apos preparacdo das
solucdes, foi pipetado em todos os pocos da microplaca tampdo de reacdo (tris 1M,
EDTA 5 mM, pH 7,7), agua destilada, solu¢do de GSH, solucdo de GR, NADPH, azida
sodica e, por fim, agua destilada (branco) ou amostra, em triplicata. Apds agitar a
microplaca com auxilio da leitora, houve um periodo de incubacdo de 2 minutos e, em
seguida, foi adicionado em todos os pogos o T-butil (7 mM). A leitura foi feita a A=
340nm durante 1 minuto, como descrito por Hopkins & Tudhope (1973), adaptado para

microplaca. A atividade da enzima foi expressa em pM NADPH min™ mg Pt ™.

3.5.9. Atividade da Glutationa-S-transferase (GST)

A conjugacdo de GSH com o substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB)
catalisada pela GST produz um composto que pode ser detectado a 340 nm. A
velocidade de reacdo da GST é proporcional a velocidade de produgdo do composto
conjugado tioeter.

No dia da andlise foram preparadas as solu¢ées de CDNB (0,05 M diluido em

etanol 100%) e a solucdo de GSH (25 mM diluida em tampéo de reacdo). O tampéo de
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reacdo (fosfato de potéssio 0,1 M, pH 7,0) foi aquecido a 25°C durante 15 minutos e
utilizado, em sequéncia, para preparacdo da solugédo tampéo de reacdo + CDNB. Para a
leitura do branco foi pipetado 15 pL tampd@o de homogeneizacdo ou 15 pL
homogeneizado para leitura de cada amostra. Posteriormente foram pipetados 235 pL
solugéo tampdo de reacdo + CDNB em todos os pogos e por fim, acrescentado a solugéo
de GSH. A atividade de GST foi determinada a A= 340nm durante 4 minutos com
leitura a cada 30 segundos, de acordo com a metodologia proposta por Habig et al.
(1974), adaptada para microplaca. A atividade da GST foi expressa em nM CDNB min™
mg Pt

3.5.10. Antioxidantes ndo enzimaticos

Os niveis de glutationa reduzida (GSH) (ng GSH mg proteina™) e glutamato
cisteina ligase (GCL) foram mensurados nas amostras de brénquias de acordo com
White et al. (2003), a partir da incubacdo com o reagente NDA (2,3-
naftalenedicarboxialdeido) em uma microplaca de leitura para fluorimetro branca
durante 30 minutos para a formacdo dos complexos fluorescentes NDA-GCL e NDA-
GSH. A leitura foi realizada a A= 472 nm de excitagdo e 528 nm de emissdo. A
atividade da GCL foi expressa em nM de GCL min™ mg Pt™ e a atividade da GSH foi

expressa em nM de GSH min™ mg Pt™.

3.5.11. Espécies reativas de oxigénio (EROs)

Para deteccdo das espécies reativas de oxigénio (EROs), é utilizado o 2,7-
diacetato de diclorofluoresceina (H,DCFDA) que na presenca de EROs gera o
fluorocromo 2,7-diclorofluoresceina fluorescente. Apos a coleta, com o tecido branquial
ainda fresco, este foi homogeneizado em uma diluicdo de 10x em tampdo de
homogenzacao (Tris-HCI 100 mM, EDTA 2 mM, MgCl,.6H,O 5 mM; pH 7,75). Em
seguida, foi realizada a leitura de proteina das amostras com auxilio do kit de proteina
Doles. A partir dos valores de proteina encontrados foi feita uma fixacdo dos valores de
protefnas para 3 mg mL™.

Em todos os pogos da microplaca foi pipetado 127,5 pL de tampéo de reagéo, 10
UL do extrato do tecido com a proteina fixada a 3 mg ml™. A placa de leitura foi
dividida ao meio, onde as amostras foram pipetadas em triplicata do lado A (onde foi

pipetado agua destilada sem peroxido de hidrogénio) e em triplicata também do lado B
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(onde foi adicionado a solu¢do com peroxido de hidrogénio) da placa. Ao final, foi
pipetado a solucdo de H,DCFDA.

3.5.12. Peroxidacdo lipidica (LPO)

A LPO foi determinada pela oxidacdo de Fe*? (ferro reduzido) a Fe*® (ferro
oxidado), na presenca do reagente Ferrous Oxidation- Xylenol Orange- FOX (laranja de
xilenol), resultando em Fe**—xilenol. Inicialmente o homogeneizado das amostras foi
tratado com acido tricloroacético (TCA) 12%. Em seguida, as amostras com TCA foram
centrifugadas a 5618 g durante 10 minutos a 4°C.

Para a preparacdo da microplaca para leitura foi pipetado 30 puL de metanol 90%
(branco) ou 30 pL as amostra em triplicata. Em seguida, pipetou-se 270 puL mistura
reativa (laranja de xilenol; butil hidroxitolueno; é&cido sulfurico, sulfato ferroso
amoniacal diluidos em 100 mL de metanol 90%). A microplaca foi encubada durante 30
minutos no escuro em temperatura ambiente. A leitura das amostras foi feita em 560
nm, de acordo com Jiang et al. (1991), adaptado para microplaca. Os niveis de LPO

foram expressos em pM de hidroperéxidos mg Pt ™.

3.5.13. Atividade das enzimas Na'-K*-ATPase (NKA) e H*-ATPase

A atividade das enzimas NKA e H'-ATPase foram determinadas
simultaneamente seguindo o método de Gibbs e Somero (1989) adaptado para leitora de
microplaca (Dynex Technologies Ltd.,, MRXTC, UK). A atividade enzimética foi
avaliada na presenca de ouabaina (inibidor da NKA), na presenca de NEM (inibidor da
H*-ATPase) e na auséncia dos inibidores enzimaticos. Inicialmente foram preparadas as
solucdes de mistura [Imidazol (30 mM), NaCl (45 mM), KCI (15 mM), MgCl,.6H,0 (3
mM), KCN (0,4 mM)] e de reacdo [ATP (1 mM), NADH (0,2 mM), de fosfoquinase (3
U mL"%), lactato desidrogenase (2 U mL™Y), frutose-1,6-difosfato (0,1 mM),
fosfoenolpiruvato (2 mM)]. Em sequéncia foram pesados os inibidores Ouabaina (2
mM) e NEM (2 mM) e dissolvidos em solugéo de reagdo. Em cada microplaca foram
feitas 8 amostras, uma em cada linha da microplaca que contém 12 pocos. Inicialmente
foram pipetados 5 pL de amostra em cada um dos 12 pocos. Em seguida, as amostras
foram divididas em quadruplicata, em que 4 réplicas foi pipetada solucdo de reacéo, 4
réplicas para solucdo de NEM e 4 réplicas para solugdo de ouabaina. A leitura foi

realizada a 340 nm durante 15 minutos em intervalos de 30 segundos. A atividade da
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NKA foi expressa em umol Pi mg Pt h™, enquanto que a atividade da H*-ATPase foi
expressa em pmol H mg Pt™ h™.

3.5.14. Atividade da anidrase carboénica (AC)

A atividade da AC nas amostras de branquias foram determinadas pelo método
descrito por Vitale et al. (1999), que se baseia na catalise de uma solucdo de CO, pela
enzima AC. No dia anterior a analise foi preparada A solucdo de reacdo [Manitol (225
mM), Sacarose (75 mM), Tris base (10 mM) e fosfato de s6dio monobasico (10 mM)] e,
em sequéncia, o pH foi ajustado para 7,4 e estocada em geladeira. No dia do ensaio, a
solucdo de reacdo e a agua deionizada foram colocadas no gelo (para manter a
temperatura até 2,5 °C). Em seguida, foi borbulhado CO, supra puro na agua deionizada
por 15 minutos (tempo necessario para saturacdo da agua com COy). Para dar inicio as
analises, em um béquer de 50 mL foi colocado gelo até a metade e, sobre o gelo foi
colocado um béquer de 10 mL contendo uma mini-barra magnética em seu interior.
Todo o aparato foi colocado sobre o agitador magnético. As leituras foram realizadas
com auxilio do pHmetro (inoLAB pH, Levell da WTW®).

Para a leitura do branco foram colocados dentro do béquer pequeno 7,5 mL de
solucgéo de reacdo e no memento em que o valor do pH estabilizou foi anotado a leitura
para o tempo zero e, em seguida, 1 mL de agua saturada com CO, foi adicionado. Para a
leitura das amostras foram pipetados 7,5 mL de solucdo de reacdo no béquer pequeno e
foram adicionados 50 pL da amostra. A partir da estabilizacdo do pHmetro, foi anotado
o valor de pH referente ao tempo zero e em seguida adicionado 1 mL da agua saturada.
A reducdo do pH foi monitorada por 20 segundos, com intervalos de 4s, para cada
amostra. Uma reta de regresséao linear do pH em relacdo ao tempo foi determinada para
cada amostra, para que fosse determinada a taxa da reacdo catalizada (TC) pela enzima
presente no homogeneizado tecidual. A taxa de reacdo ndo catalizada (TNC) foi medida
através da leitura do decaimento do pH em agua destilada saturada com CO, adicionada
a solugdo de reacdo. O célculo da atividade da AC foi feito através da formula AC =
[TC/(TNC — 1)]/mg de proteina total. A atividade da AC foi expressa em U mgPt™.

3.5.15. Analise histopatoldgica das branquias
As amostras de branquias fixadas em glutaraldeido 2,5 % em tampao fosfato 0,1
M (pH 7,3) foram desidratadas em série crescente de etanol até etanol 95 %, embebidas

e incluidas em historesina (LEICA, Alemanha). Apoés a inclusdo das amostras, secgdes
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(3 um de espessura) foram confeccionadas em micrétomo (MICRON HM 360,
MICROM International GmbH) com navalha de vidro. As sec¢fes foram coradas com
azul de Toluidina e as imagens dos cortes histoldgicos foram obtidas em microscopio
optico de luz (Olympus BX 51, Denmark) com céamara de video acoplada a um
computador.

As alteracBes histopatoldgicas no 6rgdo de cada peixe (Tabela IlI) foram
avaliadas de forma semi-quantitativa utilizando o Indice de Alteragdes Histologicas
(IAH), como proposto por Cerqueira e Fernandes (2002), que avalia a severidade de
cada alteracdo histoldgica (lesdo) As lesbes foram classificadas em estagios
progressivos, de acordo com Poleksic & Mitrovic-Tutundzic (1994), quanto ao
comprometimento da funcéo tecidual e esses dados foram utilizados para calcular o IAH

através da seguinte equacéo:

a b c

IAH = 1002ai+ 101 zbi+ 10? Zci
i=1

i=1 i=1

em que a= alteracGes de estagio I, b = alteracdes de estagio Il e ¢ = alteracdes de estagio
I1l. A somatdria das lesdes classificadas como pertencentes ao estagio I, 1l e Il é
multiplicada por 10°, 10" e 107, respectivamente.

A partir dos IAH obtidos, a severidade dos danos do tecido branquial é
classificada como: 0 e 10 indicam estrutura normal do érgdo; de 11 a 20 indicam danos
leves a moderados no 6rgdo; entre 21 e 50 indicam danos moderados a Severos e 0S

valores acima de 100 danos irreparaveis no tecido.

3.5.16. Determinacédo da densidade e area fracional das células-cloreto (CC)
em branquias

As amostras de branquias fixadas em glutaraldeido 2,5 % em tampé&o fosfato pH
7,4, foram desidratadas em etanol e posteriormente em 1,1,1,3,3,3-
hexadometildisilazano (HMDS) e secas a temperatura ambiente. Ap6s secagem as
amostras foram coladas com cola de prata (Evonik Degussa) sobre suportes de aluminio
proprios para 0 uso em microscopia eletrénica de varredura. Posteriormente, as

amostras foram cobertas com ouro 99 % (Evonik Degussa) em um Sputtering FCD 004
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Tabela Il1. Classificacdo das histopatologias branquiais mais comuns em branquias. Adaptado de Poleksic &
Mitrovic-Tutundzic (1994).

Alteracao Estagio

Hipertrofia do Epitélio da lamela I
Hiperplasia do Epitélio do filamento I
Hiperplasia do Epitélio da lamela |
Decréscimo do espaco interlamelar |
Descolamento do epitélio da lamela |
Descolamento do epitélio do filamento |
Epitélio branquial )

Fusdo incompleta das lamelas |
Fusdo completa de algumas lamelas |
Fusdo completa de todas as lamelas I
Ruptura e descamacéo do epitélio do

filamento

Ruptura do epitélio da lamela I

Hipertrofia e Hiperplasia de cél. Mucosas I
Células mucosa e cloreto Células mucosas vazias ou ausentes |

Hipertrofia e Hiperplasia de cél. Cloreto |

Dilatacdo dos vasos sanguineos |
] Aneurisma apical I
Vasos sanguineos . o
Hemorragia com ruptura do epitélio I
Aneurismas I

Fibrose 1

Estégio terminal Necrose focal i
Necrose total Il

BAUSER a véacuo. Imagens digitais contendo CC foram obtidas em microscépio
eletronico de varredura (PHILIPS FEI Quanta 250) em aumento de 4000 x e
posteriormente analisadas com auxilio do software Image Pré-plus 6.0 seguindo
metodologia descrita por Bindon et al. (1994) e Moron et al. (2003). A area fracional de

CC (AFCC) e a densidade de CC e a foram calculadas utilizando as formulas seguintes:

area de todas as CC
AFCC = Z - -
area da imagem

AFCC
Média das areas das CC

Densidade de CC =
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3.6. Andlise estatistica

Os resultados estdo apresentados como média + erro-padrdo da media. Para
verificar se os dados apresentaram uma distribuicdo normal foi utilizado o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os resultados foram submetidos a analise de variancia one-way
(ANOVA) ou seu correspondente ndo paramétrico. Foram comparados, a partir da
aplicacdo do pos-teste de Dunnett, os grupos controle pH 5,0 (C-pH5) e controle pH 8,0
(C-pH8) com o grupo referéncia controle pH 7,0 (C-pH7) com o objetivo de identificar
possiveis altracdes decorrentes da exposicdo a diferentes pH. Para avaliar a acdo das
NP-TiO, sobre o organismo de P. lineatus nos diferentes pH, 0s grupos expostos a 1 mg
L™ de NP-TiO; (TiO,-pH5; TiO,-pH7 e TiO,-pH8) foram submetidos ao teste-T de
duas caudas com seus respectivos grupos controle (C-pH5; C-pH7 e C-pH8) para cada
pH. O nivel de significancia aceito nos testes foi de 5 % (p < 0,05) e as analises foram

realizadas utilizando 0 software GraphPad InStat  verséo 3.0.
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4. RESULTADOS

4.1. Analises fisico-quimicas das NP-TiO;
4.1.1. Caracterizacao e dinamica das NP-TiO, em suspensao
O tamanho das NP-TiO, analisado a partir das eletromicrografias de transmisséo
(Figura 14) em todos os pH foi 23,69 nm £ 0,37 nm, confirmando o tamanho das NP-

TiO, indicado pelo fabricante (21 nm).

Figura 14. Eletromicrografia de NP-TiO, em suspensdo em agua Milli-Q. A. aglomerados de NP-TiO,. B. Detalhe
do tamanho individual das NP-TiO,. Barra de escala = 200 nm (A) e 100 nm (B).

O valor médio do didmetro hidrodinamico (Dh) em nm da NP-TiO,, o didmetro
hidrodindmico minimo (Dhmin) e maximo (Dhmax) e o potencial zeta (mV) em pH 5,0,
7,0 e 8,0 estdo apresentados na Tabela IV. A Figura 15 mostra a distribuicdo e o

tamanho dos aglomerados de NP-TiO, em suspensédo aquosa em pH 5,0, 7,0 e 8,0.

Tabela IV. Diametro hidrodinamico e potencial zeta das NP-TiO, em suspens&o aquosa (1mg.L™*) em pH 5,0; 7,0; e
8,0.

Parametros pH 5,0 pH 7,0 pH 8,0
Diametro hidrodinamico (Dh )- Média = EPM (nm) 4359+69,1 254,7+426 2952+454
Didmetro minimo Dhmin (nm) 141,8 68,1 105,7
Didmetro méximo Dhmax (nm) 955,4 615,1 615,1
Potencial Zeta médio - Média £ EPM (mV) -982+06 -1650+04 -16,50+0,6
Valor minimo de Potencial Zeta (mV) -8,74 -14,6 -15,3

Valor méaximo de Potencial Zeta (mV) -10,9 -16,0 -17,5
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Figura 15. Porcentagem (%) de distribuicdo dos aglomerados (nm) de NP-TiO, em suspenséo aquosa em pH 5,0; 7,0
e 8,0. Linha vermelha indica distribuicdo de Gauss.
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4.1.2. Recuperacao das NP-TiO, ap0s suspensdo em meio aquoso

A porcentagem de recuperacdo de NP-TiO, no sobrenadante e no precipitado das
amostras de agua dos testes de 1 a 5 estdo descritos na Tabela V. Independentemente do
procedimento utilizado nos testes, 87 a 99 £+ 3,3 % da massa das NP-TiO, foram
recuperadas, dessa massa total 75 = 4 % precipita e 22 £ 1 % se encontra suspensa
imediatamente apds sonicagdo. Ao longo de 24 h, sem agita¢do, h4 uma diminuicdo das
NP-TiO, em suspensdo, porém se mantém estavel em torno de 16%. A presenca da
agitacdo, mesmo que suave, mantém uma maior porcentagem de NP-TiO, em suspensdo
(25 £ 4 %).

A porcentagem de NP-TiO, em suspensdo em meio aquoso em pH 4,5-5,0 e em
pH 8,0-8,5 é menor do que em pH 7,0. Estes resultados permitiram calcular as

concentragdes reais em suspensao no meio aquatico.

Tabela V. Porcentagem de recuperacdo de NP-TiO, apds suspensdo em meio aquoso, porcentagem em suspensdo e
precipitada verificada no teste 1 (controle) e testes 2 a 5 (suspensdo 48 horas).

TiO, Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 4 Teste 5
(mg L™ (%) com sonicagéo pH 7,0 pH45- pHB8,0-85
(%) (%) 5,0 (%) (%)
Sobrenadante
1 20,5 16,2 14,4 12,9 11,8
5 22,9 18,6 27,6 114 10,9
10 21,1 22,9 29,1 11,1 14,2
50 219 14,1 21,5 12,0 10,1
Precipitado
1 69,5 74,7 72,9 85,6 86,9
5 75,5 80,0 71,4 87,7 88,4
10 77,9 76,1 70,1 87,7 85,6
50 77,0 84,9 77,9 87,7 89,2
Total
1 90,0 90,9 87,4 98,5 98,7
5 98,4 98,6 99,0 99,2 99,3
10 99,0 98,9 99,2 98,7 97,7

50 98,9 99,0 99,2 99,7 2185
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4.1.3. Concentragdo de Ti soluvel e TiO, nas amostras de agua coletadas
durante o experimento nos tempos 0 h e 48 h

Os fons Ti** m/z 48 e 65 foram monitorados e foi possivel quantificar o teor de
Ti™ livre nas solucdes. A partir da obtencdo da concentracio de Ti livre, foi possivel
calcular a concentragdo de TiO, disponiveis nas amostras de &gua coletadas dos
aquarios nos tempos 0 h e 48 h que correspondem, respectivamente, ao inicio e final dos
experimentos em cada pH. As concentracGes de Ti livre e TiO, quantificados nas
amostras estdo apresentadas na Tabela V1.

Em pH 5,0 a concentracdo de Ti e TiO, para as amostras ndo variou entre 0 h
(52,2 %) e 48 h (53,6 %). Em pH 7,0 a concentracdo de Ti e TiO, das amostras
diminuiu 10,3 % entre 0 h (44,9 %) e 48 h (34,7 %). Em pH 8,0 a concentracdo de Ti e
TiO, diminuiu 33,5 % entre 0 h (69,9 %) e 48 h (36,4 %).
Tabela VI. Concentragdo de Ti solivel e TiO, nas amostras de 4gua dos aquérios experimentais com concentrag&o

inicial de 1mg L™ nos diferentes pH (5,0; 7,0; e 8,0) referentes aos tempos Oh e 48h a partir da digestio em persulfato
de amonio e quantificacio do Ti* livre em ICP-MS.

Amostra  Tempo Concentracdo Ti" Diluicéo TiO,] % TiO, em

[1mg LY [mg L7] 10 X mg.L* suspens&o
pH 5,0 Oh 0,032 0,32 0,522 52,2
pH 5,0 48h 0,032 0,32 0,536 53,6
pH 7,0 Oh 0,027 0,27 0,449 449
pH 7,0 48h 0,021 0,21 0,347 34,7
pH 8,0 Oh 0,042 0,423 0,699 69,9
pH 8,0 48h 0,022 0,220 0,364 36,4

4.1.4. Morfologia das NP-TiO,

N&o houve modificagdo na forma das NP-TiO, em suspensdo e precipitada

Figura 16. Imagens das NP-TiO, em solugdo. A. NP-TiO, precipitadas; B. NP-TiO, dispersa em meio aquoso.
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4.2.  Toxicidade aguda das NP-TiO, (CL-50;48h)

Né&o ocorreu mortalidade de P. lineatus expostos a NP-TiO, durante 48 h em pH
5,0, 7,0 e 8,0 em nenhuma das concentracdes testadas. Os testes foram encerrados, uma
vez que, 100 mg L™ é considerada concentracdo limite nos testes de toxicidade aguda
(OECD, 2009), indicando que o organismo teste empregado no estudo ndo pertence ao
grupo mais sensivel para o estudo de toxicidade aguda. Assim, CL50;48h das NP-TiO,
para P. lineatus foi superior a 100 mg L™ (concentracdo nominal).

4.2.1. Analises hematologicas

A osmolalidade e ions plasmaticos estdo apresentados na Tabela VII. A
osmolalidade e a concentracdo de ions CI" do grupo C-pH5 diminuiu e a concentracédo
de fons K™ aumentou (p < 0,05) em relagio ao C-pH7. N&o houve diferencas estatisticas
(p > 0,05) para a concentragio dos fons Na* entre os grupos controle pH5, pH8 e pH7.

Apds exposicdo a NP- TiO,, a osmolalidade diminuiu (p < 0,05) no grupo TiO,-
pH7 em relacio ao seu controle C-pH7. A concentragdo de fons K* diminuiu (p < 0,05)
para os grupos TiO,-pH5 e TiO,-pH7 em relacdo aos respectivos controles controle C-
pH5 e C-pH7. A concentracdo de ions CI" aumentou (p < 0,05) para o grupo TiO,-pH5 e
diminuiu (p < 0,05) para o grupos TiO,-pH8 em relacdo aos respectivos controles C-
pH5 e C-pH8. Ndo houve diferencas significativas (p > 0,05) para a concentracdo de
fons Na" entre os grupos os expostos TiO,-pH5, TiO,-pH7 e TiO,-pH8 em relagdo aos
seus respectivos controles.

Tabela VII. Concentragio de fons (Na*, K™ e CI") e osmolalidade do plasma sanguineo de Prochilodus lineatus
expostos a NP-TiO, em diferentes pH (5,0, 7,0 e 8,0), durante 48h.

pH 5,0 pH 7,0 pH 8,0
Parametros Controle NP-TiO, Controle NP-TiO, Controle NP-TiO,
(Nrr?Eq L'l) 133,4+115 1245493 153,2+14,3 149,6+12,9 171,513 163,4+11,8
K* # * *
(MEq L) 5,9+0,2 5,4+0,6 4,4+0,5 4,8+0,4 4,5+0,3 4,7+0,4
Ccr # * + *
(MEq L™Y) 97,9+3,2 110+2,6 129,749,2 113,1+3,6 122,74£3,7  105,1+4,8
Osmolalidade

# *
(WOsmol Kg?)  217¢151° 236106 2083+198 2494:17,6* 2876+125 2881:17.2

Os valores sdo média £ EPM. * indica diferenca significativa entre o grupo exposto a NP-TiO,
em relacdo aos seus controles; # - indica diferenga dos grupos controles C-pH5 ou C-pH8 em
relacdo ao grupo C-pH7 (p<0,05).



Resultados |45

A Figura 19 mostra os valores médios de Hct, Hb, RBC e dos indices
hematimétricos (VCM, HCM e CHCM) de P. lineatus dos grupos controles e expostos a
1 mg L™ de NP-TiO, em &gua com pH 5,0, 7,0 e 8,0 durante 48 h. N&o houve diferencas
significativas (p> 0,05) no Hct e HCM entre os grupos C-pH5, C-pH7 e C-pH8. A
concentracdo de hemoglobina (Hb) e CHCM diminuiu e 0 VCM aumentou (p < 0,05)
no grupo C-pH8 em relagdo ao C-pH7; o RBC diminuiu significativamente (p < 0,05)
para 0s grupos C-pH5 e C-pH8 em relacdo ao grupo C-pH?7.

A exposicdo as NP- TiO, nos diferentes pH ndo alterou o Hct, RBC e VCM dos
animais relagéo aos seus respectivos controles. A concentracdo de Hb, HCM, CHCM
diminuiu (p < 0,05) no grupo TiO,-pH5 em relacdo ao seu controle C-pH5 e aumentou

(p < 0,05) nos grupos TiO,-pH7 e TiO,-pH8 em relacdo aos controles C-pH7 e C-pH8.

4.2.2. Atividade das enzimas relacionadas a regulacao idnica

A Figura 20 mostra os valores médios das atividades das enzimas relacionadas a
regulacéo idnica anidrase carbonica (AC), Na'/K*-ATPase (NKA) e H-ATPase de P.
lineatus dos grupos controles e expostos a 1 mg L™ de NP-TiO, com pH 5,0, 7,0 e 8,0
durante 48h.

A atividade da enzima AC diminuiu significativamente (p < 0,05) nos grupos C-
pH5 e C-pH8 em relacdo ao controle C-pH7 e ap6s exposicdo as NP-TiO,, a atividade
da enzima diminuiu significativamente (p < 0,05) apenas no grupo TiO,-pH7 em
relacdo ao seu controle C-pH7 (Figura 20A).

O pH da agua (C-pH5, C-pH8 e C-pH 7) nédo alterou a atividade da NKA e a
exposicdo as NP-TiO, aumentou a atividade da enzima nos animais mantidos em pH 8,0
(Figura 20B). Nao houve diferenca significativa (p > 0,05) na atividade da H-ATPase
entre os grupos C-pH5 e C-pH8 e C-pH7 e a exposicdo as NP-TiO, ndo alterou a

atividade da enzima em nenhum pH (Figura 20C).
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Figura 17. Varidveis hematoldgicas de Prochilodus lineatus expostos a NP-TiO, em agua com pH 5,0, 7,0 e 8,0,
durante 48h. A. Hematécrito (Hct); B. Concentragdo de hemoglobina ([Hb]); C. NUmero de eritrocitos (RBC); e
indices hematimétricos: D. Volume Corpuscular Médio (VCM); E. Hemoglobina corpuscular média (HCM); F.
Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM). Média + EPM. * indica diferenca significativa entre o
grupo expostos a NP-TiO, em relagdo aos seus controles; # - indica diferenca dos grupos C-pH5 ou C-pH8 em

relacdo ao grupo C-pH7 (p < 0,05).
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Figura 18. Atividade da enzima anidrase carbonica (A), Na'/K'-ATPase (B) e H"-ATPase (C) nas branquias de
Prochilodus lineatus expostos a NP-TiO, nos pH 5,0, 7,0 e 8,0. Média + EPM. * indica diferenga significativa entre
0s grupos expostos a NP-TiO, em rela¢do aos seus controles; # - indica diferenca dos grupos C-pH5 ou C-pH8 em
relacdo ao grupo C-pH7 (p<0,05).

4.2.3. Densidade e area fracional das células cloreto

A Figura 21A mostra parte de filamentos branquiais da hemibrénquia anterior e
posterior unidos pelo septo interbranquial e a localizacdo das lamelas nos filamentos
branquiais indicando o local em que as imagens da superficie das CC foram obtidas.
Essa regido é o local em que as imagens sdo obtidas sem distor¢do e é representativa da
distribuicdo dessas células ao longo do epitélio do filamento.

As células pavimentosas ocupam a superficie do epitélio do filamento em
contato com a agua e entre elas é possivel identificar as CC. A superficie das células
pavimentosas de P. lineatus apresentam microdobras na regido apical. As membranas

apicais das CC permitem dividi-las em 2 tipos distintos: Tipo 1 - CC cuja membrana



Resultados |48

apical possui um aspecto de esponja e tem maior frequéncia e, Tipo 2 - cuja membrana
apical forma uma cripta e ndo é possivel observar detalhadamente as caracteristicas da
membrana e tem frequéncia muito baixa na superficie do filamento (Figuras 21 e 22).
As CC tipo 2 proporcionam a formacdo de um microambiente que favorece as trocas
ibnicas. As Figuras 21B, C e D mostram respectivamente, eletromicrografias capturadas
em animais expostos a pH 5,0, 7,0 e 8,0.

A éarea fracional e a densidade das CC tipo 1 ndo foram alteradas pela exposicao
a diferentes pH (C-pH5 e C-pH8 e C-pH7) e as NP-TiO, (Figuras 22 A e C). Em
relagdo as CC tipo 2, a &rea fracional e densidade néo diferiram nos grupos controles
nos diferentes pH, mas apds exposicdo as NP-TiO,, essas células ndo foram observadas
nos animais em pH 5,0 (TiO,-pH5) e aumentaram (p < 0,05) em pH 7,0 (TiO,-pH7)
(Figuras 22B e D).

e e~ R

J o=
= ,\@ T L

Figura 19. Eletromicrografias de varredura (SEM) do epitélio do filamento branquial de Prochilodus lineatus. A.
Filamento branquial mostrando a localizacdo das lamelas (L) e local onde a captura das imagens foi feita para as
analises (setas). Barra de escala = 500 um; B. Células-cloreto — pH 5,0; C. Células-cloreto — pH 7,0; D. Células-
cloreto - pH 8,0. Em B, C e D Setas simples indicam CC tipo I; setas duplas indicam CC tipo II; Barra de escala = 20

pm.
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Figura 20. Area fracional (AFCC - %) e densidade de células-cloreto (CC) nas branquias de Prochilodus lineatus dos
grupos controles e expostos a NP-TiO, em pH 5,0, 7,0 e 8,0 durante 48h. A. AFCC de CC tipo I; B. AFCC de CC
tipo 1l; C. Densidade de CC tipo | (CC.mm™); D. Densidade de CC tipo Il (CC.mm?). Média + EPM. * indica
diferenca significativa entre grupos (p<0,05).

4.2.4. Respostas antioxidantes e peroxidacao lipidica

O pH da &gua mostrou efeito significativo na producdo de ERO; a concentracdo
de ERO (Figura 23A) diminuiu (p < 0,05) nos grupos C-pH5 e C-pH8 em relagédo ao C-
pH7 e, apds exposicdo as NP-TiO,, diminuiu no grupo TiO,-pH5 em relacdo ao seu
controle (C-pH5). Entretanto ndo houve diferenga significativa na concentragdo de
perdxidos de lipidios, exceto no grupo C-pH8 que foi menor que em pH 5,0 e 7,0. A
atividade da SOD (Figura 23D) ndo foi alterada nos diferentes pH, grupos C-pH5, C-
pH7 e C-pH8, mas a exposicdo as NP-TiO; induziu aumento da atividade da SOD nos
grupos TiO,-pH7 (p < 0,05) em relagdo ao controle C-pH7 e diminuiu no grupo TiO,-
pH8 em relacdo ao C-pH8. A CAT (Figura 23C) diminuiu nos grupos C-pH5 e C-pH8
em relacdo ao C-pH7 e nos grupos TiO.-pH7 e TiO,-pH8 em relacdo aos seus
respectivos controles e aumentou (p < 0,05) no grupo TiO2-pH5 em relacdo ao grupo C-
pH5. Néo houve diferenca significativa (p > 0,05) na atividade da GPx (Figura 23E) e
GST (Figura 23F) entre os grupos. A concentracdo da GSH diminuiu nos animais
expostos ao pH5 em relagdo ao pH7 (p < 0,05) mas ndo apds a exposicdo a NPs. A
atividade da GCL ndo sofreu alteracdo em funcdo da exposicdo aos diferentes pH,
porém aumentou em funcéo da exposicdo a NP-TiO, no grupo TiO,-pH7 (p < 0,05) em

relacdo ao C-pH7.
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Figura 21. A. Espécies reativas de oxigénio (ERO); B. Peroxidagdo lipidica (LPO); C. Atividade da superdxido
dismutase (SOD); D. Atividade da catalase (CAT); E. Atividade da glutationa peroxidase (GPx); F. Atividade da
glutationa S-transferase (GST); G. Concentracdo da glutationa reduzida (GSH); H. Atividade da glutamato-cisteina
ligase (GCL) nas branquias de Prochilodus lineatus dos grupos controle e exposto a NP-TiO, nos pH 5,0, 7,0 e 8,0,
durante 48h. Média + EPM. * indicam diferencas significativas entre os grupos experimentais em relacdo aos seus
controles; # - indica diferenca dos grupos C-pH5 ou C-pH8 em relagéo ao grupo C-pH7 (p < 0,05).
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4.2.5. Analise histopatolégica

As analises das brénquias evidenciou diferencas morfoldgicas entre os grupos
controle expostos aos pH 5,0, 7,0 e 8,0. A frequéncia de CC nas lamelas dos animais do
grupo C-pH7 foi menor que nos grupos C-pH5 e C-pH8. Nos animais do grupo C-pH5 a
frequéncia de CM localizadas no topo das lamelas, enquanto nos outros grupos
controles, poucas CM foram encontradas. Nos grupos C-pH5 e C-pH8 houve um
aumento na hipertrofia e hiperplasia das CPv em relacdo ao C-pH7 e no grupo C-pH5
houve alteracdo do sistema de células pilares em algumas lamelas, ou seja, houve
rompimento das células pilares.

Em relacdo a exposicdo & NP-TiO,, houve um aumento na frequéncia da
dilatacdo dos vasos sanguineos e do decréscimo do espaco entre as lamelas nos grupos
TiO,-pH5, TiO,-pH7 e TiO,-pH8 em relacdo aos seus controles. Notou-se um aumento
na frequéncia de hipertrofia e hiperplasia do epitélio da lamela e do filamento, assim
como da fuséo de algumas lamelas no grupo TiO,-pH7 em relagdo ao seu controle. A
frequéncia de CC ndo variou entre os grupos expostos a NP-TiO, em relacdo aos seus
controles. Houve um aumento na frequéncia de aneurismas apicais e aneurismas no
grupo TiO,-pH8 em relacdo C-pH8. A quantidade de CM presentes no topo das lamelas
nos grupos TiO,-pH5 foi menor do que as do grupo C-pH5.

A frequéncia e o tipo de alteragdo nas branquias dos espécimes de P. lineatus
expostos NP-TiO, em diferentes pH estdo representados na Tabela VIII.

A estrutura normal do epitélio lamelar branquial esta representada pela Figura
24A, onde se observa uma fina camada de revestimento formada pelas células
pavimentosas.

As principais histopatologias encontradas nas branquias de P. lineatus neste
estudo estdo representadas na Figura 24 (B-H). As patologias mais frequentes foram as
de estagio de severidade I, como, hipertrofia do epitélio lamelar, hiperplasia do epitélio
lamelar, proliferacdo de células cloreto, decréscimo do espaco interlamelar, hiperplasia
do epitélio do filamento, dilatacdo dos vasos sanguineos, fusdo incompleta das lamelas,
fusdo completa de algumas lamelas. Aneurismas, que sdo alteracBes histopatologicas de
estagio de severidade II, foram encontrados somente no grupo NP-pH8. N&o foram
observadas alteracdes histopatoldgicas de estagio de severidade 11l nas branquias dos

peixes.
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Tabela VIII. Frequéncia de alteracGes histopatoldgicas encontradas nas branquias de Prochilodus lineatus expostos a
NP-TiO, em diferentes pH.

Alteracoes Estagio CpH5 TiO,pH5 CpH7 TiO,pH7 CpH8 TiO,pHS8
Dilatagdo dos vasos sanguineos | 0* * 0* 0* 0* *
Hipertrofia do epitélio da | . . . . . "o
lamela
Hipertrofia e hiperplasia de | o . . o* . o
células cloreto
Hiperplasia do epitélio da | * . o* . . o
lamela
Descolamento do epitélio da

P | 0 0 o 0 0 o*

lamela
Hiperplasia do epitélio do | . . . . . .
filamento
Decrescimo do espago | - o 0* o * *
interlamelar
H’ipertrofia e hiperplasia de | - o* o* 0* 0* o*
celulas mucosas
Fusdo incompleta das lamelas | 0* 0* 0* * 0* 0*
Fusdo completa de algumas

P g | o* o o o 0 o*
lamelas
Aneurisma apical | 0* 0* 0* 0 0 0*
Aneurisma 1 0 0 0 0 0 0*

0 = ausente, 0* = raramente frequente, * = frequente, ** = muito frequente, *** = extremamente frequente

O indice de alteracdes histopatoldgicas (IAH — Figura 25 A) indicou o
funcionamento normal do 6rgdo em todos 0s grupos, com excecao ao grupo NP-pHS,
cujo IAH indicou danos leves a moderados no 6rgdo. Contudo, alguns animais do grupo
NP-pH8 apresentaram lesfes moderadas a severas e que podem afetar o funcionamento
do 6rgdo. O valor médio de alteracdes (VMA — Figura 25B) indicou auséncia de
alteracdo histopatologica para o grupo C-pH7 e lesbGes pontualmente localizadas nas
branquias dos animais dos demais grupos. O IAH do grupo NP-pH 8,0 aumentou (p <
0,05) em relacdo ao grupo C-pH8; os demais grupos ndo apresentaram diferencas
significativas. Em relacdo ao VMA, nenhum dos grupos apresentou diferencas

significativas.
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Figura 22. Histopatologias em branquiais de Prochilodus lineatus expostos a NP-TiO2 em diferentes pH. A. Estrutura

normal da branquia; B. Hipertrofia do Epitélio da lamela (setas) C. Fusdo completa de algumas lamelas (seta); D.
Fuséo completa de todas as lamelas; E. Dilatacdo dos vasos sanguineos (seta); F. Aneurismas Apicais (setas); G.
Hipertrofia e Hiperplasia de cél. cloreto (seta); H. Hipertrofia do Epitélio da lamela (setas); L. Lamela; F. Filamento.
Glutaraldeido. Azul de Toluidina. Escala =20 pm.
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Figura 23. indice de alteragBes histopatoldgicas (IAH); B. Volume médio de alteragdes (VMA); em branquias de
Prochilodus lineatus dos grupos controle e exposto a NP-TiO, nos pH 5,0, 7,0 e 8,0, durante 48h. Média + EPM. *
indicam diferencas significativas entre os grupos experimentais em relagdo aos seus controles; # - indica diferenca
dos grupos C-pH5 ou C-pH8 em relagéo ao grupo C-pH7 (p < 0,05).
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5. DISCUSSAO

5.1. Caracteristicas fisico-quimicas das NP-TiO;

Quando as NP-TiO, estdo em suspensdo, a maioria das particulas possui uma
carga de superficie constituida pela dissociacdo de grupos ionizaveis na superficie da
particula e/ou pela adsorcao diferencial de ions da solucdo na superficie da particula. A
carga na superficie da particula determina a distribuicdo de ions ao seu redor, assim
como a concentracdo de ions de carga oposta que se mantém proximos a sua superficie,
compondo, dessa forma, uma dupla camada elétrica entre a particula e o liquido da
suspensdo. Em particulas neutras existe a atuacdo da forca atrativa de van der Waals,
que favorece a agregacdo e a forca de repulsdo estérica, que favorece a estabilizacao.
Em particulas carregadas a atracdo eletrostatica favorece a agregacdo, enquanto que a

repulsdo eletrostatica favorece a estabilizacdo (Doane et al., 2011).

zeta
potentia

)
negatively charged ——p 1
particle surface .

+ dispersion
>~

Figura 24. llustracdo da dupla camada eletrostatica que se forma ao redor da particula em suspenséo.

O potencial zeta (Pz) é o potencial elétrico no plano hidrodindmico de
cisalhamento, ou seja, o potencial da dupla camada elétrica que a particula apresenta, é
dependente da superficie da particula e do dispersante e, dessa forma, pode ser afetado
pelo pH (Figura 26), concentracdo das particulas no meio ou forca ibnica do meio

(Doane et al., 2011). O potencial zeta prediz a estabilidade da particula em uma
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suspensdo, sendo a suspensdo considerada estavel quando potencial zeta esta entre - 30
mV e+ 30 mV.

ESTABLE

INESTAELE

Potencial Feta (mvy)

ESTABLE

pH

Figura 25. Variagdo do potencial zeta em diferentes pH. Em vermelho estd a regido de
instabilidade (entre pH 4,0 e pH 7,5). Disponivel em http://www.quiminet.com/

Os potenciais zeta das amostras de agua do experimento com P. lineatus nos pH
5,0; 7,0 e 8,0 estdo dentro da faixa que corresponde a -30mV a +30mV, onde as NP-
TiO, ndo sdo estaveis e tendem a formar aglomerados no meio em que estdo. O
potencial zeta da suspensdo das NP-TiO, em pH 5,0 foi maior que nos pH 7,0 e 8,0,
evidenciando a interferéncia do pH e favorecendo a formacdo de aglomerados de NP-
TiO,. Observando a Figura 26 seria esperado que as NP-TiO, em pH 8,0 seriam
estaveis, contudo, os valores de potencial zeta das amostras em pH 8 indicaram
instabilidade, que pode ser explicado devido a alta concentracdo de NP-TiO; no meio (1
mg L™, concentracdo nominal), que possivelmente diminui a distancia entre uma
particula e outra favorecendo a agregacado destas.

Considerando que o potencial zeta das NP-TiO, e que a média dos diametros
hidrodindmicos e os valores maximos e minimos dos aglomerados de NP-TiO, nos pH
5,0 foram maiores em comparacdo ao pH 7,0 e 8,0, no pH 5,0 os peixes foram expostos
a aglomerados de particulas maiores, o que pode ter dificultado a entrada de NP-TiO,
nos organismos dos peixes causando assim menores alteragdes nesses animais. Esse fato
corrobora com o comportamento das NP-TiO, observados nos aquéarios durante os
experimentos, apds aproximadamente 1 h de exposicdo era possivel notar NP-TiO,
decantadas no fundo dos aquarios com pH 5,0 tornando a agua mais transllcida
enquanto que em pH 7,0 e 8,0 a agua manteve o aspecto leitoso. Segundo McDonald et
al., (1980) o efeito do pH da agua sobre metais & complexo, podendo afetar a

solubilidade e/ou a especiagdo de muitos metais.
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Os testes de recuperacdo das NP-TiO, ap6s suspensdo em meio agquoso
mostraram que praticamente 70-80 % das NPs ndo se mantem em suspensdo e
precipitam o que sugere que em ambiente natural as NP-TiO, poderdo se acumular no
sedimento, a agitacdo favorece a manutencdo das NP em suspensdo uma vez que no
teste 3 a precipitacdo de NP foi de aproximadamente 70 %. Em agua com pH 5,0 e 8,0,
a precipitacdo em torno de 85 a 89% sugerem que nesses pH as NPs tendem a facilitar a
agregacao das NP-TiO,. De um modo geral, ndo ha um perfil de dispersdo em relacéo a
concentracdo das NP-TiO, em agua. Independente do pH, a suspensdo de NP-TiO, em
agua ndo altera a morfologia das NP-TiO,.

As porcentagens de Ti livre obtidos por digestdo das amostras de &gua com NP-
TiO, por persulfato de amdnio, cuja concentracéo inicial foi 1 mg L™ nos pH 5,0, 7,0 e
8,0 ndo foram condizentes com o esperado no tempo Oh para nenhum dos trés pH. A
concentracdo de NP-TiO, para as amostras de pH 5,0 ndo variou entre 0 h (52,2 %) e 48
h (53,6 %), em pH 7,0 ocorreu uma diminuicdo de aproximadamente 10 % entre O h
(44,9 %) e 48 h (34,7 %) e em pH 8,0 a diminuicdo na concentracdo de NP-TiO; de
33,5 % entre os tempos Oh (69,9 %) e 48h (36,4 %).

5.2.  Toxicidade das NP-TiO, para P. lineatus em diferentes pH da agua

As NP-TiO; ndo foram tdxicas para P. lineatus quando em suspensdo em agua
com pH 5,0, 7,0 e 8,0. Em todas essas condicBes experimentais ndo houve mortalidade e
a CL-50;48h das NP-TiO, foi superior a 100 mg L™, sendo entfo considerada nao-
toxica de acordo com a classificacdo de Zuker (1985) para compostos quimicos.
Kovriznych et al. (2013) determinou a CLs; 48h de 31 tipos de NPs em ovos e
individuos adultos de Danio rerio e verificou que a CLsp;48h para animais expostos a
NP-TiO, foi superior & 1600 mg L™, o que corrobora o presente estudo em P. lineatus.
A toxicidade aguda 96 h (CLsp;96 h) de NP-TiO; para D. rerio estimada por Xiong et
al. (2011) foi de 124,5 mg L™ confirmando a auséncia de toxicidade das NP-TiOs.
Entretanto alguns dados tem sido contraditérios, Diniz et al. (2013) avaliou a toxicidade
(CLso;96h) das NP-TiO, em Carassius auratus e Danio rerio, duas espécies de peixes
dulcicolas, e verificou que ndo houve mortalidade para C auratus; porém houve

mortalidade de 53 % D. rerio expostos & 100 mg L™.



Discussao |58

5.2.1. Respostas hematoldgicas

A manutencdo da osmolalidade, que se refere ao balanco de &gua entre o meio
intracelular e o meio extracelular, e a regulacdo do volume dos varios compartimentos
do organismo, que se refere a concentracdo de sodio (Na*) dada pela relacdo entre
absorcdo e excrecdo de Na®, sdo fundamentais para manter a homeostase dos
compartimentos bioldgicos e as condicdes fisioldgicas dos animais (Aires, 2008).

Apesar da concentracio de Na* ndo ter alterado, a diminuicio da osmolalidade
no grupo C-pH5 em relacdo ao grupo C-pH7 pode ser explicada pela diminuigcdo na
concentracdo dos ions CI. O CI" é o principal &nion do liquido extracelular e, assim
como o Na*, o CI" auxilia a manter a osmolalidade no plasma. Quando ocorre acidose,
0s niveis de HCOj3 sdo aumentados no sangue para restaurar os valores normais do pH
0 que pode afetar a concentracdo de CI™ plasmatico em peixes (Marieb & Hoehn, 2009).
Segundo Wood (1989, 2001) a exposi¢do a pH acido e pH alcalino sdo potencialmente
toxicos para peixes, sendo o pH &cido capaz de inibir a captacdo de ions CI™ através das
branquias e estimular passivamente o efluxo desses ions o que corrobora com 0s
resultados obtidos no presente estudo em que o nivel interno de ions CI" foram menores
no grupo C-pH5, enquanto o pH alcalino ndo houve diferenca em relagéo ao C-pH7.

A diminuicdo da concentracdo dos ions CI™ para o grupo TiO,-pH8 em relacdo
ao controle C-pH8 pode ter causado a diminuicdo da osmolalidade plasmatica,
sugerindo que a exposicdo a NP-TiO, dificulta o transporte de CI" para o plasma dos
animais. Entretanto, o aumento dos ions CI" no grupo TiO,-pH5 em relacdo ao seu
controle C-pH5, corrobora a hip6tese de que em pH 5,0 (&cido) as NP-TiO, tendem a se
aglomerar mais, dificultando sua entrada no organismo, ndo interferindo tanto na
concentracdo de CI" do plasma.

A diminuicdo da concentracdo de Hb no grupo C-pH8 em relacdo ao controle C-
pH7 indica um possivel efeito sobre a producdo de hemoglobina em animais expostos a
pH alcalino. A diminuicdo da concentracdo de Hb, HCM e CHCM no grupo TiO2-pH5
em relacdo ao C-pH5 sugere um efeito da exposicéo as NP-TiO,. Contudo, nos pH 7,0 e
8,0 0 aumento da concentragdo de Hb, HCM e CHCM nos grupos expostos a NP-TiO,
em relagdo aos seus respectivos controle podem ter sido causados pela associagéo entre
pH e NP-TiOs.

Apesar da concentracdo de hemoglobina ter alterado, ndo foi observado
alteracdo no RBC (numero de eritrdcitos) nos grupos expostos a NP-TiO, em relacéo

aos seus controles, o que sugere que a exposicdo as NP-TiO; nos diferentes pH podem
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ter afetado a produgdo de hemoglobina mas ndo afetou o nimero de eritrocitos. Porém,
a diminuicdo do RBC nos grupos C-pH5 e C-pH8 e aumento do VCM no grupo C-pH8
em relacdo ao controle C-pH7 podem estar associados a alteracdo idnica no meio
intracelular devido ao aumento da concentracio dos ions Na* e CI” no meio intracelular,
que favorece a entrada de 4gua na célula, aumentando o volume dos eritrocitos, levando

a hemolise (Tavares-Dias e Moraes, 2004).

5.2.2. Respostas ionosméticas

Os peixes teledsteos apresentam mecanismos para a manutengdo do equilibrio
ionosmotico muito eficientes mesmo quando expostos a alteragdes no meio como,
variacdo de pH, disponibilidade de ions, presenca de xenobidticos, temperatura e
alcalinidade. As branquias sdo o primeiro 6rgdo de contato com a agua do ambiente,
exercendo papéis fundamentais na regulacdo iénica, equilibrio acido-base e nas trocas
gasosas (Hirose et al., 2003; Evans et al., 2005; Paulino et al., 2012b). As CC, em alto
nimero nas branquias, sio os principais sitios de absorcdo de jons, como Na*, Cl" e Ca*
nos peixes dulcicolas (Mazon et al., 2002; Sakuragui et al., 2003; Evans et al., 2005;
Shiogiri et al., 2012).

O aumento da atividade da enzima NKA no grupo TiO,-pH8 pode estar
associado a um aumento na entrada de ions CI" do meio para as células pela a¢do do co-
transportador Na*-CI e/ou pela acdo da H-ATPase que pela excrecdo de jons H* que
favorece a entrada de Na* nas células e, consequentemente, elevaria a concentragdo dos
fons Na* intracelular. Com o aumento do Na®, para manter o equilibrio i6nico a
excrecdo dos fons Na* para fora da célula é feita por intermédio da NKA, aumentando
assim a atividade dessa enzima. A diminuicdo observada das concentracdes dos ions
plasmaticos Na* e CI” corroboram esta hipotese.

Apesar da exposicdo a diferentes pH que, a principio, causaria dificuldades na
manutencdo do equilibrio acido-base dos organismos expostos, a atividade da enzima
H-ATPase ndo foi alterada. As H-ATPases se localizam na membrana apical das CC,
onde promovem a excrecdo de fons H* para o meio externo, criando um gradiente
eletroquimico que favorece a entrada de Na* do meio para a célula através dos canais de
Na"™ (Inokuchi et al., 2009; Cavicchioli-Azevedo, 2013).

A atividade da anidrase carbonica pode ter sido inibida devido a mudanca de pH
(5,0 e 8,0) assim como quando exposta a NP-TiO, no pH 7,0. A diminuigéo da atividade

da enzima AC no C-pH5 em relagdo ao C-pH7 foi acompanhada pela diminuicdo na
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concentracdo de ions CI" no plasma. Os ions CI” entram na célula através do trocador CI’
/HCO3’, sendo que a producdo dos ions HCOj3 € intermediada pela agdo da enzima AC
que através da hidratagio do CO,, forma os ions H" e HCO3". Na exposic¢do ao pH 5,0, a
concentragdo de H* aumentou no meio, que pode ter levado a um aumento da entrada
desses ions através de canais idnicos das células do epitélio lamelar, aumentando sua
concentracgdo intracelular. Dessa forma a reacdio H,O + CO; «<» H® + HCO;s foi
deslocada para o lado esquerdo, sendo a atividade da AC inibida devido a elevada
concentragéo de H*. De forma semelhante, quando os peixes foram expostos ao pH 8,0,
a concentracdo dos ions HCOjz aumentou no meio e, através de difusdo, sua
concentra¢do no meio intracelular aumentou também, o que pode ter inibido a atividade
da AC. A inibicdo da AC no grupo TiO2-pH7 em relacdo ao seu controle sugere que as
NP-TiO, ou os ions Ti dissociados das NP podem ter se ligado as AC, causando sua
inibicdo. A AC é uma metaloproteina que utiliza o zinco como co-fator em seu sitio
ativo (Vitale et al., 1999). Os ions Ti podem competir com o zinco, causando mudancas
na conformacédo da estrutura da proteina, prejudicando seu funcionamento e, podendo
mudar as condicdes fisiologicas do organismo (Shultz et al., 2012). Alguns trabalhos
sugerem que a exposicdo a NP pode também afetar a funcdo da AC em humanos
(Lundgvist et al., 2004; Manokaran et al., 2010).

As CC sdo ricas em mitocondrias e possuem um complexo sistema tubular
originario de sua membrana basolateral, onde se localizam proteinas fundamentais no
transporte idnico como a NKA e trocadores (Hirose et al., 2003; Carmona et al., 2004;
Liu et al., 2012; Cavicchioli-Azevedo, 2013). Estudos tém mostrado que a densidade de
CC em espécies de teledsteos, assim como o tamanho e a forma da sua superficie CC
podem alterar quando expostas a diferentes tipos de poluentes (Mazon et al., 2002; Al-
Ghanbousi et al., 2012; Paulino et al., 2012).

Apesar da exposicao a diferentes pH ndo ter causado alteracdo na area fracional
e na densidade das CC na base do filamento em contato com o meio externo, a analise
histopatoldégica mostrou um aumento na quantidade de CC presentes no epitélio da
lamela, principalmente nos animais expostos a pH5 em relagdo ao pH7, que pode
indicar uma resposta para manter o equilibrio &cido-base dos individuos em pH acido.

A maior &rea fracional e densidade das CC tipo Il nos animais expostos a NP-
TiO, em pH 7,0 sugere o aumento de um microambiente que favoreca as trocas iénicas.
A auséncia de CC tipo Il em animais expostos a NP-TiO, em pH 5,0 sugere que a

existéncia de um microambiente acido dificultaria as trocas idnicas.



Discussao |61

5.2.3. Respostas antioxidantes

Muitos estudos tem demonstrado que a exposicdo a NP-TiO; leva a producéo de
ERO (Federici, 2007; Hao et al., 2009; Palaniappan and Pramod, 2010; Xiong et al.,
2011; Clemente et al., 2013). A maior parte das ERO é produzida devido as
propriedades cataliticas das NP-TiO,, as quais na presenca de luz podem transferir
elétrons para substratos, como peréxido de hidrogénio (H,O,) ou compostos organicos
clorados para gerar o radical hidroxil (Hirano, 2005; Federici, 2007; Clemente et al.,
2013). Xiong et a. (2011) observaram que a produgdo de *OH em solu¢des de 50 mg L™
de NP-TiO, em contato com o epitélio branquial causa sérios danos.

Para compensar a producdo de ERO decorrente da exposicdo a xenobidticos, os
teledsteos, assim como o0s mamiferos, possuem um sistema antioxidante bem
desenvolvido capaz de transformar as ERO em substancias ndo téxicas para as células,
controlando assim os danos celulares (Monteiro et al., 2003; Pandey et al., 2003;
Paulino et al., 2012; Carmo, 2015).

A diminuicdo da producdo de ERO nas branquias de P. lineatus sugere que a
exposicdo a pH acido ou pH basico induz menor atividade metabodlica responsavel pela
producdo de ERO nesse 6rgdo. A diminuicdo de ERO ndo alterou a atividade das
enzimas do sistema antioxidante SOD e GPx e resultou em reducdo da atividade da
CAT em ambos os pHs 5,0 e 8,0. Embora ndo tenha ocorrido reducdo da atividade da
GPx e da enzima de biotransformacdo de fase IlI, GST, que utilizam a GSH como
substrato, o nivel de GSH diminuiu apenas nos animais expostos ao pH 5,0. Em
consequéncia da reducdo de ERO em pH 8,0 houve uma reducdo nos niveis de
peroxidacdo lipidica nesse grupo.

Em relacdo a exposicdo a NP-TiO,, a diferenca do diametro hidrodindmicos dos
aglomerados de NP-TiO, que foram maiores nos pH 5,0, poderia dificultar a entrada das
NP no organismo e explicar a menor producdo de ERO nesse grupo, quando
comparados ao pH 7,0. A SOD ¢ a primeira enzima a agir sobre as ERO sendo
responsavel pela dismutacdo do radical superéxido O, em O, e H,O,. A SOD é muito
sensivel a estresses causados por poluentes e pode ser utilizada como um sinal
indicativo de estresse oxidativo, sendo um alerta precoce de polui¢do ambiental (Hao et
al., 2009). O aumento da atividade da SOD no grupo TiO,-pH7 e redugdo no grupo
TiO,-pH8 sugere diferentes respostas das branquias frente a NP-TiO, dependente do pH

da agua. A diminuicdo da atividade da SOD no grupo TiO,-pH8 sugere que o sistema
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de defesa antioxidante poderia estar sobrecarregado (Vander et al., 2003; Hao et al.,
2009).

Concomitantemente, o aumento da CAT nos grupos TiO,-pH5 e em TiO,-pH8, a
diminuicdo da CAT no grupo TiO,-pH7 evidencia a influencia do pH da agua nas
respostas antioxidantes. O aumento da atividade da CAT nos pH5,0 e 8,0 podem ter
ajudado na manutencdo dos baixos niveis de ERO. A CAT é uma enzima chave no
sistema de defesa antioxidante para converter os radicais livres H,O, em &gua e
oxigénio (Hao et al., 2009) e atua como suporte para o sistema glutationa dependente,
sendo acionada quando h& altos niveis de H,0O,, devido a baixa afinidade que possui
pelo substrato. Por ndo depender da producdo de GSH para funcionar, a CAT possui
uma atividade rapida. A CAT se localizada principalmente nos peroxissomos (Shaw &
Handy, 2012). Hand et al., (2008) sugere que a forma mais provavel de transporte das
NP-TiO, para dentro das células € a partir de vesiculas (Figura 27), o que poderia
indicar que os peroxissomos podem produzir CAT também para eliminar NP-TiO, das
células. Hao et al. (2009) observaram diminuicdo na atividade da CAT nas branquias de
Cyprinus carpio expostos a diferentes concentracGes de NP-TiO, (10, 50, 100 e 200 mg
L) nos primeiros dias de exposic&o que, segundo os autores, seria um indicativo de que
sob estresse a atividade da CAT é inibida e as ERO gradualmente tendem a se acumular.

Apesar dos niveis de GSH nao terem alterado com a exposicdo a NP-TiO,, nota-
se um aumento da atividade da GCL no grupo TiO,-pH7, enzima responsavel pela
producdo de GSH, o que sugere que o aumento da GSH pode ser um mecanismo
acionado mais tardiamente, ou seja, em exposi¢cdes mais prolongadas. Federici et al.
(2007) verificou um aumento expressivo nos niveis de GSH nas branquias de
Oncorhynchus mykiss expostas @ 1 mg L™ durante 14 dias em pH neutro. A diminuicio
dos niveis de GSH em pH 5,0 pode sugerir que sua producdo pode ter sido afetada

devido ao pH &cido.
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5.2.4. Respostas morfolégicas

A principal funcéo das branquias dos peixes € a respiracdo. A estrutura branquial
¢ adaptada para tornar as trocas gasosas ocorram da forma mais eficiente possivel (Guan
& Lin, 2004). A estrutura delicada das brénquias pode sofrer danos pela acdo de
substancias toxicas e/ou abrasivas presentes no meio; porém, apesar da relativa
fragilidade, normalmente ha recuperacdo dos tecidos que constituem as branquias
quando as condi¢des criticas sdo revertidas (Harper & Wolf, 2009; Carmo, 2015).

A hipertrofia e hiperplasia do epitélio lamelar observadas nos grupos expostos a
NP-TiO, assim como a fusdo das lamelas observadas em maior frequéncia no grupo
TiO,-pH7 e o descolamento epitelial observado no grupo TiO,-pH8 consistem em
mecanismos de defesa que tendem a aumentar a distancia de difusdo dgua-sangue para
evitar a absor¢do de componentes toxicos, como NP-TiO,. No entanto, embora essas

alteracdes dificultem a entrada de substéncias tdxicas no organismo, elas podem
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dificultar as trocas gasosas, podendo causar danos maiores como, vasodilatagdo dos
vasos sanguineos, rompimento do sistema de células pilares e formagdo de como
observado no grupo TiO,-pH8. Aumento na incidéncia de dilatacdo dos vasos,
hiperplasia do epitélio da lamela e filamento, fusdo lamelar também foram observados
nas branquias de truta arco-iris expostas a NP-TiO, (Federici et al., 2007) e Cyprinus
carpio (Hao et al., 2009) expostas a NP-TiO, e Danio rerio exposi¢ao a suspencdes de
NP de cobre (Griffitt et al., 2007).

A exposicdo a diferentes pH e a NP-TiO, podem dificultar as trocas idnicas nos
animais expostos. Muitas vezes, em condi¢cdes de estresse, ocorrem hipertrofia e
hiperplasia de CC, que sdo responséveis pela absorcéo de fons Na*, Ca®* e CI” em peixes
de agua doce. Porém, a proliferacdo das CC sugere um maior gasto energético dos
animais na tentativa de manter a homeostase i6nica e osmdtica, podendo causar
prejuizos em longo prazo (Paulino et al., 2012a). Em condi¢des normais, as CC séo
encontradas principalmente no epitélio do filamento branquial, entretanto em &guas
pobres em ions como a maioria das aguas continentais brasileiras, CC podem ser
encontradas nas lamelas secundarias como em P. lineatus (Paulino et al., 2012b). No
presente estudo, nos animais expostos a pH 5,0 e 8,0 houve hipertrofia e hiperplasia das
CC quando comparados aos animais expostos a pH 7,0. A exposicdo a diferentes pH
podem afetar a captacdo de ions nas branquias, sendo a proliferacdo das CC uma
tentativa de compensar o desequilibrio ibnico e osmotico.

A proliferagdo de CM é um mecanismo de defesa que dificultam a absorcéo de
agentes toxicos (Mallat, 1985; Paulino et al., 2012a). A densidade das CM pode variar
dependendo das condi¢bes do ambiente (Moron et al., 2009). Contudo, 0 muco
produzido e liberado pelas CM na superficie branquial pode dificultar as trocas gasosas.

Apesar dos danos histologicos observados neste estudo, as alteracdes
histopatoldgicas encontradas sdo reversiveis caso as condi¢cBes adversas sejam
removidas. Porém, caso a exposi¢do a essas condi¢cdes permanecam, 0s danos podem
aumentar, podendo comprometer o funcionamento das branquias (Sakuragui et al.,
2003).
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6. CONCLUSAO

No presente trabalho, a avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas das NP-
TiO, permitiu concluir:
1. A tendéncia a formar agregados, assim como o didmetro hidrodinamico dos
agregados de NP-TiO; variam em pH diferentes; Em pH 5,0 didmetro hidrodindmico
dos aglomerados foi maior, resultado que é corroborado pelo maior valor de potencial
zeta das NP quando comparados aos pH 7,0 e 8,0; Esse fato pode ter dificultado a
entrada das NP-TiO; no organismo, causando assim, menos danos aos peixes em pH 5,0

em relacdo aos outros grupos;

2. A concentracdo de NP-TiO, em suspensdo na agua diminui substancialmente
podendo chegar a valores proximos a 16% (na auséncia de agitacdo) da concentragdo
colocada inicialmente ap6s 24h. Isso pode ser explicado pelas elevadas concentragdes a
que os animais foram expostos, que fazem com que as particulas fiquem muito

préximas umas das outras, facilitando sua agregacao e consequente decantacao.

3. Apesar da exposi¢do a diferentes pH (acido, basico e néutro) a morfologia das
NP-TiO, se manteve.

4. A liberacdo de muco e a excrecdo de amonia pelos animais, assim como a
agitacdo dos animais expostos podem ter contribuido para que uma maior concentragdo
de NP-TiO, ficassem em suspensdo na d&gua, quando comparados aos testes

preliminares, que foram realizados na auséncia de peixe.

A avaliacdo de branquias de P. lineatus expostos a 1 mg L™ de NP-TiO, em pH
acido (5,0), neutro (7,0) e béasico (8,0) durante 48 horas permitiu as seguintes
conclusdes:

1. A CL-50;48h das NP-TiO, em meio aquatico em pH 5,0, 7,0 e 8,0 foi superior a
100 mg L™, sendo entdo considerada ndo-téxica, de acordo com a classificacdo de
Zuker (1985), para P. lineatus.

2. A exposicdo a NP pode causar alteragdes nas variaveis hematoldgicas em 48h de
exposicdo; a exposicdo a diferentes pH afeta principalmente o ndmero de células

sanguineas dos organismos expostos, que pode acarretar em um prejuizo ao transporte
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de O, pelos eritrocitos, prejudicando a homeostase do organismo e, aumentando o gasto
de energia na tentativa de manter o equilibrio fisioldgico;

3. A exposicdo a NP-TiO, nos pH testados indicaram desequilibrio
osmorregulatdrio por parte dos animais, uma vez que:

o A exposi¢do a NP-TiO, (em pH 7,0) assim como a exposi¢do a pH &cido (5,0)
causou desequilibrio sobre o equilibrio i6bnico nos exemplares de peixe, o que
provavelmente esta relacionado principalmente com as alteragdes nas
concentragdes dos ions CI;

o A exposicdo a pH &cido e basico inibe a enzima AC; A exposi¢do a NP-TiO,
também pode inibir a atividade da AC em pH néutro.

o A exposicdo a NP e nos diferentes pH testados néo alterou a area fracional e
densidade das CC tipo I; contudo a exposicdo as NP alteraram a area fracional
das CC tipo Il, sendo que em pH 5,0 esse tipo de CC néo foi identificado. Isso
pode estar relacionado ao bloqueio das superficies das CC tipo Il (em cripta)
pelos grandes agregados de NP presentes em pH 5,0, que pode ter dificultado

bastante as trocas idnicas dessas células;

4. As alteracOes nas concentragdes de ERO e da atividade das enzimas SOD, CAT
e GCL podem indicar um desequilibrio no sistema antioxidante dos animais expostos

aos diferentes pH e a NP-TiO,.

5. A exposicdo a NP-TiO, causou mais danos principalmente em pH 7,0, onde 0s
agregados apresentam diametro hidrodindmico médio menor quando comparado aos
outros pH, corroborando com a hipétese de que quanto menor o tamanho dos

aglomerado, maior a facilidade das NP entrarem no organismo dos animais expostos.
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